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Resumo

Objetivo: Verificar a correlacdo entre os polimorfismos dos genes MBL2, TGF-B1 e CD14 com a gravidade da
doenca pulmonar em pacientes com fibrose cistica (FC), bem como correlacionar a presenca dos alelos AF508
com a gravidade da doenca naqueles pacientes. Métodos: Estudo clinico-laboratorial, de corte transversal, com
105 pacientes fibrocisticos de um hospital universitario em 2005-2006. Foram analisados 202 doadores de sangue
saudaveis como controles para a pesquisa dos polimorfismos no gene TGF-B1 e CD14. A analise de polimorfismos
nos genes MBL2 e TGF-B1 no cédon 10, posicdo +869, foi realizada pela técnica da PCR alelo-especifica. A genoti-
pagem do polimorfismo C-159T no gene CD 14 foi realizada através de PCR e digestdo enzimatica. Resultados: Dos
105 pacientes com FC avaliados, 67 apresentavam doenca pulmonar grave segundo o escore de Shwachman. Os
polimorfismos do gene MBL2 nio foram associados com a gravidade da doenca nos fibrocisticos. A andlise do
polimorfismo T869C no gene TGF-1 mostrou somente uma associacdo entre o heterozigoto TC com doenca
pulmonar leve. Para o polimorfismo C-159T no gene CD14, obtivemos um predominio de pacientes com o geno-
tipo TT, mas ndo houve diferenca significativa com relacio a gravidade do quadro pulmonar. Conclusdes: Houve
associacdo entre o genotipo TC do polimorfismo T869C (TGF-B1) e o quadro pulmonar leve nos fibrocisticos. No
gene CD14, o gendtipo TT parece ser um fator de risco para o quadro pulmonar, mas ndo um fator modulador da
gravidade. Ndo existiu associacdo entre pacientes homozigotos para a mutacdo AF508 e a gravidade do quadro
pulmonar.

Descritores: Fibrose cistica; Polimorfismo genético; indice de gravidade de doenca; Lectina de ligaciio a manose;
Fator transformador de crescimento beta.

Abstract

Objective: To identify associations between genetic polymorphisms (in the MBL2, TGF-B1 and CD14 genes) and
the severity of the lung disease in patients with cystic fibrosis (CF), as well as between the presence of AF508 alleles
and lung disease severity in such patients. Methods: This was a cross-sectional cohort study, based on clinical
and laboratory data, involving 105 patients with CF treated at a university hospital in the 2005-2006 period. We
included 202 healthy blood donors as controls for the determination of TGF-1 and CD14 gene polymorphisms.
Polymorphisms in the MBL2 and TGF-B1 genes at codon 10, position +869, were genotyped using the allele-
specific PCR technique. The C-159T polymorphism in the CD14 gene was genotyped using PCR and enzymatic
digestion. Results: Of the 105 CF patients evaluated, 67 presented with severe lung disease according to the
Shwachman score. The MBL2 gene polymorphisms were not associated with disease severity in the CF patients.
Analysis of the T869C polymorphism in the TGF-B1 gene showed an association only between TC heterozygotes
and mild pulmonary disease. Although patients presenting the TT genotype of the C159T polymorphism in the
CD14 gene predominated, there was no significant difference regarding lung disease severity. Conclusions: There
was an association between the TC genotype of the T869C polymorphism (TGF-1) and mild pulmonary disease
in CF patients. In the CD14 gene, the TT genotype seems to be a risk factor for pulmonary disease but is not a
modulator of severity. We found no association between being a AF508 homozygote and presenting severe lung
disease.

Keywords: Cystic fibrosis; Polymorphism, genetic; Severity of illness index; Mannose-binding lectin;
Transforming growth factor beta.
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Associacdo entre os polimorfismos dos genes MBL2, TGF-B1 e CD14
com a gravidade da doenca pulmonar na fibrose cistica

Introducdo

A fibrose «cistica (FC) ¢ wuma doenca
autossOmica recessiva causada por mais de
1.600 mutacdes no gene que codifica a proteina
cystic  fibrosis  transmembrane conductance
regulator (CFTR, reguladora de condutincia
transmembrana da fibrose cistica), localizado no
brago longo do cromossomo 7. Essas mutaces
sdo distribuidas em seis classes. Existem fendtipos
classicos e atipicos desta doenca, dependentes
principalmente da classe e do tipo de mutagdo. A
taxa de incidéncia é de 1/2.500 recém-nascidos,
e a de portadores é de 1/25.0-)

Estudos populacionais, com grande numero
de fibrocisticos, comprovam a relacdo genotipo-
fenétipo, principalmente para as manifestacoes
pancreaticas, mas muito pouco para as pulmo-
nares. Portanto, as caracteristicas genéticas da
relacdo genotipo-fendtipo nas manifestacoes
pulmonares permanecem pouco esclarecidas.
Sabe-se que mesmo individuos homozigotos
para a mutacdo de maior prevaléncia (AF508)
apresentam grande variabilidade no comprome-
timento e na evolucio da doenca pulmonar.®

Embora influéncias ambientais possam inter-
ferir nas manifestacdes clinicas pulmonares, tem
sido descrita a possibilidade de suma variacdo
genética adicional, como a presenca de genes
modificadores, contribuindo para a expressdo
clinica final em cada paciente. Alguns autores
tém relatado que polimorfismos em genes que
ndo o CFTR podem modificar a gravidade da
doenca pulmonar na FC.”

Um estudo com gémeos monozigdticos
mostrou uma concordancia maior com relacdo
a gravidade da doenca pulmonar quando
comparada a gravidade em gémeos dizigoticos,
sugerindo uma forte contribuicdo genética na
variabilidade da gravidade da doenca pulmonar
nos fibrocisticos.®

Genes modificadores fora do gene CFTR
podem influenciar a gravidade do fendtipo
dos fibrocisticos através de varios mecanismos:
podem modular o fendtipo alternando a
conducdo de cloro; podem regular o sp/icing e
a expressdo do gene CFTR; e podem modular
a susceptibilidade a infeccdo por bactérias e a
resposta inflamatoria nos pulmées. Além disso,
o quadro pulmonar dos fibrocisticos pode ser
modificado por genes associados com clearance
mucociliar e com os danos e reparos do tecido
epitelial.”
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O conceito de multiplos modificadores
genéticos na doenca mendeliana, como na FC,
¢ diferente do conceito de multiplos variantes
genéticos na doenca ndo-mendeliana, como na
asma. Nas doencas genéticas complexas, como
na asma, variantes genéticas multiplas interagem
entre si e com o ambiente, causando a doenga.
Ao contrario, a FC, por ser uma doen¢a mende-
liana, € causada por mutacées no gene CFTR, e
ha variacdes genéticas nio ligadas ao gene CFTR
que podem ser desfavoraveis ou benéficas e que
modificam a gravidade do fendtipo em conjunto
com fatores ambientais. De fato, polimorfismos
genéticos, com ou sem efeitos em sujeitos
saudaveis, podem ser modificadores na FC.®

A identificacdo da consequéncia da acdo
de genes modificadores permitira um melhor
entendimento dos aspectos fisiopatoldgicos, da
correlagdo genotipo-fenotipo e maximizard o
tratamento da FC.®

Dentre 0s
encontram-se:

® MBL2: Localizado no cromossomo 10,

no braco q11.2-q21. Codifica a proteina
mannose-binding lectin (MBL, lectina liga-
dora da manose). E uma proteina plasmatica
com papel importante no sistema de defesa
inato, que constitui o primeiro componente
de ativacdo da via das lectinas do sistema
complemento e atua na neutralizacdo de
microorganismos patogénicos por um meca-
nismo independente de anticorpo.”” A sua
deficiéncia esta relacionada com a funcio
pulmonar diminuida dos fibrocisticos.

® TGF-B1: O gene TGF-B1 tem sido

mapeado no cromossomo  19q13.1-
q13.3. Esse gene ¢ expresso em células
endoteliais, hematopoiéticas e células
de tecidos relacionados. O gene TGF-B1
codifica a proteina fransforming growth
factor B7 (TGF- B1, fator transformador
de crescimento B1), a qual é membro de
uma familia de fatores de crescimento e
diferenciacdo, com multiplas fungdes em
uma variedade de diferentes sistemas de
orgaos. A proteina TGF-B é notéavel por sua
capacidade de modular uma variedade de
fungdes celulares, incluindo a proliferacio
celular, diferenciacdo e apoptose in vivo
e in vitro.'? Tanto a baixa quanto a alta
expressdo desta proteina podem causar
alteracdes no trato respiratdrio.

genes modificadores
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® CD14: O gene CD14 esta localizado no
cromossomo 5q31.1, com 3.900 bp, apre-
senta dois éxons e codifica uma proteina de
375 aminoacidos, sendo expresso no limite
da membrana de macréfagos, mondcitos
e neutrofilos. Funciona como receptor
para  lipopolissacarideos, = componente
da membrana externa de bactérias gram
negativas. E um elemento constitutivo da
parede celular de Pseudomonas aeruginosa,
que possui grande poder imunogénico.""
A baixa expressdo de CD14 tem sido rela-
cionada a colonizacdo precoce de bactérias
nos pulmées, incluindo a P. aeruginosa.

O objetivo desse estudo foi verificar a asso-
ciacdo entre os polimorfismos do éxon 1 (codons
52, 54 e 57) e a regido promotora (haplotipos
HY, LY e LX) do gene MBL2, o polimorfismo
T869C no gene TGF-B1 e o polimorfismo
C-159T no gene CD14 com a gravidade do
quadro pulmonar de pacientes com FC, assim
como analisar a presenca dos alelos AF508 em
relacdo a gravidade do quadro pulmonar nos
pacientes fibrocisticos.

Métodos

Realizou-se um estudo clinico-laboratorial,
de corte transversal, com os pacientes do
Ambulatorio de Fibrose Cistica do Departamento
de Pediatria junto ao Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp),
entre 2005 e 2006. Foram incluidos no estudo
todos os pacientes que estavam em seguimento
nesse periodo e que tinham o diagnostico de FC,
confirmado por histdria clinica compativel, por
pelo menos dois testes do suor com valores de
cloro igual ou superiores a 60 mEq/L realizados
através do estimulo do suor por iontoforese com
pilocarpinal’? efou por confirmacio da mutacio
genética.

Foram analisados 105 pacientes fibrocis-
ticos, sendo que 67 apresentavam a classificacdo
clinica de quadro pulmonar. Foram incluidos
202 controles (individuos sauddaveis, doadores de
sangue) para os polimorfismos no gene TGF-B1
e CD14.

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Unicamp, e todos os responsaveis pelos
pacientes assinaram o termo de consentimento
esclarecido antes do inicio do estudo.
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Os critérios clinicos analisados incluiam as
manifestacées pulmonares, as manifestacoes
digestivas e o escore de Shwachman (ES).(? A
avaliacdo laboratorial incluiu testes de funcio
pulmonar, dosagem de sodio e cloro no suor,
radiografia de torax e TCAR de tdrax. O ES avalia
a atividade fisica, o exame fisico, a nutricdo e o
quadro radioldgico. Para cada item, a pontuacio
maxima ¢ de 25 pontos; quanto menor o valor
do escore, pior o quadro clinico do paciente. O
escore ¢ graduado em excelente (86-100), bom
(71-85), médio (56-70), moderado (41-55) e
grave (40 ou menos), conforme o numero total
de pontos. Todos os pacientes foram previa-
mente genotipados quanto ao gene CFTR pela
equipe do Laboratorio de Genética Molecular
do Hospital Universitario. O DNA foi extraido
e, através da técnica de PCR, regides especi-
ficas foram amplificadas para que pudessem ser
analisadas para as seguintes mutagdes: AF508,
G542X, N1303K, G551D e R553X.

Para a analise da MBL, foi realizada a extracgio
de DNA de leucocitos do sangue periférico.!"”
Apos a extracdo de DNA, o método utilizado foi a
sequéncia de primers especificos, através do qual
foram realizadas varias reacdes de amplificacdo,
cada uma delas contendo um iniciador capaz de
detectar um alelo ou grupo de alelos. Através da
PCR de sequéncia de primers especificos, deter-
minamos a genotipagem de 105 individuos para
as mutacOes conhecidas na regidio promotora
H e L na posi¢do —550 (G-C)—localizado 550 bp
antes do sitio de inicio da transcricdo, onde
ocorre a troca da guanina pela citosina—e X e Y,
na posicdo —221 (G-C)—localizado 221 bp antes
do sitio de inicio da transcricdo, onde ocorre a
troca da guanina pela citosina. Os polimorfismos
-550 e —221 na regido promotora formam os
haplotipos HY, LY e LX.

No éxon 1 estdo os codons 52, 54 e 57, que
originam trés varidveis alelos (denominados D, B
e C, respectivamente). O alelo normal tem sido
denominado A, e os varidveis alelos D, B e C
sdo classificados como 0. As trés mutacdes de
ponto ocorrem nos nucleotideos 223 (C-T)—
troca da citosina pela timina—230 (G-A)—troca
da guanina pela adenina—e 239 (G-A)—troca
da guanina pela adenina—nos alelos D, B e C,
respectivamente.

Para a andlise do gene TGF-B1, foi reali-
zada a extracdo de DNA de leucocitos do sangue
periférico™. Apos a extragio de DNA, identificamos
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Tabela 1 - Método utilizado, sequéncias de primers, enzimas de restricdo utilizadas e tamanho dos fragmentos
gerados pelos polimorfismos dos genes MBL2, TGF-B1 e CD14.

Polimorfismos ~ Método Primers Fragmento  Enzimas Referéncia
amplificado, de
pb restricdo e
fragmentos
Gene MBL2 PCR-SSP  5’-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAC-3’ 268 15
cédon 52 D 5’-TCTCCCTTGGTGCCTGCCATCACA-3’
Gene MBL2 PCR-SSP  5’-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAC-3’ 268 15
cédon 52 ndo D 5-TCTCCCTTGGTGCCTGCCATCACG-3’
Gene MBL2 PCR-SSP  5’-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAC-3’ 278 15
cddon 54 B 5-CCCCCTTTTCTCCCTTGGTGT-3’
Gene MBL2 PCR-SSP  5’-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAC-3’ 278 15
cédon 54 néo B 5’-CCCCCTTTTCTCCCTTGGTGC-3’
Gene MBL2 PCR-SSP  5’-CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAC-3’ 290 15
codon 57 C 5'-ACGTACCTGGTTCCCCCTTTTCTT-3’
Gene MBL2 PCR-SSP  5’- CTGCACCCAGATTGTAGGACAGAC3’ 290 15
codon 57 ndo C 5’-ACGTACCTGGTTCCCCCTTTTCTC-3’
Gene MBL2 PCR-SSP 5-TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3’ 431 15
controle 5’-CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTGTTTC-3
Gene MBL2 regido PCR-SSP 5’-GCTTACCCAGGCAAGCCTGTG-3’ 316 15
promotora alelo H 5'-AACAAATGGGACCGTGCATTGC-3’
Gene MBL2 regido PCR-SSP 5’-GCTTACCCAGGCAAGCCTGTC 3’ 316 15
promotora alelo L 5’-AACAAATGGGACCGTGCATTGC-3’
Gene MBL2 regido PCR-SSP 5’-CCTGCCAGAAAGTAGAGAGG-3’ 443 15
promotora alelo Y 5’-CTGGAAGACTATAAACATGCTTTCC-3’
Gene MBL2 regido PCR-SSP 5’-CCTGCCAGAAAGTAGAGAGG-3’ 440 15
promotora alelo X 5'-GGAAGACTATAAACATGCTTTCG-3’
Gene MBL2 PCR-SSP 5’-TGCCAAGTGGAGCACCCA-3’ 796 15
regido promotora 5-GCATCTTGCTCTGTGCAGAT-3’
controle
Gene TGF-B1 PCR-ARMS Primer geral sense: 241 16
(T869C) 5’-TCCGTGGGATACTGAGACAC-3’
Primer C antisense: 241 16
5’-GCAGCGGTAGCAGCAGCG-3’
Primer T antisense: 241 16
5’-AGCAGCGGTAGCAGCAGCA-3’
Controle interno primer 1: 429 16
5’-GCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3’
Controle interno primer 2: 429 16
5’-TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3’
Gene CD14 PCR + ER 5’-GCCTCTGACAGTTTATGTAATC-3’ 497 Avall, 353 17
(C-159T) 5'-GTGCCAACAGATGAGGTTCAC-3’ e 144

SSP: sequence-specific primers (sequéncia de primers especificos); ARMS: amplification refractory mutation system (sisterma
de amplificacdo refratdria de mutacdo); e ER: enzima de restricio.

o polimorfismo no gene do TGF-P1, localizado no
codon 10, posicdo +869 (T-C)—troca da timina
pela citosina—através da técnica denominada
sistema de mutacdo refratario a amplificacdo.
Para a andlise do gene CD14, foi realizada a
extracdo de DNA de leucocitos do sangue perifé-
rico."” Apds a extracio de DNA, a genotipagem

do polimorfismo CD14 (C-159T, troca da cito-
sina pela timina) foi realizada.

Os métodos, as sequéncias de primers e as
enzimas de restricdes utilizadas, bem como o
tamanho dos fragmentos gerados pelos poli-
morfismos dos genes MBL2, TGF-B1 e CD14,
estdo descritos na Tabela 1.057
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Tabela 2 - Comparacéo entre a presenca de dois alelos AF508 e a auséncia do alelo AF508 quanto a gravidade

do quadro pulmonar.

Quadro # Alelos AF508
pulmonar Dois alelos, n (%) Zero alelos, n (%) x> P OR
Grave 1(5) 6 (46,1) 5,71 0,01 16,29 (1,43-787,09)
Moderado 11 (55) 4 (30,8) 1,87 0,17 0,36 (0,06-1,93)
Leve 8 (40) 3 (23,1) 1,02 0,31 0,45 (0,06-2,63)
Total 20 13 - - -

x*: Teste de Qui-Quadrado.

A andlise dos resultados e das associagdes
entre as variaveis dos pacientes fibrocisticos e
as do grupo controle foram feitas através do
teste do qui-quadrado e OR. A diferenca entre
os grupos foi estatisticamente significativa
quando o valor do teste aplicado foi p < 0,05.
O programa estatistico utilizado foi o Epi Info
2000, versido 1.1.2.

Resultados

Foram analisados 105 pacientes com FC
(53 masculinos e 52 femininos) em segui-
mento no Ambulatério Multidisciplinar de
Fibrose Cistica do Departamento de Pediatria
da Unicamp. Em 67 pacientes, foi aplicado o
ES. Os pacientes apresentaram média de idade
de 7,8 + 0,71 anos, sendo que 101 (96%) eram
caucasoides e 4 (4%) pardos.

Foram analisados 202 controles doadores
de sangue—117 homens (58%) e 85 mulheres
(42%)—para os polimorfismos no gene TGF-f1
e CD14, com média de idade de 34 £+ 11,3 anos,
sendo 160 brancos (79,2%), 41 negroides
(20,3%) e 1 de etnia oriental (0,5%).

Estudamos a presenca dos alelos AF508
em relacdo a gravidade do quadro pulmonar. A
comparacdo da presenca ou da auséncia de dois
alelos AF508 em relacdo a gravidade do quadro
pulmonar mostrou resultado estatisticamente
significativo para os pacientes graves. Nestes
pacientes, a auséncia dos alelos AF508 repre-

sentou um fator de risco (p = 0,01; OR = 16,29;
variacdo, 1,43-787,09; Tabela 2).

Na andlise dos polimorfismos nos codons 52,
54 e 57 (alelos AO) do gene MBL2 em relacdo
a presenca dos alelos para mutacdo AF508, a
amostra de pacientes fibrocisticos ndo estd em
equilibrio de Hardy-Weinberg (EWH; X(2)2 =9,95;
p = 0,007). Ndo houve resultados significativos
na analise desses polimorfismos.

Na andlise dos polimorfismos H/L e X/Y na
regido promotora do gene MBL2, em relacio
a presenca dos alelos da mutacdo AF508, a
amostra de pacientes fibrocisticos estd em EHW
(X[5)2 = 8,82; p = 0,11). Ndo houve resultados
significativos na andlise desses polimorfismos.

Na andlise do polimorfismo T869C no gene
TGF-B1, a amostra de pacientes fibrocisticos
nio esta em EHW (X(Z]Z = 21,24; p = 0,000024).
A amostra controle estd em EHW (sz =10,58;
p = 0,005). Quando foi realizada a comparacio
genotipica dos pacientes fibrocisticos e os do
grupo controle, foi observada uma diferenca
significativa com relacdo aos genotipos TC
e CC, sendo o genotipo TC um fator de risco
na amostra (p = 0,01; OR = 2,00; variacio,
1,11-3,61; Tabela 3).

Com relacdo a distribuicdo genotipica do
polimorfismo T869C no gene TGF-B1 nos indi-
viduos controle comparados com a gravidade
do quadro pulmonar nos fibrocisticos, houve
apenas um resultado significativo com relacio ao
quadro pulmonar leve. O genédtipo TC (p = 0,01;

Tabela 3 - Comparacdo genotipica dos pacientes fibrocisticos e os do grupo controle para o polimorfismo

T869C no gene TGF-B1.

Gendtipo Estudo, n (%)  Controle, n (%) X’ P OR
TT 17 (16,2) 43 (21,3) 1,14 0,28 0,71 (0,37-1,38)
TC 83 (79,04) 132 (65,3) 6,18 0,01 2,00 (1,11-3,61)
CcC 5 (4,76) 27 (13,4) 5,48 0,01 0,32 (0,11-0,92)
Total 105 202 - - -

Xy’ = 7,68; p = 0,02. x*: teste do qui-quadrado.

J Bras Pneumol. 2009;35(4):334-342



Associacdo entre os polimorfismos dos genes MBL2, TGF-B1 e CD14

com a gravidade da doenca pulmonar na fibrose cistica

339

Tabela 5 - Comparacdo genotipica das amostras dos pacientes e das do grupo controle para o polimorfismo

C159T no gene CD14.

Genotipo Estudo, n (%)  Controle, n (%) x> p OR
TT 16 (15,2) 8 (4) 10,68 0,001 4,36 (1,68-12,16)
CT 67 (63,8) 131 (64,9) 0,03 0,85 0,96 (0,57-1,62)
CcC 22 (21) 63 (31,1) 3,62 0,05 0,58 (0,32-1,05)
Total 105 202 - - -

X = 13,87; p = 0,0009. x*: teste do qui-quadrado.

OR = 4,07; variacio, 1,16-21,78) apresentou um
fator de risco para o quadro pulmonar leve nos
fibrocisticos (Tabela 4).

Na anilise do polimorfismo C159T no gene
CD14, a amostra de pacientes fibrocisticos esta
em EWH (xmz = 4,38; p = 0,11). A amostra
controle niao estd em EWH (X[Z)Z = 18,72;
p = 0,00008).

Ao realizar a comparacdo genotipica entre
o grupo de pacientes fibrocisticos e o grupo
controle quanto ao polimorfismo C159T no
gene CD14, foi encontrada diferenca signifi-
cativa com relacdo ao gendtipo TT, sendo que
esse gendtipo apresentou um fator de risco na
amostra, mas ndo um fator modulador da gravi-
dade do quadro pulmonar (p = 0,001; OR = 4,36;
variacio, 1,68-12,16; Tabela 5).

Discussio

Entre as DPOCs, a asma e a FC manifes-
tam-se fenotipicamente como consequéncia de
um componente genético e de outro ambiental
que determinam a gravidade e o curso clinico
ao longo da vida dos pacientes com estas
enfermidades.

Na FC e na asma, foram identificadas
mutacdes em um e em mais de 100 genes,
respectivamente, caracterizando a identifi-
cacdo de muitos fendtipos nestas duas DPOCs.
Percebe-se, portanto, que a complexidade feno-
tipica da asma ¢ bem maior do que da FC. Em
contrapartida, enquanto a associacdo de poli-
morfismos com as manifestacdes fenotipicas
tem sido muito estudada na asma, os estudos
sdo poucos na FC.

Apos extensa revisdo da literatura, verifi-
camos que este ¢ o primeiro estudo no Brasil a
verificar a associacdo entre os polimorfismos dos
genes MBL2, TGF-B1 e CD14 com a gravidade
do quadro pulmonar em criangas e adolescentes
com FC.

No presente estudo, para os polimorfismos
em que a amostra controle nio se encontrava

em EHW, a explicacdo provavel decorre do
fato de que no EHW preconiza-se uma popu-
lacdo ideal, sem pressdo seletiva. No caso dos
polimorfismos estudados, por interferirem em
mecanismos relacionados com a inflamacéo, ¢
possivel que determinados genotipos sofram
uma pressdo seletiva e, com isso, a distribuicdo
genotipica ndo seguiu o EHW.

Na FC, a doenca pulmonar pode ser influen-
ciada por fatores genéticos, fatores ambientais
e genes modificadores localizados fora do gene
CFTR.U®)

Diferentemente de outros estudos, na analise
da gravidade do quadro pulmonar e da presenca
de alelos AF508, verificamos uma diminuicio de
homozigotos (AF508/AF508) entre os pacientes
com quadro pulmonar grave, demonstrando nio
existir associagdo entre ser homozigoto AF508 e
maior gravidade do quadro pulmonar.

Em nossa casuistica de pacientes com FC,
os polimorfismos do gene MBL2 ndo estiveram
associados a gravidade do quadro pulmonar.
Uma hipotese para os nossos resultados ¢ o fato
de que a maioria dos pacientes tinha idade menor
que 15 anos. Alguns autores demonstraram que
a deficiéncia de MBL esta relacionada a gravi-
dade do quadro pulmonar somente em pacientes
fibrocisticos adolescentes com idade maior
de 15 anos ou adultos."” Nesses pacientes, o
hormonio de crescimento pode afetar significan-
temente o nivel de MBL em circulacdo. Aquele
estudo revelou uma importancia significativa da
idade e do desenvolvimento fisico dos pacientes
fibrocisticos no entendimento da relacdo entre
MBL e a fun¢iio pulmonar na FC.1")

Vérios autores relataram que apenas indi-
viduos fibrocisticos cujo genotipo ¢ 00
(homozigotos para os polimorfismos no éxon
1 do gene MBL2), o qual estd relacionado &
baixa producdo da proteina MBL, leva a dimi-
nuicdo da funcio pulmonar.?®? 0 mesmo nio
foi observado em outro estudo, no qual os dois
genotipos AO (heterozigoto) e 00 (homozigoto)
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Tabela 4 - Comparacio da distribuicdo genotipica do quadro pulmonar leve com o grupo controle quanto ao

polimorfismo T869C no gene TGF-f1.

Gendtipo Leve, n (%) Controle, n (%) x? p OR (1€C95%)
TT 3 (11,5) 43 (21,3) 1,36 0,24 0,48 (0,09 -1,72)
TC 23 (88,5) 132 (65,3) 5,65 0,01 4,07 (1,16-21,78)
Ccc - 27 (13,4) 2,77 0,09 0,0 (0-1,07)
Total 26 202 - - -

x*: teste do qui-quadrado.

do gene MBL2 estavam associados a piora da
fungio pulmonar.?>??

Foi demonstrado que criangas com FC colo-
nizadas com P. aeruginosa e que apresentavam
a deficiéncia de MBL tinham uma disfuncéo
pulmonar mais grave em comparacdo aquelas
com niveis intermedidrios ou altos da proteina
MBL presente em circulacio.?” Os autores
demonstraram que esses efeitos modulatorios
se devem a alta producio da proteina TGF-j,
sugerindo uma interacdo complexa gene-gene
entre MBL2 e TGF-31.¢4

Estudos sobre a deficiéncia de MBL e a
colonizacdo por P. aeruginosa sdo promis-
sores e precisam ser realizados em nosso meio.
Acredita-se que multiplos fatores genéticos
possam influenciar a resposta que a deficiéncia
de MBL desempenha como funcdo devido aos
alelos varidveis desta proteina. Sabe-se que a
MBL exerce uma acdo complexa sobre a resposta
inflamatéria em nivel pulmonar.

Com relagdo ao polimorfismo T869C no
gene TGF-B1, em nosso estudo, encontramos
apenas uma associacdo de heterozigoto TC com
o quadro pulmonar leve.

Dois estudos demonstraram que pacientes
com FC portadores do genotipo TT (baixa
producio da proteina) no codon 10 do gene
TGF-B1 apresentavam um risco elevado para
a doenca pulmonar.®>?®  Contrariamente,
outros autores observaram que o gendtipo CC
(elevada producio da proteina) é o que apresen-
tava risco elevado para a deterioracdo da funcio
pulmonar.®

Alguns pesquisadores encontraram uma
correlacdo positiva entre diferentes colonizacdes
das vias respiratdrias por diferentes bactérias e a
producio da proteina TGF-B1.

A producdo diminuida ou aumentada da
proteina TGF-f1 em pacientes com FC, colo-
nizados, respectivamente, com Burkholderia
cepacia e P. aeruginosa, evidenciam a impor-
tancia da producgido dessa citocina regulatoria
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em diferentes colonizacdes bacterianas e na
gravidade da FC.”

A variacdo encontrada mnos estudos rela-
cionados aos genotipos de TGF-B1 com a
gravidade do quadro pulmonar pode ser expli-
cada pelas diferencas genotipicas, pelo nimero
de pacientes e pelos aspectos ambientais nao
controlados entre os grupos dos poucos estudos
publicados.

A deteccdo do polimorfismo C159T no gene
CD14, em nosso estudo, revelou uma predo-
minancia de fibrocisticos com o gendtipo TT
(aumento na producio da proteina CD14), mas
ndo houve uma discriminacdo com relacdo a
gravidade do quadro pulmonar.

Em um estudo, foi demonstrada a asso-
ciacdo entre o polimorfismo CD14-159CC e a
colonizacdo precoce das vias respiratdrias por
P. aeruginosa em criancas fibrocisticas. Essas
criancas apresentaram niveis diminuidos da
proteina CD14 soluvel no plasma, bem como
uma resposta pro-inflamatoria inadequada.!"

Embora criancas com niveis elevados da
proteina CD14 soluvel no plasma possam ser
relativamente protegidas contra a colonizacio
precoce por P. aeruginosa, ao se tornarem
colonizadas, elas podem ter uma resposta infla-
matoria mais intensa.

Como diferencas étnicas e raciais sio comuns
em sistemas polimdrficos, induzindo a expressdo
do fendtipo clinico em diferentes populagoes, ¢
possivel que resultados diferentes possam ser
encontrados em outras populagdes ou grupos
raciais.

Os resultados obtidos nesse estudo permitem
concluir que muitas questdes ainda permanecem
sobre o entendimento da funcido dos genes
modificadores na FC de distintas populacdes.
Portanto, estudos multicéntricos, avaliando um
numero maior de pacientes, em cada classe de
mutacdo, sdo necessarios para a compreensio
dos efeitos dos genes modificadores na FC.
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