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RESUMO

Introducdo: A fibrose cistica € uma doenga autossdmica recessiva, multissistémica e
potencialmente letal, com maior incidéncia em populacdes de origem caucasiana. A sua
etiologia é caracterizada pela presenca de variantes patogénicas no gene CFTR, o qual codifica
uma proteina homénima. Ela apresenta grande heterogeneidade na frequéncia e na
complexidade das suas manifestacdes clinicas e os genes modificadores sdo descritos como um
dos fatores que regulam este fendmeno. Objetivo: Estabelecer a frequéncia de variantes alélicas
nos genes SERPINAL, SLC6A14 e SLC26A9 e analisar a sua influéncia na heterogeneidade das
manifestacdes clinicas de individuos acometidos pela doenca. Materiais e Métodos: Trata-se
de um estudo de corte transversal. As amostras de DNA genémico de 56 individuos foram
submetidas a técnica da PCR em tempo real (qQPCR) para a identificacdo dos gendtipos das
variantes rs28929474 (SERPINA1), rs3788766 (SLC6A14) e rs7512462 (SLC26A9). As
plataformas Gene-Calc, dbSNP (NCBI), RegulomeDB 2.0.3 e HaploReg 4.1 foram consultadas
para a determinacao do Equilibrio de Hardy-Weinberg e para a obtencdo de dados genéticos e
funcionais sobre as variantes analisadas. A associacao entre as variantes e as variaveis clinicas
relacionadas a fibrose cistica foi determinada por uma regresséo logistica binomial realizada no
software RStudio 2022.07.0, na qual quatro modelos genéticos foram considerados: alélico,
dominante, recessivo e aditivo. Resultados: Os alelos de menores frequéncias para as variantes
rs3788766 e rs7512462 foram 0 A (0,41) e C (0,4), respectivamente. Todos os alelos da variante
rs28929474 foram representados pelo nucleotideo C. A variante rs3788766 foi associada
significativamente ao uso de dornase alfa nos modelos recessivo (OR =0,23; p = 0,04) e aditivo
(OR = 0,23; p = 0,04), a ocorréncia de exacerbacdo pulmonar no modelo dominante (OR =
9,09; p = 0,04), ao risco nutricional para sobrepeso nos modelos alélico (OR = 4,48; p = 0,03)
recessivo (OR= 16,03; p = 0,02) e aditivo (OR = 19,73; p = 0,03), e ao risco nutricional para
desnutri¢cdo nos modelos alélico (OR =0,22; p = 0,03), recessivo (OR = 0,06; p = 0,02) e aditivo
(OR= 0,05; p = 0,03). Ndo foram observadas associa¢es significativas para a variante
rs7512462. Concluses: Os alelos A e C relacionados as variantes rs3788766 e rs7512462,
respectivamente, foram frequentes entre os sujeitos incluidos no estudo. A variante rs3788766
foi associada aos marcadores da doenca pulmonar (uso de dornase alfa e episddios de
exacerbacdo pulmonar) e, principalmente, ao risco nutricional para sobrepeso e desnutricao.

Palavras-chave: mucoviscidose; variabilidade fenotipica; SERPINAL; SLC6A14; SLC26A9.
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ABSTRACT

Introduction: Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive, multisystemic and potentially
lethal disease, which incidence is higher in Caucasian population. CF aetiology is characterized
by the presence of pathogenic variants in the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator (CFTR) gene, which encodes a homonymous protein. CF heterogeneity is high in
frequency and complexity of its clinical manifestations and modifier genes are described as one
of the factors that regulates the phenomenon. Objective: To establish the frequency of allelic
variants in SERPINA1, SLC6A14 and SLC26A9 genes and to analyze their influence on the
heterogeneity of clinical manifestations in individuals with CF. Materials and Methods: The
study is cross-sectional. Genomic DNA samples from 56 individuals were subjected to real-
time PCR (qPCR) technique in order to identify the genotypes of rs28929474 (SERPINAL),
rs3788766 (SLC6A14) and rs7512462 (SLC26A9) variants. The Gene-Calc, dbSNP (NCBI),
RegulomeDB 2.0.3 and HaploReg 4.1 platforms were consulted for determining the Hardy-
Weinberg Equilibrium and obtaining genetic and functional data on the analyzed variants. The
association between variants and CF-related clinical variables was determined by binomial
logistic regression which was performed in RStudio 2022.07.0 software, in which four genetic
models were considered: allelic, dominant, recessive and additive. Results: The minor alleles
frequencies (MAF) for the rs3788766 and rs7512462 variants were A (0.41) and C (0.4),
respectively. All of the alleles in rs28929474 variant were represented by nucleotide C. The
rs3788766 variant was significantly associated with dornase alfa use in the recessive (OR =
0.23; p = 0.04) and additive (OR = 0.23; p = 0.04) models, occurrence of pulmonary
exacerbations in dominant model (OR = 9.09; p = 0.04), nutritional risk of overweight in the
allelic (OR = 4.48; p = 0.03), recessive (OR = 16.03; p = 0.02), and additive (OR =19.73; p =
0.03) models, and nutritional risk of malnutrition in the allelic (OR = 0.22; p = 0.03), recessive
(OR =0.06; p = 0.02), and additive (OR = 0.05; p = 0.03) models. No significant associations
were observed for the rs7512462 variant. Conclusions: The A and C alleles related to
rs3788766 and rs7512462 variants, respectively, were frequent among the people in the study.
The rs3788766 variant was associated with markers of lung disease (use of dornase alfa and
episodes of lung exacerbations) and, especially, nutritional risk of overweight and malnutrition.

Keywords: mucoviscidosis; phenotypic variability; SERPINAL, SLC6A14, SLC26A09.
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1 INTRODUCAO

A fibrose cistica (FC) é uma doenca autossdmica recessiva, multissistémica e

potencialmente letal, com maior incidéncia em popula¢des caucasianas e frequéncia
estimada em 1:3000 a 1:6000 nascidos vivos, a depender da regi&o geogréfica' 2. A FC

é causada por variantes patogénicas no gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane

Conductance Regulator), localizado na regido 7g31.2, sendo constituido por 250 mil
pares de bases e 27 éxons®.

O gene CFTR codifica uma glicoproteina homénima, membro da superfamilia de
transportadores ABC (ATP-binding cassete), composta por 1480 aminoacidos®, cuja
localizac&o é a membrana apical das células epiteliais®. Esse polipeptidio atua como um
canal iénico de fons cloreto (CI-) e de bicarbonato (HCO3-)e a sua regulagdo é realizada
pelo monofosfato ciclico de adenosina (CAMP)2,

A FC tem uma apresentacdo clinica variada®, podendo se manifestar desde o
periodo neonatal ou até mais tardiamente na vida adulta’. As queixas mais comumente
associados a doenca incluem sintomas respiratorios recorrentes ou persistentes, déficit no

crescimento ou desnutricdo e esteatorreia ou evidéncia fecal da ma absorcéo®?.

A heterogeneidade clinica da FC ocorre até mesmo entre os individuos que
apresentam 0 mesmo gen6tipo. Nos sujeitos homozigotos para a variante patogénica
F508del, por exemplo, é observada uma grande diversidade na gravidade da doenca
pulmonar*?. Nos testes genéticos utilizados para o diagnéstico molecular da FC, embora
se tente estabelecer uma associagdo linear entre a variante patogénica no CFTR e o
fendtipo apresentado, a determinacdo da influéncia de um Unico gene é dificultada pela
existéncia de centenas de variantes e pela interferéncia de fatores ambientais e de genes
modificadores®.

O diagnostico da FC é baseado em um conjunto de sinais clinicos, associados as
evidéncias laboratoriais de disfuncdo da proteina CFTR. No Brasil, o algoritmo da
triagem neonatal, baseado em duas quantificacdes da tripsina imunorreativa (IRT),
detecta 0s neonatos com indicativo de diagnésticol*. Em caso de resultado positivo, os
individuos sdo encaminhados para um centro de referéncia, onde serdo submetidos ao

teste do suor®®.
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O teste do suor é considerado o padrao ouro para o diagnostico da fibrose cistica,

sendo que um dos métodos amplamente adotados atualmente é aquele que emprega o

sistema Macroduct®'®, o qual utiliza a iontoforese de pilocarpina para estimular a

sudorese nos individuos avaliados®® Aqueles individuos com niveis elevados de cloreto
no suor (igual ou acima de 60 mmol/l), observados por meio de dois testes em dias
diferentes, podem ter a confirmacéo diagndstica™®.

Os sujeitos com fibrose cistica confirmada (ou até mesmo em suspeic¢ao, devido a
resultados inconclusivos do teste do suor) podem ter suas amostras de DNA submetidas a
testes genéticos, os quais avaliam a presenca de variantes patogénicas nos alelos do
CFTR. Diversas técnicas tém sido utilizadas para esse fim, desde as técnicas mais antigas
e laboriosas, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional, até as técnicas
mais modernas que incluem a PCR em tempo real (qQPCR) ou o Next Generation
Sequencing (NGS).

Genes modificadores sdo aqueles que ocasionam diferencas qualitativas ou
quantitativas em qualquer aspecto fenotipico de uma doenca. Segundo Houlston e
Tomlinson'’, esses genes podem influenciar as manifestacdes clinicas de uma doenca
mediante quatro diferentes formas: 1) em células ou tecidos especificos ou por meio de
uma acdo sistémica; 2) ao nivel da proteina ou do fenotipo da doenga, tanto qualitativa,
como quantitativamente; 3) por agdes especificas ou ndo especificas sobre as vias
patoldgicas; 4) acdo direta ou com a necessidade de ativacdo através de mutacdes
somaticas ou fatores ambientais especificos'’. Na FC, in(imeros genes modificadores tém
sido identificados, incluindo-se aqueles mediadores da resposta inflamatéria e anti-
inflamatoria e da reatividade das vias aéreas, e, também, genes envolvidos no trafego da
proteina CFTR e dos canais idnicos alternativos'®

Este estudo se propGe a analisar a associacdo entre as variantes rs3788766
(SLC6A14), rs7512462 (SLC26A9) e 28929474 (SERPINAL) e a heterogeneidade das
manifestacdes clinicas da FC, em individuos atendidos em um hospital universitario de

referéncia do Nordeste brasileiro.
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2 JUSTIFICATIVA

A FC é uma doenga complexa e as suas manifestagdes clinicas podem ser
influenciadas por diversos agentes ambientais e genéticos. O estabelecimento da relacéo
genotipo-fendtipo, com algumas excecdes, ndo pode considerar apenas o gene CFTR. Os
genes modificadores parecem, de fato, estar associados a modulacdo de uma série de
manifestacdes clinicas, associadas aos sistemas respiratorio e digestdrio dos sujeitos com
FC. Dessa forma, faz-se necessario o aprofundamento dos estudos moleculares, de
bioinformatica e funcionais sobre esses genes e as suas respectivas proteinas.

Esses estudos sdo imprescindiveis para que, num futuro proximo, seja possivel
estabelecer um prognaostico mais preciso para cada individuo assistido, a partir ndo apenas
do diagnostico genético relacionado ao CFTR, mas também daquele associado aos genes
modificadores. Além disso, novos alvos farmacoldgicos podem ser estabelecidos e novos
medicamentos podem ser incluidos no planejamento terapéutico dos profissionais de
salde que manejam sujeitos com FC. Essa inclusdo pode ajudar a aperfeicoar o
tratamento, suavizar a gravidade da doenca e melhorar a qualidade de vida das pessoas

assistidas.
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3 OBJETIVOS

Esta secdo apresenta os objetivos cujo estabelecimento serviu de base para dar

corpo a base tedrica deste estudo.

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer a frequéncia das variantes rs3788766 (SLC6A14), rs7512462
(SLC26A9) e 28929474 (SERPINAL) e analisar sua influéncia na heterogeneidade das

manifestagdes clinicas de individuos com FC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Descrever as variaveis clinicas e epidemiolégicas da populagéo estudada;

v" Identificar os genotipos de variantes rs3788766 (SLC6A14), rs7512462
(SLC26A9) e 28929474 (SERPINAL);

v" Realizar a analise in silico das variantes rs3788766 (SLC6A14), rs7512462
(SLC26A9) e 28929474 (SERPINAL);

v Propor modelos alélicos para a analise de associacdo entre as variantes estudadas
e 0s marcadores clinicos da gravidade da FC;

v Auvaliar se hd a associacdo entre as variantes dos genes modificadores e 0s

marcadores clinicos da gravidade da FC.
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4 REVISAO DE LITERATURA

Esta secdo compreende a base tedrica que da sustentacdo a este estudo e se

apresenta em duas partes, a seguir detalhadas.

4.1 ASPECTOS GERAIS DA FIBROSE CISTICA

Definigdo e Epidemiologia

A FC é uma doenca genética, cronica, progressiva e multissistémica'®, cuja
manifestacdo é de heranca autossémica recessiva, mais predominante em populacgdes de
origem caucasiana’® No mundo, existem aproximadamente 163 mil individuos
acometidos pela FC??, sendo que cerca de 5.700 deles residem no Brasil*®.

A incidéncia da FC e variavel nas diversas regides geograficas. Na Europa, dados

advindos dos programas de triagem neonatal, demonstram uma incidéncia que varia de

1:3000% a 1:6000 nascidos vivos* Na Australasia, onde a triagem neonatal é bem

estabelecida, a FC é identificada em 1:3000 nascidos vivos?2. Nos Estados Unidos da

América (EUA), onde grandes variacdes étnicas sdo observadas®® 2,

a incidéncia geral
estimada é de 1:3500 nascidos vivosZ.

Na Ameérica Latina, a incidéncia da FC é de dificil quantificacdo em razdo da

auséncia de registros e de programas de triagem neonatal na maioria dos paises, além da
alta miscigenacdo étnica®. No Brasil, em estimativa feita por Raskin e colaboradores

(2008), com base nos dados de cincos estados (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,

Séo Paulo e Minas Gerais), a incidéncia média observada foi de 1:7576 nascidos vivos,

com uma consideravel variacio entre os estados analisados?’.

Etiologia

A etiologia principal da FC esta associada a presenca de variantes patogénicas no

gene CFTR? Segundo o Cystic Fibrosis Mutation Database, mais de 2100 variantes ja

foram identificadas nesse gene, das quais 401 sdo consideradas patogénicas®®. As
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variantes patogénicas que levam ao desenvolvimento da FC sdo comumente
categorizadas em seis classes, de acordo com os seus efeitos sobre a sintese, o transporte
e a funcionalidade proteica’.

As variantes patogénicas das classes | a ll1, por afetarem a tradugéo ou o transporte
da proteina CFTR até a membrana plasmatica, sdo aquelas que, habitualmente, causam
um fenotipo clinico mais grave. As variantes incluidas entre as classes 1V a VI, por outro

lado, acarretam manifestacdes clinicas mais moderadas, ja que seus efeitos afetam apenas

a funcionalidade e a estabilidade do polipeptidio na membrana plasmatica®..

Fisiopatologia

A disfuncdo da proteina CFTR diminui a permeabilidade aos ions Cl- e HCO3- e
traz dificuldades ao transporte e a secre¢do desses anions, aumentando as suas respectivas
concentracBes na membrana apical das células epiteliais dos tratos respiratério e
gastrointestinal e das glandulas sudoriparas®® > 33. Ainda segundo esses autores, cada
6rgdo que depende da CFTR expressa essa disfuncdo de maneira diferente, de acordo com
a sensibilidade de cada um ao déficit funcional.

No epitélio das glandulas sudoriparas, a CFTR defeituosa impede a maior parte
da reabsorcdo dos ions Cl- para a area intersticial, aumentando a concentracdo desses
anions no limen glandular3*. Como consequéncia, os canais transportadores de fons de
sodio (Na+), numa tentativa de equilibrar as concentra¢@es ibnicas, diminuem o fluxo
desses cations para o espaco intersticial, o que eleva o conteddo de sal dentro do Iimen
glandular®* O resultado desse fendmeno é a excrecdo de um tipo de suor marcado pelo
alto teor de cloreto de s6dio, o qual se torna uma caracteristica essencial a ser avaliada
em testes diagnosticos da doenca.

No epitélio respiratdrio, por sua vez, a auséncia ou uma CFTR defeituosa impede
o efluxo dos ions Cl- para 0 meio extracelular, o que leva ao aumento do influxo dos ions
Na+ e da dgua para o meio intracelular. Esse desequilibrio i6nico e osmotico acarreta a
deplecdo do liquido que lubrifica e hidrata as vias aéreas (ASL), tornando o muco
produzido mais viscoso, dificultando a atividade mucociliar e obstruindo as vias aéreas=>.
Esse acimulo de muco forma um ambiente propicio para a proliferacdo de micro-

organismos, levando a um ciclo de infeccdo e inflamagdo que, quando ndo tratado,
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degrada o epitélio respiratério e causa a sua disfuncdo®. Além disso, o déficit na secrecdo
de HCO3- para o meio extracelular parece contribuir para a infec¢do por patégenos, uma
vez que niveis menores desse anion leva & acidificagdo do ASL.

No sistema hepatobiliar, a proteina CFTR é ancorada na membrana apical dos
colangidcitos e regula o contetido de 4gua e eletrdlitos da bile, o que promove o transporte
de fons Na+ e Cl- e a alcalinizacdo e secrecdo da bile®’. A presenca de uma CFTR
defeituosa pode ocasionar uma secre¢do deficiente e a deposicdo de uma bile viscosa e
espessa, aumentando a atividade de radicais livres e a suscetibilidade a agentes
infecciosos e a outros componentes toxicos secretados juntos com a bile, o que pode
danificar diretamente os hepatécitos®’ 8. Além disso, ao longo do desenvolvimento da
doenca hepatica associada a fibrose cistica (DHRFC), sdo observadas desordens na
secrecdo de mucina, seguidas por obstrucdo dos pequenos ductos biliares®’:%8, A
composicdo anormal e o fluxo reduzido da bile promovem danos aos colangiécitos e a
inflamacéo periductal, além da proliferacdo dos ductos biliares e a fibrose periportal®’.
Posteriormente, as células estreladas hepéticas iniciam a producdo de colédgeno e
estimulam a liberacao de citocinas pelo epitélio dos ductos biliares, intensificando, dessa
forma o processo de fibrose®” Esse processo, ao longo dos anos, pode promover o
desenvolvimento da cirrose focal, seguida por cirrose multilobular acompanhada por

hipertenséo portal®’.

Fiorotto e Strazzabosco®® propuseram um novo modelo para explicar a DHRFC.
Nessa descricdo, a disfuncdo da proteina CFTR, associada a liberacdo de produtos da
microbiota intestinal para o figado, contribui para o desenvolvimento da DHRFC. No
intestino, a auséncia da CFTR promove a mudanga da microbiota e 0 aumento da
permeabilidade do epitélio, o qual se torna mais permissivo para a translocacdo de
produtos bacterianos para o figado. Nos colangiécitos hepaticos, a auséncia da proteina
CFTR leva a ativacdo persistente de tirosinas quinases da familia SRC, as quais dirigem

uma producdo anormal de citocinas pro-inflamatérias, mediadas pelo receptor do tipo
Toll 4 (TLR4), em respostas as endotoxinas liberadas pelas bactérias intestinais®. Esse

ambiente inflamatorio altera as func@es do citoesqueleto e das jun¢des comunicantes do

epitélio da vesicula biliar, impedindo que ele funcione como uma barreira, 0 que promove

a difuséo retrégrada da bile e o consequente dano tecidual®®



20

O gene CFTR é fortemente expresso no epitélio do trato gastrointestinal®® 4! E

observado um gradiente de expressao que aumenta no sentido proximal-distal e ao longo
do eixo cripta-vilosidade, com altos niveis do RNA mensageiro (MRNA) do CFTR no
duodeno, inclusive nas glandulas de Brunner, e uma reducdo distal dos niveis dessa
molécula nas regides proximas ao ileo*?; a localizagéo da expressdo do CFTR no intestino
reflete a necessidade do HCO3- e da secrecéo de fluidos. O HCO3- secretado nas regides
proximais do intestino consegue neutralizar o &cido gastrico proveniente do conteddo
estomacal. Essa neutralizacdo € necesséria para a atividade das enzimas digestivas
secretadas pelo pancreas exocrino e para a solubilidade dos sais biliares, liberados pelo
trato biliar. Quando a proteina CFTR estd ausente ou atua deficientemente, o acido
gastrico ndo é neutralizado de forma apropriada e, dessa forma, ha o enfraquecimento da
funcéo digestiva no intestino. Esse fendmeno, associado a reducdo da hidratacdo do

contetdo intestinal, promove uma série de complica¢fes no trato gastrointestinal dos

pacientes com FC*2.

Manifestac6es Clinicas

A sindrome clinica relacionada a diminuicdo ou perda da funcdo da CFTR €
multissistémica e apresenta-se por um conjunto amplo e heterogéneo de manifestacées’®.
No sistema respiratorio, 0 acometimento das vias aéreas € progressivo e de intensidade
variavel®. Sdo observadas doenca pulmonar e sinusal cronica, com periodos de
exacerbacdo, que se caracterizam pela presenca de sinusites, bronquites, pneumonias de

10,43

repeticdo e bronquiectasias A doenca pulmonar é a principal causa da

morbimortalidade da FC*3.,

A expressao do fendtipo da doenca pulmonar na FC é altamente variavel, mesmo
em individuos com o0 mesmo genétipo do CFTR. Essa variacdo € fortemente influenciada
por fatores ambientais (exposicdo ao tabaco, infec¢Oes bacterianas, status
socioecondmico e nutricional*). Além disso, o efeito de variantes genéticas nio
relacionadas ao gene CFTR também tem sido estimado. O estudo de Vanscoy e
colaboradores®, ao comparar a similaridade do fenétipo pulmonar de irméos gémeos
mono e dizigoticos, observou uma concordancia fenotipica maior nos gémeos

monozigoticos. A similaridade da funcdo pulmonar entre os gémeos dizigdéticos foi
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equivalente aquela observada entre os sujeitos com FC sem relaces familiares*. Os
autores supracitados estimaram que fatores genéticos ndo relacionados ao gene CFTR
responderam por 50 a 80% da variabilidade fenotipica observada em individuos com o
mesmo gendtipo para o CFTR (homozigotos para a variante patogénica F508del).

No trato gastrointestinal e anexos, o ileo meconial é uma forma de apresentacao
clinica precoce, apresentando-se na fase neonatal e caracterizando-se pela dificuldade de
eliminacdo do mecénio, acompanhado por sinais de obstrucdo intestinal e distensao
abdominal '°. Segundo Dupuis e colaboradores®®, a associagdo entre o fenétipo do fleo
meconial e 0 gendtipo do CFTR parece predominar para variantes patogénicas especificas
das classes | e 11. Esses autores ressaltam, entretanto, que fatores ambientais (exposicao
pré-natal a drogas) e variantes em determinados genes (SLC6A14, SLC9A3 e SLC26A9)
podem estar associados e, assim, modificar a susceptibilidade ao ileo meconial.

A insuficiéncia pancreética exocrina (IPE) é a manifestacdo clinica mais comum

e importante associada ao aparelho digestério dos sujeitos com FC'°, ocorrendo

esteatorreia e a perda caldrica associada & desnutricdo e ma absorcdo®’. A presenca de
IPE correlaciona-se, de forma proxima, com as variantes patogénicas do CFTR, assim,
aqueles sujeitos que apresentam duas variantes que levam a auséncia de fungdo do
polipeptidio (classes | a Ill) tendem a apresentar insuficiéncia pancredtica precoce,
frequentemente ao nascimento. Por outro lado, individuos com pelo menos uma variante
que promova a funcéo residual da proteina (das classes IV a V1), geralmente, apresentam
suficiéncia pancreatica ao nascimento®®. Quanto as manifestacdes clinicas do sistema
hepatobiliar, a DHRFC, usualmente, desenvolve-se até a adolescéncia, caracterizando-se
por um curso clinico lento, porém progressivo, na maioria das vezes*®. As manifestacées
clinicas associados a DHRFC incluem elevacgdo assintomaéticas de enzimas hepéticas no
sangue, hepatomegalia, esteatose hepatica, cirrose biliar focal, cirrose biliar multilobular,
colelitiase e colecistite*® Segundo Kobelska-Dubiel e colaboradores®, é estabelecido que
as alteracdes no sistema hepatobiliar ocorrem apenas naqueles individuos com variantes
patogénicas graves do gene CFTR das classes | e Il. Entretanto, os autores destacam que
apenas um pequeno namero de individuos, com variantes graves, apresenta a DHRFC,
por razdes ainda ndo esclarecidas. Fatores como idade ao diagndstico, sexo, presenca de

ileo meconial e a insuficiéncia do pancreas exocrino parecem influenciar a ocorréncia

dessa complicacdo®. Além disso, outros fatores genéticos no relacionados ao CFTR,
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como variantes no gene SERPINAL, podem estar associados ao risco de desenvolvimento

da DHRFC®L,
4.2 OS GENES SERPINA1, SLC6A14 E SLC26A9 E A FIBROSE CiSTICA

GENE SERPINA1

O gene SERPINA 1 (Serpin Family A Member 1) esta localizado na regido 14931-
32.3 e codifica a glicoproteina alfa-lantitripsina (AAT)*> A AAT faz parte da

superfamilia dos inibidores de proteases serinas e tem como principal funcdo inibir uma

série de enzimas, principalmente a elastase neutrofilica e, assim, proteger os tecidos do

dano proteolitico gerado por processos inflamatérios®®. Essa proteina é sintetizada
naturalmente no figado, antes de ser direcionada para a circulagdo®*. H& também uma
producdo em menor escala realizada por neutréfilos, monécitos e enterécitos® e por

células epiteliais dos bronquios®®.
Os pulmdes de individuos com FC sdo um ambiente rico em proteases, o que torna
a atividade dos inibidores de proteases insuficiente para a prevencdo da destruicdo

irreversivel do epitélio respiratério®. Esse desequilibrio contribui para a doenca
pulmonar relacionada & FC® e foi um componente de interesse para estudos que

investigaram o potencial terapéutico das antiproteases nessa doenga®. McElvaney e
colaboradores®® concluiram que a grande variabilidade dos niveis da elastase neutrofilica,
observada nos pulmdes desses individuos, dificulta a padronizagdo de uma dosagem
adequada para a reposicdo desta glicoproteina, apesar do potencial terapéutico da
reposicdo de AAT em sujeitos com FC, realizada tanto de forma intravenosa, quanto de
forma inalada.

Variantes no gene SERPINAL levam a uma polimerizacdo inadequada da proteina
ATT, a qual se acumula no limen do reticulo endoplasmético dos hepatécitos®®. Esse
acimulo pode levar ao desenvolvimento de cirrose, fibrose e, em casos mais graves,
carcinoma hepatocelular > Em estudos de associacdo realizados com sujeitos da Franca
e América do Norte, o alelo Z (rs28929474) do gene SERPINAL foi associado ao aumento
do risco para o desenvolvimento da DHRFC®! 0. Nesse sentido, o nimero de estudos

relacionados & terapia génica direcionada & AAT tem crescido, principalmente aqueles
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voltados para a deficiéncia de alfa-1 antitripsina (DAAT), cujos resultados podem ser
aplicaveis para a FC*.

O estudo de Mueller e colaboradores®?, voltado para o tratamento da DAAT,
desenvolveu diversos vetores de AAV recombinante (rAAV), incorporados com
microRNAs (miRNAs), com o objetivo de silenciar a expressdao do gene SERPINAL
mutado com a variante rs28929474 e aumentar a expressao da forma selvagem desse gene
em um modelo animal. O rato transgénico apresentou silenciamento do gene SERPINAL
mutante no figado e no plasma e 0 aumento da expressdo da proteina selvagem circulante;
além disso, foi observada reducdo dos niveis de AAT truncada nos hepatocitos e dos
infiltrados inflamatérios no figado.

No que diz respeito & FC, Hunt e colaboradores® sugeriram, como uma futura
abordagem terapéutica para a doenca pulmonar, a inibicdo dos miRNAs que se ligam a
regido 3’UTR do mRNA do SERPINAL, atraves de anti-miRNAs e bloqueadores de sitio
alvo, o que levaria ao aumento da expressdo génica, dos niveis de AAT e da atividade

antiproteolitica nos pulmdes.

GENE SLC6A14

O gene SLC6A14 (Solute Carrier Family 6 Member 14) esta localizado na regido
X(g23 e expressa a proteina conhecida como membro 14 da familia 6 dos transportadores
de soluto, a qual utiliza a energia proveniente do gradiente dos ions de sodio e cloro para
concentrar todos 0s aminoacidos neutros, e 2 aminoacidos catidnicos (lisina e arginina),
no citoplasma de diversos tipos celulares®?. O estudo de associagdo ampla do genoma
(GWAS), realizado por Sun e colaboradores (2012), evidenciou os alelos rs3788766*T e
rs5905283*C do gene SLC6A14 como alelos de risco para o fleo meconial®®. Li e
colaboradores (2014), por sua vez, identificaram um efeito pleiotrépico do alelo de risco
rs3788766*T sobre o ileo meconial, sobre a doenca pulmonar e a idade da primeira
infeccdo por Pseudomonas aeruginosa®®.

No Brasil, dois estudos foram realizados com individuos com FC acompanhados
em um centro de referéncia do estado de S&o Paulo. No primeiro, foi observada a relagéo
do alelo rs3788766*T com 0 aumento do risco para infec¢do pulmonar por P. aeruginosa,

perda da funcdo pulmonar e inicio precoce dos sintomas pulmonares em pacientes
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portadores de variantes patogénicas das classes I, 11 e 111%>

No segundo trabalho, foi
observado que a interacdo entre os polimorfismos rs3788766 (SLC6A14), rs7512462

(SLC26A9), rs17235416 (SLC11A1), rs17563161 (SLCOA3) e variantes patogénicas do
CFTR parecem influenciar um conjunto de sintomas digestivos®®.

Quanto a influéncia da SLC6A14 na fisiopatologia da doenga pulmonar, é
sugerido que essa proteina, ao funcionar como um transportador de aminoacidos, seja
expressa e ativada rapidamente durante a infeccdo, para diminuir a quantidade de
aminoacidos disponiveis no liquido da superficie das vias areas, através do transporte e
da concentracdo dessas moléculas no citoplasma das células epiteliais, 0 que resulta na
reducéo da infeccdo bacteriana sobre a superficie epitelial®’ 8.

A proteina SLC6A14 pode interferir indiretamente na fisiopatologia da doenca
pulmonar, por sua influéncia sobre a atividade da proteina CFTR. Ahmadi e
colaboradores (2019) afirmam que o transporte de arginina através da SLC6A14 aumenta
o efluxo do cloreto pela CFTR mutante (F508del-CFTR) na superficie das vias aéreas,
estando a CFTR estimulada ou néo pelo corretor Lumacaftor®®. Também foi observado
que esse aumento da funcdo da CFTR induz ao aumento do nivel do liquido das vias
aéreas e que a potenciacdo ocorre pela via de sinalizacdo do Oxido nitrico (NO)®. Os
mesmos autores sugerem que a ativacdo da SLC6A14 pode ser considerada uma terapia
complementar & corregdo e potenciacio do CFTR nos sujeitos com FC®,

GENE SLC26A9

O gene SLC26A9 (Solute Carrier Family 26 Member 9) esta localizado na regido
1032.1 e é constituido por 30,425 pares de bases e 21 éxons’’. Ele codifica uma proteina
homénima, cuja isoforma candnica é formada por 791 residuos de aminoacidos e cuja
estrutura, bem conservada dentro da familia de transportadores aniénicos SL26, é

formada por dois dominios: um dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico,
denominado STAS (Sulphate Transporter and Anti-sigma Factor Antagonist)”*.
O transportador SLC26A9 esta localizado no epitélio dos pulmdes, estbmago,

intestino e pancreas’2 3 74, Nesses 6rgaos, o membro A9 pode atuar como um permutador

+ 68

de ions CI/HCOgz", como um canal de Cl- ou um cotransportador de Na*™ ®° e contribuir,

por exemplo, para a depuracéo das vias aéreas e a producdo do acido gastrico’®. Todavia,
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a contribuicdo do SLC26A9 para a producao do bicarbonato epitelial e para o transporte
de sodio ndo é bem compreendida e é possivel que 0 modo de transporte seja dependente
da célula e do tecido onde o canal esteja localizado’®.

Muitos membros da familia SLC26 s&o expressos conjuntamente com a proteina
CFTR em epitélios de todo o corpo, inclusive nagqueles que constituem 6rgaos acometidos
na fibrose cistica’’. Nesse sentido, o estudo de Bertrand e colaboradores (2009), realizado
com linhagens de células HEK 293, evidenciou a formacdo de um complexo
SLC26A9/CFTR e mostrou que a expressdo conjunta desses transportadores parece
aperfeicoar o transporte de cloreto, quando estimulado por fosfocolina, sugerindo um
mecanismo de interacéo regulatdria reciproca’®.

Diante das evidéncias que corroboram a interacdo entre as proteinas SLC26A9 e
CFTR, inimeros trabalhos tém investigado os efeitos de variantes no gene SLC26A9
sobre as comorbidades associadas a fibrose cistica e sobre a resposta ao tratamento. O
estudo de Li e colaboradores®® evidenciou o efeito pleiotrépico do SCL26A9 em
manifestagOes relacionadas ao pancreas. O alelo T da variante rs7512462 foi associado
tanto ao risco de desenvolvimento do ileo meconial, quanto ao dano pancreéatico associado
aos niveis da IRT ao nascimento®. Como limitacdo do estudo, os autores destacaram o
numero restrito de sujeitos incluidos com medidas de IRT disponiveis.

No trabalho de Miller e colaboradores’®, o alelo de risco 7512462*T foi associado
a doenga pancredtica exocrina pré-natal, em estudo realizado em recém-nascidos de dois
estados norte-americanos. A associacdo foi observada tanto na andlise isolada da
populagdo de cada estado, quanto na avaliagdo combinada das duas populacdes’®. A
mesma relacdo foi observada no grupo de individuos homozigotos para a variante

patogénica F508del "°.

Por outro lado, Lam e colaboradores® demonstraram que um conjunto de
variantes no gene SLC26A9 formou um haplétipo de baixo risco para a diabetes
relacionadas a FC (DRFC). Este haplétipo foi associado ao aumento da expressao
proteica nas linhas celulares PANC-1 e CFPAC-1. A partir disso, 0s autores concluiram
que a adocao de estratégias que aumentem a expressao da proteina SLC26A9 nos ductos
pancreéaticos de pacientes com FC podem retardar a DRFC.

Quanto a influéncia do gene SCL6A29 na resposta ao tratamento, Corvol e

colaboradores (2018) observaram que sete variantes desse gene foram associadas a
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resposta pulmonar em tratamento com o farmaco Ivacaftor ao longo de um ano, a qual foi
medida pelo volume expiratorio forgado no primeiro segundo (VEF1), em individuos com
FC insuficientes pancreaticos e portadores de variantes patogénicas que alteram o gating
da CFTR®L,

O gendtipo CC da variante rs7512462 foi associado a reducéo do VEF1 em 7,7%,
nos individuos portadores de, pelo menos, um alelo com a variante G551D8L. Os autores
sugerem que as referidas variantes impactam as interacdes SLC26A9-CFTR-G551D, o
que pode alterar o trafego intracelular ou a ativagdo do CFTR-G551D e afetar a resposta
ao lvacaftor.

No Brasil, 0 estudo de Kmit e colaboradores®?, que incluiu individuos com FC de
um centro de referéncia do estado de Sao Paulo, investigou a resposta funcional da CFTR
de células epiteliais nasais extraidas de sujeitos homozigotos para a variante patogénica
F508del, com trés diferentes gendtipos para a variante rs7512462 do gene SCL26A9 (TT,
CT, CC), quando expostas a diferentes combinacdes farmacoldgicas. Os autores
observaram que a funcdo basal do CFTR foi maior em células de individuos portadores
do alelo C do polimorfismo rs7512462 (CT ou CC) e que foram expostas a uma

combinacéo de dois moduladores: VX-770 (lvacaftor) + VX-809 (Lumacaftor).
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5 MATERIAIS E METODOS

Esta secdo compreende os procedimentos metodoldgicos adotados para dar

cumprimento aos objetivos estabelecidos neste estudo.

5.1 CAMPO DE ESTUDO

O estudo foi realizado no Ambulatério Interdisciplinar de Fibrose Cistica (AIFC),
do Ambulatério Professor Francisco Magalhdes Neto, do Complexo Hospitalar
Universitario Professor Edgard Santos (Complexo-HUPES), da Universidade Federal da
Bahia (UFBA), em Salvador, Bahia. O AIFC é composto por uma equipe formada por
médicos(as) pneumologistas, enfermeiros(as), farmacéuticos(as), fisioterapeutas,
nutricionistas e técnicos em salde, a qual oferece atendimento a cerca de 65 individuos
com FC, principalmente criancas e adolescentes, residentes em algum dos diversos
municipios baianos. Esses sujeitos sdo, geralmente, acompanhados em consultas
trimestrais ou mais frequentemente para 0os menores de 2 anos, ou sempre que se faz

necessario.

5.2 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo de corte transversal, realizado no periodo de janeiro de 2020 a
junho de 2022.

5.3 POPULACAO

A populacdo foi composta por todos os individuos com diagnéstico de FC,

atendidos regularmente no AIFC do Complexo-HUPES.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

a) Sujeitos de ambos o0s sexos e todas as faixas etarias, com diagndstico de FC
confirmado pelo teste do suor positivo (elevagdo de cloreto no suor maior que > 60 mEq
L), em duas amostras e/ou identificagio duas variantes patogénicas no gene CFTR;

b) Acompanhamento regular no AIFC.
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5.5 CRITERIO DE EXCLUSAO

Individuos cujos genotipos para as variantes rs3788766, rs28929474 e rs7512462

ndo foram determinados.

5.6 COLETA DOS DADOS CLINICOS

Os dados clinicos foram coletados com base nos registros dos prontuarios
médicos. Estudaram-se as variaveis clinicas e as variantes rs3788766, rs7512462 e
rs28929474, dos genes SLC6A14, SLC26A9 e SERPINAL, respectivamente.

5.7 VARIAVEIS DO ESTUDO

e Sexo

e ldade

e Variantes patogénicas do gene CFTR

e Z-Score do indice de Massa Corporal (IMC)

e Uso de pancreatina

e Ocorréncia episodios de exacerbacao pulmonar (nos ultimos 2 anos)
e Uso de dornase alfa

e Uso de tobramicina inalatoria

e Ocorréncia de infec¢do do trato respiratorio por P. aeruginosa

e Idade da primeira infeccdo por P. aeruginosa

5.8 ANALISE MOLECULAR

Extracdo e Quantificacdo do DNA Genbmico

Todos os individuos incluidos no estudo foram submetidos a puncéo venosa para
obtencdo de amostra de sangue para pesquisa de genes estudados. Os seguintes
procedimentos foram realizados: a antissepsia da pele com alcool a 70,0% e coleta de
cerca de 2 mL de sangue, através de puncdo venosa periférica, com catéter plastico

descartavel. Adicionou-se 1 mL de sangue em frasco com 0,02 mL de EDTA.
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Posteriormente, o volume sanguineo foi centrifugado a 3500 rpm, durante 20 minutos,
para a obtencdo do buffy coat, o qual foi armazenado sob temperatura de — 20° C. O DNA
gendmico foi extraido utilizando-se o kit comercial PureLink™ Genomic DNA Mini Kit,
Invitrogen™ (Carlsbad, EUA), seguindo-se todas as recomendacgdes do fabricante. As
amostras de DNA foram estocadas em uma temperatura de -20° C e, posteriormente,

quantificadas e qualificadas com auxilio de um espectrofotdmetro, modelo BioDrop.

Determinacdo do Gendtipo do Gene CFTR

Para a determinacdo das variantes patogénicas do gene CFTR, as amostras de
DNA dos individuos incluidos no estudo foram submetidas ao rastreamento de sete
variantes patogénicas, o qual foi realizada através de métodos convencionais (PCR e
digestdo enzimatica). Caso dois alelos patogénicos ndo tenham sido evidenciados, 0o DNA
extraido de amostras de mucosa oral foi submetido ao NGS através da plataforma Illumina
HiSeq.

PCR em Tempo Real (qPCR)

As amostras de DNA foram submetidas a técnica de gPCR, objetivando-se
caracterizar o perfil genético desses pacientes para as variantes dos genes modificadores
em analise no presente estudo. As variantes pesquisadas foram: rs3788766 (SLC6A14),
rs28929474 (SERPINAL) e rs7512462 (SLC26A9).

A gPCR foi conduzida em um termociclador modelo QuantStudio™ 12K Flex
Real-Time PCR System, Applied Biosystems™ (Carlsbad, EUA). As variantes foram
investigadas por meio da tecnologia TagMan® SNP Genotyping Assays, Applied
Biosystems™ (Carlsbad, EUA). A concentracdo das amostras de DNA foi uniformizada
em 5 ng/uL e o volume final da reacdo foi de 5uL. As seguintes etapas de ciclagem térmica
foram realizadas: 95°C durante 10 minutos; 50 ciclos de 95° C durante 15 segundos / 60°
C durante 1 minuto e um passo de extensdo de 60° C durante 30 segundos. Foram
incluidos em cada placa de genotipagem o0s controles negativos para a garantia de

qualidade dos resultados.
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5.9 ANALISE IN SILICO

O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para a distribuicdo genotipica associada
as variantes rs28929474 (SERPINAL), rs3788766 (SLC6A14) e rs7512462 (SLC26A9) foi
analisado pela plataforma Gene-Calc®®. Valores de p > 0,05 foram considerados para a
caracterizacdo do equilibrio genético. A anotacdo gendmica das variantes supracitadas foi
consultada no banco da dados dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). As
plataformas HaploReg 4.18* e RegulomeDB 2.0.3% foram utilizadas para a avaliacio da
relacdo das variantes com regifes regulatorias da expressdo génica. O HaploReg é uma
ferramenta que explora as anotagdes de genomas ndo codificantes entre os resultados de
GWAS publicados ou de novos sets de variantes e que permite, por exemplo, realizar a
predicdo dos efeitos das variantes sobre motivos regulatérios®*. O RegulomeDB, por sua
vez, é um banco de dados que analisa as variantes com elementos regulatérios das regides
intergénicas conhecidas do genoma da espécie Homo sapiens®®. Esses elementos incluem
regides de hipersensibilidade a DNAse, sitios de ligacao de fatores de transcrigéo e regides
promotoras®. Uma classificacdo numérica de 1 a 7 representa o grau de confianca
crescente relacionado a localizacdo da variante em uma regido funcional e o consequente
efeito na regulacdo da expressdo génica. As pontuacGes de 1 a 3 indicam uma possivel
alteracdo na ligacéo a fatores de transcrigdo, enquanto as pontuacdes de 4 a 6 indicam
auséncia de evidéncia para a ocorréncia deste efeito. Nao ha informacGes sobre a

pontuacéo 7.
5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram registrados em questionario padrao e armazenados em um
banco de dados no programa Microsoft Excel 365®. As analises estatisticas foram
realizadas por meio dos softwares RStudio 2022.07.0 e IBM SPSS Statistics® 28.0.1.1 As
frequéncias absolutas e relativas foram calculadas para cada variavel ou categoria

analisada. O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para a avaliagdo da normalidade da
distribuicdo dos dados referentes & idade e ao Z-score do IMC®. A média e o desvio

padrédo foram calculados para as variaveis cujos valores estiveram dentro da normalidade.
Oito variaveis foram selecionadas para a andlise de associagdo com as variantes

relacionadas aos genes modificadores: variantes patogénicas do gene CFTR, Z-score do
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IMC, utilizacdo de dornase alfa, ocorréncia de episddios de exacerbacdo pulmonar, uso
de pancreatina, uso continuo de tobramicina inalatéria, ocorréncia de infec¢do do trato
respiratério por P. aeruginosa e idade da primeira infeccdo por P. aeruginosa.

A variavel “variantes patogénicas do gene CFTR,” foi categorizada em trés
grupos: 1) gen6tipos homozigotos para a variante patogénica F508del (F508del/F508del),
2) genotipos heterozigotos compostos para a variante patogénica F508del e outra variante
das classes | a Il (FO8del/Classes | a I11) e 3) gen6tipos heterozigotos compostos para a

F508del e outra variante patogénica das classes 1V a VI (F508del/Classes IV a VI). Os
softwares WHO Antro®’e WHO Antro Plus®® foram utilizados para o calculo do Z-score

do IMC para criancas até os 5 anos e entre 6 e 19 anos, respectivamente. A categoria de

risco nutricional foi criada de acordo com os valores do Z-score do IMC, utilizando os

valores referencias definidos pela Organizag&o Mundial da Satide (OMS)89 %0

, adaptados
para as caracteristicas especificas da populacdo do AIFC. Dentro da categoria supracitada
dois subgrupos foram criados: sobrepeso e desnutricdo. Para os participantes até os 5
anos, os z-scores do IMC abaixo de -0,5 foram incluidos no subgrupo desnutricdo e
aqueles acima de 1,5 foram incluidos no subgrupo sobrepeso. No que diz respeito as
criancas com idade entre 6 e 19 anos, os valores de z-score referenciais para o subgrupo
desnutricéo foram aqueles abaixo de -0,5 e aqueles acima de 1 foram subgrupados como
sobrepeso.

As variaveis “uso de dornase alfa”, “uso de tobramicina inalatéria”, “ocorréncia
de episodios de exacerbagdo pulmonar” foram adotadas como marcadores da doenca
pulmonar. A variavel “idade da primeira infec¢do por P. aeruginosa” foi categorizada em
trés subgrupos: primeira infeccdo até os 11 meses e 29 dias, primeira infecgdo entre 12
meses e 59 meses e 29 dias e primeira infeccdo acima dos 60 meses. A variavel “uso de
pancreatina” foi considerada um marcador da insuficiéncia pancreatica. A defini¢do de
exacerbacdo pulmonar foi aquela adotada pelo centro de referéncia.

A anélise de associagdo entre as variantes e as variaveis demograficas e clinicas
foi baseada em uma regressdo logistica binomial, sendo considerados quatro modelos:
alélico, dominante, recessivo e aditivo. Para associacdo com o polimorfismo rs3788766
do gene SLC6A14, localizado no cromossomo X, a variavel sexo foi considerada para o
ajuste dos dados. AssociagOes com valores de p <0,05 foram consideradas significativas.
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5.11 ASPECTOS ETICOS

Este estudo compbe um projeto mais amplo, intitulado Estudo clinico-
epidemiolodgico da fibrose cistica em um centro de referéncia em Salvador, BA, aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario Professor Edgar Santos (CEP-
HUPES), sob o parecer de nimero 1.759.008, de outubro de 2016, contando com a Ultima
emenda aprovada em marco de 2022, sob o parecer de nimero 5.287.108.

Os individuos incluidos na pesquisa ou 0s seus responsaveis legais assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido e, quando pertinente, as criangas assinaram o
termo de assentimento, em conformidade com a ultima versdo da Declaracdo de

Helsinque (ano de 2013) e a Resoluc¢do n. 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.
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Os resultados obtidos neste estudo estdo reunidos em quatro partes, conforme

detalhamento a sequir.

6.1 POPULACAO DO ESTUDO

Incluiram-se 56 participantes, excluindo-se trés porque os genétipos ndo foram

determinados pela analise molecular; 32 (57,14%) sdo do sexo masculino, média (DP) de
idade de 116,36 (71,59), sendo que 17 (30,36%) tém idade abaixo dos 72 meses. A Tabela

1 evidencia as caracteristicas da populacdo, conforme as variaveis clinicas selecionadas

para compor o estudo.

Tabela 1- Caracteristicas da populacéo de acordo com as varidveis estudadas (N=56).

Variaveis

N (%)

Média (DP)?

Sexo
Masculino
Feminino

Idade (em meses)

Genotipo
F508del/F508del
F508del/Classes 1 a lll
F508del/Classes 1V a VI

Z-score do IMC®

Risco nutricional
Sobrepeso
Desnutricéo

Uso de PancreatinaoI
Sim
Nao

Exacerbacéo pulmonar
Sim
Nao

Uso de Dornase Alfa®

Sim
Nao

Uso de Tobramicina inalatéria

Sim
Nao

Infecgéo por Pseudomonas

aeruginosa
Sim

32 (57,14%)
24 (42,86%)

33 (58,93%)
16 (48,48%)
14 (42,42%)
3(9,1%)

27 (54,00%)
8 (29,63%)
19 (70.37%)

42 (77,78%)
12 (22,22%)

9 (16,98%)
44 (83,02%)

31 (57,41%)
23 (42,59%)

12 (22,22%)
42 (77,78%)

25 (44,64%)

116,36 (+71,59)

-0,11 (+1,31)




34

Nzo 29 (51,79%)

Idade da 1° infeccdo por P.
aeruginosa (em meses)’ 54,84 (+54,76)

12 infeccdo até 11 meses e 29 dias
Sim 11 (44,00%)

Nio 14 (56,00%)

12 infeccdo entre 12 meses e 59
meses e 29 dias

Sim 8 (32,00%)
NZo 17 (68,00%)
12 infecgdo acima dos 60 meses

Sim 6 (24,00%)
Ndo 19 (76,00%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: a: DP — desvio padréo. b: um dos alelos do CFTR de dois individuos heterozigotos compostos
para a variante patogénica F508del ndo teve variantes patogénicas identificadas e trés individuos
heterozigotos compostos para a variante patogénica F508del apresentaram uma variante patogénica cuja
classificagdo ainda ndo esta descrita na literatura. c: o z-score de seis individuos ndo foram calculados pela
indisponibilidade dos dados ou pela limitagdo do WHO Anthro Plus. d: os dados sobre o uso da pancreatina
de dois individuos ndo estavam disponiveis. e: os dados sobre o uso da dornase alfa de dois individuos ndo
estavam disponiveis. f: os dados sobre a idade da primeira infec¢do por P. aeruginosa de dois individuos
ndo estavam disponiveis.

6.2 DESCRICAO DAS VARIANTES

As informacles genéticas e funcionais das variantes rs3788766 (SLC6A14),
rs7512462 (SLC26A9) e rs28929474 (SERPINAL) estdo descritas na Tabela 2. O alelo T
do polimorfismo rs28929474 ndo foi observado entre os individuos da populacédo
estudada e, dessa forma, essa variante ndo foi incluida nas analises de associacdo com as

variaveis clinicas da FC.

Tabela 2- Descricdo genética e funcional das variantes estudadas.

Variante A1/A2%  Frequéncia HWEP Posigao (h38) Anotacio® RegulomeDB Haploregd
rs3788766 AIG 0,41 0,73 116435671 Upstream 2b EHM, DNAse,
Transcript Variant MC
rs7512462 CIT 0,4 0,84 205930467 Intrbnico 4 EHM, PBR, MC,
eQTL
rs28929474 CIT - - 94378610 Missense 4 EHM, DNase,
PBR, MC

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda a: Al - alelo de menor frequéncia/A2: alelo principal. b: Equilibrio de Hardy-Weinberg. c: NCBI
(Centro Nacional de Informag6es sobre Biotecnologia). d: EHM — Enhancer histone marks; PBR — Proteins
Bound; MC — Motifs Changed; eQTL — Expression quantitative trait loci.
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6.3 ASSOCIACAO ENTRE A VARIANTE RS3788766 (SLC6A14) E VARIAVEIS
CLINICAS DA FC

A variante rs3788766 foi associada significativamente a trés variaveis clinicas da
FC: uso de dornase alfa, exacerbagdo pulmonar e risco nutricional (Tabela 3). Com
relacdo a esta Ultima varidvel, houve associagOes significativas em ambos 0s grupos
sobrepeso e desnutricdo. Nos modelos alélico, recessivo e aditivo, a presenca do alelo
rs3788766*A elevou as chances de risco nutricional relacionado ao sobrepeso e diminuiu
as chances do risco nutricional relacionado a desnutric&o.

No que diz respeito aos parametros adotados como marcadores da doenga
pulmonar, a presenca do alelo rs3788766*A representou menores chances de uso da
dornase alfa, quando os modelos recessivo e aditivo sdo considerados. Por outro lado,
dentro do modelo dominante, a presenca desse mesmo alelo representou um aumento de
chances para a ocorréncia de exacerbacdo pulmonar. Em nenhum dos modelos
considerados houve associacao significativa da variante rs3788766 com a ocorréncia e a

idade da primeira infec¢éo por P. aeruginosa.

Tabela 3- AssociagOes entre a variante rs3788766 (SLC6A14) e variaveis clinicas da FC.

Uso de Dornase Alfa Risco nutricional

Modelo Alelos/ D
Genotipos N (%0) OR (1C-95%) 2P p-valor N (%0) OR (1C-95%) valor®
Alélico G - 1 - 1
A - 0,51 (0,25 -10,99) 0,05 - 1,77 (0,88 — 3,83) 0,12
Dominante GG 18 (58,06%) 1 12 (44,44%) 1
AG + AA 13 (41,94%) 2,56 (0,79- 8,88) 0,12 15 (55,56%) 0,72 (0,21-2,38) 0,59
Recessivo AG + GG 5 (16,13%) 1 11 (40,74%) 1
AA 26 (83,87%) 0,23 (0,05 -0,87) 0,04 16 (59,26%) 7,44 (1,59 — 55,48) 0,02
Aditivo GG 18 (58,06%) 1 12 (44,44%) 1
AG 8 (25,80%) 1,06 (0,18 — 6,29) 0,95 4 (14,81%) 0,16 (0,02 - 1,02) 0,07
AA 5 (16,13%) 0,23 (0,05 — 0,91) 0,04 11 (40,74%) 5,98 (1,18 — 46,74) 0,04
Vodel Alelos/ Sobrepeso Desnutricéo _
Genétipos N (%) OR (IC-95%)%®  p-valor N (%) OR (1C-95%) b

valor®
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Alélico G - 1 - 1
A - 4,48 (1,42 - 26,74) 0,03 - 0,22 (0,04 - 0,70) 0,03
Dominante GG 1 (12,50%) 1 11 (57,90%) 1
AG + AA 7 (87,50%) 0,10 (0-0,76) 0,05 8 (42,10%) 9,56 (1,32-198,33) 0,05
Recessivo AG + GG 2 (25,00%) 1 14 (73,68%) 1
AA 6 (75,00%) 16,03 (1,97 - 370,77) 0,02 5 (26,32%) 0,06 (0-0,51) 0,02
Aditivo GG 1 (12,50%) 1 11 (57,90%) 1
AG 1 (12,50%) 2,03 (0,06 — 69,86) 0,66 3 (15,78%) 0,49 (0,01 - 16,34) 0,66
AA 6 (75,00%) 19,73 (2,04 — 654,75) 0,03 5 (26,32%) 0,05 (0-0,49) 0,03
Exacerbagdo Uso de pancreatina
Modelo AIEEI‘?S/ pulmonar
Genotipos o4, (06) OR (IC-950%)®  p-valor N (%) or(Icose) P
Alélico G - 1 - 1
A - 2,56 (0,98 - 8,39) 0,07 - 1,04 (0,49 — 2,35) 0,92
Dominante GG 1(11,11%) 1 20 (48,78%) 1
AG + AA 8 (88,89%) 9,09 (1,41-100) 0,04 21 (51,22%) 1,02 (0,26 - 4) 0,98
Recessivo AG + GG 3 (33,33%) 1 11 (26,83%) 1
AA 6 (66,67%) 2,64 (0,43 - 16,27) 0,27 30 (73,17%) 1,14 (0,26 — 6,10) 0,87
Aditivo GG 1(11,11%) 1 20 (48,78%) 1
AG 5 (55,56%) 14,92 (1,25 - 600,42) 0,07 10 (24,39%) 0,86 (0,09 - 6,77) 0,87
AA 3(33,33%) 7,52 (0,85 -162,82) 0,1 11(26,83%) 1,11 (0,24 - 6,11) 0,89
Uso de Tobramicina inalatoria Infec¢do por P. aeruginosa
Modelo Alelos/ p-
Genotipos N (%) OR (IC-95%) 2" p-valor N (%) OR (1C-95%) valor®
Alélico G - 1 - 1
A - 0,89 (0,36 — 2,03) 0,79 - 0,87 (0,46 — 1,66) 0,68
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Dominante GG 5 (45,45%) 1 12 (48,00%) 1
AG + AA 6 (54,55%) 1(0,23-4,17) 1 13 (52,00%) 1,13 (0,37 - 3,52) 0,83
Recessivo AG + GG 2 (18,18%) 1 19 (76,00%) 1
AA 9 (81,82%) 0,64 (0,09 - 3,22) 0,61 6 (24,00%) 0,68 (0,18 — 2,49) 0,57
Aditivo GG 5 (45,45%) 1 12 (48,00%) 1
AG 4 (36,36%) 1,61 (0,23 - 14,72) 0,64 7 (28,00%) 1,35 (0,24 - 8,07) 0,73
AA 2 (18,18%) 0,71 (0,09 - 3,89) 0,71 6 (24,00%) 0,71 (0,18 — 2,64) 0,61
Infeccdo até 11 meses e 29 dias Infeccéo entre 12 meses e 59 meses e 29 dias
Alelos/
Modelo e
Gendtipo N (%) OR (1C-95%) ab p-valor N (%0) OR (1C-95%) p-
valor®
Alélico G - 1 - 1
A - 2,12 (0,99-5,02) 0,06 - 0,97 (0,47 - 2,00) 0,94
Dominante GG 4 (28,57%) 1 8 (50,00%) 1
AG + AA 10 (71,43%) 0,28 (0,06 —1,08) 0,07 7 (43,75%) 1,04 (0,28 - 3,85) 0,95
Recessivo AG + GG 8 (57,14%) 1 10 (62,50%) 1
AA 6 (42,86%) 3,91 (0,85-21,93) 0,09 5 (31,25%) 0,95 (0,21-3,95) 0,94
Aditivo GG 4 (28,57%) 1 8 (50,00%) 1
AG 4 (28,57%) 2,33 (0,32-19,47) 0,41 2 (12,50%) 0,99 (0,09-10,48) 0,99
AA 6 (42,86%) 4,46 (1,93-25,84) 0,07 5 (31,25%) 0,95 (0,21-4,03) 0,94
Infeccdo acima dos 60 meses
Model Alelos/
odelo Genétipo N (%) OR (I1C-95%)2  p-valor®
Alélico G -
A - 0,48 (0,19-1,04) 0,08
Dominante GG 10 (66,67%) 1
AG+AA 5 (33,33%) 3,24 (0,87-13,87) 0,09
Recessivo AG + GG 13 (86,67%) 1
AA 2 (13,33%) 0,25 (0,33-1,24) 0,12
Aditivo
GG 10 (66,67%) 1
AG 3 (20,00%) 0,47 (0,06-3,31) 0,45




AA

2 (13,33%)

0,23 (0,03-1,15)

0,10
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: a: OR —odds ratio. b: IC — Intervalo de confianca de 95%. c: regressao logistica binomial ajustada
para sexo (nivel de significancia p < 0,05).

6.4 ASSOCIACAO ENTRE A VARIANTE RS7512462 (SLC26A9) E VARIAVEIS
CLINICAS DA FC

Né&o foram observadas associagdes significativas entre o polimorfismo rs7512462

e as variaveis clinicas da FC (Tabela 4).

Tabela 4- AssociagOes entre a variante rs7512462 (SLC26A9) e variaveis clinicas da FC.

Modelo Alelos/ Uso de Dornase Alfa Risco nutricional
Geno6tipos N OR (I1C-95%)2"  p-valor N (%) OR (1C-95%) p-valor®
Alélico G - 1 - 1
A - 1,06 (0,46 —2,47) 0,89 - 2,04 (0,83 —5,51) 0,13
Dominante GG 10 (32,26%) 1 7 (25,93%) 1
AG + AA 21 (67,74%) 1,12 (0,35-3,57) 0,85 20 (74,07%) 0,54 (0,16 — 1,80) 0,32
Recessivo AG + GG 4 (12,90%) 1 5 (18,52%) 1
AA 27 (87,10%) 0,99 (0,20 —5,48) 0,99 22 (81,48%) 5,00 (0,73 —99,99) 0,16
Aditivo GG 10 (32,26%) 1 7 (25,93%) 1
AG 17 (54,84%) 1,13 (0,34 - 3,74) 0,84 15 (55,56%) 1,48 (0,43 —5,25) 0,53
AA 4 (12,90%) 1,07 (0,18 - 6,78) 0,94 5(18,52%) 6,43 (0,79 —138,87) 0,12
Alelos/ Sobrepeso Desnutricéo
Modelo Genotipos
P N (%) OR (1C-95%) p-valor N (%) OR (IC-95%) p-valor®
Alélico A - 1 -
G - 1,27 (0,36-4,74) 0,70 - 0,79 (0,21 - 2,79) 0,70
Dominante GG 2 (25,00%) 1 5 (26,32%) 1
AG+AA 6 (75,00%) 0,93 (0,11-5,85) 0,94 14 (73,68%) 1,07 (0,17 — 8,96) 0,94
Recessivo AG + GG 6 (75,00%) 1 16 (84,21%) 1
AA 2(25,00%) 1,78 (0,20 - 13,58) 0,58 3 (15,79%) 0,56 (0,07-5,07) 0,58
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Aditivo GG 2 (25,00%) 1 5 (26,32%) 1
AG 4 (50,00%) 0,91 (0,13 - 8,16) 0,93 11 (57,89%) 1,1 (0,12-7,90) 0,93
AA 2 (25,00%) 1,67 (0,14 — 21,44) 0,68 3 (15,79%) 0,6 (0,05 -7,33) 0,68
Modelo Alelos/ Exacerbacdo pulmonar Uso de pancreatina
Genotipos N (%) OR (I1C-95%)2  p-valor N (%) OR (1C-95%) p-valor®
Aléico G - 1 - 1
A - 0,49 (0,13 -1,52) 0,24 - 0,89 (0,33 - 2,45) 0,82
Dominante GG 4 (44,44%) 1 14 (33,33%) 1
AG + AA 5 (55,56%) 0,58 (0,13 —2,70) 0,47 28 (6,67%) 1(0,23-3,85) 1
Recessivo AG + GG - 1 5 (11,90%) 1
AA 9 (100%) - 37 (88,10%) 0,68 (0,12 - 5,20) 0,67
Aditivo GG 4 (44,44%) 1 14 (33,33%) 1
AG 5 (55,56%) - 23 (54,76%) 1,10 (0,24 — 4,53) 0,90
AA - - 5 (11,90%) 0,71 (0,10 - 6,30) 0,74
Modelo Alelos/ Uso de Tobramicina inalatéria Infecgdo por P. aeruginosa
Genotipos N (%) OR (1C-95%) 2° p-valor N (%0) OR (1C-95%) p-valor®
Alélico G - 1 - 1
A - 1,12 (0,41 - 3,04) 0,82 - 0,62 (0,26 —1,37) 0,25
Dominante GG 4 (33,33%) 1 11 (44,00%) 1
AG + AA 8 (66,67%) 1 (0,26 — 4,35) 1 14 (56,00%) 2,06 (0,67 - 6,6) 0,21
Recessivo AG + GG 2 (16,67%) 1 22 (88,00%) 1
AA 10 (83,33%) 1,48 (0,19-8,09) 0,67 3 (12,00%) 0,65 (0,12-2,99) 0,59
Aditivo GG 4 (33,33%) 1 11 (44,00%) 1
AG 6 (50,00%) 0,91 (0,22 - 4,10) 0,90 11 (44,00%) 0,5(0,15-1,63)
0,25
AA 2 (16,67%) 1,40 (0,16 — 9,88) 0,74 3 (12,00%) 0,43 (0,07 - 2,31) 0,34
Infecgdo até 11 meses e 29 dias Infeccdo entre 12 meses e 59 meses e 29 dias
Modelo Alelos/
Genotipos N (%) OR (1C-95%)® p-valor N (%) OR (1C-95%) p-valor®
Alélico A - 1 - 1
G - 0,79 (0,27 — 2,17) 0,65 - 0,89 (0,33 —2,38) 0,82
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Dominante GG 5 (35,71%) 1 5 (31,25%) 1
AG + AA 9 (64,29%) 1,16 (0,29 — 4,36) 0,82 11 (68,75%) 0,86 (0,22 —3,13) 0,82
Recessivo AG + GG 13 (92,86%) 1 15 (93,75%) 1
AA 1 (7,14%) 0,52 (0,02 - 3,96) 0,57 1 (6,25%) 0,42 (0,02 - 3,15) 0,45
Aditivo GG 5 (35,71%) 1 5 (31,25%) 1
AG 8 (57,14%) 0,94 (0,24-3,85) 0,93 10 (62,50%) 1,33 (0,35 -5,37) 0,67
AA 1 (7,14%) 0,50 (0,02-4,65) 0,58 1 (6,25%) 0,50 (0,02 — 4,65) 0,58
Infecgdo acima dos 60 meses
Modelo Gﬁr!%ltci);/os N (%) OR (1C-95%)* vaITc-)rc
Alélico A - 1,4 (0,52-3,93) 0,50
Dominante GGG 5 (33:33%) 1
AG + AA 10 (66,67%) 1 (0,25 - 3,67) 1
Recessivo AG + GG 12 (80,00%) 1
AA 3 (20,00%) 3,5 (0,52 —29,27) 0,19
Aditivo GG 5 (33,33%) 1
AG 7 (46,67%) 0,78 (0,19-3,23) 0,72
AA 3 (20,00%) 3,0 (0,38 —29,17) 0,30

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: a: OR — odds ratio. b: IC — Intervalo de confianca de 95%. c: regressdo logistica binomial (nivel
de significancia p < 0,05).
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, observou-se que o0s alelos rs3788766*A (SLC6A14) e
rs7512462*C (SLC26A9) apresentaram as menores frequéncias entre as amostras com
gendtipos determinados. Esse resultado diferiu parcialmente daquele encontrado em outro
trabalho brasileiro, realizado no estado de S&o Paulo, cujos alelos de menor frequéncia
foram os rs3788766*G e rs7512462*C, respectivamente®®. As diferencas étnicas entre as
populacdes analisadas nos dois estudos e 0 pequeno nimero de individuos incluidos no
presente estudo podem ser fatores que influenciaram as diferencas detectadas.

Quanto ao polimorfismo rs28929474, todas as amostras foram 100% homozigotas
para o alelo rs28929474*C, o que inviabilizou a pesquisa de associa¢cdes com as variaveis
clinicas estudadas. Entretanto, o alelo rs28929474*T € considerado raro, com frequéncias
pequenas em populaces europeias, africanas e latino-americanas®’. No Brasil, 0 estudo
de Russo e colaboradores (2016), que investigou a prevaléncia da deficiéncia de AAT e
a frequéncia alélica relacionada a esse fendtipo, em individuos com doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), observou que o alelo rs28929474*T apresentou frequéncia
de 0,8%%.

No presente estudo, o alelo rs3788766*A foi associado a um maior risco
nutricional relacionado a obesidade e a um menor risco relacionado a desnutricdo. Esses
resultados diferem daqueles observados por Pereira e colaboradores (2017), nos quais 0
alelo rs3788766*A (em homozigose) elevou as chances de reducéo do IMC®®. As analises
realizadas nas plataformas HaploReg e RegulomeDB evidenciaram a relacdo da variante
rs3788766 com regides reguladoras da expressdo génica, inclusive em tecidos
relacionados ao intestino. Semelhantemente, Ahmadi e colaboradores®® observaram que,
em murinos com FC, o silenciamento do gene SLC6A14 induziu a redugdo do ganho de
peso e do IMC ap06s o desmame. Entretanto, em estudos funcionais, o papel especifico de
variantes sobre a expressdo do SLC6A14 e, consequentemente, sobre o fendtipo
nutricional da FC precisa ser mais bem elucidado®?.

A literatura evidencia a associacdo entre a variante rs3788766 e parametros da
doenca pulmonar (idade dos primeiros sintomas respiratorios, idade da primeira infec¢éo
pulmonar por P. aeruginosa e dados funcionais provenientes da espirometria)®*%°. No

presente trabalho, trés variaveis foram utilizadas como marcadores da doenca pulmonar
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relacionada a FC: o uso clinico da enzima dornase alfa (uma desoxirribonuclease
recombinante humana que reduz a viscosidade do muco pela hidrélise do DNA acumulado
nas secre¢des), uso continuo da tobramicina inalatéria e ocorréncia de episodios de
exacerbacdo pulmonar. A presenca do alelo rs3788766*A diminuiu as chances de uso da
dornase alfa e aumentou as chances de ocorréncia de exacerbacao respiratdria. Ndo foram
observadas associacOes significativas entre esse alelo e 0 uso continuo da tobramicina
inalatéria. Esses resultados conflitantes podem ser atribuidos ao fato de que a doenca
pulmonar relacionada a FC é progressiva e influenciada pelos processos relacionados ao
envelhecimento®® Dessa forma, o nimero relativamente pequeno de individuos que
fizeram uso da dornase alfa e da tobramicina inalatoria pode decorrer da faixa etéria
estudada, composta, predominantemente, por criangas. Além disso, fatores ambientais e
a adesdo ao tratamento, ndo avaliados no presente estudo, sdo componentes que

apresentam forte influéncia sobre a doenca pulmonar®**°. No estudo de Pereira e

colaboradores®, a média de idade da primeira infeccéo por P. aeruginosa (80,61 meses)
foi superior agquela observada no presente trabalho (54,84 meses). Além disso, aqueles
autores observaram que a presenca do alelo rs3788766*C (em homozigose) reduziu as
chances de infeccdo respiratoria pela cepa mucoide de P. aeruginosa. No presente
trabalho, ndo foram evidenciadas associagfes significativas entre os alelos da variante
rs3788766 e a infeccdo por esse micro-organismo. A baixa proporcdo de individuos
cronicamente infectados por essa bactéria, aqui incluidos, pode ter influenciado a
discrepancia dos resultados. Além disso, 0 pequeno numero de sujeitos infectados
inviabilizou a categorizacdo dessa infeccdo com a cepa mucoide ou ndo mucoide para as
andlises estatisticas, o que impossibilita a comparacdo dos resultados entre os dois
estudos.

Estudo prévios demonstraram a associacdo da variante rs7512462 com
marcadores da insuficiéncia pancreatica e do ileo meconial®*™. O uso clinico da

pancreatina foi tratado como marcador relacionado a insuficiéncia pancredtica, no
presente estudo, mas este ndo foi associado de maneira significativa com a variante

supracitada em qualquer um dos modelos analisados, 0 que é consoante com a ideia de
que o gendtipo do gene CFTR exerce maior influéncia sobre o status pancreatico®. O
estudo de Bradley e colaboradores® evidenciou que fatores genéticos néo relacionados &

CFTR parecem influenciar a variagdo do IMC em individuos com FC, principalmente

genes localizados nos cromossomos 1 e 5. Essa relagdo ndo foi aqui observada, uma vez
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gue 0s genotipos da variante rs7512462 do gene SLC26A9, localizado no cromossomo 1,
ndo foram associados ao risco nutricional. Entretanto, covariaveis consideradas no
manuscrito supracitado (sexo, periodo de nascimento da coorte, idade do diagndéstico da
FC, diagndstico realizado através da triagem neonatal, genotipo, insuficiéncia
pancredtica, historico de ileo meconial, ocorréncia de gastrotomia, funcdo pulmonar e

)%® ndo foram incluidas nas analises estatisticas realizados

marcadores socioeconémicos
nesta pesquisa.

As limitacdes do trabalho consistiram no pequeno ndmero de individuos
analisados em uma populacdo predominantemente peditrica, o que pode ter influenciado
a associacdo com variaveis relacionadas a doenca pulmonar e ao estado nutricional. O
pequeno ndmero de individuos avaliados também pode ter influenciado a ndo deteccéo
do alelo rs28929474*T, cuja frequéncia é rara. A heterogeneidade alélica da populacédo
incluida prejudicou a incluséo das variantes patogénicas do CFTR nas analises estatisticas
aqui realizadas. O desenho do estudo, de corte transversal, s6 permitiu um recorte
momentaneo dos dados clinicos dos sujeitos assistidos no ambulatorio e impossibilitou o
acompanhamento de desfechos que poderiam ser detectados em um estudo longitudinal.
Além disso, a disponibilidade de dados funcionais pulmonares foi prejudicada pela faixa
etaria de cerca de 30% populagdo, j& que muitos individuos ainda ndo sdo aptos para a
realizacdo da espirometria e pelas dificuldades decorrentes da pandemia de COVID-19,
as quais impactaram na realizacdo do exame em todas as faixas etarias. Apenas uma
crianca desse estudo apresentou ileo meconial ao nascimento, o que inviabilizou a
inclusdo dessa variavel nas analises estatisticas. Também a auséncia de grupo controle
impossibilitou estabelecer a frequéncia das variantes estudadas em populacdes sem FC e

uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos.
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8 CONCLUSOES

1. Os alelos A e C, relacionados as variantes rs3788766 e rs7512462,
respectivamente, mostraram-se frequentes na populacdo estudada;

2. A variante rs3788766 foi associada aos marcadores da doenca pulmonar (uso
de dornase alfa e ocorréncia de episddios de exacerbacdo pulmonar) e,

principalmente, ao risco nutricional para sobrepeso e desnutrigéo.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, apresentado aos
participantes da pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E PRE-ESCLARECIDO

Estudo clinico-epidemiologico da Fibrose Cistica em um
Centro Universitario de referéncia em Salvador, Bahia.

Vocé estd sendo convidado(a) a participagdo de uma pesquisa. Antes de decidir
participar, é importante que entenda o porqué a pesquisa esta sendo realizada e o que ela
envolve. Por favor, dediqgue um tempo para ler cuidadosamente as informagdes
seguintes. Pergunte-nos se houver qualquer coisa que nao esteja clara ou se vocé precisar
de mais informagdes. Utilize o tempo que for necessario para decidir se deseja participar
do estudo.

O estudo dedica-se a descrever os dados clinicos — epidemiologicos dos pacientes
acompanhados no ambulatério de fibrose cistica no AMN (Ambulatério Magalhédes Neto)
durante o periodo de agosto de 2012 a dezembro de 2022.

Serdo convidados os pacientes que apresentarem o diagndéstico da fibrose cistica
confirmado e aqueles que ainda estdo em investigacdo. Vocé pode ou ndo participar da
pesquisa. Se quiser participar, vocé devera assinar e rubricar o formulario em todas as suas
paginas, este formulario, sendo que este deve ser preenchido em duas vias, uma que ficara
em poder do responsavel pela pesquisa (que também assinara o formulario), e outra que
sera mantida com vocé. Se decidir participar, mas mudar de ideia durante a pesquisa, vocé
podera sair a qualquer momento sem se desculpar. Isto ndo afetard o cuidado e a atengdo
gue seu médico tem dado a vocé.

O estudo ocorrera durante a consulta do paciente, serdo utilizados os dados
presentes no prontuario do paciente ou obtidos durante o atendimento.

Serdo coletados seus dados como: idade que realizou o teste do pezinho, idade em
que fez o teste do suor, idade em que confirmou diagndéstico, sintomas a admissdo no Centro
de Tratamento, sexo, dados do nascimento (peso ao nascimento, tipo de parto, local do
parto, tempo na maternidade, complicacfes neonatais), peso e estatura a admissdo no
Centro de Tratamento e em cada consulta, resultado de exames como testes para
avaliar insuficiéncia pancreatica (elastase fecal, esteatdcrito, Van de Kammer), alteracdes
na radiografia ou na tomografia do tdrax, presenga de microorganismos na cultura
do escarro, etc. Vocé serd acompanhado no ambulatorio de FC e em cada consulta serdo
coletados os dados clinicos- laboratoriais e serdo anotadas as alteragc@es ocorridas neste
periodo, como evolugdo clinica, complicacdes, alteracdes na radiografia ou na tomografia
de torax, colonizagdo por bactérias nas culturas de escarro, resultados de exames
laboratoriais, infeccdes respiratorias, internacGes, necessidade de hospitalizacdo e adesdo
ao tratamento.

Se vocé concordar em participar deste estudo, sera coletada uma amostra de sangue
do seu antebrago, com uma agulha nova e descartavel, apds assepsia local (limpeza). A
coleta podera gerar um desconforto ao paciente. A amostra de sangue sera dividida em
duas aliquotas: uma parte sera enviada ao Laboratdrio de Genética Humana e Mutagénese
do Instituto de Biologia da UFBA, sob a responsabilidade da profa. Renata Lucia Leite
Ferreira de Lima, onde haverd extracdo de DNA (material genético) que sera utilizado para
a pesquisa de mutacBes genéticas relacionadas com a fibrose cistica; a outra parte sera
enviada ao Laboratorio de Inflamacéo e Biomarcadores da FIOCRUZ (IGM-



54

Bahia), sob responsabilidade do professor Bruno de Bezerril Andrade, onde serd utilizada
para a avaliacdo do perfil inflamatério sistémico e de remodelamento tecidual a partir de
analise protedmica. Para obtencdo do material genético, podera ainda, ser coletada uma
amostra da mucosa bucal, realizada com um swab novo e descartavel, apds assepsia local
(limpeza) e, portanto, com minimos riscos. Esse material coletado serd enviado para So
Paulo, para o laboratério Mendelics (endereco: Rua Cubat&o, 86, cj 1202 - Sdo Paulo/SP -
04013-000), que realizara o exame. Conhecer a mutacdo genética e o perfil inflamatério
sistémico em cada paciente com fibrose cistica pode ajudar a entender melhor a doenca em
cada pessoa. Esta sendo solicitada a sua permissao para estocagem da amostra de DNA no
Laboratério de Genética Humana e Mutagénese do Instituto de Biologia da UFBA sob
responsabilidade da Profa. Renata Llcia Leite Ferreira de Lima. Se assinar este termo de
consentimento, vocé estd autorizando a estocagem da amostra de DNA no periodo de
desenvolvimento do projeto, sendo o prazo maximo de 10 anos. As amostras estocadas
poderdo ser usadas para pesquisas de outras mutacGes da fibrose cistica ou para estudos
adicionais da variabilidade genética da FC. Nenhuma outra doenga sera investigada. O uso
da sua amostra estocada para um novo estudo tera como condi¢do uma nova avaliacdo do
projeto de pesquisa pelo Comité de Etica. Ndo havera estocagem da amostra coletada a
partir da mucosa oral e da aliquota de sangue para estudo do perfil inflamatério sistémico.

Leia atenciosamente, as op¢Oes abaixo e assinale apenas uma das alternativas, de
forma a esclarecer sua vontade em relacdo a utilizagdo da amostra estocada para novas
pesquisas:

() Eu quero ser consultado caso novas pesquisas com o material genético
armazenado seja realizada e entdo, assinar ou ndo o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido;

( ) Eu concordo que o material genético armazenado seja utilizado em
novas pesquisas sem a necessidade de assinar novos termos, uma vez que autorizo,
desde agora, a utilizag&o deste material em futuras pesquisas.

A sua participacédo € importante, pois ajudaré a entender melhor a Fibrose Cistica,
permitindo que os médicos ampliem seu conhecimento sobre esta doenca e com isso
possam cuidar melhor dos pacientes com Fibrose cistica.

Ao término deste estudo, vocé continuara o acompanhamento regular no préprio
ambulatdrio.

Todas as informacdes coletadas sobre vocé durante a pesquisa serdo mantidas em
sigilo. Qualquer informag&o sua que saia do hospital terd seu nome e enderego removidos,
de forma que ndo podera ser identificado (a). Ao término deste estudo, os dados coletados
serdo usados para publicacéo de artigos cientificos.

Os investigadores nédo serdo remunerados para a realizagdo desse estudo, assim
como 0s pacientes voluntarios tambem néo serdo remunerados para a sua participa¢éo no
mesmo.

Qualquer duvida que lhe ocorra ao decorrer deste estudo, vocé poderd contactar
com a Prof?, Dr? Edna Lucia Souza pelo telefone (71) 3283- 8333 ou no Servigo de
Pneumologia Pediatrica no Ambulatério Magalhdes Neto (Rua Padre Feijo, 240,
canela, Salvador/BA). Vocé pode também entrar em contato com o Comité de ética em
pesquisa do Hospital Universitario Prof. Edgar Santos (Rua Dr. Augusto Viana, S/n -
Canela, Salvador /BA) pelo telefone (71) 3283 8043. Os resultados serdo disponibilizados
ao participante por membros da equipe do projeto e/ou pelo Servico de Pneumologia
Pediatrica no Ambulatério Magalhdes Neto, que devera esclarecer duvidas e, se for o caso,
realizar aconselhamento genético.

Ao assinar este termo, vocé declarara que sua participacao no estudo é voluntéria.
Vocé também estara esclarecido (a) de que sua recusa em participar do estudo ou sua



55

desisténcia no curso do mesmo ndo afetard na qualidade e a disponibilidade da
assisténcia médica serd prestada. Vocé recebera uma via assinada e datada deste
consentimento e declara que suas duvidas foram esclarecidas de maneira satisfatoria e em
linguagem de facil entendimento. Todas as paginas do termo deverao ser rubricadas pelo
convidado ou por seu representante legal.

WO CASO DE VOCE TER DIFICULDADE PARA LER (O0%m ou Nio —), O
ESCRITO ACIMA, DEVE ATESTAR TAMBEM QUE O(A)

PESQUISADOR(A). .....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e eee et ee s es s esee s eseneen s ee e e
QUANDO DA LEITURA PAUSADA DESSE DOCUMENTO, ESCLARECEU
TODAS SUAS DUVIDAS E PARA CONCORDAR EM PARTICIPAR DO ESTUDO,
VOCE DEVERA COLOCAR ABAIXO A IMPRESSAO DO SEU

DEDO POLEGAR.

Nome do(a) Paciente Assinatura ou Impressédo Digital Data
Nome do(a) Representante Assinatura Data
Pessoa que apresentou a pesquisa se ndo  Assinatura Data

for o investigador principal

Nome do Investigador principal Assinatura Data
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ANEXO B - Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa.

HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS- W
UFBA - HUPES
PARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP

DADOE DO PROJETO DE PESGUISA

Thulo da Pesquisa: Estudo clinlco-epldeminloglco da fibross cisiica em um cemmo universitario @e
referéncla em Salvador, BA

Peaquisador: Eona Sou=s

Arag Temadca: Genstica Humana
e pesquisa emvoivendo Genétca Humana Que nao necessita de anallss
etica por parte da CONEF;);

Versio: 1
CAAE: 5ETD4316.0,0000.0049

Inathul;30 Proponents: Hospital Universitans Prof. Edgard Sanios-UFEA

Patrocinador Principal: Fundagio de Ampan 3 Pesquisa do Estado da Sahia - FAPESS

DaDhs DO PARECER

Homero oo Parecer. 1.7550008

Apresentagio do Projeto:

Trala-s2 de um estudo ocbservadonal, longiiudinal, descrithvd, gue Ira descrever 05 dados cinkco-
epidemiciogicos de criangas diagnosticadas com Flbrose Clstica (FC) & acompanhadas no Senvigo oe
Preumolkogla Pedlidca do  CPEHOYHUPES/UFBA entre 2005 & 2045, com foco na evolugdo clinleo-
lanoratonal no periodo de wm ano apds admissdo no estudo. Para Isso, s=rdo coletados dados em
entrevista com responsavels pelas ciancas, em pronfuano, @em de coleta de materal bllbglco para
SEATES 08 ConTie 8 cooniZagdo por bachéras (culura de secregdo de VAS), Sxames e Imagem (Fx de
borax @ Tomogratas de face efou borae) & DA para identificagdo das mutagdes no gene da CFTR, 3 serem
realizadas no Instinn de Biologla da LIFSA.

Ha um TCLE para ser aplicads, no qual ha a Informacio acerea da escolha do responsavel sobre 3
possibilidade de amazenamento do matenal durante o esfuda, caractenzando um Dorreposibanio.
Objsfivo da Peaquisa:

Cbjetivo Primano:

Desorever o5 da00s clinico-epidemioidgicos da fiomse cistca enfre as ciangas dagnosticadas, no CRPHO
enire 2005 & 2015 & obsenvar SUa evolugao no peodo de um ant 3pis admissdo no

Endeiect: o St Vi, s - 19 Sndar

Bakme: Cafala (= = T R R TN i

UF: Ba Meniciphy:  SALVEDOR

Tebelore:  (71)30H-8045 Fam: (TrEHI-AE0 E-mail. tmc buopemy rwl oon



HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS- W‘m
UFBA - HUPES
Cotiramile de Parecer © T0RODE

estudo;

Objetvos Secundariss:

- ld=ntiicar a Idade do diagndstico da doengacDelerminar as principals manifestaples clinicas que
mofvarsTi o diagnéstion;ldensicar & ldade do inicko dos primeros sintoenas, delErminando o i=mpo anine oo
prim=iros sinformas & o diagndsioon dos pacienbes eshadsdos;

- Asallar a tanplo pulmonar nas criangas malkores de S anos;

- Pesguisar a ccoméncia de colonizagio bacterana do tralo respirabario peios princlpals patdgenos

assoclados & Flbrose Cistica, mas criangas acom panhadas;

- Debermimar o Score de Shwachiman & época do diagnastion, da admisslc do estudo = apds um ano de
acompanfiamenio;

- Pesquisar a ccoméncla das princpals mutagbes genétcas relacionadas a Fibrose Cistica ra populagio
eshidada;

- Determinar o &stado nutriclonal do paciente =m 3 momenios: & spoca do diagrtistico, na admissio do
eshudo = apds um ano de acompanhamenio;

- Determinar 2z principals manfestaples ciornolarngoidgicas em crisngas com fibnose cishoa;

- Pesquisar a ocormincia de Insuficidncla pancredtics stravds da dosagem da slashse f=cal, nos pacieni=s
Inchuldos no =studo;

- Descrever o perfll dos pacientes com doenga hepatobllar relaclonada & fbrose cislica nas crliangas
acompanhadas;

- Determimar a frequénca de dosnca hepatobllar relacionada a fibmse cistica ra populaglo estudada;

Efrfwregn! Fom Sopusio Viers, w7 - 1% Ander
Baimz. Carsls CIEF. 40110080
UF: Ba Municipie:  SaLvEOOR

Tabalone:. |15 3-0043 Fie: (F1)Cess-Hna0 E-mall. ocec Supesfiomell oom
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
PROF. EDGARD SANTOS- W
UFBA - HUPES

Comirangle de Pameosr @ 750008

- Comparar s caracteristicas diricas e aboratorials e a3 frequéncla das mutagles genddcas enine o grupo
de fbrmcisioos com & sem doenga hepatobilir,

- ldertMcar possivels falores assocksdos 4 manifestagio da doenga hepatobillar em packentes com fbnose
cistica.

Avallaglc doc Rkkooc & Esnefioloc:

Os riscos, segundo o5 pesquisadores, sio "Minimos, Inerenies a purgio venosa perférica™. Mo TCLE, dam
gue “duranfe A colel de sangue, vood poderd havner desconforto t=mpordrio devido & introduclo da agulha.
A coleta de sangues podsrd resulBsr em uma peguena l=sio que guase sempre cura-se sozinha. Emorans
casos, pode ooomer nfecplo locallzada™.

Coma beneficios, 8o referidos “conheciments clinico epidemioldgios da doenca, drecionar berapdutica =
estimar prograstioo”.

Adiciona-se o5 risoos o Taio da quebra de siglo dos dasdos, a necessidade de uso Insdeguado do material
gerdtico exiraldo & armazrsnado, mas o0f pesquissdorss garaniem que &5 amostras oo serdo "usadas para
pesguisas de oulras mu‘Ia-;ﬂ-es da fbrose clstica ow para estudos adiclorals da variablidad= genética da FC.
Nenihuma outra doenps s irestigads™ Também garantem gue "cxso haja necessidade de ransfertnoda
do maberial bioldgicn armazenado para outra Insttuigio, =sta mudanga Ihe s==rA comunicada, sempre gue
possivel. Ha mpossiblliidade desia numurll:al;iu. o5 pesquisadores apresentarfo justficativa a0 ComEE de
Elca = Pesquisa do Hospital UniversEaro Professor Edgard Santos. Yook mmbém serd Informado caso Fajs
perda ou desirulpio de suas amostras bioldgicas, bem como encerramento da estocagem das amosiras”.

Comantirios & Conclderagfes cobre 2 Pecquica:

Trala-se de um pesquiss necessdria, pois possiblliBard aos mgdicos & packeniesfamilia conhecer com malor
grau de detalamenio o perdl gendlico da FC de oada criancaladolesosnie. Ahrsiments, 0 eshudo mutacional
na FC pode garantr compiemenmagio eraptutica com medicagles dinscionadas a determinados tpos de
mutagio £ povos estudo parecem poder polencialzar essa terapfufica &m breve. 1550 oma exremamente
bemdfico a0 paclkente = sua Tamillla obber o conhecimentio da r-.ula-;&u gemdtica, pols pode produzir um
benefidc future. Conslderands que o servips mantém o packent: =m acompanhaments sl um ewsnbo

ruptive (morbe, transferdncla) por se atar de ama doenga criinlca, o prolocoio deve ser evecutado.

Erderecn! Mom Soppmio Viees w207 - 1Y Arcer

Baime: Larsls CEF: 45 110950

UF: B2 Monicipe:  SALVEDOR

Tabsdone: (7123888043 Fam: (F1)CRE-H040 E-mall. os- upssfiomlloom
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Cesmtiramrile de Pasessr o TE0 00

Contudo, segundo define a Resoluglo 441720132, boreposibino comesporde a “coleglo de maberal
biolagioo humama, coleiado & armazenado AD LOMNGD DA EIEI:LII;J.D [destaque mosso) de um projeto de
pesquisa especifico, confdorme regulaento 0w normas técnicas, dticas & operacionals pré-definidas, sob
responsabllidsde insthuiclonal & sob gerenclamento do pesquissdor, sem fins comerclals”™. Dests forma, oz
trecho descrito mo TCLE, a seguir transcrio, ird caracierizar & proposta dos pesquisadonres como 8 de um
Blobanco, pols afmmam gue "se assinar eshe iemmo de consentimenio, vocd esi aulorizando ssiccagem em
longo prazo da amostra de DNA. A amostra de DNA serd mantda Indefinidamenie. Isio significa que &
amastra nfo serd destruida apds um determinado perods de lEmpo, mas serd ssfocada pelo lEmpo gue &k
durar®. Essa frase sugers gue o fempo de armazenamenio da amosta pode exirapokar o tempo de
ex=cugdc do protocolo.

Ascim, & fundamental acs pesguisadionss considerar o prolongamento do temipo de evecucho, projetandio
neshs prazo o emipo sulldents paras comsaguir o5 reOursos necessarios (financeims, pessoals, operacionals )
para atingir oz obijefivos pretendidos de den@ficar ao maximo o gendiipos dos pariclipanies da pesguisa,
bemdo e visks os potenclals bereficios possivels com esse diagnosico.

Conclderagbes cobre o6 TermMoo de apreceniagdo obrigatoria:

Os termos Incluem a aprovagio do projeto orginal e das emendas apresentadas anteriores a0 uso da
Plataforma Brasll [PB). Folna de msio & TCLE se encontram anerados. Adiclonalmenis, hd um dooamento
referindio um Fecurso de uma emenda gque #ol deferida como "nfo aprovada® de maneira squivocads, mas a
pesguizadon responsdvel nflo consegulu emitr recurso wia FE, sendo Tello a andlise do recursa por malo
exterior a PE com o compromisso do pesquisador responsdvel de envio de powo projeto para comegdo &
r=gisiro na PB do ocormida.

Recnmendagdec:

Emifir ama nova emenda de pmrr\una;h de prazo caso as mutul;ﬁl:-: previsias ainda nio temham sldo

realzadas, Umia veZ que 3 Coleta de dedos, sEgundo O CroROQraTIa apressndo s encera e 3022016

Conclusdec ou Pendénolac = Licta de Inadeguagdac:
Projeto encaminhade a PE para ajusie de emenda gue necessiou de recurso = nfio fol possivel de ser
realizada peia Plataforma, sendo este panecer emitido para certificar da comeglo ética do

Efrderetn: Mom Sopusic Viars, &0 - 1% Ands

Baimz. LCarsls CEF: 45 110080

UF: Ba Municipin: Al vaDoR

Talslone: (T1j5858043 Fame:  (T1)EESEL40 E-mal. ooz “upesfiorrm com
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Cowirangle do Pares @ TIR0DE

process o, describe por melo dos docurmsnins ansxsdos.
Conclderaglec Finak a orttério do CEP:
O participant= da pesguisa f=m a Iberdade de recusar-se a participar ou de retirar s=u corsentimenio em

qualguer fase da pesquisa, sem penalizacio alguma & sem prejulzo 20 seu culdado (Res. CHE 4568/12) &
deve racabEr UmE CoHpla 90 Termo de Consentiments Livee & ESCIarechdo, fa IRTEQra, por st assinado.

O pesquissdor devwe deserwolver & pesguisa conforme delineada no promcoio aprovado & descontinuar o
eshudo somente apts andllse das razfies da descontimuldads paio CEF que 0 aApnowou, agusrdands sewd
parecer, excelo quando perceber risco ou dano RS0 previsto ao supeRo participants ou guando constalar &
superioridade de regime ofsrecido a um dos Qrupos da pesqulsa gee regueiram a;&n Imediats.

O CEF deve serinformado de iodos o efekos adversos ou Talos relevantes gue alierem o curso normal dio
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imedlatas adequadas frente a evendn adverso grave
poormido {mesmo que tenha sido &m outro osnbro) & enviar nnﬂ'l'll:a-;!-:- & CEP & & Agdncla Maclonal de
Viglidncla Eanitiria — ANYIBA — Junto com sew posiclonamenio.

Eventuals modficagles ouw emendas ao protocoio deverm ser apresentadas ao CEP de forma clam = sucinta,
=Enbficands 3 parts do prolocoi @ ser modficada & Suas justncatvas.

Relatirios parcials & final dever ser apresentados ao CEP, Inldalmente =m ! J

CF-1-1
bErming do sstuda.

Skuaglo: Projels Apmovado.

Ecte parsssr fol slaborado bacsado noc doosumesntor abalxo relaolonados:

Tipo Documenio Arquivo Fostagem Ao Ehungio
Infurrna-;ﬁl:s Basicas F‘E_IHFGF:HH;-ﬁEG_E.‘LGIG.‘Lﬂ_DG_F‘ 11Ma201s AreRo
oo Frojeto ROJETO_BBESE1 pudf 14:55:40
TCLE / Termios de | TCLE jpaf D&MBI01E | Edna Souza AreRo
Az sentimenio § 10102
Jussficatha de

Ererecn:  Flom Sopuwio Viers, wn- 10 A
Baime: Larsls CEF: 45 1100950
UF: B8 Wunicipio:  SALVEOOR

Tabelena: (15008043 Fax! F1)S2ES-Hr40 E-mall. oo upesfomslcom
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Ausencly TCLE . pudf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
i0:16:02

Projefo Deihade ! |projebo.pdf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro

Broschura 1o:15:51

linvesticagdor

Do 13.paif DRMOA8Z015 | Edna Souza AreRo
10:04:47

Do 12.paif DROAZ018 | Edna Souza Ar=Ro
10:04: 23

Ciutros 11.paf O5MERZN1E | Edna Souza AC=Ro
10:04:02

Dyt 10.paf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
10:03:02

Dyt 9.pdf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
10:00-3%

Dyt 8.pdf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
10:02:11

Dyt T.pdf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
10:04:42

Dyt 5.pdf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
10025

Dyt S5.pdf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
10:01:07

Dyt 4 pdf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
10:00:47

Dyt 3.pdf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
10:00: 25

Dyt 2.pdf O5MAR01E | Edna Souza Ar=Ro
10:00:02

Oiurtroes 1.padf DRMBZ01E | Edna Boura AreBo
09:58:33

Folha de Rosto Tolha pdf DaMEZ01E | Edna Souza AreBo
O9:57:44

ERuagho do Parsoer:

ADrovao

Henaccha Apraolagio da COMNER:

JLT

SALVADOR, 04 de Outubro de 20ME
Accinado por:
REGIMA TANTDE
{Coondenadcr]

Efferegn Fom Sopgusic vViears, wn - 17 Ande

Baims. Larsis CEF 48110080

UF: B2 Munlcipe: SALVADDR

Talslene: (7132808043 Fat: (7152538040 E-mall: cac tupesormalosm
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PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP
DaD0E i EMENDE

Titulo da Pesquisa: Estudo dinico-2plgeminlogica da florose clsbica em um centro universitaro @2
referéncla em Salvador, BA

Peaqulsator. Edna Souss

Araa Temadca: Genatica Humana
(Tratz-se de pesquisa envoivends Gendtica Humana que ndo necessita de analiss
tiea por parte da COMER;);

Verso: 12
CAAE: SE7D4316.0.0000.0049
Inafftulgao Proponente: INIVERSIDADE FEDERAL D BAHIA

Patrocinador Principal: FundagSo de Amparo 3 Pesquisa do Estado da Bahia - FAPESS
DADOS [0 PARECER

Homero do Parecer: S2E7.108

Apresentagio oo Projeto:

Parecer referente 3 sollciiacds de EMEMDA para extersdo de cronograma, Incusdo de pesquisadorss 2
InciesSo de objethvos,

Objafivo da Peaquisa

DEJETIVOS APROVADDS NO PROTOCOLO ORIGINAL:

Cbjetd v Primanio:
Descraver 05 dados clinlco-epidemiciagicos da fibrose cistica entre as cilancas diagnosticadas, no
CPPHOenme 2005 & 2020 & oDSENVEr sU3 evolugao no periodo 42 Um ano apas admissdo no estudo.

Chjetivo SacunmEan
1) Ientificar 3 idade oo dlagnéstco da doanga;

2) Determingr a6 principais manfestacies dinlcas gue motivaram o dlagnasticn;

3) hdentincar a idade do Nk dos pAmeins sintomas, delerminando o tempo Snire ces HImais sInomas 2
o diagrastico dos packentes estudatos;

Enderegn:  Fua Augusin Vier, s - 15 Sndar

Babrne: Came [= = ERFT R ETiN )

UF: B Menicipes:  SALVADOR

Talefor: (71AIE-04% Fam: (TrEIHA-AT0 E-mail. tmc bopowu s gor L
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Cominacic do Perscer 52387 08

4) Auallar a funcdo pulmonar nas crlangss makones de 5 anos;

5) Pesquisar 3 ocomencla de colonizag®o bacteriana do frato respiratono pelos principals pabégenos
assoclados A Florose Clstica, nas crangas acompanhadas;

&) Determinar o Score ge Shwachman & poca do dagnasicn, da admissio do estudo & apos UM ano de
acompantamentn;

7} Pesguisar 3 ocomenda des principals mutacies genéticas reladonadas 3 Flbmss Clslica ra populagEo
esfudada;

&) Determinar o estaco nutriclonal o paciente em 3 momenios: & gpoca do dagnésticn, na admissSo o
estd0 & 3p3s UM ano de acompanhamento;

o) Determinar 3 principais manifestacies olominolanngoitgizas em criangas com fheose cisica;

10) Pesquisar 3 ooomencla de nsMcienga pancreatica airaves da dosagem da elastase fecal, nos
pacienies Incluldos no estudo; Descrever o parfll dos pacientes com doenga hepatobillar relacionada 3
fbrose clsica nas clangas acompannadas;

11} Determinar a fequéncia oo doenga hepaioblliar miacionata 4 fibress clstica na populagio ectudada;

12) Comparar 35 caracteristicas dinicas & IEomonas & a frequenda das mutagdes gensticas anire 0 gnupo
de flomcisticos £om 2 5am doenga hepatobllar;

13} Identificar possivels fatones as50ciados & mantfestagSo &3 doenga hepatobllar em packentes com fibmss
cistica.

14) Pesquisar 3 ocomendia de Insuiciéncia pancreatica atraves da dosagem da gordura fecal de 72 h nos
packentes cujo resuitado da dosagem da clastase fecal fol nomal ou que ndo 3 realizaram;

15) Awailar o perll Infamatong sistamico & de remodsiamento tecidual a partr de analise proeomica;

15) Pesquisar genes candidatados 3 modficadores da FC.

DBJETIVOS A SEREM INSERIDOS PELA EMENDA

1.Levantamenio dos cusios direfos & Indretos ass0Ciados a0 processD de dagnostico e do aEmemo
da fiorose cistca;

2.Comparacdo da efeividade da termpautica entre os Individuwos dagnosticados airavss da ifagem
reonatal com 2 aqueles com diagnostico com base nas manifestaghes;

3 Revisdo dos dados referen=s & ooomanga o3 sindrome de Peewdo-Bartter a0 diagnisico da FC

Endenscn:  Flus Augusln Wi, &1 - 19 S

Babny: Carsle [ = O T R T  i

UF: B& Mencipe: SALVADOR

Tabeform:  (71A0ES-5045 Fax: (T1rEIEA-AT0 E-mail. oo hopesileismt gy b
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Cotiramile do Pasecsr 5387 108

oul Mo Curs0 do acompanihameniog

4 Werficaglo da comelaglo enfre o Tesie de Sertar-Levantar (T3L) S repetighes & o Teste de Caminhada de
2 minufics (TS2) em Imdividucs com FC;

E.De'lrﬂ-'lna-;!u do peril Tuncional srine oo dfsrenbss gemndtipos de imdividucs com FC;

E.Awnallagio da assodagio entre qualidade de vida, sono = capacidade funcional entre o3 Indriduos com
FC.

Avallaplc doc Rkoos & Eenefioloc:
WVide protocolo principal. A Emenda ndo akers o5 riscos & beneficios previamante ldentficsdos, dado que
ndo howuve musdanias ra meiodologls & ou procedimientos vinculydos a0 protocolo onginal

Comentarios & Conclderagples cobre a Pecquica:
Pesquisydora soliciia as seguinies ﬂl‘l:l:m-;ﬂﬂ nio probocolo abssiments aprovado:

1.Ampllagio do prazo para a coleta dos dados, permitindo a mclsic de movos paciemies abd
dezembro 2024, com conclusio da pesquisa abé 31 de dezemibro de 2025

Zinciusdo da professom doulors Reginag Tese Trindade Ramos;

Linciuslo dos acadimicos da Facudsde de Medcina da Bahla (FAMEENUFBA)Marla Therssa Comda
Evamgelista, Lals Helena de Andrade, GabrielSouza Medrado Nunes, Victorvlior Hugo Yalenga
Bomfim ra eguipe do sshudo (Bermosde compromisosdospesquissdones &m anewn], além de permEr gus
o5 estudanies utlizem parte dos dados na redagio de suas momograias de condusdo do curso;

4. imclusdc da doufcranda Adrisma Virgnls Samos Failgal (Programa Medcina e 3a0de/UFBA) & da
mestrands Jullana Cana Erazll Costa [Frograma de Fos-Graduacdo em Processos Infegrativos de
Grglos = SisemasJFEAL, além de permitr que ublzem parte dos dados na redaglo de sews
rabakios de pos-graduaglo;

E.inclusdo dos seguinies objetvos:

Efrfwregn Mo Sogusio Viars, 8- 1% Ander

Baime:. Larsls CEF: 45 110-080

UF: 58 Munlclpn: SALVEOOR

Tabslone: (T1)3085-804% Fas: (71 EEs-End0 E-nal. ooz upesfebss gov S
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1.Levantaments dos cusios dretos = indirelos associsdos a0 processo de diagrosSon e do trataments
da Sbrose Clsfica;

l.nampam;!u da efebvidade da ferapdubica =nire os individucs diagnosiicados através da rlagem
neonatal com & agueles com diagnostico com bass nas manfestapBes;

1. Revisdo dos dados referentes & ocoméncia da sindrome de Porudo-Bartter &0 diagrstico da FCoou nio
CUrso do acompan hamen o

4 Verficagho da comelaglo enfre o Tesie de Sentar-Levantar (T2L) 5 repetiples & o Teste de Caminfada de
2 minuics (TS em Imd by iducs com FC;

& Determinagdo do perfll fumconal entre os dferenbes gendtipos de Individuos com FCEAvallaclo da
assoclagio entre gualidade de vida, soro & capacdade fanclonal entre os individeos com FG

Concideragiec cobre o6 Termot de aprecentagdo obrigatoria:
Pesquissdon Inchuby ot seguinies docurmenios refsrents as smendas solcEsdas:

GCarita de emenda ldenificando as paries do prolocoio & ssrem sterados;

Termos dis compromisss de odos oS pesquisadonss & sarem Inchuldos no estudo;

Informagles basicas com data de cronogrma atualzada;

Projeto atualzado com as alteragles em destagee, incluindo os métodos par alcance dos novos ohjetves;
TCLE's abualtzsdos.

Conclusdes ou Pendénolac & Lista de Inzdeguagiec:

Comsiderando que & emenda fol apresantada de forma clara, suonta, s=ndo indicada a parte do protocoio &
ser modificada, ndo descaracterizando o eshudo originalments proposts, conforme orienta a Horma
Operacional 0012013 & gue a3 jusificaivas apresentadas foram acel@as por esbe comis, conskdera-se
EMEMDA AFROYADA.

Erderecn! Mom Sopsio Viees, w20 - 1Y Ande
Baimz Larsls CEP: 45 1100950
UF: &a Munbcipio. AL Vel

Tabelcne: (15008043 Fax! F1)S2ES-Hr40 E-mall. ez upesliebese® g b
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Concideraghac Finak a orttério do CEF:

O participant= da pesquisa t=m a Iberdade de recusar-se 3 participar ou de rebirar s=u corsertimenis em
qualguer fase da pesguisa, sem penaiizagio alguma & sem prejulzo 30 seu culdsdo (ARes. CHE 4568M12) &
deve repeber uma via do Termo de Corserimendo Lhe & Esclarecido, na Infega, completaments assinado.

O pasquisador deve deseryolver & pesguisa conforme delineads no promcoio aprovado & descontinuar o
eshudo somente apos andlise das razfes da descontinuldads paic CEP que O aprowvou, aguandando seu
parscer, excely quando parceber risco ou dano nSo previsto ao sujsRo parbcipants ou guando Cconstatar a
superiondade de regime ofenscido a um dos grupos da pesquisa gue requeiram apio Imediata.

0O CEF deve ser informado die iodos os efekos adversos ou falos relevantes gue alie=rem o curso normal dio
estudo. E papel do pesquisador asssgurar medidas imedlatas adeguadas frente @ evendo adverso grave
ocormido {mesmo que terha sido em outro centro) & enviar notificagio @0 CEP = & Agéncla Nackonal de
Wiglisncla Eanitiria — ANYIZA — Junto com sew posicionamenio.

Eventuals modificagles ou emendas ao protocoio devem ser apresentadas ao CEF de forma clam & sucinta,
identificards a parie do prolocolo a ser modficads & suas justficadvas.

Relatdrios parcials & final dever ser apresentados ao CEP, Inldalments =m ! J B oao
brmino do =studo.
Ecte parscer fol slaborado bacsado nos dooumantor abalxo relaslonados:
Tipo Dooumento Arquivo Fustagem Ao Ehungdo
Infurrna-;ﬁl:: Easicas PE_IHFGHHH;-ﬁEG_E.‘LEIMG_19EE11 D23 Areho
|do Proketo 2 ES.pgt 210ZE
Ortroes TCI_VWEor_Hugao. pdf O1M32022 | Edna Souza Areho
11:36:57

Ortroes TCI_Regina pg O1M32022 | Edna Souza Areho
11:36:43

Crinoes TCI_Mara_Thersss pdf D1MATEE | Edna S0uza L]
11:36:31

Efrfwretn Mo Sogusio Viers, s - 1% A

Baimo. Larsls CEF: 45 110080

UF: Ba Municlpie:  SAL VAR

Tabslone: (T1)5285-8043 Fas:  (T1)5Ea-E140 E-anal. ooz upmsfletwas g S
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Rerad ™

Oriros 12.pdf OBMOAZD1E | Edna Eouza Areho
10:04: 25

Dirinces 11 pdf DEMOAaZ01E | Edna Zouza AreBo
10:04:03

Oriros 10.pdf OBMOAZD1E | Edna Eouza Areho
10:03:02

Onrinoes 3.pdf DEOEZ01E | Edma Souza Ap=Ro
10:02:35

Oiriroes B.pdf OBMOAZD1E |Edna Eouza Areho
10:02: 11

Oriroes T.pdf OBMOAZD1E |Edna Eouza Areho
10:01:43

Onrirces &.pdf DROBA01E | Edma Eouza Areho
10:0M:35

Oiriroes S.pdf OBMOAZD1E |Edna Eouza Areho
10:04:07

Otroes 4 pdr DEMORZDIE |Edna Eouza ACERo
10:00:47

Oirirces 3 pdf DRMBZ01E | Edma Eouza Arebo
10:00: 28

Oriros 2 pdf OBMOAZD1E | Edna Eouza Areho
10:00:08

Onrinoes 1.pdf DEOEZ01E | Edma Souza Ap=Ro
Os:58:33

Folha de Rosto folna.pdf OBMOAZD1E | Edna Eouza Areho
03:57:44

ERuaplio do Pareosr:

Aprovado

Heoeccia Aprealaglo da COMEFR:

211

SALVADOR, 11 de Margo de 2023

Accinado por:
Pablo da Moura Eantos
[Coardanadorial)

Efrderetn: Fom Sopusio Viers, - 1% A

Baims. Larels
UF: 52

P

G g00110-080

Munlcipio: SALVEH
Tabaioree:. (1] 3E-EE

[ e B ] E-mall. oecfupesfivbee™ goee 2o
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