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RESUMO:

A fibrose cistica (FC) € uma doenca autossdmica recessiva causada por mutacoes
no gene da condutancia transmembranica da fibrose cistica (CFTR), o qual codifica
uma proteina localizada na membrana de células epiteliais e funciona como canal de
cloro. A FC afeta multiplos 6rgaos, mas a doenga pulmonar € a principal causa de
morte dos pacientes. Estudos que correlacionam o gendétipo CFTR com a gravidade da
doencga, sugerem que modificadores genéticos, como variaveis polimoérficas podem
estar envolvidos na biologia da doenga. O objetivo deste trabalho foi identificar dois
polimorfismos extra-génicos ao CFTR e correlaciona-los com a gravidade da doenca
pulmonar em pacientes com FC. O gendtipo de 58 pacientes homozigotos para
Phe508del para SNPs nos loci 11p13 e 20g13.2 foram determinados, comparados com
as frequéncias genotipicas e alélicas de individuos controles e associados, quando a
informacéo estava disponivel, a taxa de redugao anual da capacidade pulmonar. Nao
foram encontradas diferencas significativas entre as frequéncias alélicas e genotipicas
dos dois grupos para ambos loci. Além disso, os indices de redugao da capacidade
respiratoria também nao atingiram diferenca significativa entre os grupos genotipicos.
Os resultados do presente trabalho sugerem que outros SNPs nesses loci ou mesmo
loci adicionais podem apresentar maior relevancia bioldgica na doenga pulmonar em

pacientes com FC da nossa regiéo.
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INTRODUGAO:

A fibrose cistica (FC) € uma doenca autossdmica recessiva com incidéncia de 1
caso para cada 2.500 nascidos-vivos. [1] Entretanto, essa incidéncia € variavel de
acordo com a origem étnica dos pacientes. Na populagao brasileira, a frequéncia da FC
varia de estado para estado devido a taxa variada de miscigenagao. No Rio Grande do
Sul, a incidéncia estimada é de 1 caso em 1.587 individuos, incidéncia semelhante a
populagao europeia. [2]

A FC é causada por mutagdes no gene regulador da condutancia transmembranica
da fibrose cistica (CFTR), o qual localiza-se no brago longo do cromossomo 7 (locus
7931). Esse gene codifica para uma proteina de 1480 aminoacidos, a qual funciona
como um canal de cloro em células epiteliais. [3-5] A falta da proteina CFTR funcional
leva a formacao de secrecdes desidratadas e viscosas nos pulmdes, no pancreas, no
sistema biliar, na genitalia masculina, no intestino e nas glandulas sudoriparas, sendo,
portanto, uma doenga multissistémica. [1]

As manifestacdes clinicas abrangem um grande espectro de sinais, que variam de
pacientes apresentando apenas alteragcdes bioquimicas até pacientes que apresentam
um quadro clinico complexo. Dentre essas, a doenga pulmonar obstrutiva crénica, que
resulta em faléncia pulmonar devido a obstrucdo das vias aéreas, € a principal
determinante de mortalidade em pacientes afetados com FC. [6,7] A progressao e a
gravidade da doenga pulmonar sdo medidas pelo exame de espirometria, que
quantifica o volume de ar expirado em 1s (forced expiratory volume in 1s — FEV,).
Estas medidas vém a ser o aspecto mais variavel no fenoétipo da FC. [8-11]

A heterogeneidade alélica é a principal responsavel pela variabilidade fenotipica da

doenca pulmonar. No entanto, diferentes aspectos do fendtipo da FC parecem ser



modulados por outros modificadores ainda ndo bem determinados. Até o momento,
aproximadamente 1900 variagdes de sequéncia foram descritas no gene CFTR. [12]
Entretanto, aproximadamente 70% dos alelos na estimativa mundial apresentam uma
delecédo de 3 pares de bases (bp), denominada Phe508del (ou AF508), a qual é
responsavel pela perda do residuo fenilalanina na posi¢cao 508 da proteina CFTR. [12]
Dentro do grupo de individuos homozigotos para Phe508del, a gravidade da doenga
pulmonar pode ser bastante variavel, inclusive entre pacientes da mesma familia,
demonstrando que o gendtipo CFTR por si s6 ndo € o unico fator que influencia nesse
processo. Outros fatores, portanto, podem modificar o curso da doenga pulmonar.

O estudo mais aprofundado do CFTR e de suas variantes permitiram o melhor
entendimento sobre as bases etiolégicas da doenga. Entretanto, ha pouco
conhecimento sobre os fatores que modificam a sua gravidade, visto que pessoas com
0 mesmo genotipo apresentam um quadro clinico bastante distinto. [13]

Apesar de varios fatores ambientais piorarem o quadro clinico dos pacientes, como
exposi¢cao ao cigarro, existe um interesse crescente na tentativa de identificar outros
genes que atuam como modificadores do fendtipo da doenga de pulméo. Algumas
variantes polimérficas foram identificadas em genes candidatos, as quais podem
desempenhar um papel importante na deterioragcdo da funcdo pulmonar. [10] Esses
genes modificadores podem estar envolvidos na fisiopatologia da doenga, como parte
da resposta do organismo a doenga, ou em caminhos para novos alvos terapéuticos .

Os maiores esforgos no estudo da FC concentram-se na aquisi¢ao de informacgdes
genotipicas e fenotipicas de um grande numero de pacientes para elucidar o papel
desses loci modificadores. Recentemente, um estudo de associagdo (GWAS -
Genome Wide Association Studies) demonstrou que dois loci no genoma humano, um
no cromossomo 11p13 e outro no cromossomo 20q13, apresentam associagcao

significativa em pacientes homozigotos para a mutagdo Phe508del. [9] Esse estudo foi



conduzido em uma coorte de pacientes euro-descendentes do hemisfério norte.
Nenhum estudo semelhante foi realizado em outras regides do mundo. Portanto, a
identificacdo desses polimorfismos e a correlagdo dos mesmos com a doenga
pulmonar em pacientes diagnosticados no nosso laboratério pode fornecer informacoes
inéditas sobre o assunto. Desta forma, o presente trabalho teve como obijetivo
identificar dois polimorfismos extra-génicos ao CFTR e correlaciona-los com a
gravidade da doencga pulmonar em pacientes com FC homozigotos para Phe508del

diagnosticados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).



MATERIAIS E METODOS:

Amostra

A amostra foi composta por 58 pacientes com FC homozigotos para a mutagao
Phe508del, os quais foram examinados clinicamente no Servico de Pneumologia do
HCPA e encaminhados para o Servico de Genética Médica do HCPA, onde foi
realizada a analise molecular.

A frequéncia dos polimorfismos foi estabelecida em um grupo controle composto
por 100 individuos (50 homens e 50 mulheres) ndo-aparentados e sem sinais clinicos
de FC. Essas amostras dos individuos normais fazem parte de um banco de DNA de
amostras andnimas.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HCPA.
Isolamento do DNA

O DNA genbmico foi isolado a partir de uma amostra de sangue periférico coletado
por puncao venosa usando EDTA como anti-coagulante. A metodologia utilizada foi a
precipitacdo em excesso de sais. [14] O DNA foi quantificado pelo método fluorimétrico
Quant-it™ utilizando o aparelho Qubit (Invitrogen, USA) e diluido a uma concentragdo

de 2ng/ul, sendo armazenado a -18°C até o momento das analises.

Genotipagem dos SNPs
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Os polimorfismos rs12793173 e rs6024460 foram analisados através do uso de
oligonucleotideos iniciadores (primers) e sondas especificas para cada um dos loci,
baseado em ensaios TagMan® (Applied Biosystems) numeros 32033139 10 e
30318130_20, respectivamente.

A amplificagdo das regides de interesse foi realizada em um volume final de 12uL,
contendo 10ng de DNA gendmico, 0,3uLde TagMan® SNP Genotyping Assays 40X e
6uL de TagMan® Universal PCR Master Mix® 2X, no equipamento ABI 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). O programa para amplificagao incluiu um ciclo de
inicial a 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos para
desnaturagcao e 60°C por 1 minuto para anelamento e extensdo pela enzima DNA
polimerase.

Apos a reacdo de amplificagcdo, a identificagdo do gendtipo dos individuos foi
realizada pelo ensaio de discriminacao alélica, através da captagao da fluorescéncia
emitida a uma temperatura de 60°C durante 1 minuto, e os resultados foram analisados

pelo programa 7500 System SDS v1.4 Software (Applied Biosystems).

Avaliagao da doeng¢a pulmonar

O volume de ar expirado em 1s (forced expiratory volume in 1s — FEV;) foi utilizado
para medidas quantitativas de avaliagcao da capacidade pulmonar. De cada paciente,
uma medida inicial e o ultimo FEV; foram adotados como pardmetros levando em
consideragao a idade do paciente no momento do exame. Baseado nesses valores, o
indice anual de reducdo da capacidade pulmonar foi calculado a partir da férmula
abaixo para fins de comparacéo entre os grupos genotipicos

FEV4s = (1,00 - cp). FEVy;

onde,
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FEV+= medida final do volume expiratdrio forcado em 1s
FEV4 = medida inicial do volume expiratério forcado em 1s
N = diferencga entre a idade do paciente em FEVs e a idade em FEVy;

cp = indice anual de redugao da capacidade pulmonar.

Analise estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas para cada locus foram estimadas pelo
método de contagem. A comparacgao das frequéncias encontradas nos dois grupos foi
realizada pelo teste do Qui-quadrado (;(2) de Pearson com corregao de Yates quando
necessario ou pelo teste exato de Fisher, sendo considerado significativo quando o
p<0,05.

A associacdo entre os polimorfismos e o indice anual de reducdo da capacidade
pulmonar (cp) foi avaliada através do teste de Kruskal-Wallis para comparagao de
mediana, sendo considerado significativo quando o p<0,05.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do pacote SPSS

v.18.
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RESULTADOS:

Os resultados da analise do polimorfismo rs12793173 (locus 11p13) do grupo dos
58 pacientes permitiram a estratificagdo dos pacientes como descrito a seguir. Vinte e
nove deles foram identificados como homozigotos para o alelo T (0,500), 23 individuos
sao heterozigotos (0,397) e 6 individuos foram identificados como homozigotos para o
alelo C (0,103). A figura 1 demonstra os resultados de algumas amostras analisadas
para esse polimorfismo. Baseado na distribuicdo dos gendtipos, as frequéncias alélicas
foram estabelecidas em 0,698 e 0,302 para o alelo T e o alelo C, respectivamente. No
grupo controle, 64 individuos foram identificados como homozigotos para o alelo T
(frequéncia genotipica igual a 0,640), 30 heterozigotos (0,300) e 6 homozigotos para o
alelo C (0,060). As frequéncias alélicas obtidas foram 0,790 para o alelo T e 0,210 para
o alelo G.

Os resultados obtidos nos dois grupos (pacientes e controles) foram comparados e
nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as distribuicdes
genotipicas (°=3,155; p=0,206) e nem entre suas frequéncias alélicas (}*=2,872,
p=0,09) (tabela 1).

Nas analises do polimorfismo rs6024460 (locus 20q13), a distribuicdo genotipica foi
identificada como 39 individuos homozigotos para o alelo A (0,672), 19 individuos
heterozigotos (0,328) e n&o foram identificados individuos homozigotos para o alelo G.
A partir desses dados, a frequéncia do alelo A foi estimada em 0,836 e a frequéncia do
alelo G foi estimada em 0,164. O grupo controle foi composto por 65 individuos
homozigotos para o alelo A (0,650), 31 individuos heterozigotos (0,310) e 4 individuos
homozigotos para o alelo G (0,040). Portanto, a frequéncia do alelo A foi estabelecida

em 0,805 e a do alelo G foi estabelecida em 0,195.
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Ambas as frequéncias alélicas e genotipicas desse polimorfismo também nao
apresentaram diferencas estatisticamente significantes na comparacdo entre os dois
grupos estudados (,1/2= 0,292 , p=0,589; ,1/2= 1,994, p=0,418, respectivamente) (tabela
2).

Os pacientes foram também agrupados conforme o gendtipo identificado nos dois
loci estudados, considerando rs12793173 e rs6024460, respectivamente. O gendtipo
mais frequente nessa coorte foi o TT/AA, o qual foi identificado em 20 pacientes
(34,48%) (tabela 3).

O indice de reducdo anual da atividade pulmonar foi avaliado em cada grupo
genotipico, considerando os pacientes em que foi possivel obter esse dado. Esse
indice foi comparado entre os membros de cada grupo e, posteriormente, a mediana foi
calculada em um deles. Os resultados obtidos estdo representados na tabela 3 e na
figura 2.

A figura 2 mostra a distribuigdo da taxa anual de redug¢do da capacidade pulmonar
e as medianas para cada um dos grupos genotipicos. Ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre as medianas dos grupos genotipicos,
demonstrando que a evolucdo das condigdes respiratérias dos pacientes € muito
similar entre os mesmos. Do grupo CC/AA havia apenas 1 individuo genotipado. O
grupo CC/AA apresentou a maior variabilidade em relagdo ao fendtipo da gravidade

pulmonar.

14



DISCUSSAO:

Pacientes com FC apresentam insuficiéncia pulmonar e a maioria deles morre no
inicio da idade adulta em decorréncia do agravamento da doenga pulmonar. Avaliagdes
periddicas do FEV sdo uteis para avaliar a capacidade pulmonar e prever a sobrevida
do paciente. [15] Entretanto, essa avaliacdo s pode ser realizada a partir dos 6 anos
de idade [9], o que limita a obtencdo desse dado.

Nesse trabalho, o gendtipo de dois SNPs localizado em dois loci, descritos
recentemente como modificadores da funcdo pulmonar, foram avaliados em 58
pacientes com FC homozigotos para Phe508del. O gendtipo do CFTR de parte desses
pacientes ja tinha sido identificado anteriormente [16] e os demais foram avaliados para
esse trabalho. As medidas de FEV, foram obtidas através de dados retrospectivos,
ficando limitada a disponibilidade das mesmas. Consequentemente, a associagao dos
dados laboratoriais aos dados clinicos foi realizada em 38 pacientes.

Os pacientes incluidos nesse estudo (homozigotos para Phe508del) representam
aproximadamente 33% do total de pacientes diagnosticados com FC na nossa regiao.
[16] Essa frequéncia € mais baixa que em outras regides do mundo, especialmente em
paises do hemisfério norte. Isso € um limitante para o nosso estudo, visto que inclui
apenas os pacientes com esse genaotipo identificados no HCPA.

A avaliacdo dos SNPs permitiu determinar que as frequéncias genotipicas e
alélicas obtidas nos pacientes com FC sdo semelhantes aos individuos controles da
nossa populacdo, mas diferentes dos dados internacionais. [17] Esses dados
confirmam a importancia da realizacdo de estudos na populagao local para confirmagao

das frequéncias de variantes alélicas.
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Visando a comparagao dos dados de FEV4, uma férmula matematica foi utilizada
para obtengdo e comparagao entre os indices anuais de reducdo da capacidade
pulmonar baseado no modelo matematico de progressdo geométrica, visto que a
doenca progride de forma exponencial. No presente estudo, os indices de reducao da
capacidade respiratéria ndo atingiram diferenca significativa entre os grupos. Esse
resultado ndao permite a identificacdo de um alelo de risco nessa coorte. Os dados
obtidos no trabalho de Wright e colaboradores identificou o alelo C no SNP rs12793173
(cromossomo 11) como alelo de risco em pacientes norte-americanos homozigotos
para Phe508del com fendtipo pulmonar grave. [9] Na nossa amostra, o alelo C nao foi
identificado como agravante. Observamos também que pacientes homozigotos para o
alelo de risco (alelo C) demonstraram melhora do estado clinico, considerando as
medidas de FEV4. Esta evidéncia pode ser explicada pelo fato da FC ser uma doenca
complexa e que outros fatores, além de modificadores genético, possam estar
interferindo na biologia da doenca.

Os resultados do presente trabalho sugerem que outros SNPs nesses loci ou
mesmo loci adicionais podem apresentar maior relevancia biolégica na doenca
pulmonar em pacientes com FC da nossa regido. As regides avaliadas nesse estudo
foram identificadas em pacientes caucasoides, na sua grande maioria. [9] Os pacientes
incluidos nesse estudo sao provavelmente mais miscigenados, conforme trabalhos
descritos na literatura. [18] Esse fato é corroborado pelas frequéncias alélicas
diferentes obtidas entre a populagdo normal da nossa regido e os dados internacionais.
Desta forma, a avaliacdo desses outros modificadores em potencial é bastante
relevante e importante para determinacdo de modificadores em populacbées com
origem étnica distinta da populagao analisada no trabalho de Wright e colaboradores.

Atualmente, pelo menos 10 genes ja foram identificados como moduladores

fenotipicos da FC. [7,10] O gene APIP, por exemplo, proximo a regido do polimorfismo
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rs12793173, esta envolvido com o mecanismo de apoptose no processo inflamatério
do pulmao. A fungcdo dos genes proximos a regidao do polimorfismo rs6024460, por
outro lado, ndo foram tdo estudados até o momento. Mas, alguns deles, como por
exemplo o MC3R, apresenta fungdes relacionadas com desempenho pulmonar. [9]
Portanto, avaliagdo da expressdao desses genes pode também fornecer outras
informacdes relacionadas a modulagéo da expressao do CFTR.

Neste trabalho, nenhuma associacdo entre os polimorfismos e o fendtipo da
doencga pulmonar foi evidenciada. Entretanto, a investigacdo de outras regides com a
inclusdo de um maior numero de pacientes, como tem sido feito em trabalhos de
colaboracéo internacional, podem identificar outras localizacbes genémicas relevantes.
Por fim, os dados abordados sdo inéditos no hemisfério sul e indicam a inclusdo de

outros candidatos a moduladores fenotipicos em estudos futuros na nossa amostra.
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Figura 1. Discriminagao alélica do polimorfismo rs12793173 (locus 11p13). Os
losangulos representam amostras homozigotas para o alelo T; os triangulos
representam amostras heterozigotas e os circulos representam amostras homozigotas

para o alelo C; o quadrado representa o tubo branco da analise.
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em cada grupo genotipico.
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Tabela 1. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs12793173 (locus 11p13). As

frequéncias relativas de cada grupo encontram-se entre parénteses.

Genoétipos Alelos
Grupo n Valor p n Valor p
TIT T/C C/C T C

Pacientes

comFC , 2 23 6 58 81 35 116

(0,500) (0,397) (0,103) (0,698) (0,302)
0,206° 0,090°

Controles .92 30 6 100 158 42 200

(0,640) (0,300) (0,060) (0,790) (0,210)

2 Teste do qui-quadrado de Pearson (4*=3,155); ® Teste do qui-quadrado com correcdo de Yates (;°=2,872).
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Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs6024460 (locus 209g13.2). As

frequéncias relativas de cada grupo encontram-se entre parénteses.

Genoétipos Alelos

Grupo n Valor p n Valor p
AA AIG  GIG A G

Pacientes
39 19 i 97 19

comFC  ,672) (0.328) 58 (0836) (0,164) 116

0,418° 0,589°

65 31 4 161 39

Controles 550y (0,310) (0,040) 190 (0,805) (0,195) 290

2 Teste exato de Fisher (*=1,994); ® Teste do qui-quadrado com corregdo de Yates (4°=0,292).



Tabela 3. Distribuicao dos pacientes em grupos genotipicos e a correlagao com a

avaliagao da capacidade pulmonar.

Capacidade

Grupo o pulmonar

genotipico ° N (mediana)
(%)
CC/AA 5 8,62 4 4,0
CC/AG 1 1,72 1 -2,2
TT/AA 20 34,48 12 2,8
TT/AG 9 15,52 7 7.4
TC/AG 9 15,52 4 3,7
TC/AA 14 24,14 10 2,1

Total 58 100,00 38
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ANEXO

Normas para submissdo de manuscritos a “Journal of Medical Genetics” .
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