ICBAS
[@PORTO

Dissertagao | Artigo de Revisao Bibliografica
Mestrado Integrado em Medicina

PANCREATITE LIGADA AO GENE SPINK1

André Miguel Leite da Costa
Mestrado Integrado em Medicina — 62 Ano Profissionalizante
Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar
Universidade do Porto
Morada: Av. Frei Bartolomeu dos Martires n234, 62E
4715-385 Braga - Portugal
andremlcosta@hotmail.com

Orientador

Dr. Antdnio Carlos Alves Santos

Licenciado em Biologia e Medicina

Assistente Hospitalar de Cirurgia Geral no CHP/HSA

Porto, 2010/2011



RESUMO

Introdugdo: A pancreatite ¢ um problema de saude importante, com incidéncia e
prevaléncia crescentes, elevada morbilidade e custos econdmicos associados. Numa
boa parte dos casos, a etiologia ¢ apenas parcialmente conhecida. Evidéncias
progressivamente consolidadas atribuem um papel relevante aos factores genéticos.
Objectivos: A presente revisdo bibliografica tem como objectivos: compreender as
mutacdes no gene SPINK1 enquanto factor etioldgico de pancreatite; perceber quais
as implicagdes clinicas neste grupo de doentes; e constatar qual a sua dimensao
socioecondmica, perspectivando uma possivel diminui¢do de custos relacionados com
o acompanhamento destes doentes.

Material e Métodos: O material bibliografico utilizado para a realizagdo deste artigo
de revisdo foi obtido através de uma pesquisa efectuada na base de dados electronica

PUBMED disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed,.

Desenvolvimento: Nos ultimos 10 anos foram feitos inimeros estudos que
envolveram o gene SPINKI1. H4 evidéncia de que mutagdes neste gene estdo
envolvidas em casos de pancreatite cronica de etiologia alcoolica, hereditaria ou
idiopatica em adultos e criancas. Estdo também associadas a pancreatite tropical
calcificante. A mutacdo N34S ¢ a mais frequentemente encontrada, embora haja
diferengas entre os varios grupos étnicos. Dependendo do tipo de mutagdo, estas
podem comportar-se como factores causais ou modificadoras da doenca. Acredita-se
que a maioria, incluindo N34S, estejam inseridas num modelo multi-factorial.

Conclusdes: A pancreatite cronica ¢ mais frequente no contexto de mutagdes no gene
SPINKI1. A mutagdo N34S ¢ a mais frequente. Nao estd definido o modelo de
hereditariedade. A analise genética podera estar indicada para doentes sintomaticos
em algumas situacdes pontuais, sendo importante referir que ndo dd o diagndstico
definitivo, nem est4 indicado como teste de rastreio. O curso clinico e a abordagem
clinica da pancreatite associada a mutagdes SPINK1 ndo difere das restantes formas
de pancreatite. S6 uma compreensao da etiopatogenia na sua totalidade permitira uma

alteracdo da abordagem médica e do impacto socioecondémico da doenca.

Palavras-chave: Pancreatitis; SPINKI1/PSTI; Mutations; Genetic  testing;

Epidemiology; Socioeconomic impact.



ABSTRACT

Introduction: Pancreatitis is an important health problem with increasing incidence
and prevalence, high morbidity and associated economic costs. In most cases, the
cause is only partially understood. Progressively accumulated evidence seems to
clearly implicate genetic factors.

Objectives: The purpose of this literature review is twofold: define the role of
SPINK1 gene mutations as a contributory etiological factor in pancreatitis in an
attempt to understand its clinical implications; and assess the potential socio-
economic impact of future developments in this field of study on patient management.
Methods: The research strategy for this review was to consult the most recent
literature available in the electronic database PUBMED available at

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/.

Development: Over the course of the last decade numerous studies have been carried
out involving the SPINKI1 gene. There is evidence that mutations in this gene are
implicated in chronic pancreatitis cases in the presence additional known etiological
factors such as alcohol, hereditary and idiopathic causes both in adults and children.
They are also associated with tropical calcific pancreatitis. The N34S mutation is the
most often reported, although there are differences between ethnic groups. Depending
on the type of mutation, they may behave as causal factors or disease modifiers. It is
believed that most, including N34S, are embedded into a multi-factorial model.
Conclusions: Chronic pancreatitis is more frequent in patients with co-existing
SPINK1 gene mutations. The N34S mutation is the most common. It is not set the
inheritance model. Genetic analysis may be indicated for symptomatic patients in
some certain well defined situations, but it is important to note that its detection is
neither diagnostic nor has yet been demonstrated to be a practical or effective means
of screening selected patients. The clinical course and clinical management of
pancreatitis with SPINK1 mutations does not differ from other forms of pancreatitis.
Only a more complete understanding of the pathology of chronic pancreatitis and the
possible contribution of these genetic mutations will ultimately have an impact of the
medical management and alter the socio-economic burden of this disease.

Keywords: Pancreatitis; SPINK1/PSTI; Mutations; Genetic testing; Epidemiology;

Socioeconomic impact.



1. INTRODUCAO

As doengas inflamatorias do pancreas continuam a ser um importante problema de
satude'. Evidéncias sugerem que o aumento da incidéncia e prevaléncia da pancreatite
cronica (PC) tem sido acompanhado pelo aumento proporcional de admissdes
hospitalares. O doente com PC necessita de hospitaliza¢do para tratar eventos agudos,
dor, maldigestdo ou complicacdes como pseudoquistos. Num estudo alemao, a média
de internamento hospitalar para os doentes admitidos com PC foi de 18 +/-13 dias.
Esse mesmo estudo constatou que 34% eram medicados com analgésicos diariamente,
57% com suplementos enzimaticos, 25% com insulina e 4% com anti-diabéticos
orais”. Dados do Hospital de Santo Anténio — Centro Hospital do Porto mostram que,
no periodo de 10 anos entre Janeiro de 2010 e Janeiro de 2011, houve 1908 episddios
de internamento com os diagndsticos de pancreatite aguda (PA) e PC. Esse valor
representa um total de 23415 dias de internamento, com uma média de 12,3 dias por
doente’,

O prolongado e variavel curso da PC torna dificil a quantificagdo de custos directos e
indirectos e valores monetdrios precisos ndo estdo disponiveis. O seu impacto
socioeconomico ¢ dificil de quantificar devido a existéncia de poucos dados, mas ¢
muito provavel que os custos para os cuidados de satde e a sociedade estejam em
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crescendo. Estes aspectos tém sido observados na Europa”.
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A doenga inflamatoria pancreatica pode ser classificada como aguda ou crénica™”.

A PA ¢ uma doenca geralmente ndo progressiva e que tem como substrato uma
. Jon \ ~ ror 6 . A

resposta inflamatoria aguda a lesdo pancredtica’, sendo geralmente consideradas trés

fases na sua fisiopatologia. O primeiro passo no desenvolvimento da pancreatite

pensa-se que seja a inapropriada e prematura activacdo da tripsina no interior das

, . 45,7
células acinares™™

. Uma variedade de mecanismos foram propostos incluindo a
ruptura da sinalizagdo do cdalcio dentro das células acinares, a clivagem do
tripsinogénio para tripsina pela hidrolase lisossomal catepsina-B e a diminui¢do
intracelular da actividade do inibidor da tripsina pancreatica. Uma vez activada, a
tripsina activa uma variedade de pro-enzimas digestivas no pancreas capazes de

. ~ ~ 7 .4 . e .
causar a auto-digestdo do orgdo’. H4 diversos mecanismos capazes de inibir a auto-

digestdo pancredtica pela trispina activada: sintese de enzimas na forma de pro-



enzimas inactivas; a enzima de activagdo enteropeptidase estd localizada fora do
pancreas; a producdo de antiproteases como a mesotripsina, que degrada o
tripsinogénio, e o inibidor da protease serina Kazal tipo 1 (SPINKI1), que inibe
reversivelmente a tripsina activada; e secregdes com baixa concentragdo de calcio,
ricas em bicarbonato e pH elevado, que sdo afectadas pela produgdo anormal do
regulador de condutincia transmembranar da fibrose quistica (CFTR)*®. O SPINKI,
também denominado PSTI (do inglés pancreatic secretory trypsin inhibitor), inibe até
20% da actividade da tripsina pancredtica, sendo uma importante defesa contra a

. ~ . , + 149
activagdo prematura do tripsinogénio "

. Estes mecanismos podem sofrer alteracdes
por mutagdes causadoras de perda ou ganho de fun¢do, resultando na activagdo
prematura da tripsina’. Na segunda fase, ha uma série de eventos intra-acinares que
produzem lesdo celular e tecidual, que induzem edema e inflamacao local associada a
libertacdo de mediadores inflamatorios. Na terceira fase, a lesao das células acinares
induz uma variedade de respostas locais e sistémicas que incluem a producdo de
citocinas, de espécies de oxigénio reactivo e anormalidades na circulagdo local,
surgindo a inflamagdo peripancredtica e sistémica, com atingimento de Orgdos

5 5.7.10
remotos como o pulmao™”

. Do ponto de vista fisiopatologico, a auto-digestdo e
inflamacdo podem ser causadas quer pelo aumento de actividade proteolitica quer
pela diminuigdo da inibigo das proteases''. Em grande parte, a severidade do decurso
clinico ¢ determinado pela magnitude destes eventos, que representam a resposta
inflamatoria’.

A PC ¢ definida como uma doenga inflamatoria continua do pancreas caracterizada
por alteracdes morfologicas irreversiveis que causam tipicamente dor abdominal,
episodios repetidos de PA e destruicdo fibrdtica do oOrgdo, resultando em perda
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permanente de fung¢do exdcrina e, eventualmente enddcrina” =

. No fase precoce do
seu desenvolvimento, pode ser dificil distinguir da PA apenas pelo padrio clinico’.
Mais do que uma simples doenca, a PC ¢ um sindrome de condigdes inflamatorias
destrutivas que englobam sequelas de lesdes pancredticas continuas a longo prazo''.
Recentemente, avancos na biologia celular, genética e técnicas de imagem com o
intuito de estudar a pancreatite, trouxeram informacdo acrescida acerca da
fisiopatologia, genética e anatomia do péncreas’. Continua, no entanto, apenas
parcialmente conhecida'®.

Ha uma diferenga entre os que tém risco de desenvolver PC e os que realmente a

desenvolvem. O primeiro passo da PC parece ser o “evento inaugural ou sentinela”



que cursa com um processo inflamatorio do pancreas (hipdtese SAPE, sentinel acute
pancreatitis event). O segundo passo € a agressdo repetida e prolongada capaz de
activar mecanismos anti-inflamatérios imunitarios que conduzem o processo fibrotico
progressivo e destrutivo, acabando em PC'%,

Na ultima década muitos estudos forneceram evidéncia de que ataques repetidos de
PA podem progredir para PC>". Pesquisas mais actuais sugerem que a PC ¢ um
estddio precedido de pancreatite aguda que progrediu com inflamag¢do cronica e
recorrente até a fase final de fibrose’. A mais forte evidéncia desta ligagdo ¢ a
pancreatite hereditaria (PH), caracterizada por ataques recorrentes de PA com
evolugdo para PC em cerca de 50% dos doentes'.

As alteracdes histologicas incluem fibrose irregular, perda de células acinares, perda
de ilhotas, e infiltrados de células inflamatorias'”. Tanto a inacessibilidade relativa do
pancreas ao exame fisico, como a inespecificidade da dor abdominal associada a
pancreatite, tornam dificil fazer o seu diagndstico. Este fica muitas vezes dependente
da elevacdo sistémica de amilase e/ou lipase, frequente da PA mas nao tanto na PC.
Muitos doentes com PC ndo padecem dessas elevagdes enzimadticas, sendo que s
existe uma evidéncia objectiva da doenga em alguns doentes que demonstram sinais e
sintomas de insuficiéncia exdcrina pancredtica que, juntamente com as alteragcdes
patologicas cronicas, so se manifestam tardiamente®. Para que a insuficiéncia exdcrina
se manifeste é necessario um dano pancreético superior a 90%"”.

Actualmente, o diagnoéstico clinico depende da identificacio de caracteristicas
clinicas, funcionais, morfologicas e histoldgicas definidas que caracterizam a via final
patolégica comum de uma variedade de enfermidades pancreaticas. Assim, os actuais
sistemas de classificagdio da PC focam-se nos efeitos generalizados do processo
destrutivo, antes da etiologia'.

Com poucas excepgoes, a exacta etiologia da maioria dos casos de PC ¢ apenas
parcialmente conhecida. Os factores de risco e etiologias da PC podem ser
categorizados, segundo o Sistema TIGAR-O (Quadro 1, a seguir), em: toxico-
metabolicos; idiopaticos; genéticos; auto-imunes; PA recorrente e severa; e

obstrutivos>.



Toxic-metabolic
o  Alcohol

Tobacco smoking

Hypercalcemia (hyperparathyroidism)

Hyperlipidemia

Chronic renal failure

Medication (phenacetin abuse, possibly from chronic renal insufficiency)
Toxins [organotin compounds (tin hydrocarbons), e.g. DBTC]

Idiopathic
o Early onset
o Late onset
o Tropical (tropical calcific pancreatitis, fibrocalculous pancreatic diabetes)
o  Other

Genetic
Autossomal dominant (cationic trypsinogen, codon 29 e 122 mutations)
Autossomal recessive/modifiers genes [CFTR; SPINK1, cationic trypsinogen
(codon 16, 22, 23); and possible al-antitrypsinogen mutations]

Autoimmune
o Isolated autoimmune chronic pancreatitis
o  Syndromic autoimmune chronic pancreatitis (sjogren’s syndrome-; inflammatory
bowel disease; and primary biliary cirrhosis-associated chronic pancreatitis)

Recurrent and severe acute pancreatitis
o Post-necrotic (severe acute pancreatitis)
o Recurrent acute pancreatitis
o  Vascular diseases/ischaemic
o  Post-irradiation

Obstructive
o Pancreas divisum
Sphincter of Oddi disorders (controversial)
Duct obstruction (e.g. tumor)
Pré-ampullary duodenal wall cysts
Post-traumatic pancreatic duct scars

Quadro 1: Sistema de classificagdo TIGAR-O para factores de risco e etiologias da
pancreatite cronica [Etemab, B., and D.C. Whitcomb (2001), Chronic pancreatites:

diagnosis, classification, and new developments. Gastroenterology, 120(3): p.682-707].

Entre adultos dos Estados Unidos e paises ocidentais, o alcool ¢ a causa mais comum
de PC clinicamente evidente', enquanto a fibrose quistica ¢ a causa mais frequente
em criangas’. Foram propostos varios mecanismos como a obstrugdo ductal litidsica,
toxicidade directa do etanol ou stresse oxidativo. O mecanismo exacto da pancreatite
alcoolica nao ¢ conhecido. Como apenas 5-10% dos alcodlicos pesados desenvolvem
a doenca, inumeros estudos sugeriram que o alcool representa apenas um factor de
risco no desenvolvimento da PC em individuos com predisposi¢do ambiental e

1,14

genética* . Evidéncias crescentes sugerem que a PC alcoodlica e a PC idiopatica sao

doencgas complexas que se desenvolvem no contexto de multiplos factores de risco e
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repetidos insultos ao orgdo °. Foram identificados outros factores etioldégicos como a
o N - - a6

hereditariedade, o tabaco, variacoes anatomicas ¢ varias doencas metabolicas .

Em aproximadamente um terco (25-40%) dos casos de PC nos adultos, nenhum factor

etiologico ¢ encontrado e sio rotulados de PC idiopatica™"".

Virios estudos suspeitam que até 15% dos doentes com PC idiopéatica possam ter uma
pancreatite devida a alteragdes genéticas'. A PC tem sido associada a mutagdes nos
genes codificadores do tripsinogénio cationico (PRSS1), do SPINK1 e do regulador
da condutancia transmembranar da fibrose quistica (CF TR)".

A PH ¢ caracterizada por ataques recorrentes de PA dolorosa em idade precoce,
resultando, eventualmente, em PC com perda de fungio. E uma condigdo autossomica
dominante, com uma penetrancia de aproximadamente 80%. A mutagdes responsaveis
foram inicialmente identificadas por Whitcomb et al. no gene PRSS1, que codifica o
tripsinogénio catiénico. A duas mutacdes mais frequentemente identificadas sdo a

N29I e RI122H. Existem outras, mais raras™'?,

Alguns estudos demonstraram
mutacdes no gene PRSS1 tanto em doentes com PH como em doentes com PC
idiopatica, que resultam no aumento de actividade da tripsina no parénquima
pancreatico'",

Muitas familias com alta frequéncia de pancreatite consistente com um modelo
autossémico dominante de hereditariedade, ndo transportam qualquer mutagdo no
gene PRSS1°. O mesmo acontece com muitos doentes com PC idiopatica'’. Desta
forma, foram estimuladas investigagdes noutros genes potenciais causadores de
doenga, sendo que os envolvidos na inibi¢do da actividade da tripsina pancreatica ou
regulagdo da fungdo secretoria pancreatica tinham particular interesse'’.

Foi proposta a hipdtese de mutagdes no gene CFTR provocarem disfungdo
pancreatica como resultado da secrecdo insuficiente de bicarbonato e diminui¢do do
pH nos ductos pancreaticos, levando a predisposi¢ao individual para auto-activagado
do tripsinogénio, obstru¢do ductal por diminuicdo da solubilidade das proteinas e
alteracao da secrecdo de zimogéniog.

Por outro lado, pelo presumivel envolvimento na primeira linha de defesa contra a
activacdo prematura da tripsina, mutagdes no gene SPINKI1 prejudicam a capacidade
de inactivacdo da tripsina nas secre¢des pancredticas, tendo sido associadas com a PC
em criangas e adolescentes e, mais tarde, com outras formas de pancreatite como a PC

alcoolica, PC idiopatica e PH*'*'*. A capacidade protectora do SPINK1 ¢ limitada



porque para que o seu mecanismo inibitorio fosse totalmente eficaz era exigida uma
propor¢do de 1:1 com a tripsina, sendo esta Ultima sintetizada em excesso. De
qualquer forma, o SPINKI1 ¢ uma proteina reactiva de fase aguda e a sua expressao
esta marcadamente aumentada durante a inflamacdo. Esta caracteristica limita a
extensdo dos ataques de PA por promover maior capacidade inibitoria quando esta ¢
mais necesséria'”.

A determinacdo da etiologia continua a ganhar importancia central nos estudos
fisiopatologicos, nas andlises multi-factoriais, na compreensdo da historia natural e
clinica de cada alterag¢do capaz de levar a PC e no desenvolvimento de estratégias de

~ 1
prevencao e tratamento .

Tem sido estimado que nos Estados Unidos a PA motiva cerca de 210,000 admissdes
hospitalares por ano’.

Estudos mostram cerca 5,000 novos casos de PA por ano nos Estados Unidos, com
uma taxa de mortalidade de 10%"°.

A PA n3o ¢ comum na infincia. As primeiras séries publicadas apontavam 2-9
doentes por ano. Estudos mais recentes demonstram um aumento desses valores para
100 ou mais doentes com PA por ano. A razdo para esta observacdo estd por
explicar™'’.

A grande maioria dos doentes com PC necessita de cuidados médicos frequentes e
elaborados relacionados com os ataques recorrentes de dor abdominall6, continuando,
por isso, a ser uma das maiores fontes de morbilidade nos Estados Unidos'.

A incidéncia, prevaléncia e as manifestagdes da PC com doenga evidente descritas
inicialmente subestimavam o verdadeiro espectro desta doenga. Os primeiros estudos
de Copenhaga, Estados Unidos e México referiam uma incidéncia semelhante de
cerca de 4 por 100,000 habitantes por ano e uma prevaléncia de 13 por 100,000
habitantes. Alteracdes subsequentes no consumo de alcool por todo o mundo e o
aumento da sensibilidade de testes diagnosticos levantaram a possibilidade de haver
muitos mais doentes com PC do que inicialmente suspeitado'.

Suspeita-se de uma incidéncia da PC de 8.2 novos casos por 100,000 habitantes € uma
prevaléncia de 26.4 casos por 100,000 habitantes, embora seja provavel que
incidéncia e prevaléncia reais sejam ainda subestimadas, pois a pancreatite nao

. , . . . 2.15
relacionada com o é4lcool foi essencialmente ignorada™ .



Ainda continua indefinido o nlimero exacto de doentes que sofrem de PA recorrente
ou PC".

Estudos mais recentes na Europa mostram uma idade média de diagndstico da PC de
49-59 anos. A idade de diagnostico depende, no entanto, da etiologia subjacente
sendo que para a PC alcodlica, idiopatica, familiar e tropical tém idades médias de
40.8,27.0, 18.8 € 9.8 anos, respectivamentez.

A PC afecta predominantemente o sexo masculino, com 73-91% dos casos, que pode
ser explicado pelo alta propor¢io de homens entre os alcodlicos.

Comparativamente a qualquer outra etnia, os negros tém maior taxa de hospitalizagao
por PC’.

O niimero de doentes que sofre de disfungio exécrina subclinica é desconhecido'.

A mortalidade aproxima-se dos 50% aos 20 anos apés o diagnostico'®. Doentes com
PH ndo tém maior mortalidade quando comparados com a populagdo geral,
independentemente de sexo, tabagismo ou diabetes mellitus.

Na autépsia, a prevaléncia de PC varia de 0,04 a 5%

A prevaléncia de PC na infancia ¢ certamente mais baixa do que a PA. A incidéncia
pode ter vindo a aumentar nos ultimos 10 a 15 anos, mas ndo ha estimativas

, . . A - 510
confiaveis da verdadeira prevaléncia™ .
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2. DESENVOLVIMENTO

A predisposic¢do genética para a PC em algumas familias foi reconhecida em 1952 por
Comfort et al. Em 1996, a descoberta de que mutagdes no gene PRSS1 eram

: ; 1
causadoras de PH abriram um novo capitulo na PC".

O SPINK1 ¢ uma proteina com peso molecular de 6.5kDa e constituida por 56
aminoacidos, possuindo um local reactivo na posicdo 18 que ¢ substrato especifico
para o local activo da tripsina, inibindo-a especificamente por bloqueio fisico'’. O
gene humano codificador do SPINK1 tem 7.5 kb de comprimento, esta dividido em 4
exdes e com localizagio cromossomica 5q32”'®. Codifica um produto de 79
amino4cidos que inclui um peptideo de sinalizagio de 23 amino4cidos'’. Na Figura 1,

estdo representadas as caracteristicas estruturais do gene SPINKI.

Trypsin @’

(PRSS1) ol

Figura 1: Caracteristicas estruturais dos genes PRSSI1 e
SPINK1. No gene SPINKI, a vermelho, N34 e P55 estdo
representados [Whitcomb, D.C. (2004), Value of genetic
testing in the management of chronic pancreatitis. Gut, 53(11):

p-1710-7].
A proteina ¢ sintetizada, armazenada e secretada pelas células acinares pancredticas

exdcrinas juntamente com o tripsinogénio, estando co-localizado com este nos

granulos de zimogénio. Segundo os modelos de mecanismos de proteccao das células
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acinares, o SPINK1 actua como primeira linha de defesa contra o trispinogénio
prematuramente activado na célula acinar'. Um outro ponto de vista é que a expressio
do SPINK1 no pancreas normal ¢ baixa, mas marcadamente elevada na inflamagao
activa. Desta forma, o SPINK1 ndo serd a primeira linha de defesa contra a PA, mas
antes a expressdo aumentada desta proteina apds a inflamacdo limitard a lesdo
prolongada associada a tripsina®’. Devido ao desiquilibrio estequiométrico de 1:5
entre 0 SPINK1 e o tripsinogénio, o primeiro ¢ apenas capaz de inibir 20% da
potencial tripsina. Como mutagdes de ganho de fun¢do na tripsina causam PA e PC,
foi proposta que a perda de fun¢do do seu inibidor teria efeito semelhantes, com

1,21

subida dos niveis de tripsina activa acima dos niveis basais . Na Figura 2, estdo

demonstradas as consequéncias funcionais das mutagdes no gene SPINKI.

PRSS1 111
Trypsinogen @ @
utoactivation CTRC (T sin
o ®® ‘ ¢ | CTRC (Trypsin)
0
l SPINK1 loss-of-function

Pancreas missense mutation
auto-digestion

Figura 2: Consequéncias funcionais das mutagdes no gene SPINK1. O SPINKI1 previne a

prematura activagdo da tripsina no pancreas ao inibir cerca de 20% da sua actividade. Foi
sugerido que mutagdes no SPINK1 com perda de fun¢io associada aumentam a quantidade
de tripsina activada, evento que conduz a pancreatite cronica [Derikx, M.H., and J.P. Drenth
(2010), Genetic factors in chronic pancreatitis; implications for diagnosis, management

and prognosis. Best Pract Res Clin Gastroenterol, 24(3): p.251-70].

Foi em 2000 que emergiu o papel das mutagdes no gene SPINKI na fisiologia da
PC'®. Até a data ndio haviam sido descritas quaisquer mutagdes neste gene™. Todas as

mutacdes descritas no gene SPINKI1 no contexto da pancreatite podem ser

consultadas em http.//www.uni-leipzig.de/pancreasmutation/db.html**. A mutacio

N34S do gene SPINK1 ¢ a mais frequentemente encontrada associada a pancreatite e
a melhor estudada até a data. O mecanismo sugerido foi que a mutacdo N34S no gene

SPINK 1 tornava a proteina incapaz de inibir a tripsina no seu local catalitico activo. E
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sabido que mutagdes genéticas ddo origem a diferencas estruturais nas proteinas
codificadas e que essas diferencas estruturais podem afectar a fungdo da proteina. A
mutagdo N34S pode resultar na inversdo das cadeias laterais e em alteracdo da
conformac¢do da cadeia principal dentro do segmento de ligagcdo. Estas alteragdes na
estrutura terciaria da proteina podem resultar em interacc¢ao alterada com a enzima e,
talvez, levar a uma ligacdo fraca e inibicdo branda ou a um cessar mais rapido da

ligagdo®'.

Chen et al., analisaram 14 familias francesas com PH clinica e 30 doentes com PC
idiopatica. Apenas 6 familias ndo tinham qualquer mutagdo para o gene PRSS1?’.
Descreveram 7 mutagoes (c.1-253T>C, IVS1-37T>C, N34S, c.1-41G>A, P55S, c.1-
174C>T e ¢.1-22C>T) no gene SPINKI, sugerindo as trés primeiras como
polimorfismos neutros e as restantes como polimorfismos raros também presentes no
grupo controlo, concluindo que nenhuma delas afectaria funcionalmente o fendtipo.
Embora tenha sido o primeiro estudo a identificar e compreender mutagdes neste gene

. \ . 23,24
capazes de serem associadas a pancreatite”™™

, estas alteragdes ndo se comportaram
nem como causa nem como modificadores da doenca, sendo excluidas da patogénese
da PH e da PC idiopatica®',

Witt et al. reconheceram primeiramente a alta incidéncia (cerca de 23%) de mutacdes
no gene SPINK1 em 96 criangas e adolescentes alemaes com PC idiopética ou com

o o 11,2425
historia familiar da doenga ™

, em que N34S (19%) e P55S representavam a grande
maioria das alteragdes. Nao detectaram qualquer diferenga fenotipica entre
heterozigdticos ou homozigéticos para a mutagdo N34S. Com isto, demonstraram
pela primeira vez que estas eram mutacdes causadoras de PC. Os dados sugerem que
doentes com PC possam sofrer de uma doenga autossémica recessiva como resultado
de mutacdes no gene SPINKI1 ou como resultado da combinacdo de alteragdes
genéticas no SPINK1 e de outros genes ainda nio identificados''.

Pfutzer et al. analisaram um grupo maior de doentes (120 no total) americanos e
europeus e confirmaram a associagdo positiva entre PC idiopética ou hereditéaria e
alteracdes no gene SPINKI, tal como demonstrara Witt et al. Mutagdes N34S ou
P55S foram observadas em 25% dos doentes. Como a prevaléncia na populagdo geral
foi de apenas 2% (semelhante ao estudo de Chen et al.), a maior frequéncia destas

mutacdes no grupo de PC idiopatica suportava o seu papel na patogénese na doenca,

quer estivessem presentes alteragdes homozigéticas, heterozigoticas ou
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heterozigdticas compostas. O risco associado seria baixo, cerca de 1%. Foram
encontradas novos polimorfismos (D50E, IVS3+125C>A, IVS3+184T>A), que
estavam ausentes no grupo controlo. Nao foi demonstrado que a doenca pudesse estar
associada ao locus do SPINK1 em modelo autossomico dominante. A refutar esse
modelo estd também o facto das mutacdes heterozigdticas N34S e P55S serem
frequentes na populagdo geral enquanto a PC idiopatica era rara, tornando obrigatdrio
assumir uma improvavel penetrancia de 1%. Nao ficou demonstrado que o modelo
recessivo estivesse envolvido, pois doentes com mutacdes heterozigoticas ndo seriam
sintomaticos. Seguindo a mesma ordem de ideias, se as mutagdes SPINKI1 isoladas
causassem doenga, a idade de inicio e dos sintomas seria mais precoce € estes mais
severos em homozigotos ou heterozigoticos compostos. A idade de inicio e a
severidade eram semelhantes, independentemente da homo ou heterozigotia®'.
Curiosamente, 87% dos doentes com mutagdes no gene SPINKI desenvolveram
pancreatite antes dos 20 anos, contra apenas 64% dos doentes sem mutacdes. Nao
apresentarem qualquer mutacdo PRSS1 era um dado comum entre todos. Esta ¢ uma
explicacdo apenas parcial para a distribuicdo bimodal (apresentagdo precoce na
segunda década e tardia na sexta década) da PC idiopatica'. Propuseram que essas
alteracdes eram modificadoras de doenca, mais do que causadoras, possivelmente por
diminuirem o limiar de ocorréncia da pancreatite causada por outros factores
genéticos ou ambientais>' .

Pendl et al. obtiveram resultados semelhantes aos de Witt et al. e Pfuzer et al. Em
doentes com PC, a mutacdo N34S ocorre com maior frequéncia do que mutagdes no
gene PRSSI1%.

Baseados na informagao anterior, em 2001 Kaneko et al. iniciaram a analise gendmica
do gene SPINKI1 em 32 doentes japoneses com historial de PC na familia, com
pancreatite de inicio em idade juvenil ou com PC idiopatica. Neste caso, as alteragdes
N34S representavam estavam presentes em apenas 9% da amostra populacional, uma
frequéncia menor do que nos 2 estudos anteriores. Foi a primeira descri¢do da
mutagdo N34S em mongois. Uma nova mutagdo (c.1-215G>A) foi descrita com uma
frequéncia significativamente maior nos doentes do que nos individuos normais. Nao
se pdde, no entanto, excluir a possibilidade de ser um polimorfismo raro. Os seus
resultados apontam que tanto esta nova mutacdo como a N34S sejam factores
predisponentes para PC, independentemente da etnia, actuando como modificadores

da doenga. Estes autores focam o estado da arte ¢ sublinham o desconhecimento de
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uma possivel associacdo entre mutacdes no gene SPINK1 e a PC alcoodlica, um
aspecto extremamente importante uma vez que se trata da etiologia mais frequente®”.
Embora a maioria das criancas com a muta¢cdo N34S ndo desenvolvessem pancreatite,
0 seu risco estava sabidamente aumentado. Noone et al. conseguiram mostrar, mais
uma vez, que esta associagdo também € aplicada a adultos com PC idiopatica. Nao
foram encontradas outras mutagdes SPINKI1 para além de N34S. Curioso, foi
observar que o risco de pancreatite estava aumentado 20 vezes com o estado de
portador da mutagdo N34S e 900 vezes com mutacdes CFTR e SPINKI1 em trans-
heterozigotia. Assim, heterozigotia para a mutagdo N34S aumenta o risco de
pancreatite independentemente da presenga de mutagdes CFTR; a heterozigotia para a
mutacdo N34S e para mutagdes CFTR tinham efeitos aditivos no risco de pancreatite.
Como as mutagdes SPINK1 e CFTR predispdem a pancreatite por diferentes
mecanismos (um envolvendo as células acinares e outro as células ductais), sdo
diferentes os potenciais alvos terapéuticos para cada uma delas. Deixam no ar a ideia
de que testes genotipicos para CFTR e SPINK1 poderdo ser uteis em doentes com
pancreatite ndo-alcoolica, descrita maioritariamente como idiopatica®’.

Kuwata et al. investigaram a presenca de mutagdes em 15 doentes com PA, 8 com PC
e 33 voluntarios saudaveis. Foram identificadas duas mutagdes num doente com PC:
N34S no exdo 3 e R67C no exdo 4, apresentando heterozigotia composta. Nenhuma
desta mutacdes foi observada nos restantes e o doente desenvolveu sintomatologia em
idade relativamente precoce, sendo sugestivo de que ambas estejam associadas a PC
na populacdo japonesa. Posteriormente foi feita a pesquisa dessas mesmas mutacdes
em familiares do doente afectado e relatada a homozigotia N34S de um tio materno
com PC. Trés outros membros da familia, embora ndo padecessem de pancreatite,
eram também hetero ou homozigoéticos para N34S, apontando para uma doenca de
baixa penetrancia tal como sugerido por Pfuzer et al. Por outro lado, o facto de o tio
ndo ter a mutagdo R67C ¢é sugestivo de que esta seja um polimorfismo ndo
relacionado com a doencga. De qualquer forma, nao foi registada em mais nenhum dos
restantes 55 individuos, sugerindo uma relativa contribui¢do de R67C para a
pancreatite em doentes heterozigéticos para N34S. A mesma perspectiva de Pfuzer et
al. ¢ partilhada, sendo possivel a predisposicdo para a pancreatite pelas mutagdes
N34S apenas quando outros factores estdo presentes™. Deste estudo, é importante
referir que houve falha na associagdo destas mutacdes com a pancreatite idiopatica

uma vez que a sua incidéncia era semelhante entre o grupo de doentes com
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pancreatite idiopatica e o grupo de controlos saudavel. Witt et al. conseguiram
demonstra-10~.

Shimosegawa et al. analisaram alteragdes genéticas no SPINK1 em 32 doentes
japoneses que desenvolveram PC em idade juvenil ou tinham historia familiar da
doenca. Foram detectadas em 5 destes doentes ¢ em nenhum dos 117 individuos do
grupo controlo, sugerindo a associagdo com PC idiopética no Japao. Desses 5 doentes,
3 deles apresentavam a mutacdo N34S. Esta frequéncia de 9% da mutagdo N34S
parece ser menor do que nos caucasianos, como reportado anteriormente com valores
entre os 19-25%.

Em 2002, Threadgold et al. analisaram a mutacdo N34S numa coorte maior (217) de
doentes com PH, PC idiopatica ou PC alcoolica, com um grupo controlo de 200
individuos. A prevaléncia de N34S em doentes com PC alcodlica foi de 6%, bastante
mais elevada do que os 0,8% nos controlos, resultados semelhantes aos de outros
estudos entretanto realizados. De alguma forma a muta¢do estard envolvida da
patogénese da PC alcoodlica. Cerca de 18% dos doentes com PC idiopatica eram
portadores da mutagdo N34S, sendo que apenas 2 deles eram homozigdticos. Mais
nenhum caso de homozigotia foi identificado na restante coorte. Como a prevaléncia
da mutagdo nos individuos normais era de apenas 2,5%, comprova-se a associagao
entre esta mutacdo e a PC idiopatica. A prevaléncia combinada na populagdo geral
deste estudo resulta da prevaléncia de 1,58% de individuos americanos, 1,50% de
franceses e 0,36% de alemades, indicando que a prevaléncia da mutagdo N34S seja
muito mais variada geograficamente do que inicialmente suspeitado. A prevaléncia de
N34S, quando comparada com a ainda mais baixa prevaléncia da PC idiopatica
(~0,0066%), opde-se a perspectiva de que a mutacdo era causadora de PC idiopatica
de uma forma autossomica dominante com baixa penetrancia, suportando o ponto de
vista de Pfuzer et al. A mutagdo também ndo se mostrou associada a um inicio
precoce da actividade da doenga ou qualquer aspecto de severidade. O modelo
autossomico recessivo ligada ao gene SPINK1 também ndo pode ser suportado pois,
ao contrario de que aconteceu neste e em estudos anteriores, os heterozigdticos nao
deveriam ser sintomaticos. A sugestdo de que N34S podera interagir com outros
genes, levanta duvidas sobre quais e de que forma. Esta mutacdo ndo é capaz de
explicar a penetrancia de 80% relacionada com o gene PRSS1 mutante pois a sua
prevaléncia ¢ de apenas 1% nas familias com PH. Outra possibilidade era o gene

CFTR, associado com 37% dos doentes com PC idiopatica e 10% dos doentes com
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PC alcodlica. Em Liverpool, as mutagdes CFTR estdo presentes em 5% da populagdo
e N34S em cerca de 4%, sendo esperado que 0,2% da populagdo tivesse a presenga de
ambas simultaneamente e, consequentemente, a doenga. Nao ¢ o que acontece, € 0
CFTR ndo ¢ um bom candidato a segundo gene. Nao se prova que N34S seja
directamente causativa de pancreatite, nem que mutagdes no gene SPINKI sejam
simplesmente modificadores da doenca. A segregacdo de N34S em doentes com
pancreatite continua por explicar. Sugerem outras possibilidades, tal como a mutagado
N34S causar aumento de penetrancia de um outro gene predisponente para pancreatite
ou a propria mutacdo N34S ser apenas mais prevalente numa populagdo com alta
incidéncia de pancreatite relacionada com outros motivos desconhecidos. O papel
patologico da mutacdo N34S na pancreatite ¢ mais complexo do que inicialmente
esperado’.

Ainda no ano de 2002, Drenth et al. constataram a maior prevaléncia (12,2%) de
mutagdes no gene SPINKI1 (sendo N34S a mais numerosa) entre os doentes adultos
com PC de varias etiologias do que no grupo controlo (1/120). A mesma tendéncia
acontece tanto na PC idiopatica como na PC alcodlica. Verificaram também que a
mutacdo N34S esta associada a um inicio tardio da doenga quando comparada com os
portadores de mutagdes PRSS1, mas mais precoce do que o grupo controlo. Mais uma
vez nio foram confirmadas os modelos autossomico recessivo ou dominante'®.

Gaia et al. compararam a frequéncia de mutagdes CFTR e SPINK1, nomeadamente
N34S, em doentes com PC idiopatica e PC alcodlica, tentando examinar o curso
clinico da doenga em cada uma e estabelecer diferencas clinicas. Demonstraram que
os genes investigados estdo envolvidos com a PC idiopatica por duas razdes: a
mutacdo N34S foi encontrada em 3,4% destes doentes e em nenhum do grupo com
PC alcodlica; nos doentes com PC idiopética havia um aumento de predisposi¢do
familiar a doenga pancreatica. Referem que estas mutacdes nao estardo envolvidas nas
formas de PC de etiologia alcoolica. Nao obtiveram qualquer evidéncia de que a idade
de inicio e o curso clinico da doenca fosse influenciado pela presenca destas
mutagdes. A baixa penetrancia das mutagdes e o risco de desenvolvimento da doenga
para os familiares dos doentes, continuam sem explica¢cdo. Nao ¢ claro como deve ser
feito 0 acompanhamento destes doentes™.

Num estudo feito com 39 doentes com diagnostico de PC idiopatica, Audrézet et al.
demonstraram que as mutacdes no gene SPINKI1 eram frequentes, sendo encontradas

em 10,3% (considerando apenas N34S) a 15,4% dos doentes (juntando c.1-41G>A e -
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2C>A, alteragdes também encontradas, sendo a segunda uma nova variante). No
grupo controlo a prevaléncia era de apenas 1,5%. Encontraram também trans-
heterozigotia CFTR/SPINK1 em 3 doentes, sugerindo fortemente a interac¢do entre
diferences loci de susceptibilidade na patogénese da doenca®'.

Baseados no estudo anterior, Francesco Perri et al. fizeram o mesmo tipo de andlise
numa coorte de 37 italianos. Apenas identificaram a mutagdo P55S num homem de 35
anos com PA recorrente desde os 28 anos, representando uma prevaléncia de 2,7%.
Estas achados parecem diminuir a contribui¢do relativa do gene SPINKI para a
etiologia da PC idiopatica, mostrando claramente que a procura de novos factores
genéticos ou ambientais encontra-se longe de estar completa®>.

Bernardino et al. estudaram as mutagdes SPINK1 em 82 brasileiros com diagndstico
de PC idiopatica, alcodlica ou hereditaria, sendo a PC alcodlica dominante com 64
doentes. Em nenhum dos grupos, incluindo o grupo controlo, foi identificada a
mutacdo N34S, que parece ndo aumentar a susceptibilidade desta populagdo para a
pancreatite. Foram descritas 4 mutacdes (c.1-253T>C, c.1-164G>C, c.1-7T>G, S259),
sendo que apenas a primeira foi significantemente mais frequente nos doentes do que
no grupo controlo (12,2% vs. 5%) podendo representar um factor de risco para
desenvolvimento de pancreatite nesta populagdo. Os restantes representardo possiveis
polimorfismos neutros™.

Mutagdes no gene SPINK1 foram igualmente estudadas em doentes com PC familiar
e juvenil no Japao. Em 2003, Kuwata et al. registaram 3 mutagdes exdOnicas: N34S,
R67C e 272C>T. Esta ultima, foi encontrada em apenas 2 doentes e como tem sido
descrita com grande frequéncia em voluntarios sauddveis noutros estudos, acredita-se
que seja um polimorfismo neutro. A mutagdo R67C, apenas reportada por este autor
num estudo anterior, foi encontrada em 2 doentes e parece ser restrita a populagdo
japonesa. Nao demonstra, no entanto, qualquer particularidade clinica quando
comparada com outras mutagdes. A mutacdo N34S mereceu mais destaque pois foi
encontrada em 6 doentes com historia familiar (3 familias) e num doente com
pancreatite juvenil. Consolidando os dados obtidos noutros estudos, foi detectada a
co-segregacao de N34S com 2 mutagdes intronicas: [VS1-37T>C e IVS3-69insTTTT.
Uma vez que estas duas mutagdes aparecem sempre co-segregadas com N34S, os
autores propdem que esta tltima seja uma mutagdo ancestral evolucionaria. Sugerem
que estas mutagdes podem ter um papel importante na perda de funcdo do SPINKI,

quer separadamente quer conjuntamente com N34S. Dizem haver dados suficientes
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que suportam o desenvolvimento de pancreatite através da mutagdo N34S: a andlise
teorica feita por computador refere uma diminui¢do da actividade do SPINKI1 devido
a mutagdo N34S que modifica a conformagdo proxima do local activo; a frequéncia
da mutacdo N34S ¢ significativamente mais elevada em doentes com pancreatite do
que saudaveis; o racio elevado de associagdo entre pancreatite € homozigotia N34S,
que ¢ sugestivo de um modelo recessivo™®.

Schneider et al. avaliaram a presenca de mutagdes no gene SPINK1 em doentes com
PC alcoolica nos Estados Unidos. Foi encontrada a mutacdo N34S em 6,3% dos
doentes com PC alcoodlica e, embora a populagdo em estudo seja insuficiente para
provar uma associagdo, este valor foi semelhante ao encontrado na Europa por Witt et
al. Por outras palavras, a baixa frequéncia de mutagdes N34S entre os doentes com
PC alcoodlica sugere que esta variante genética ndo tem um papel importante na
maioria dos doentes. Nao houve qualquer diferenca no decurso clinico da doenga
entre os doentes com PC alcoodlica que tinham ou ndo mutagdes N34S, nomeadamente
para a severidade da doenga, que era avaliada tendo em conta a idade de inicio, os
achados imagioldgicos, a necessidade de intervengdes cirurgicas € o numero de
hospitalizagdes. A presenca da mutacdo ndo parece ter um efeito dominante no
fenotipo na pancreatite alcodlica®.

Hirota et al. analisaram a funcdo da proteina recombinante N34S e ndo conseguiram
demonstrar a perda de fungio desta proteina®™. Um outro estudo anterior tinha ja
constatado a inalteracdo tanto da fun¢do do SPINK1 N34S como da susceptibilidade
da tripsina, indicando que outros mecanismos além da modificacdo conformacional de
N34S possam contribuir para a predisposigdo para PC nos portadores desta mutagdo®.
As mutagdes intronicas (complexo IVS1-37T>C + N34S + IVS3-69insTTTT), mais
do que N34S por si s6, podem estar associadas com a diminui¢do de funcdo de
SPINK1. Alternativamente, a digestdo relacionada com outras enzimas para alem da
tripsina pode estar aumentada. Para a mutagdo R67C, uma extensa alteragdo
conformacional da proteina foi altamente sugerida, estando relacionada com o
desenvolvimento da pancreatite®.

Weiss et al. estudaram as mutagdes SPINK1 (N34S) e a expressdo fenotipica em
doentes com PH associada a mutagdes PRSS1. Concluiram que as muta¢des SPINK1
sdo relativamente incomuns nos doentes com PH e, quando presentes, ndo alteram
nem a penetrancia nem o fendtipo. Nao estdo, portanto, relacionadas com o

desenvolvimento ou ndo de diabetes secundario. Estes dados ndo excluem as
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mutacdes SPINKI1 de afectarem o inicio da pancreatite em geral e ndo contribuem
para a discussdo do seu envolvimento com a PC idiopatica®’.

A elevagdo sérica de calcio ¢ um conhecido factor de risco para o desenvolvimento de
pancreatite, pois leva a activagdo prematura do tripsinogénio. Felderbauer et al.
estudaram uma familia com hipercalcémia hipocalciurica familiar (HHF) e historia de
PC documentada. Registaram mutagdes N34S em todos os membros da familia,
embora apenas 2 tenham desenvolvido PC. Curiosamente, estes doentes tinham HHF
causada por uma muta¢do nova e esporadica (518T>C) no gene CaSR (do inglés,
calcium sensing receptor), podendo representar um factor predisponente ainda nao
identificado para PC. Estes dados indicam que a trans-heterozigotia SPINK1/CASR
induzem a PC nesta familia. Estes resultados suportam a hipotese de que as mutagdes
SPINK1 actuam como modificadores da doenga, sugerindo um ainda mais complexo
modelo genético para a PC relacionada com alteragdes SPINK 17,

Francesco Perri et al. compararam, mais tarde, as mutagdes CFTR, PRSS1 e SPINK1
em 45 doentes com PC alcodlica e 34 com doenga hepatica alcodlica, todos com
semelhante quantidade de consumo de dlcool. Até a data, nenhuma alteragdo genética
tinha sido claramente associada a PC alcoolica, e este estudo nao trouxe novidades
nesse aspecto. Nenhuma mutacdo, inclusivé N34S, foi encontrada com prevaléncia
significantemente superior no grupo com PC. Também nao foram registados casos de
trans-heterozigotia CFTR/SPINKI1 ou heterozigotia composta. Como apenas 5-10%
dos alcoolicos desenvolve PC, continuam por descobrir as supostas bases genéticas
que modulam o metabolismo do alcool ou a resposta inflamatdria pancreéatica ao
abuso de élcool. Este estudo tinha, no entanto, uma amostra bastante pequena de
doentes e nio analisou um grupo controlo saudavel®’.

Maréchal et al. expandiram o conhecimento mutacional do gene SPINKI em 46
familias francesas com pelo menos 2 casos de PA recorrente ou PC. Excluiram
doentes com mutagdes PRSS1 ou com a mutagdo N34S, a mais frequente do gene
SPINK1. A mutagdo c.27delC heterozigotica (delecdo de um unico nucleotideo) foi
encontrada em 2 familias e representa a primeira dele¢do reportada no gene. Pensa-se
que da origem a uma proteina mutante totalmente disfuncional. Curiosamente, numa
das familias esta mutagdo segregou com a doenca em duas geracdes, com uma
penetrancia de 75%. Na outra familia, esta delec¢do actuou como um factor de
susceptibilidade de baixa penetrancia para a doenga. Uma outra mutagdo, ¢.87+1G>A,

foi encontrada numa terceira familia, tendo consequéncia funcional. Nenhuma destas
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mutacdes foi descrita em qualquer dos 300 controles saudaveis. Os autores defendem
que uma mutagdo no gene SPINKI1 serd causadora ou modificadora da doenca
dependendo da natureza dessa mutacdo e da sua interac¢do com outros factores
genéticos ou ambientais, devendo a discussdo ser feita no contexto. Nesta linha de
raciocinio, sera mais apropriado falar num Jocus de susceptibilidade. Contrastando
com o que tem sido concluido para a mutagdo N34S, as mutagdes c.27delC e c.2T>C
causam perda total de fungdo das proteinas mutantes e parecem actuar mais como
causadoras de doenca®.

Ao avaliarem doentes coreanos com PC alcodlica, Lee et al. pesquisaram a
prevaléncia da mutagdo N34S no gene SPINKI. Num universo de 43 doentes com
média de idade de 51.3 anos, foi encontrado apenas 1 heterozigdtico para N34S
(2,4%), ndo estando presente em nenhum dos 35 controlos saudaveis. E uma
prevaléncia bastante inferior & encontrada nos europeus, e que poderd reflectir as
diferencas entre os grupos étnicos. Concluiram que esta mutacdo ¢ rara e ndo
desempenha um papel importante na etiologia da PC alco6lica na Coreia®'.

Em 2006 foi feito, por Masson et al., um estudo inovador em termos de deteccao de
mutacdes no gene SPINK1. Até a data todas as mutagdes e polimorfismos detectados
(cerca de 30) eram substituigdbes de um Uunico nucleotideo ou micro-
inser¢des/deleccdes, sendo posta a hipotese de que grandes rearranjos genomicos no
SPINK1 pudessem ser responsaveis por alguns casos de PC. Avaliaram 47 familias
francesas com 2 ou mais casos de PC ou PA recorrente sem presenca de mutagdes
conhecidas em qualquer um dos 3 genes mais frequentes e em que os factores
etiologicos mais comuns como alcool e litiase foram excluidos. Uma grande delecao
genomica c.1-320 c¢.55 + 961del1336 bp foi encontrada numa familia em que 8 de 15
irmaos padeciam de PC. Trés desses eram heterozigéticos para essa mutagao, sendo
que os pais e outros familiares préximos saudaveis ndo foram avaliados. A mutacao
ndo foi encontrada em nenhum dos 50 controlos saudaveis. E um achado que tanto
expande o espectro de mutacdes conhecidas do gene SPINK1 como identifica um
novo mecanismo mutacional causativo de PC**.

Em 2007, Kirdly et al. foram os primeiros a demonstrar em termos genéticos e
bioquimicos a associagdo entre alteragdes no peptideo sinalizador com perda grave de
funcdo do SPINK1 e um elevado risco de PC. Deste forma, estas alteragdes sao
consideradas causadoras de doenc¢a, nao modificadoras. Uma nova mutacao, L14R,

foi identificada em 2 familias, encaixando num modelo autossémico dominante. A
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penetrancia ¢ elevada mas incompleta, assemelhando-se a penetrancia tipica das
mutagdes PRSS1 que caracterizam a cldssica PH. Esta nova mutagdo, afecta
exactamente o mesmo aminoacido que a mutacdo L14P, anteriormente descrita por
Witt et al. Uma outra variante encontrada em doentes africanos mas ndo em
caucasianos, L12F, assume extrema importdncia ao demonstrar que nem todas as
alteracdes no peptideo sinalizador estdo associadas com pancreatite € que existe uma
relacdo directa entre os efeitos funcionais das alteracdes ¢ a doenga. L14P ¢ L14R
abolem a secre¢ao de SPINK1 com perda total de fungdo, enquanto L12F ndo trazia
qualquer alteragdo secretoria. E importante diferenciar mutagdes que devem ser
consideradas “severas” daquelas que conferem um risco menor de pancreatite e que
devem ser apelidadas de “moderadas”. Estas tltimas, como N34S, estdo tipicamente
associadas com a PC idiopatica e factores genéticos e ambientais adicionais
influenciardo a sua expressio'™.

Recentemente, Schneider et al. investigaram a trans-heterozigotia CFTR/SPINK1
como causa de PC idiopatica, sendo confirmados os resultados ja obtidos por Noone
et al. Houve um aumento de risco de pancreatite nestes doentes, mas embora esta
associagdo patologica tenha sido feita, outros factores de risco na PC idiopatica nao
podem ser postos de parte. Neste estudo, a maioria dos doentes com PC idiopatica ou
pancreatite idiopatica familiar que eram heterozigdticos para as variantes SPINKI,
eram-no também para as variantes CFTR. Nos que ndo tinham qualquer variante
CFTR, cerca de 50% eram homozigoticos ou heterozigdticos compostos para
variantes do SPINK1, uma condi¢do que pode ser suficiente para causar PC, tal como
foi proposto por Witt et al. e ja confirmado por Pfuzer et al. O alto risco conferido
pelas variantes poligénicas CFTR-SPINK1 ¢ igualmente indicado pela idade de inicio
mais precoce em doentes com PC idiopatica, sugerindo que factores ambientais ndo
identificados estdo relacionados com a expressio da doenca em idades mais
avancadas®.

Gasiorowska et al. descreveram a frequéncia de mutagdes SPINK1 em 33 doentes
polacos adultos com PC alcodlica e 14 com PC idiopatica, assim como também
investigaram a sua relagdo com o curso clinico da doenga. A frequéncia de mutagdes
em doentes com PC alcoolica foi de 18%, maior do que a observada em estudos da
Europa e Estados Unidos. Também a muta¢do N34S foi detectada em 6,5% dos
controlos, um valor igualmente elevado comparativamente a outros estudos. A

frequéncia de mutacdes no doentes com PC idiopética foi de 28,6% que vai de acordo
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com estudos anteriores e que confirmam a associagdo. Estes valores poderdo ocorrer
devido a uma maior prevaléncia das mutagdes N34S na populacdo polaca. Este
trabalho falhou na tentativa de associar as mutagdes com um fendtipo mais severo de
PC, e que incluia a existéncia de diabetes mellitus, calcifica¢des, pseudoquistos,
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alteracdes no ducto pancredtico principal, colestase e intervengdes terapéuticas .

Embora as mutagdes no gene SPINK1 estejam claramente associadas com a PC, o seu
papel definitivo ¢ ainda controvérsia. A mutagdo N34S podera estar associada com o
cancro pancreatico decorrente de uma PC cronica severa e de longa duragdo,
semelhante ao que acontece no gene PRSS1. Este mecanismo seria possivel se se
confirmasse que os portadores da mutacdo N34S tendem a um inicio mais precoce e
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uma evolucao mais severa da doenca™.

Uma forma particular de pancreatite associada ao gene SPINKI1 ¢é a pancreatite
tropical calcificante (PTC). A PTC ¢ uma forma idiopatica, juvenil e ndo-alcodlica de
PC extremamente prevalente em alguns paises asidticos e africanos em
desenvolvimento e localizados nos tropicos'’. Os doentes apresentam-se tipicamente
em idade jovem com dor abdominal recorrente e deficiéncias nutricionais. A PC leva
a uma perda progressiva de células beta pancredticas e os doentes acabam por
desenvolver uma diabetes insulino-dependente antes dos 30 anos®. Esta diabetes,
apelidada de diabetes pancredtica fibrocalculosa (FCPD, do inglés fibrocalculous
pancreatic diabetes) ¢ assim uma forma de diabetes secundaria & PTC. A etiologia da
FCPD ¢ sugerida como multifactorial, co-existindo factores ambientais e genéticos
envolvidos. A PTC difere da PC alcodlica e da PC idiopatica pela idade mais jovem
de inicio, a calcificagdo pancredtica, a alta incidéncia de diabetes insulino-dependente
e uma incidéncia excepcionalmente elevada de cancro pancreatico'”*.

Viarios estudos investigaram doentes com PTC e pesquisaram mutagdes no gene
SPINK 1. Foram encontradas mutagdes em cerca de 50% dos doentes, onde N34S era
a mais frequente'”*’. Alguns autores tentaram distinguir a FCPD ¢ a PTC com base
em caracteristicas clinicas. As mutagdes foram identificadas em igual frequéncia quer
em doentes com FCPD como em doentes com PTC sem diabetes, sugerindo a mesma
base genética. A idade média de inicio para doentes com PTC sem diabetes foi cerca
de 14 anos mais precoce do que nos doentes com FCPD (21 vs. 35 anos). No entanto,

¢ importante referir que a PTC sem diabetes e a FCPD sdo indistinguiveis com base
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em achados patoldgicos. A idade de inicio, presenga ou auséncia de diabetes e a idade
de inicio da diabetes entre heterozigotos ou homozigotos para N34S ndo mostrou
diferengas significativas, sendo pouco provavel um modelo autossomico dominante
ou recessivo de hereditariedade. Estes dados sugerem uma base genética comum para
a PTC com factores genéticos e ambientais adicionais responsaveis pela variagdo do
fenotipo na FCPD e nos doentes com PTC sem diabetes. Confirma-se o papel causal
da mutagdo N34S na pancreatite e simultaneamente na patogénese da PTC'®. Foram
descritas outras mutagdes no gene SPINK1 em doentes com PTC, mas que carecem
ainda de confirmagdo™. A predisposicdo genética para a PTC é, em parte, semelhante
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a PC idiopatica nos paises desenvolvidos™'.

Actualmente estamos numa era em que a tecnologia de estudo genético se vai
intrometendo na 4area clinica, resultando na capacidade de o médico obter
prontamente informacgdo genética detalhada de um doente. A capacidade de deteccao
de mutagdes tem-se tornado cada vez mais simples, mas a capacidade de interpretar
com precisdo os resultados tem-se tornado mais complexa®®.

Com a descoberta de mutagdes associadas a pancreatite, a questdo dos testes
sintomaticos e pré-sintomadticos levanta-se. Pfuzer et al., defendem que como apenas
<1% dos heterozigdticos para mutagdes SPINK1 desenvolvem a doenga, ndo ha
indicagdes para o teste pré-sintomatico. Uma vez que parecem ser preditivas de um
inicio de sintomatologia mais precoce do que na PC idiopatica, testes apos os 20 anos
de idade ndo trazem qualquer beneficio para os doentes®'. Quase 90% dos doentes
com mutagdes SPINK1 desenvolvem pancreatite antes dos 20 anos’.

Noone et al. defendiam que, devido a elevada frequéncia de mutacdes nos genes
CFTR, SPINK1 e PRSS1 em doentes com PC, os testes genéticos poderiam ser uteis
em doentes seleccionados. Tendo em conta que cada gene produz o fendtipo de
pancreatite segundo mecanismos diferentes, diferentes alvos terapéuticos poderiam
ser definidos. Uma vez que os estudos iniciais ndo associaram a pancreatite de
etiologia alcoolica com estas mutagdes, apontam para a possivel utilidade dos testes
genéticos ao distinguir pancreatite alcodlica dos casos idiopaticos®’.

Em Abril de 2001, durante o Third International Symposium of Inherited Diseases of
the Pancreas, foi feito um consenso relativamente as mutacdes no gene SPINK1: ao
contrario das mutagdes PRSS1 que poderiam ser efectuadas em contexto clinico

apropriado, para o SPINK1 apenas se executavam mediante protocolos aprovados
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pelo Comité de Etica de Pesquisa. No entanto, desde essa altura, muitas outras
mutagdes e genes foram investigados e € razoavel que as recomendacdes sejam
discutidas e revistas®. Os testes genéticos para doengas pancreaticas tornaram-se uma
pratica médica importante’.

A mutacdo mais frequente do gene SPINKI1, N34S, tem uma elevada frequéncia na
populacao geral (1-4%) mas esta associada com uma baixa penetrancia (<1%). Até as
mutagdes mais severas tém uma penetrancia consideravelmente baixa (por exemplo,
29% para c¢.27delC) quando comparadas com as mutagdes no gene PRSS1. Com esta
baixa penetrancia e perante a sua associagdo com a PC de vdarias etiologias, as
mutacdes SPINK1 sdo suspeitas de actuarem como factores modificadores ou
predisponentes para a doenca, mais do que causadores™.

Desta forma, a detecgdo de mutagdes no SPINK1 entre individuos sintomaticos da
informacgdo incompleta no que diz respeito a etiopatogenia global da pancreatite. A
baixa penetrancia da origem a uma taxa inaceitavelmente elevada de falsos positivos e
ndo permite que a deteccdo de mutacdes seja usada em individuos assintomaticos ou
com uma simples dor abdominal inexplicada. Nao est4 indicado o seu uso quer como
teste diagnostico, quer como teste de rastreio™.

Um aspecto importante dos testes genéticos ¢ o aconselhamento. Qualquer doente
deve ser informado sobre os aspectos gerais e especificos de um teste genético antes
de este ser efectuado. Também deve ser claro que, no caso das mutacdes SPINKI, a
sua presenca nio prediz o percurso da doenga nem afecta a sua abordagem clinica®.

O diagnostico de PC numa fase precoce ¢ extremamente dificil. O esclarecimento
total da predisposi¢do genética poderia tornar possivel o diagnostico mais precoce e a
detecgdo de doentes em risco®.

Em criangas e adolescentes, nos quais a influéncia de factores ambientais como o
alcool e o tabaco ¢ minima, os factores genéticos terdo um papel importante na
determinagio da susceptibilidade para a PC e a sua progressio®. Devido & variedade
de etiologias nas criangas, a perspicacia clinica deve ditar que tipo de investigagdo ¢
mais pertinente para um episéddio inicial de PA. As formas hereditarias de pancreatite
em criangas incluem a PH e a PC em contexto de fibrose quistica. A historia familiar
de pancreatite podera ser indicagdo para teste genético'.

Excepto para as mutagdes PRSS1, o risco genético para a PC ndo ¢ alto. Entre os

portadores de mutagcdes SPINK1 ou CFTR que aumentam o risco de pancreatite em

50 vezes ou em 900 vezes quando ambos os genes sdo afectados, a maioria nunca
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desenvolve PC. Embora haja associa¢ao entre as mutagdes SPINK1 e a PC juvenil ou
familiar, a associacdo da mutacdo N34S com o inicio precoce da doenga parece ser
minimo ou ausente, indicando uma etiologia multifactorial. Actualmente ¢ possivel
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apenas fazer uma dedugdo estatistica acerca do risco de PC", tal como mostra o

Grafico 1.
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Grifico 1: Risco genético e incidéncia cumulativa da PC. O risco genético ¢ assumido
como constante durante toda a vida. 4, o modelo para o gene PRSS; a incidéncia
cumulativa da PC durante a vida ¢ de 40%. B, o modelo para os genes CFTR e SPINK1; a
incidéncia cumulativa da PC durante a vida ¢ de 0.2%. C, o modelo para a populagdo geral;
a incidéncia cumulativa da PC durante a vida é de 0.004%. A°, B> ¢ C’°, o risco esta
aumentado pela presenca de factores ambientais como o tabaco e o alcool [Naruse, S., K.
Fujiki, and H. Ishiguro (2007), Is genetic analysis helpful for diagnosing chronic
pancreatitis in its early stage? J Gastroenterol, 42 Suppl 17: p.60-5].

Numa outra perspectiva, poderdo estar indicados testes genéticos tanto para mutacdes
PRSS1 como SPINKI em doentes sintométicos e com uma das seguintes
caracteristicas: ataques recorrentes de PA e historia familiar positiva; PC inexplicada
e historia familiar positiva; PC inexplicada sem historia familiar e com exclusdo de
outras causas (anormalidades anatomicas, doengas metabolicas, trauma, fibrose
quistica, doenca inflamatoria intestinal, dlcool); episddio inexplicavel de pancreatite

: 36
€m crianca .
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Considerando que individuos com pancreatite idiopatica ou ndo relacionada com o
consumo de alcool vivem, muitas vezes, estigmatizados como alcodlicos devido a sua
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doenga, serd reconfortante ter provas da sua susceptibilidade genética”.

Parece haver uma associagdo entre mutagdes heterozigoticas no gene SPINKI e no
gene CFTR (trans-heterozigotia). No entanto esta evidéncia parece ser mais comum
na pancreatite idiopatica do que mutacdes homozigéticas ou heterozigdticas
compostas nestes genes, como aconteceria nas doencgas autossomicas recessivas.
Também a heterozigotia nestes genes estd presente em muitas familias afectadas por
pancreatite, mas nunca seguindo um modelo mendeliano classico. Tudo isto aponta
para um complexo modelo genético™.

Embora os testes para mutagdes SPINKI1 em criangas com PC possa fornecer
informacdo acerca dos factores predisponentes, actualmente a maioria dos
especialistas ndo aconselham testes genéticos para este gene”.

No entanto, enquanto a associagdo entre N34S e a PC foi firmemente estabelecida, a
presenga desta mutacdo em doente com mutacdes PRSS1 conhecidas parece nao
alterar quer o fénotipo da doenca quer a sua penetrancia’ e pode ndo ajudar ao
aconselhamento do doente e da familia'.

O factor limitante actual ¢ a ndo compreensdo do mecanismo de ligagdo entre a
heterozigotia no gene SPINKI1 e a pancreatite. Sem conhecimento do contexto
correcto ou de outros factores de risco que interagem entre as mutagdes € a
pancreatite, o valor dos testes genéticos continua limitado. A identificacdo de
heterozigotia nem explica a doenca num doente com pancreatite, nem ¢ preditiva de
verosimilhanga clinica para uma pessoa nio afectada™.

No entanto, ¢ verdade que ainda nenhum individuo homozigético para a mutagdo
N34S mas sem PC foi descrito. Tipicamente, os familiares dos doentes com PC
associada a esta mutagdo do SPINK1 ndo tém pancreatite. Uma terapia especifica para
a PC geneticamente determinada ainda ndo foi estabelecida. O tratamento sintomatico
ndo difere do das outras formas de pancreatite®.

Considerando o facto de cerca de 50% dos doentes com PTC terem o gene SPINK1
mutado e que destes a maioria apresenta a mutacdo N34S, nestas regides endémicas
sera razoavel testar geneticamente aqueles que se apresentam com pancreatite. Devem
ser informados sobre o risco de desenvolver a doenca e¢ sobretudo uma das suas

complicacdes frequentes que ¢ o cancro do pancreas. Estratégias de prevencao
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apropriadas seriam uteis para os portadores do alelo mutante, de forma a modificar as

S 19
complicacdes a longo prazo .
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3. CONCLUSOES

A pancreatite permanece um grande desafio diagnostico a luz do estado actual da arte.
Devido a natureza relativamente oculta da PC, particularmente na sua fase inicial, o
diagnodstico ¢ muitas vezes dificil. Embora seja necessario continuar a expandir o
conhecimento, a descoberta de mutacdes associadas a PC trouxe algumas
modifica¢des. A percentagem de doentes com PC idiopatica foi reduzida e continuara
a diminuir.

A PC ¢ mais frequente nos doentes com mutagdes no gene SPINKI1. Esta
parcialmente conhecida a consequéncia funcional de algumas destas mutagdes no
desempenho da proteina SPINK1, embora ainda carecam de consolidagdo cientifica
para que possam ser indubitavelmente consideradas um factor etiologico de
pancreatite. A mutagdo N34S ¢ a mais frequentemente relatada, havendo algumas
variacoes ¢étnicas. O modelo de hereditariedade nao esta esclarecido, mas acredita-se
num modelo complexo e multifactorial. E necessario esclarecer a interacgdo entre
varios factores genéticos e ambientais.

As indicagdes para a realizacdo de testes genéticos continuam por definir. No entanto,
com base no conhecimento actual, a andlise genética ndo estara indicada para
individuos assintomaticos. Nos doentes sintomaticos, embora acrescente informacao
apenas parcial acerca da etiologia global da doenca, podera estar indicada em algumas
situagdes: episddios recorrentes de PA ou PC de etiologia ndo explicada, juntamente
com uma historia familiar contribuidora; PC de etiologia ndo explicada, sem historia
familiar, mas com exclusdo de outras causas; episodio inexplicdvel de pancreatite em
crian¢a, nomeadamente na presenca de uma historia familiar da doenga; pancreatite
desenvolvida nas regides endémicas de PTC. A analise genética de mutagdes SPINK1
ndo devera ser restrita a doentes com menos de 20 anos, pois s30 necessarios mais
estudos que clarifiquem a associa¢do com um inicio mais precoce da doenca.

O curso clinico da doenga parece ser semelhante aos restantes casos de pancreatite.
Uma abordagem clinica especifica para a PC geneticamente determinada ainda ndo
foi estabelecida. O tratamento sintomatico ndo difere do das outras formas de
pancreatite. Todos devem ser estimulados a cessar o consumo alcoodlico e o

tabagismo.
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E importante sublinhar que a analise genética ndo da o diagnostico definitivo, nem
estd indicado como teste de rastreio. Esta tendéncia poderd mudar futuramente e o
diagnodstico precoce ser o ponto chave para a reducdo de custos inerentes a
morbilidade da PC.

Continua obscura a propor¢ao exacta de custos relacionados com a pancreatite cronica
que se devem a propria doenca, como diabetes ou insuficiéncia exoOcrina, ou as
consequéncias das co-morbilidades associadas. Como a incidéncia e as admissdes
hospitalares estdo em crescendo, os custos de saude irdo inevitavelmente aumentar.
No entanto, ¢ dificil quantificar o impacto socioecondmico da pancreatite por causa
da caréncia de dados concretos.

Todas as descobertas na area da genética relacionada com esta patologia tém sido
pequenos passos rumo a compreensdo da sua etiopatogenia. SO assim sera possivel
intervir de uma forma eficaz e modificar o percurso da doenca, permitindo uma

alteracdo no padrao socioeconémico actual.
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