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RESUMO
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A Fibrose Cistica € uma alteragdo genética que cursa principalmente com manifestacoes
pulmonares e pancredticas. A correlacdo gendtipo-fendtipo da fibrose cistica € motivo de
arduos estudos. Somente a correlacio com a insufici€éncia pancredtica foi encontrada.
Percebeu-se, também, que o curso e a gravidade da manifestacdo pulmonar nio estdo
correlacionados com o gendtipo CFTR. A doenca pulmonar pode ser influenciada por
fatores ambientais e por fatores genéticos. Genes modificadores podem influenciar na
gravidade do fenétipo dos fibrocisticos através de varios mecanismos. O objetivo desse
projeto foi analisar alguns genes modificadores, MBL2, TGFB1 e CDI4, e correlacionar
com a gravidade do quadro pulmonar dos fibrocisticos. Verificar a presenca dos alelos
AF508 e a gravidade do quadro pulmonar nos paciente fibrocisticos. A andlise de
polimorfismos no gene MBL2 e no gene TGF- 1 no cédon 10 na posi¢do + 869, foi
realizada através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase alelo especifica. A
genotipagem do polimorfismo C-159T, no gene CDI4 foi realizada através da reagdo em
cadeia da polimerase e digestdo enzimdtica. Em nossa casuistica, os polimorfismos do gene
MBL2 ndo foram associados com a gravidade do quadro pulmonar em pacientes
fibrocisticos. Com relagc@o ao polimorfismo T869C no gene TGFBI, encontramos apenas
associacdo do heterozigoto TC com quadro pulmonar leve (P=0,04). Para o polimorfismo
C-159T no gene CDI4, obtivemos um predominio de pacientes com o gendtipo TT
(P=0,0009), mas ndo houve discriminagdo com relacdo a gravidade do quadro pulmonar.
Com isso concluimos que houve uma associacdo entre o genétipo TC do polimorfismo
T869C (TGF-B1) e o quadro pulmonar leve nos fibrocisticos. Com rela¢do ao gene CD14, o
gendtipo TT parece ser um fator de risco para o quadro pulmonar, mas nio um fator
modulador da gravidade. Em nossa casuistica, ndo existiu associagdo entre pacientes

homozigotos para a mutagdo AF508 e a gravidade do quadro pulmonar.
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Cystic fibrosis is a genetic alteration characterized mainly by pancreatic and pulmonary
manifestations. The genotype-phenotype correlation in cystic fibrosis has been the subject
of arduous studies. A correlation between cystic fibrosis and pancreatic insufficiency, as
well as to the fact that the occurrence and severity of pulmonary manifestations are not
correlated with CFTR genotype, has been observed. Pulmonary illness can be influenced by
environmental and genetic factors. Modifier genes can influence the phenotype severity of
patients with cystic fibrosis through some mechanisms. The objective of this study was to
analyze some modifier genes, such as MBL2, TGFBI and CDI14, and to correlate them with
the gravity of the pulmonary picture of patients with cystic fibrosis and to also verify the
presence of the alleles AF508 and the gravity of the pulmonary picture in these patients.
The analysis of MBL2 and TGF-f1 gene polymorphisms at codon 10, in the position + 869,
was carried out using the technique of allele-specific polymerase chain reaction. The
genotyping of the CD14/-159 polymorphism was performed by polymerase chain reaction
and enzymatic digestion. In our casuistic, the polymorphism of the MBL2 gene was not
associated with the gravity of the pulmonary picture in patients with cystic fibrosis.
Regarding the T869C polymorphism in the TGFBI gene, we found only an association of
heterozygote TC with a mild pulmonary picture (P=0,04). In the C-159T polymorphism of
the CD14 gene, we observed an accumulation of patients with genotype TT (P=0,0009), but
did not have a discrimination regarding the gravity of the pulmonary picture. Therefore we
concluded that there was an association between the genotype TC of the T869C
polymorphism (TGF-B1) and the mild pulmonary picture in the patients with cystic
fibrosis. Regarding the CD14 gene, the TT genotype seems to be a risk factor for the
pulmonary picture, but not a gravity modulating factor. In our casuistic, we found no
association between AF508 homozygote patients for the mutation and the gravity of the

pulmonary picture.
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1.1- Historico da Fibrose Cistica

Os conhecimentos de fisiopatologia e epidemiologia da Fibrose Cistica foram
progressivamente conhecidos no século XX. Landsteiner (1905) realizou a primeira
descri¢ao anatomopatolégica da FC em recém-nascidos falecidos no quinto dia de vida por
ileo meconial. Fanconi et al. (1936) descreveram o caso de uma crianga com alteragdes

pancreaticas e que apresentava sintomas pulmonares e intestinais.

Em 1938, Andersen, formulou a hipotese da etiologia da doenga e propds uma
padronizagdo de seu tratamento, tornando a doenga conhecida nos paises de lingua inglesa.
Esta publicacdo ¢ considerada um marco no estudo da Fibrose Cistica. Posteriormente,
Farber (1945) notou que os pacientes com Fibrose Cistica sofriam de obstrucao causada por
muco em uma série de 6rgaos, e propos a hipotese de que o muco espesso era consequéncia
de estimulo excessivo parassimpatico e que a secrecdo andmola assim produzida era
responsavel pelas lesdes pulmonares e pancreaticas, designando pela primeira vez o termo

2

“mucoviscidose.” Nesse periodo, Anderson & Hodges (1946) sugeriram o padrao
autossomico recessivo de heranca da doenga. Em 1953, di Sant' Agnese et al. pesquisaram a
deplecdo de sal em criancas com fibrose cistica durante uma onda de calor no verdo; eles
concluiram que a perda excessiva de sal ocorria pelo suor. Subseqiientemente, tais
pesquisadores documentaram que os niveis de sodio e cloro no suor sdo elevados em todos

os individuos com Fibrose Cistica.

Dois conjuntos de observagdes no inicio da década de 80 foram importantes
para o rapido entendimento do defeito molecular ligado a FC. Primeiramente,
Knowles et al. (1981) descreveram alteragdes nas propriedades elétricas do epitélio
respiratorio na FC, associadas a anormalidades no transporte de sodio e cloro. A seguir,
Quinton e Bijman (1983) descobriram o defeito do ion cloro nas células epiteliais das
glandulas sudoriparas dos pacientes fibrocisticos. Essas observagdes determinaram um
papel patogenético para o movimento de agua e eletrdlitos pelo epitélio FC e, pela primeira
vez, ofereceram explicacdo plausivel tanto para o déficit de 4gua nas secregdes mucosas
(responsavel pela obstru¢do de glandulas exocrinas), quanto para a disfungdo de multiplos

orgaos.

Introdugao
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Em 1989, o gene responsavel pela FC foi clonado (Rommens, 1989; Riordan,
1989; Kerem et al., 1989). Logo tornou-se claro que seu produto, a proteina CFTR era de

fato um canal de cloro defeituoso no epitélio da Fibrose Cistica (Bear et al., 1992).

1.2- Caracteristicas clinicas da Fibrose Cistica

A Fibrose Cistica ¢ a doenga genética autossdmica recessiva mais freqiiente na
populacdo de origem caucasoide. Com a freqiiéncia de portadores de 1 para 25. Sua
incidéncia ¢ de aproximadamente 1:3000 nascimentos vivos na Europa. Nos Estados
Unidos a incidéncia ¢ de 1:3500 e no Brasil, a incidéncia na regido sul assemelha-se a
populagdo caucasiana do centro da Europa, porém em outras regides do pais diminui para 1
em cada 10000 nascidos vivos (Davis et al., 1996; Assael et al., 2002; Ribeiro et al., 2002).

Os fibrocisticos apresentam um tempo médio de vida de 28 anos (Accurso e Sontag, 2003).

A Fibrose Cistica ¢ essencialmente uma doenca poés-natal, com poucas
manifestagdes clinicas ao nascimento, como ileo meconial, volvulus, atresia ou amputacao
intestinal, resultante da secrecdo intestinal anormal de muco. A gestacdo de criangas
afetadas pela Fibrose Cistica ¢ de duracdo normal, sendo apenas o peso ao nascimento
levemente reduzido (Boyer, 1955). Em geral, a doenga ndo se manifesta antes do
nascimento € mesmo naqueles casos em que alguma manifestacdo ocorre, o

desenvolvimento do feto é normal.

O fenotipo da Fibrose Cistica ¢ complexo e os seus pacientes exibem uma
grande variedade de sintomas respiratdrios, gastrointestinais e no aparelho reprodutor, bem
como niveis elevados de eletrélitos no suor (Tsui, 1995). A maioria dos pacientes apresenta
os sintomas no inicio da vida, apenas uma pequena parte deles manifesta os sintomas
tardiamente, na adolescéncia ou na idade adulta. Portanto, o curso clinico da FC ¢

bastante variavel.

As manifestagdes clinicas resultam em um fenotipo caracteristico de suor
salgado (onde a concentracdao de cloro no suor ¢ maior que 60 milimol por litro (mmol/l) e
valores entre 40 e 60 mmol/l sdo considerados duvidosos, sendo que o teste de suor deve
ser repetido), insuficiéncia pancreatica, obstrug¢do intestinal, infertilidade e doenga

pulmonar grave (Anderson, et al., 1992).
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A proteina CFTR esta envolvida na reabsor¢ao do cloro a partir do suor nas
glandulas sudoriparas (Quinton, 1990). A inibicdo dessa reabsor¢cdo e o efluxo
compensatorio de sodio resultante explicam o suor salgado da mucoviscidose

(Boucher et al., 1986).

A disfuncao pancreatica, quando presente, pode ter inicio na fase fetal. A causa
dessa disfuncdo ¢ a obstrugcdo causada por secrecdes espessas € a subsequente destruicao
das glandulas exdcrinas do pancreas, que resultam em deficiéncia pancreatica enzimatica e
desnutricao (Korst et al., 1995). A insuficiéncia exocrina do pancreas ocorre em 80 a 90%
dos pacientes, apresenta grau varidvel de acometimento e ¢é progressiva (Reis e

Damaceno, 1998).

A mais importante das manifestagcdes intestinais da FC ¢ o ileo meconial,
decorrente da obstru¢do do lumen iliaco por massa meconial viscosa. A obstru¢do intestinal
com ileo meconial ocorre em 10 a 20% dos pacientes recém-nascidos

(Anderson et al ., 1992).

A infertilidade ¢ um sintoma comum nos pacientes, principalmente nos homens
(98% dos homens FC sdo estéreis), ocorre azoospermia devido a obstrucdo dos vasos

deferentes e dos tubulos do epididimo ( Koch e Lanng , 1995).

A fertilidade diminuida das mulheres FC estd relacionada ao muco cervical

espesso e ocorre em 60% das pacientes (Gilljam et al., 2000).

O pulmado difere dos outros 6rgaos afetados na Fibrose Cistica, sendo que as
complicacdes respiratorias se caracterizam por infecgdes bacterianas recorrentes e
inflamacdo, as quais sdo responsaveis por mais de 90% da morbidade e mortalidade em
pacientes com Fibrose Cistica (Tebbutt et al., 1998). A doenga pulmonar caracteristica da
FC ¢ obstrutiva cronica estando associada ao espessamento das secrecdes mucosas.
Infecgdes recorrentes e persistentes no trato respiratério, especialmente as causadas por
Haemophilus influenza , Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus , podem
resultar em bronquiectasia e insuficiéncia respiratoria (Korst et al, 1995).
Aproximadamente 80% dos pacientes com FC, adquirem a infec¢do por Pseudomonas
aeruginosa que resulta em perda progressiva da funcdo pulmonar levando a morte

(Demko et al., 1995).
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1.3- O gene da Fibrose Cistica e a proteina cftr

O gene responsavel por essa anormalidade foi localizado no cromossomo 7,
regido q.31 (Figura 1) e finalmente clonado por meio da "Genética reversa" (Rommens,
1989). Analises de seqiiéncias de DNA e estudos comparativos de sequéncias deduzidas de
aminoacidos revelam diversas homologias com proteinas de membrana celular, dai a
adocdo do termo "Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator"(CFTR) para o
produto génico (Riordan, 1989). A prova final da identidade e fungdo do gene da Fibrose
Cistica foi obtida pela capacidade de restaurar o fendtipo normal em células com Fibrose

Cistica transformadas em cultura (Rich et al., 1990).

- — Tp22.3

— 7pii2
— Tqi1.22

—CFTR
7g31.2

— Tq36.3

Figura 1- Representacdo da localizagdo do gene CFTR no cromossomo 7, regido q.31

(Rommens, 1989)
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A proteina cftr possui 1480 aminoacidos, com massa molecular de 168.138
daltons. Sua estrutura basica ¢ formada por trés sub-unidades principais : uma porcao
hidrofébica, outra hidrofilica e uma porcao polar (figura 2). A regido hidrofébica ¢ formada
por seis segmentos capazes de atravessar a camada lipidica dupla da membrana celular; a
porcao hidrofilica contém duas dobras de nucleotideos com regides de ligagdo com o ATP
("nucleotide-ATP-binding folds"- NBF's) e finalmente, o dominio polar R com sitios

potenciais para fosforilagdo pelas proteinas quinase A e C e N-glicosilase (Riordan, 1989).

A seqiiéncia de ativacdo dos canais de Cl dd-se do seguinte modo: A proteina
quinase A (PKA) fosforila sitios no dominio regulatério da proteina, produzindo um canal
fechado, cuja abertura requer a ligacdo de MgATP a um ou aos dois dominios de ligacao a
nucleotideos. A ligagdo do MgATP coloca o canal em um novo estado, podendo agora abrir
espontaneamente. A reagdo inicial de fosforilacdo € reversivel através de fosfatases
(Frizzell, 1995). O defeito basico esta associado com a diminui¢do da condugdo de ions CI
através da membrana apical de células epiteliais e a reducao da permeabilidade ao cloro
reduz a secrecao de fluidos e eletrdlitos, resultando em desidratacdao luminal. Assim sendo,
individuos afetados por Fibrose Cistica possuem um comprometimento do transporte de
cloreto. Como conseqiiéncia, os niveis de ions cloro encontram-se aumentados no suor dos
pacientes. Os valores dos ions sédio também estdo acrescidos, pois o aumento da

negatividade intracelular favorece a entrada de sodio.
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Figura 2- Representacio da estrutura da proteina cftr na membrana celular. Formada
por trés-subunidades: uma por¢ao hidrofobica (seis segmentos que atravessam a
membrana celular); outra hidrofilica (duas dobras de nucleotideos com regides
de ligagdo com o ATP); e o dominio polar R (responsavel pela abertura do canal)

(Southern, 1997).
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1.4- Mutacoes do gene CFTR

Existem 1500 mutagdes relatadas no gene CFTR

(www.genet.sickkids.on.ca/cftr). Um total de 27 éxons foram identificados no gene CFTR

(Zielenski, 1991), trés a mais do que originariamente descrito por Riordan (1989). Dos
éxons 9 a 12, englobando cerca de 150 aminoacidos, estd codificado o primeiro NBF
(Dobras de nucleotideos com regides de ligacdo com o ATP) . Nessa regido, no residuo 508
da proteina, ocorre a mutacao mais freqiiente, a AF508, no éxon 10 do gene (Figura 3), que
¢ caracterizada como uma deficiéncia de trés pares de bases, a qual determina a perda de
uma fenilalanina na proteina cftr (Kerem et al., 1989). A mutacdo AF508 ocorre em 70%

dos fibrocisticos nos USA (Knowles, 2006).

Cromossomo 7 Sequéncias de

nucleotideos no Sequéncia de aminoacidos
gene CFTR na proteina cftr
| h |
{ | IS0LELMCINE S06
| © |
.; FiY
. T ISOLELWCINE 507
| C.
T = Delecao
| 1| PHENYLALAMINE 508
T
| . |
Gene G GLYCINE 509
CFTR T |
i G
T VALINE 510
|

Figura 3- Representagdo esquematica da delecao de trés pares de bases no gene da CFTR,

correspondendo a mutacao AF508 (Kerem et al., 1989).
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A prevaléncia da mutagdo AF508 varia de acordo com a populacdo estudada.
Assim, foram constatadas prevaléncias de 80% na Inglaterra; 70% na América do Norte
(Chillon et al., 1993); 67% na Franca (Chomel et al., 1990); 50% na Espanha; 42% na
regido de Verona, na Italia, e 27% na Turquia (Chillon et al., 1993). Devido a importancia
dessa anomalia e a freqiliéncia elevada dessa mutagdo, foi realizado um esfor¢o conjunto de
pesquisadores visando o mapeamento dessa mutagdo no Continente Europeu

(European Working Group, 1990).

Apesar da freqliéncia elevada da mutagdo AF508, mais 1000 outras alteragdes
génicas foram descritas, a maioria localizada nos éxons 10 e 11. Nenhuma delas atinge

prevaléncia tdo elevada, quanto a mutagcdo AF508.

As mutacgdes que também teriam importancia relativa devido a sua freqiiéncia
seriam as G542X (C—A), G551D (G—A), R553X (C—T), que ocorrem no éxon 11 e
N1303K (G—C) no éxon 21. Juntas, essas quatro mutacdes ocorreriam em cerca de 9%

dos alelos fibrocisticos na populagdo caucasoide norte-americana (Dork et al., 1991).

No Brasil, foi realizado um estudo inicial com 80 pacientes portadores de
Fibrose Cistica e foi verificado a presenca das 5 mutagdes : AF508, G542X, G551D,
R553X e N1303K. Verificamos que as mutag¢des juntas perfazem cerca de 40% dos alelos
mucoviscidoticos (26,03% - AF508; 6,85% - G542X; 2,74% - N1303K; 2,05% - G551D e
2,33% - R553X) (Parizotto, 1996).

1.5- Correlagao genotipo- fendtipo

A correlagdo gendtipo-fendtipo na Fibrose Cistica ¢ bastante complexa. Em
1993, foi criado um Consorcio com 89 Centros de pesquisa a fim de tentar elucidar essa

relagdo entre o genotipo e o fenotipo em pacientes portadores da doenca.

Mutagdes no gene CFTR sdo subdivididas dentro de cinco classes (figura 4) de

acordo com Welsh et al. (2001):
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Classe I - o defeito ocorre na produgdo da proteina. Nao vai ocorrer a sintese

protéica. Por exemplo: a muta¢do “nonsense” G542X, localizada no éxon 11 do gene

CFTR;

Classe II - o defeito ocorre na maturagdo e processamento da proteina. Por
exemplo: delegdo AF508 e mutacao “missense” N1303K, localizada no éxon 21 do gene

CFTR;

Classe III - o defeito ocorre na regulagdo do canal. Por exemplo: mutagio

“missense” GH551D, localizada no éxon 11 do gene CFTR,;

Classe IV - ocorre alteracdo na conducdo do canal. Por exemplo: a mutagao
“missense” R117H, localizada no éxon 4 do gene CFTR, e a R347P, localizada no éxon 7

do gene CFTR;

Classe V - altera a estabilidade da proteina e o processamento da cftr ¢ normal,
porém em quantidade reduzida. Por exemplo: a mutagdo de splicing 3849+10kbC —T,

localizada no intron 19 do gene CFTR.

Maormal I | ] Iv ¥

i

!

Figura 4- Esquematizacio celular das 5 classes de mutacdes na Fibrose Cistica.
Classe I — ndo ocorre a sintese protéica; classe Il - defeito na maturacdo e
processamento da proteina; classe III - defeito na regulacdo do canal,
classe IV - alteragdo na condugdo do canal; classe V- alteragdo na estabilidade

da proteina (Welsh et al., 2001).

Introdugdo

49



Recentemente, o numero de classes foi estendido para seis

(Vankeerberghen et al., 2002), tendo sido incorporada a classe VI.

Classe VI - alteracao que afeta as propriedades de regulacao da proteina cftr.

Por exemplo: a mutagdo A455E, localizada no éxon 9 do gene CFTR.

Uma correlagdo clara ¢ observada entre o genotipo CFTR e a insuficiéncia
pancreatica: mutagdes nas classes I, II, e III estdo associadas com um declinio na expressao
ou funcdo do gene CFTR, e invariavelmente a uma insuficiéncia pancreatica
(Zielenski, 2000). Mutagdes nas classes IV e V estdo associadas a fungdo residual do gene
CFTR, e sdao geralmente associadas a wuma funcdo pancreatica satisfatoria

(Koch et al., 2001; MCkone et al., 2003).

O curso e a gravidade da manifestacio pulmonar ndo estdo relacionados ao
genotipo CFTR. Esse achado veio de encontro ao estudo realizado em gémeos mono e
dizigoticos, onde encontrou-se uma forte contribuicdo genética na doenca pulmonar, sem

contudo ser dependente do gendtipo CFTR (Santis et al., 1992).

O pulmao difere da maioria dos outros 6rgaos afetados na FC. As complicacdes
respiratdrias se caracterizam por infec¢des bacterianas recorrentes de inflamagdo, sendo
responsavel pela maior causa de morbidade e mortalidade nos fibrocisticos (Accurso e

Sontag, 2003).

A doenga pulmonar pode ser influenciada por fatores clinicos e ambientais,
como a idade do paciente, o estado pancredtico, estado nutricional, historia de fumo ¢ a
colonizacdo por bactérias (Mahadeva e Lomas, 2000). E também pode ser influenciada por
fatores genéticos, incluindo variagdes de DNA em intron, genes modificadores que estdo
fora do locus do gene da Fibrose cistica ou uma segunda mutacdo no mesmo alelo que
atenua o efeito da mutacao principal (Kerem e Kerem, 1996; Dork et al., 1991; Bienvenu,
1997). A producao excessiva de muco, a obstru¢do das vias aéreas, citocinas em que ha o
aumento nos niveis da interleucina 8 (IL-8) e a reducdo nos niveis da interleucina 10
(IL-10) no pulmao dos fibrocisticos (TOBIN, 2003), e o dominio de neutréfilos na resposta
celular, produzem uma quantidade excessiva de elastase ocasionando uma bronquiectasia

grave (Drumm, 2001).
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1.6- Genes modificadores na Fibrose Cistica

Genes modificadores fora do l6cus da Fibrose Cistica podem influenciar na
gravidade do fenotipo dos fibrocisticos através de varios mecanismos. Eles podem modular
o fenotipo agindo na base do nivel molecular, tal como, alternando a condugdo de cloro e
regulando o “splicing” e a expressdao do gene CFTR. Eles podem também modular a
susceptibilidade a infec¢do e a resposta inflamatéria. Além disso, o quadro pulmonar dos
fibrocisticos pode ser modificado por genes associados com clearance mucociliar e os

danos e reparo do tecido epitelial (Slieker et al., 2005).

O conceito de multiplos modificadores genéticos na doenga Mendeliana, como
na Fibrose Cistica, ¢ diferente do conceito de multiplos variantes genéticos na doenga nao
Mendeliana, como na asma (Figura 5). Nas doencas genéticas complexas, variantes
genéticas multiplas interagem umas a outra (e o ambiente) causando a doenca. Ao
contrario, a Fibrose Cistica ¢ causada por mutagdes no gene CFTR, e variagdes genéticas
que relatam a cascata de patogenia da mutagdo no gene CFTR, modificam a gravidade do
fenotipo. De fato, polimorfismos genéticos que apresentam um pequeno efeito ou ndo em

sujeitos normais, podem ser modificadores da doenca na Fibrose Cistica (Knowles, 2006).

A identificagdo desses genes modificadores ajudardo ndao somente no
entendimento da patofisiologia, como também no uso de tratamentos convencionais e

proporcionara alvos para uma intervencao terapéutica futura (Boyle, 2003; Boyle, 2007).

Introdugado

51



{

O @
O

O

)
® o
O

. CFTR mendeliano

Fatores ambientais Fatores genéticos desfavoraveis (ndoCFTR)

. Fatores genéticos benéficos (ndo CFTR)

Fatores ambientais
0

Figura 5- Variantes genéticos multiplos na doenca mendeliana e na doenca nio

mendeliana. a)Variantes genéticos multiplos e influéncias ambientais
interagem para causar a doenca, como na asma. b) Na mutacao do gene CFTR
da Fibrose cistica, existem variantes genéticos ndo ligados ao gene CFTR
(ambos desfavoraveis ou benéficos) que modificam a gravidade na Fibrose

Cistica, em conjunto com fatores ambientais (Knowles, 2006).

Alguns desses genes modificadores sdo discutidos abaixo.

1.7- MBL (Lectina ligadora da manose)

Também designada como lectina ligadora da manose, a MBL ¢ uma proteina

plasmatica, com papel importante no sistema de defesa inato, que constitui o primeiro

componente de ativacao da via das lectinas do sistema complemento e atua na neutralizacao
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de microorganismos patogé€nicos por um mecanismo independente de anticorpo
(Turner, 1996; Wallis e Dodd, 2000; Guardia e Lozano, 2003). A MBL ¢ encontrada no
soro de mamiferos e ¢ considerada uma proteina de fase aguda (Ezekowitz et al., 1988;

Thiel et al., 1992).

A MBL ¢ uma molécula reconhecida do sistema complemento (Turner e
Hamvas, 2000; Petersen et al., 2001). O sistema complemento ¢ importante na defesa do
hospedeiro e pode ser ativado através de trés caminhos principais : 0o caminho cléssico, o
caminho alternativo ¢ o caminho da MBL (Walport, 2001; Walport, 2001). A via classica ¢
desencadeada por ligacdo antigeno-anticorpo; a via alternativa, que pode ser iniciada pela
ligacdo de C3 (convertase de C3, ¢ uma enzima chave) ativado espontaneamente no plasma
a superficie de microorganismos ¢ a via das lectinas, ativada através da ligacdo da MBL a

estruturas polissacaridicas na superficie de microorganismos.

A MBL ativa o sistema complemento pela MBL — associada a serina protease e
pode interagir com receptores na fagocitose ligando-se a manose ou a N - acetilglicosamina
na superficie da bactéria (Matatsushita e Fujita, 1992). A MBL opsoniza diretamente o
microorganismo para a fagocitose ¢ modula a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias

(Jack e Turner, 2003).

O padrio de reconhecimento da MBL ¢ definido através da conformagao
espacial e do sentido de orientacdo de seu dominio de reconhecimento de carboidrato
(CRD), determinando o tipo de ligante da proteina, microorganismos com quantidade
elevada de manose (ou N-acetil-D-glucosamina ou similar) e glicanos em sua superficie

(Jack e Turner, 2003).

Quando ocorre a ligacdo ao microorganismo, a MBL pode desencadear varias
atividades anti-microbianas. A proteina interage com, pelo menos, quatro proteinas
relacionadas ao Sistema serina protease associado (MASP): MASPs 1, 2, 3 e uma forma
“truncada” de MASP 2, a Map 19. Essa interacdo, por sua vez, ativa a cascata do
complemento com a lise direta dos microorganismos ou com o aumento da fagocitose

(Turner, 1996; Wallis e Dodd, 2000; Jack e Turner, 2003).
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1.7.1- A estrutura da MBL

A MBL pertence a uma familia de proteinas chamadas de colectinas. Por
microscopia eletrdnica, a MBL apresenta aparéncia de “buqué de tulipas”

(Petersen et al., 2001).

Esta proteina ¢ caracterizada pela presenga de trés subunidades de cadeias
polipeptidicas, de 32 kD, covalentemente ligadas por pontes de dissulfeto (dominio NH2
terminal, rico em cisteina), uma seqiiéncia de segmento semelhante ao colageno e um
dominio carbdxi-terminal (CRD, ligante de calcio — dominio lectina) em cada subunidade.
Esta ultima por¢ao confere a molécula a capacidade de reconhecer residuos de carboidratos
com especificidade primdria para manose, fucose ou N-acetilglucosamina
(Holmskov et al., 1994; Summerfield et al, 1995; Prodinger et al., 1998;
Ghiran et al., 2000; Kilpatrick et al., 2003; Jack e Turner, 2003), ndo se ligando
significativamente a D-galactose (Jack et al., 2001). Este complexo forma unidades de
dimeros a hexameros, mas a sua atividade funcional completa requer a presenga das

estruturas maiores (Turner, 1996; Saiffudin et al., 2000).

1.7.2- Manose associada a serina de proteases

O conceito de via das lectinas na ativacdo do sistema complemento ¢
relativamente recente e ¢ decorrente da observagdo de que residuos de carboidratos em
microorganismos invasores podiam ativar o complemento na auséncia de anticorpo e por
um mecanismo independente da via alternativa. A via das lectinas é composta pela MBL ¢
pelas MASP-1, -2, -3 e a Map-19, porém, apenas MASP-le -2 apresentam fungdes
definidas.

As cadeias peptidicas sdo compostas por uma parte do tipo coldgeno e por uma
parte de lectina. A parte da lectina liga-se através dos “dominios de reconhecimento de
carboidratos” (CRDs- “carbohydrate recognition domains”) a diferentes grupos de
aclicares como a manose, a maltose, a N-acetilglicosamina, a fucose e a glucose. Esta

ligacdo possui afinidade diminuida e ¢ essencial que mais do que uma parte de lectina de
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uma molécula MBL se ligue simultaneamente para se obter uma ligacdo funcional. Em
circulagdo, a MBL forma um complexo funcional com MASPs 1,2 e 3, que se torna
enzimaticamente ativa, apds sua ligacdo a um microorganismo. O complexo MBL-MASP-2
¢ suficiente para ativar o complemento sem a necessidade de outra serino protease,
demonstrando assim, que a MASP-2 ¢ o componente efetor da via das lectinas. O complexo
MBL-MASP-1 ¢ responsavel pela ativagao direta de C3, funcionando como C3 convertase
e determinando uma ““via alternativa” a via das lectinas, embora alguns autores considerem
este assunto controverso (Hajela et al., 2002; Schwaeble et al., 2002). MASP-1 cliva C2 e
parece ser capaz de clivar C3 diretamente, enquanto que MASP-2 cliva C4 e C2, o que da
origem a formacao de C4b2a. A C4b2a atua com convertase C3 e provoca a clivagem da
C3 e a conseqiiente formagdo de C3b, o que por sua vez causa a opsoniza¢dao da bactéria

(Thiel et al., 1992; Reid, 1998; Wallis, 2002; Janeway et al., 2005) (Figura 6).
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Figura 6- Representacdo esquematica da via das lectinas de ativagdo do complemento

(Walport, 2001).

1.7.3- A biologia molecular da MBL

Sao descritos dois genes correlacionados @8 MBL, o Mb/-1, um pseudo gene € o

MbI-2, localizados no cromossomo 10, nos bragos q22.2-q22.3. e qll.2-q21

respectivamente. O gene é composto por quatro éxons : a) o €xon 1 codifica a regido 5’

Introdugdo

56



ndo —transcrita, um peptidio sinal, um seguimento N- terminal rico em cisteina ¢ a primeira
porcdo da regido semelhante ao coladgeno rica em glicina; b) o éxon 2 codifica o restante da
regido semelhante ao colageno; c¢) o éxon 3 codifica uma estrutura em espiral o helicoidal,
que ¢ conhecida como a regido de “pesco¢co” e d) o éxon 4 codifica o dominio de
reconhecimento de carboidrato, que adota uma configuragdo globular, e a regido 3’ nao
transcrita (Guardia e Lozano, 2003) (Figura 7). Trés mutagdes missense no éxon 1 tém sido
encontradas (cddon 52, 54 e 57), originando trés alelos variaveis denominados D, B e C
respectivamente, resultando numa diminuicdo significativa nos niveis séricos da proteina
(Lipscombe et al., 1992, 1996; Madsen et al., 1994). Os polimorfismos do gene MBL?2 sao
responsaveis por uma imunodeficiéncia genética comum e difundida na espécie humana.
Deficiéncias de MBL s3o causadas principalmente por esses trés polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) no primeiro éxon do gene MBL2 (Terai et al., 2003;
Larsen et al., 2004). O alelo selvagem tem sido denominado A, e os alelos variaveis B, C e
D, sendo denominado O (Garred et al., 1999). As trés muta¢des de ponto ocorrem nos
nucleotideos 223 (C - T), 230 (G - A) ¢ 239 (G - A) no éxon 1 nos alelos D, B e C,
respectivamente. Isso causa a substituicdo da arginina pela cisteina no cdédon 52, a
substitui¢do da glicina pelo acido aspartico no cédon 54 e a substituicdo da glicina pelo
acido glutamico no cédon 57. Essas substituigdes de aminoacidos podem afetar a estrutura

terciaria da regido de coldgeno da proteina (Garred et al., 1992).
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Figura 7- Representacdes esquematica do gene MBL2 e das mutagdes do éxon 1, formando
os alelos varidveis B, C e D e na regido promotora do gene, os alelos H/L e X/Y

(Guardia et al., 2003).

Estudos sugerem que todas as trés variantes impedem a habilidade da MBL em
formar cadeias polipeptidicas com estrutura de tripla-hélice semelhante ao colageno nas
formas homo ou heterozigotas, ou ainda, tornam as subunidades mais vulneraveis a
degradacdo (Garred et al., 1997; Reid, 1998; Petersen et al., 2001; Butter et al., 2002).
Consequentemente, os alelos B, C e D resultam em deficiéncia completa ou em niveis

séricos diminuidos da proteina.
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A expressao génica da MBL ¢ diferente nas diversas populagdes mundialmente
estudadas. A variante B ¢ mais freqliente entre caucasianos europeus (29%) e em
populacdes japonesas (37%); a variante C ¢ caracteristica das populagdes africanas do
sub-Sahara, com freqiiéncia de 50 a 60% e a mutagdo D alcanga freqiiéncias diminuidas em

todas as populagdes (Sumiya et al., 1991; Lipscombe et al., 1992; Sasaki et al., 2000).

Em um estudo na Australia realizado com 236 voluntarios, a freqiiéncia do
genotipo selvagem (A/A) foi 57,6%; do heterozigoto para a mutagcdo (A/O) 34,8%
(A/D 11%, A/B 19,9%, A/C 3,8%), e o homozigoto (O/O) 7,6% (B/B 2,1%, B/C 2,1%, B/D
2,5%, D/D 0,9%) (Minchinton et al., 2002). Essas freqiiéncias sdo coerentes com outras
populacdes caucasdides. Em seus estudos, Madsen et al. (1995) e Mead et al. (1997)
constataram que homozigotos ¢ heterozigotos compostos para a mutacdo (O/O) estdo

associados com nivel funcional diminuido da proteina.

Niveis de MBL no soro variam substancialmente dentro de cada gendtipo.
Polimorfismos adicionais nas regides promotora (alelos H/L e X/Y) e 5’ nao traduzida do
gene MBL2 ( P/Q, C—T na posi¢ao +4, localizado 4bp depois do inicio do sitio de
transcri¢do), explicam parcialmente essa variagao (Worthley et al., 2005). De acordo com
Madsen et al. (1995) e Garred et al. (2003), a substitui¢do de um nucleotideo estd presente
na regido promotora na posicao -550, ou seja, localizado 550 bp antes do sitio de inicio da
transcri¢ao (G—C, alelos ‘H’ e ‘L’ ); e na posigdo -221, localizado 221bp antes do sitio de

2

inicio de transcri¢do (G—C, alelos ‘X’ e ‘Y’ ) (Figura 7). As duas varia¢des H e L, estdo
em desequilibrio de ligacdo com X e Y. Os polimorfismos -550 e -221 na regido promotora

formam os haplotipos HY, LY e LX (o haplotipo LX € extremamente raro).

O haplotipo HY estd associado com niveis plasmaticos elevados de MBL, o
haplétipo LY com niveis intermediarios e o hapldotipo LX estd associado com niveis
plasmaticos diminuidos de MBL. Haplétipos de individuos contendo a variante X resultam
em niveis de MBL similares as variantes B, C ¢ D (Madsen et al., 1995; Steffensen et al.,
2000; Guardia e Lozano, 2003). O desequilibrio de ligacdo entre os SNPs na regido
promotora e éxon 1 do gene MBLZ2, ¢ responsavel pela ocorréncia de sete haplotipos:
LYPB, LYQC e HYPD, resultam na auséncia de MBL; LXPA em niveis diminuidos de
MBL; LYPA em niveis intermediarios de MBL ¢ HYPA e LYQA em niveis elevados de
MBL (Garred et al., 2006).
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Em um estudo realizado por Boldt et al. (2006), foram analisadas seis

populagdes brasileiras do sul do Brasil (Tabela 1).

Tabela 1- Frequéncias dos hapldotipos de MBL2 em seis populagdes brasileiras,

comparadas com outras populac¢des (Boldt et al., 2006).

Populagio N He HYPA LYQOA LYPA LXPA LYPB LYQC HYPD LYPD
Afro-Brazilian 32 081 0.13 0.25 0.27 0.11 0.03 0.20 0.02 0
Kenyan] 61 081 0.08 0.25 0.13 0.24 0.02 0.24 0.04 nd
Mozambican 154 0.76  0.06 0.27 0.30 0.13 0 0.24 0 0
Euro-Brazilian 202 0.78  0.34 0.18 0.08 0.22 0.11  0.003 0.06  0.003
Dutch 212 0.80  0.27 0.22 0.05 0.21 0.15 0.04 0.05 nd
Czech 359 nm 0.33 —0.27— 0.22 0.12 0.01 0.04 0.01
Australian 236 nm 0.26 —0.27— 0.22 0.14 0.03 0.08 nd
Danish 350 0.79 0.30 0.20 0.04 0.24 0.12 0.03 0.07 nd
Oriental-Brazilian 16 nm 0.50 0.125 0 0.19 0.19 0 0 0
North Chinese 174 0.64  0.55 0.14 0.03 0.14 0.14 0 0 0
South Korean 129 0.65 0.54 0.11 0.06 0.11 0.18 0 0 0
Japanese 325 0.72  0.44 0.16 0.06 0.12 0.22 0 0 0
Central Desert 103 0.39  0.76 0.03 0.18 0.02 0.01 0 0.005 nd
Warlpiri 190 039 0.75 0.01 0.22 0.01 0 0 0.003 nd
Eskimo 72 033  0.81 0 0.04 0.03 0.12 0 0 0
North Amerindian 217  nm 0.64 —0.18— 0.15 0.005  0.022 nd
Kaingang 239 059 056  0.004 0.14 0.006  0.29  0.004 0 0
Guarani 152 0.56  0.50 0.05 0.007 0.003  0.44 0 0 0
Chiriguano 43 054 0.54 0.01 0.02 0.01 0.42 0 0 0
Mapuche 25 0.66 0.38 0 0.08 0.04 0.46 0.04 0 0
Admixed Brazilian 107 082  0.20 0.29 0.08 0.17 0.16 0.07 0.04 0
Gran Canarian 344 0.82  0.24 0.22 0.08 0.19 0.17 0.03 0.07 nd

He- heterozigozidade esperada

nd- ndo determinado

nm- nao significativo
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As formas alélicas distintas sao efetivamente diferentes na ativagao do sistema
complemento. Acredita-se que essas diferencas qualitativas e quantitativas, influenciem na
predisposicdo a infeccdo e impecam a proteina de ativar o sistema complemento

(Summerfield et al., 1995; Prodinger et al., 1998).

1.7.4- Producao no sitio da MBL

A MBL foi isolada e clonada primeiramente de hepatocitos, e o figado ¢
considerado o principal sitio de sintese da MBL (Summerfield e Taylor, 1986). Contudo,
alguns estudos clinicos e experimentais sugerem que a MBL pode ser sintetizada em
quantidades significantes em tecidos ndo hepaticos. Mondcitos humanos e mondcitos
derivados de células dendriticas sdo capazes de sintetizar a MBL “in vitro”
(Downing et al., 2003). Alguns estudos em camundongos t€ém também demonstrado a
expressdo extra—hepatica da MBL, com os sitios responsdveis incluindo o intestino
delgado, rim, bem como em c¢lulas linféides e mieldides (Morio et al., 1997;
Uemura et al., 2002; Wagner et al., 2003). A importancia clinica relativa da sintese da MBL

hepatica e ndo hepatica continua nao clara, e mais pesquisas nessa area sao necessarias.

1.7.5- Deficiéncia da MBL e suas repercussoes clinicas

A deficiéncia da MBL foi reconhecida, inicialmente em 1968, por Miller e col.,
que descreveram uma crian¢a de 3 méses de idade, do género feminino, com quadro de
eczema refratario, faléncia de crescimento e episddios intermitentes de diarréia. A crianga
apresentava historia familiar de eczema atdpico grave. Apds avaliagdo laboratorial,
demonstrou-se deficiéncia na capacidade fagocitica, sem alteracdo nos demais exames
imunolégicos avaliados. Este caso clinico representou, provavelmente, o primeiro relato de

deficiéncia de MBL.

As conseqiiéncias clinicas da deficiéncia de MBL tém sido estudadas
extensivamente nos ultimos 17 anos, mas a fungdo bioldgica desta lectina na defesa do

hospedeiro em humanos continua sendo uma questdo em debate (Casanova e Abel, 2004;
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Klein, 2005). Existem controvérsias sobre a imunologia da doenca que resultam em
informagdes aparentemente contraditorias, geradas por varios estudos clinicos, genéticos e
epidemioldgicos. Em alguns estudos, a MBL parece desempenhar a fungdo de proteciao na
defesa do hospedeiro, como, na auséncia de MBL ou niveis diminuidos de MBL foram
associados a  susceptibilidade  elevada a  varias  doencas  infecciosas
(Eisen e Minchinton, 2003). Contudo, algumas dessas associagdes foram preliminares,
causando duvidas na significancia clinica da deficiéncia de MBL (Casanova e Abel, 2004;
Klein, 2005). Mais controvérsias tém resultado de uma populagdo baseada em estudos
longitudinais, mostrando que a deficiéncia de MBL em adultos ndo esta associada com um
risco elevado de morbidade e mortalidade causada por infec¢des (Dahl et al., 2004). Além
do mais, a deficiéncia de MBL em criangas lidera somente um pequeno aumento no risco
de doenga respiratoria (Koch et al., 2001). Portanto, as manifestagdes clinicas da
deficiéncia de MBL, parecem ser de grande importancia durante a infancia, onde a
imunidade adaptativa nao tem sido desenvolvida ainda, e sua defesa depende de anticorpos

maternais e da imunidade inata ( Mussi-Pinhata e Rego, 2005).

Ha alguns autores que relatam um papel protetor dos niveis séricos diminuidos
de MBL e a infec¢do por microorganismos intracelulares, o que poderia ser explicado pela
diminui¢do da ativacdo do sistema complemento com conseqiiente diminui¢do do processo
inflamatorio (Sobrog et al., 2003; El Sahly et al., 2004). Portanto, a deficiéncia de MBL foi
encontrada estar associada com a protecdo contra a gravidade da leprose segundo
Garred et al. (1994), tuberculose segundo Eisen e Minchinton (2003); Soborg et al. (2003),
leishmaniose visceral segundo Santos et al. (2001), e cardiopatia reumatica segundo

Schafranski et al. (2004) entre outras condigoes.

1.8- TGF-p (Fator de crescimento e transformacio -f )

Muitos eventos biologicos sao regulados por interagdes celulares, que podem
ser caracterizados em dois tipos: entre membranas celulares e mediadas por sinalizadores
celulares, tal como citocinas. Citocinas sdo proteinas soltiveis de pequena massa molecular

produzidas por diferentes tipos celulares que apresentam a fungdo de alterar o
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comportamento ou as propriedades celulares no local ou sistematicamente (Alberts, 1994).
Incluem proteinas dos grupos das citocinas: as interleucinas, os interferons, os fatores de
crescimento, os fatores citotoxicos, os fatores inibidores ou ativadores e os fatores
estimulantes de colonias. As citocinas apresentam fung¢des importantes em inimeros
processos biologicos como proliferacao, diferenciacdo, regeneragdo, inflamagdo e na

resposta imunologica celular e humoral.

O TGF-B ¢ membro de uma familia de fatores de crescimento e diferenciacgdo,
com multiplas fungdes em uma variedade de diferentes sistemas de o6rgaos. O TGF-f3 ¢
notavel por sua capacidade de modular uma variedade de comportamento celular, incluindo
proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose in vivo e in vitro (Sporn e Roberts, 1992;
Grande, 1997; Massagué et al., 1997). A desregulagdo na ativagdo de TGF-J e sinalizacdo

podem resultar em apoptose.

Muitas células sintetizam TGF-f, incluindo plaquetas, macrdéfagos, linfocitos,
fibroblastos, células Osseas e queratindcitos e quase todas elas apresentam receptores

especificos para o seu peptideo.

Existem trés isoformas de TGF-B (TGFB1, TGFB2 e TGFB3), as quais sdo
relatadas estruturalmente com 60 a 80% de seqiiéncia homologa (Grande, 1997). Cada

isoforma ¢ codificada por genes distintos e € expressa em um tecido especifico.

Os genes TGFpl, TGFpB2 e TGFpB3 foram mapeados nos cromossomos
19q13.1-q13.3, 1q41 e 14923-24, respectivamente ( Fujii et al., 1986; Barton et al., 1988).
O gene TGFpI ¢ expresso em células endoteliais, hematopoéticas e células de tecidos
relacionados. O TGF 32 ¢ expresso em células epiteliais e neuronais € o 7GF3 € expresso
em células mesenquimais (Blobe et al., 2000). Essas moléculas sdo secretadas na forma
latente como homodimeros, e devem ser ativados para desempenhar suas fungdes

bioldgicas.

Os TGF-Bs apresentam massa molecular de 25 KDa. Contudo, os TGF-fs sao

sintetizados e secretados como um complexo latente (Shute et al.,2003).
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A producao de TGFpB1 varia de pessoa para pessoa ¢ depende parcialmente de
polimorfismos no gene TGF I em diferentes posi¢cdes (Awad et al., 1998; Grainger et al.,
1999). A desregulagdo patologica de TGFB1 modula o desenvolvimento de um grupo de

doengas graves, incluindo cancer, arteriosclerose, doencas autoimune e também doengas de

fibrose (Shirai et al., 1992; Awad et al., 1998; Grainger et al., 1999).

1.8.1- Polimorfismo genético para TGFBI

O gene TGFfI apresenta sete éxons e seis introns. Estudos tém identificado um
numero de polimorfismos no gene TGFf1 (Cambien et al., 1996; Awad et al., 1998; Syrris
et al., 1998; Lympany et al., 1998). Um desses polimorfismos, esta localizado na posi¢ao
+869 (T-C), no codon 10 do éxon 1 do gene TGF1 (figura 8), onde ocasiona a mudanca do
aminodcido leucina pela prolina (Grainger et al.,1999). Segundo Wu et al. (2004), o
gendtipo CC estd associado a concentragdes elevadas de TGFB1 no soro, com relagdo ao
gendtipo TC, o qual, por sua vez estd associado a concentragdes mais elevadas que o
gendtipo TT, sugerindo que o gendtipo que apresenta uma maior concentracdo de TGFB1,

pode proteger contra o desenvolvimento de doenga pulmonar obstrutiva cronica.

Suthanthiran et al. (2000) relataram que o alelo C foi mais freqiiente em
individous negros quando comparados aos brancos, e estd associado a niveis elevados na

concentragdo de TGFf1.

Segundo Wu et al. (2004), em um estudo realizado em individuos controles na
Nova Zelandia, a freqiiéncia dos polimorfismos +869 (T-C) foram 29,3%, 52,1% e 18,6%

para os genoétipos TT, TC e CC, respectivamente.
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Figura 8- Polimorfismo +869 (T-C), localizado no c6don 10 do éxon 1 do gene TGF-f1
(Grainger et al., 1999).

1.8.2- Expressao de TGFf no pulmao

Em humanos, células do epitélio bronquial contém uma grande quantidade da
proteina TGFB. As isoformas de TGFP e seus receptores tém sido encontradas em
macrofagos alveolares, células mesenquimais, células do musculo liso das vias aéreas, ¢
glandulas bronquiais (Magnan et al., 1994; Coker et al.,1996; Khalil et al., 1996;
Jagirdar et al., 1997; De Boer et al., 1998). Células do epitélio alveolar contém TGFp2 e
TGFB3 (Khalil et al., 1996). Alguns estudos detectaram TGFP no epitélio normal
(Coker et al., 1996; De Boer et al., 1998; Jagirdar et al.,1997). Outros estudos relataram a

presenca epitelial de TGFB1 somente em associacao com fibrose (Khalil et al., 1996).

A presenga de TGF em um pulmao normal sugere a participacdo na regulacao
normal do processo fisiologico para manter a homeostase do pulmao. Essas fungdes
incluem a imunomodulagdo local, regulagdo da proliferacdo e diferenciacdo celular, tao

bem como o controle do reparo normal do tecido.
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1.8.3- A fung¢do de TGFJ3 na patogenia da doenga pulmonar

Uma caracteristica comum de muitas formas de doenga no pulmao é o processo
inflamatério com fase de dano no tecido, seguida por fase de reparo (Magnan et al., 1994;
Elssner et al., 2000). O tecido pulmonar danificado por efeitos quimicos, bacterioldgicos ou
imunolégicos lidera a inducdo de TGFfB que limita algumas das reagdes inflamatorias e
desempenha a funcdo chave mediante o remodelamento e reparo do tecido
(Kehrl et al., 1986; Rook et al., 1986; Sporn e Roberts, 1992; Ahuja et al., 1993). Se o
processo reparativo ¢ exagerado e ndo ¢ localizado adequadamente, a patologia no pulmao
com fibrose seguira. Isto ¢ tipicamente associado ao aumento nos niveis de TGF[} e seus
receptores, € a superexpressdo de TGFB tem sido demonstrado resultar em fibrose

pulmonar grave (Sime et al., 1998).

1.8.4- O tecido bronquico danificado na FC

Em seus estudos estruturais, Durieu et al. (1998) demonstraram a perda de
colageno e elastina no tecido bronquico. De acordo com Stone et al. (1995), estudos
bioquimicos demonstraram a aparéncia rompida de coldgeno e elastina na urina de
pacientes fibrocisticos. A degradagdo da matriz do tecido bronquico ¢ conseqiiéncia da
infeccdo e do processo inflamatorio e, particularmente do desequilibrio de
protease/antiprotease na Fibrose Cistica (Birrer et al., 1994). Elastase de neutrofilos e
elastase de Pseudomonas aeruginosa, clivam elastina, colageno e proteoglicanos (grupo de
proteinas que compdem o que ¢ conhecido como a “substancia base” da cartilagem, dando
resisténcia e elasticidade a articulagdo) e contribuem potencialmente para o dano do tecido
na FC (Suter et al., 1984; Davis et al., 1996; Kon et al., 1999). A elastase de neutrofilos
ativada, estimula a hipersecrecdo de muco, a sintese do quimioatraente de neutréfilos, a
IL-8, pelas células epiteliais das vias aéreas e proteoliticamente inativa o inibidor de
elastase, alfa 1 antitripsina, perpetuando o aumento de fung¢do na patofisiologia da FC
(Nakamura et al., 1992; Kohri et al., 2002). O aumento na inflamagao predispde a fibrose, e

consequentemente o processo de reparo, que ¢ estimulado pelos fatores de crescimento.
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1.8.5- Fatores de crescimento na Fibrose Cistica

E reconhecido que a fungio de fatores de crescimento sdo regulados por outros
mecanismos que o nivel de expressdo de qualquer fator de crescimento ou seu receptor.
Como em outros tecidos, a atividade do fator de crescimento nas vias aéreas ¢ regulado
pelo  sequestramento e ligacdo de  moléculas na  matriz  extracelular
(Taipale e Keski-Oja, 1997). A matriz extracelular (MEC) pode ser definida como a
organizagdo supramolecular de diversas proteinas estruturais e polissacarideos nos tecidos

conjuntivos que preenchem os espagos extracelulares.

Embora as proteases, estejam associadas ao dano no tecido, elas também podem
contribuir para o reparo de tecido, via liberacdo e ativagao dos fatores de crescimento na

matriz extracelular (Figura 9).

Fator de crescimento
Tecido | dependente de reparo

normal | - O TEHF- FO F-E O VB KO - FOP-TGE-H OF - EXP-VIECF- KOFJFOF- TGP | no teCido

i
[ 1
A
|.m’.h-rr,:-IGI~Hc'.I-4:t1---=|’.a--hft-lm-lr.r-rll.'c-LGIwLL'lr-m'|I~rG|~.flr- |
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e inflamagéao Mobilizacao e
ativacao dos fatores
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Figura 9- Fatores de crescimento na matriz extracelular. Os “tijolos” e o “almofariz” do
tecido normal. Segue o tecido danificado, onde fatores de crescimento sdo

liberados de sitios ligados na matriz extracelular e mediando o reparo de tecido

(Shute et al., 2003).
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1.9- CD14

O CD14 ¢ um gene chave do sistema imune inato. Funciona como receptor para
lipopolissacarideos (LPS), componente da membrana externa de bactérias gram negativas
(um elemento constitutivo da parede celular da Pseudomonas aeruginosa), que possui
grande poder imunogénico. E um modificador importante da gravidade do quadro pulmonar
em pacientes fibrocisticos (Martin et al., 2005). Os efeitos biologicos do LPS no organismo

ocorrem a partir da ligagdo deste ao CD14.

O CDI14 tem duas formas de apresentagdo a 50-55 kDa, ligado a membrana
(mCD14) ou soluvel no plasma (sCD14). O mCD14 participa claramente na inducdo da
resposta inflamatoria e o sCDI14 também estd relacionado a ativacdo de células
inflamatorias, sendo que niveis aumentados estdo associados a mortalidade elevada por
choque séptico por bactérias gram negativas (Landmann et al., 1995). O mCD14 ¢ expresso
primeiramente na superficie de mondcitos, macréfagos e neutréfilos (Haziot et al., 1988). O
sCD14 parece derivar de mondcitos, tdo bem como no figado, e ¢ encontrado em
concentragdo normal no soro (Brazil et al., 1986; Brazil e Strominger, 1991;

Hetherington et al., 1999; Su et al., 1999).

1.9.1- A fungdo do gene CD14

A resposta inflamatdria sistémica pode ser desencadeada por fatores infecciosos
e ndo infecciosos, porém os modelos mais utilizados para a pesquisa sao com LPS. A
endotoxina LPS, liga-se a um numero diferente de carreadores moleculares, sendo o mais
importante, a proteina ligadora de lipopolissacaride (LBP). O complexo LPS-LBP ¢ entao
capaz de interagir com monocitos através dos receptores de superficie celular, que é o
CD14 (Wright, 1990). A toxidade do LPS pode ser inibida interferindo na interagdo com a

LBP ou bloqueando a interagdo com o receptor CD14.

A glicoproteina CD14 presente na superficie de macrofagos ¢ importante para o

reconhecimento de células em apoptose (Devitt et al., 1998).
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Segundo Lauener et al. (2002), os filhos de “fazendeiros”, estdo diminuindo o
risco de desenvolverem alergia. Os resultados de estudos epidemiologicos sugerem que a
exposicdo aumentada a compostos microbianos, pode ser responsavel por esse risco
reduzido. Lauener et al. (2002) mediram a expressao de receptores de compostos
microbianos conhecidos por disparar a resposta imune inata e demonstraram que as células
do sangue de criangas de “fazendeiros” expressaram significantemente quantidades maiores
de CDI14 e receptor Toll-like 2 (TLR2) que as criancas de “ndo fazendeiros”. Eles
propuseram que o sistema imune inato responde a carga microbiana no ambiente e modula

o desenvolvimento de doenca alérgica.

1.9.2- O gene CD14

O gene CD14 esta localizado no cromossomo 5q 31.1, consiste de 3.900 bp e
apresenta dois éxons, onde codifica uma proteina de 375 aminodacidos, sendo expresso no
limite da membrana de macréfagos, monocitos e neutrdfilos (Martin et al., 2005).
Baldini et al. (1999) identificaram um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) na regido
promotora do gene CDI14 (C-159T), que apresenta freqiiéncia alélica de aproximadamente
50% em Europeus. Nesse polimorfismo ocorre a transicdo de C para T na posi¢do -159, e
esta associado a os niveis circulantes de CD14 na sua forma sérica (Figura 10). Os
homozigotos TT apresentam niveis elevados de s(CD14) em relagdo ao gendtipo CC ou
CT, e homozigotos TT também apresentam niveis diminuidos de IgE (Baldini et al., 1999).
Isso sugere que CD14 apresenta fungdo na regulagdo da sintese de IgE mediando doengas

como a alergia e a asma.
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Promotor

Exon 1 Exon 2

5 l intron 3’

Inicio da
transcriciao

5 UTR
C-159T

Figura 10- Localizagao do polimorfismo (C-159T) na regido promotora do gene CDI4
(Baldini et al., 1999).

Niveis elevados de CD14 tém sido associados ao aumento da resposta de
neutréfilos nas vias aéreas ao LPS (lipopolissacarideos) (Alexis et al., 2001). O CD14 pode
representar uma funcdo na determinagdo do balanco da infeccdo e inflamagdo na Fibrose
Cistica. O aumento da expressdo do CD14 pode estar associado a uma maior inflamagao.
Um estudo realizado por Martin et al. (2005), mostrou a associagdo entre o polimorfismo
CDI4 — 159CC e a infec¢dao precoce por Pseudomonas aeruginosa em criangas

fibrocisticas.

Baseado no exposto julgamos de importancia a investigacdo de polimorfismos
nos genes MBL2, TGFpl e CDI4, e sua associagdo ao quadro pulmonar exibido em

portadores de Fibrose Cistica.
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- Verificar em uma amostra de pacientes fibrocisticos, uma possivel associacao
entre os polimorfismos do é€xon 1 (c6dons 52, 54 e 57) e regido promotora
(os haplétipos HY,LY e LX) do gene MBL2, o polimorfismo T869C no gene
TGFpI e o polimorfismo C-159T no gene CDI4 com a gravidade do quadro

pulmonar

- Analisar a presenca dos alelos AF508 com a gravidade do quadro pulmonar

nos paciente fibrocisticos

Objetivos
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3- CASUISTICA E METODOS
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Foram analisados 105 pacientes fibrocisticos em seguimento no Ambulatério
multidisciplinar de Mucoviscidose do Departamento de Pediatria da Unicamp, coordenado
pelos Drs. Antonio Fernando Ribeiro e José Dirceu Ribeiro. Destes, apenas 67 pacientes

fibrocisticos apresentavam a classificacao clinica de quadro pulmonar.

Para a identificacdo dos pacientes fibrocisticos foram utilizados o diagndstico
clinico e laboratorial (Anexo 1). Os critérios clinicos foram os testes de suor, manifestacdes
pulmonares e manifestagdes digestivas. Todos os pacientes foram previamente genotipados
quanto ao gene CFTR pela equipe do Laboratério de Genética Molecular da Unicamp. O
DNA desses pacientes foi extraido e, através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase,
regides especificas foram amplificadas para que pudessem ser analisadas para as cinco

mutacdes em questdao: AF508, G542X, N1303K, G551D e R553X.

Os pacientes que foram excluidos eram os que ndo apresentavam as
caracteristicas clinicas da doenga, realizado através do teste clinico e laboratorial

(Anexo 1).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - Unicamp
(Anexo 2). O paciente foi informado sobre os objetivos e procedimentos do projeto. Se
decidisse participar do projeto deveria assinar um termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexo 3).

O grupo de fibrocisticos estudado foi constituido por 53 homens (50,5%) e 52
mulheres (49,5%) (Gréfico 1), com média de idade de 7,8 e desvio-padrdao de 0,71 anos.
Com relagdao ao grupo racial, 101 dos pacientes eram brancos (96%) e 4 pardos (4%)

(Grafico 2).
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52 mulheres

53 homens
49,5 %
(50,5%) 49,5%)
B Feminino
B Masculino

Grafico 1- Distribuicdo dos pacientes fibrocisticos provenientes do ambulatério de Fibrose

Cistica do departamento de Pediatria da Unicamp, segundo o género.

4 pardos
4 %)

\

[1brancos

[1pardos

101 brancos

(96 %)

Grifico 2- Distribui¢ao dos pacientes fibrocisticos provenientes do Ambulatério de Fibrose

Cistica do departamento de Pediatria da Unicamp, segundo o grupo racial.
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Grupo controle

Foram analisados 202 controles para os polimorfismos no gene TGFf1 e CD14,
com (média = 34 anos, desvio-padrdo = 11,3 anos), doadores de sangue da UNICAMP.
Com relacdo ao grupo racial, 160 dos pacientes eram brancos (79,2%), 41 negroides
(20,3%) e 1 amarelo (0,5%) (Gréfico 3). O grupo controle estudado foi constituido por 117
homens (58%) e 85 mulheres (42%) (Grafico 4).

1 amarelo
41 negroides 0,5%)
(20,3%) [ brancos
[ negroides
160 brancos [Jamarelo

(79,2 %)

Grifico 3- Distribui¢do do grupo controle composto por individuos doadores de sangue da

Unicamp, quanto ao grupo racial.
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117

homens
85 (58%)
mulheres
(42%)
E Masculino
O Feminino

Griéfico 4- Distribuicdo do grupo controle composto por individuos doadores de sangue da

Unicamp, quanto ao género.

3.1- MBL2

Para a andlise da Lectina ligadora de Manose (MBL), foi realizada a extracao
de DNA de leucécitos do sangue periférico, conforme o método descrito por

Woodhead et al. (1986), com algumas modificacoes.

Dois tubos Vacutainer com cerca de 5 ml de sangue periférico foram coletados,
contendo, cada um deles, 54 ul de EDTA a 15% para impedir a coagulacdo sangiiinea.
Ap6s 10 min de centrifugacdo a 2.000 r.p.m. a temperatura ambiente para a separacdao do
plasma e a retirada do mesmo, foram adicionados 5 ml de tampao de lise I
(Tris-HCI 10 mM pH 8,0; KCL 10 mM; MgCl, 10 mM; EDTA 2 mM) e 125 pl de Triton

100 X; sendo a mistura centrifugada a 2.000 r.p.m. a 4°C por 10 min.

O precipitado de leucdcitos formado devido ao processo de centrifugacdo foi
ressuspenso com o auxilio de uma pipeta Pasteur em 5 ml do mesmo tampao (tampao de
lise I), e nova centrifugacdo foi efetuada, seguindo as mesmas condi¢des descritas acima.
Este processo foi realizado continuamente até a obten¢do de um “pellet” extremamente
limpo. Uma vez obtido o “pellet” limpo, este foi ressuspenso em 800 pl de tampao de lise 11

(Tris-HCI 10 mM pH 8,0; KC1 10 mM; MgCl, 10 mM; NaCl 0,4 M; EDTA 2 mM) e 25 ul
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de SDS 20%, incubando-se a 55°C por 10 min. Apds a incubagdo, foram adicionados
300 ul de NaCl 5M e realizadas duas extracdes com 0,5 volume de fenol (previamente
equilibrado com Tris-HCI pH 8,0) e 0,5 volume da mistura cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1) v/v. Apo6s delicada inversdo para a mistura homogénea de todos os reagentes,

realizou-se a centrifugacdo a 12.000 r.p.m. por 5 min a temperatura ambiente.

Apds o processo de extragdo com fenol/cloroférmio, foram realizadas mais
duas lavagens com cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1). Em seguida, o DNA foi
precipitado da fase aquosa com a adicao de 1 volume de acetato de sédio 3M pH 5,5 e 2
volumes de etanol absoluto gelado e mantido em freezer, a -20°C, por uma hora. Apds este
periodo, a solugado foi centrifugada a 12.000 r.p.m. por 5 min a temperatura ambiente. Esta
mistura de etanol absoluto e acetato de sddio € invertida de modo a possibilitar a lavagem
do “pellet” com 1 ml de etanol 70%, sendo a mistura centrifugada a 12.000 r.p.m. por 5
min a temperatura ambiente. Apds a retirada do etanol 70%, o “pellet” de DNA foi deixado

a temperatura ambiente para secagem.

Uma vez seco, O DNA foi ressuspenso em dgua MiliQ estéril, em um volume
que permitiu a amostra apresentar uma concentracao final de aproximadamente 100 ng/ul.
Este DNA, agora em dgua, foi colocado em banho-maria a 37°C durante 12 horas para que
pudesse entrar em solucdo. A seguir, o DNA dissolvido foi submetido a gel de agarose
0,8% contendo brometo de etidio, em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X e subseqiiente

visualizag¢do sob iluminacao ultravioleta.

Ap6s a extracdo de DNA, o método utilizado foi o SSP (seqiiéncia de primers
especificos), onde foram realizadas varias reacOes de amplificagdo, cada uma delas
contendo um iniciador capaz de detectar um grupo de alelos ou um alelo
(Steffensen et al., 2000). Através da reacdo em cadeia da polimerase de seqiiéncia de
primers especificos (PCR — SSP), determinamos a genotipagem de 105 individuos para as
mutacdes conhecidas na regido promotora (H e L na posi¢do 550 e X e Y, na posicdo 221) e
no éxon 1 (cédons 52, 54 e 57, que originam trés varidveis alelos denominados D, B e C
respectivamente). A concentragdo final dos reagentes foram: 30 pmol (cada primer

especifico e primers de controle interno); 200 uM de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dTTP
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e dGTP),; 1U Taq DNA polimerase; tampao da enzima (50 mM Tris-HCI pH 8,3; 1,5 mM
Kcl e 1,5 mM MgCl) e 1 ug de DNA gendmico. Os primers de controle interno do éxon 1
amplificam o gene do hormoénio de crescimento e os primers de controle interno da regido

promotora amplificam o gene DRBI (histocompatibilidade classe 1I)
O programa na maquina de PCR consistiu de:
I- 95°C 1 min
2- T°C 1 min (variava para cada cédon e regido promotora )
3-72°C 2 min
4-35 X passos 12e3
5-72°C 1 min
Na regido promotora,os genotipos foram separados em trés haplotipos:
HY
LY
LX
Dando origem a seis combinagdes :

HY/HY, HY/LY, HY/LX, LY/LY, LX/LX, LX/LY
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No éxon 1 os polimorfismos nos cédons 52, 54 e 57 resultam em diferentes

haplotipos que estdo enumerados no Quadro 1.

Quadro 1- Polimorfismos no éxon 1 do gene MBI2, representados pelos seguintes
gendtipos: AA - individuo normal; AO - individuo heterozigoto;

OO - individuo homozigoto ou heterozigoto composto.

Cédon 52 Cédon 54 Cédon 57
D ABC B ACD C ABD
AA - + - + - +
BB - + + - - +
CC - + - + + -
DD + - - + - +
AB - + + + - +
AC - + - + + +
AD + + - + - +
BC - + + + + +
BD + + + + - +
DC + + - + + +

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um aparelho termociclador de
temperatura em volume final de 20 pl contendo 100 ng de DNA gendmico, 0,2mM de
dNTPs , 20 pmol de cada primer especifico e tampao contendo 10 mM Tris — HCI (pH 8.3),
50 mM KCl, 0,01% (w/v) de gelatina e 1 U de Gold Taq polymerase ( Perkin — Elmer
Cetus, Norwalk, CT, USA). Foram usados programas diferentes em cada mistura
(Steffensen et al., 2000). A sequéncia dos primers que foram utilizados na reagdo da PCR

estdo presentes no Anexo 4.

As figuras 11, 12 e 13 demonstram géis de agarose 1,5%, provenientes da
reacdo de PCR para a investigacdo dos polimorfismos no gene da MBL2, cddons 52, 54 e
57 respectivamente. E as figuras 14, 15, 16 e 17 demonstram géis de agarose 1,5%,
provenientes da reacdo de PCR para a investigacao dos polimorfismos na regido promotora

do gene MBL?2.
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431bp —>

Figura 11- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos amplificados na reacdo de

investigagao do polimorfismo no cédon 52 + 223 D

Colunas 1, 2, 3 e 4 — individuos que ndo apresentam o alelo D, 431bp (banda controle)
Coluna 5 — controle branco (que nao possue o0 DNA)
Coluna 6 — ladder de 100bp

Colunas 7 e 8 — individuos que apresentam o alelo D, 268bp
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431bp ’

278bp

Figura 12- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos amplificados na reacdo de

investigac@o do polimorfismo no cédon 54 + 230 B

Coluna 1 - paciente que ndo apresenta o alelo B , 431bp (banda controle)

Coluna 2 - paciente que apresenta o alelo B, 431bp (banda contole) e 278bp (banda do alelo C)

Coluna 3 - ladder de 100bp
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431bp

290bp —*

Figura 13- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos amplificados na reacao de

investiga¢do do polimorfismo no cédon 57 + 239 C

Coluna 1 a 7 — pacientes que apresentam o alelo C, 431bp (banda contole) e 290bp (banda do alelo C)

Coluna 8 - ladder de 100bp
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<— 796 bp

<— 316bp

Figura 14- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos amplificados na reacdo de

investigacdo do alelo H (- 550) na regido promotora do gene MBL2

Coluna 1 — ladder de 100 bp

Coluna 2 — Individuo que apresenta o alelo H (banda de 316 bp) e banda controle (796bp)
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796 bp :
316 bp ——>
-
Figura 15- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos amplificados na reagdo de

investigagdo do alelo L (- 550) na regido promotora do gene MBL2

Colunas 1 — individuo que apresenta o alelo L (316bp) e banda controle (796bp)

Coluna 2 — ladder de 100 bp
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796bp —>

440bp —>

Figura 16- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos amplificados na reacdo de

investigacdo do alelo X (- 221) na regido promotora do gene MBL?2

Colunas 1 e 2 —individuos que apresentam o alelo X (banda de 440 bp) e banda controle de 796 bp

Coluna 3 - ladder de 100bp
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Figura 17- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos amplificados na reacdo de

investigacdo do alelo Y (- 221) na regido promotora do gene MBL2

Coluna 1 - ladder de 100 bp
Cloluna 2 — controle branco (que nio possue o0 DNA)

Colunas 3, 4 e 5 — individuos que apresentam o alelo Y (banda de 443 bp) e banda controle de 796 bp

3.2- TGF - 1

Foi realizada a extracdo de DNA de leucdcitos do sangue periférico conforme o
método descrito por Woodhead et al. (1986), com algumas modificagdes. ApoOs a extracao
de DNA, identificamos o polimorfismo no gene do TGF- f1, localizado no cédon 10,

posicdo + 869, através da técnica de ARMS (Sistema de mutacao refratario a amplificacao).

A técnica de PCR ARMS foi descrita primeiramente por Newton et al. (1989), e
permite o diagndstico de qualquer mutagcdo conhecida no DNA gendmico de forma simples,
rdpida, confidvel, com baixo custo. O ARMS ¢ uma adaptacdo da PCR, onde mutacgdes
conhecidas podem ser identificadas pelo desenho de trés “primers”, um especifico para o
alelo mutante, o outro especifico para o alelo selvagem e o terceiro é especifico da regido
flanqueadora (conservada) do éxon e que serd o “primer” que vai direcionar a amplificacdo
da fita no sentido direto. O desenho foi realizado de maneira que o “primer” especifico para
o alelo mutante terminou com a base mutada na extremidade 3’ e o “primer” especifico
para o alelo selvagem terminou com a base normal em sua extremidade 3’, funcionando

como uma sonda alelo especifica. Portanto, dois “primers” sense foram desenhados com
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tamanhos diferentes e extremidades 3’ complementares ao alelo normal ou mutado
(alelo especificos) e um “primer” anti-sense complementar a ambos alelos, amplificando
assim seqiiéncias de tamanhos distintos. Os “primers” utilizados na reagdo foram

(Perrey et al., 1999):
TGF - f1 Cédon 10
Primer geral (sense): 5°- tccgtgggatactgagacac- 3°
Primer C (antisense): 5°- gcagcggtagcagcageg- 37
Primer T (antisense): 5°- agcagcggtagcagcagea- 3”
(Produto do PCR = 241bp)
Primer 1 (controle interno): 5°- gccttcccaaccattccctta- 37
Primer 2 (controle interno): 5°- tcacggatttctgttgtgtttc - 3°

(Produto do PCR = 429bp) (Os primers controles amplificam o gene do

hormoénio de crescimento)

O DNA foi amplificado em um volume final de 50 pl de reagdo. A
concentracdo final dos reagentes foram: 30 pmol de cada primer (primer geral, um dos dois
primers especificos, primers de controle interno), 200 uM de cada nucleotideo (dATP,
dCTP, dTTP e dGTP),; 1U Taq DNA polimerase; tampao da enzima (50 mM Tris-HCI pH
8,3; 1,5 mM Kcl e 1,5 mM MgCl) e 1 ug de DNA genomico.

O programa na miquina de PCR consistiu de:
I- 95°C 1 min

2- 63°C 1 min = aleloT

3-72°C 2 min

4-35 X passos 12e3

5-72°C 1 min

Onde para o alelo C, o primer especifico anela na temperatura de 61°C.
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Os produtos amplificados para andlise dos alelos C e T foram analisados em gel

de agarose 1.5% (Figuras 18 e 19).

429 b , r
P .H__
L & - -}
241bp —*
" —

Figura 18- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos amplificados na reacdo de

investigacdo do alelo C do polimorfismo T869C no gene TGF-fI

Coluna 1 — individuo que nao apresenta o alelo C (apresenta somente a banda controle de 429 bp)
Colunas 2 e 3 — individuos que apresentam o alelo C (banda de 241 bp), e mais a banda controle de 429 bp
Coluna 4 — controle branco (que ndo possue o DNA)

Coluna 5 — ladder de 100 bp
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Figura 19- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos amplificados na reacao de

investigacdo do alelo T do polimorfismo T869C no gene TGF-f1

Colunas 1, 2 e 3 — individuos que néo apresentam o alelo T(somente a banda controle de 429bp)
Coluna 4 — individuo que apresenta o alelo T (banda de 241 bp) e a banda controle de 429 bp

Coluna 5 — ladder de 100 bp

3.3-CD14

Foi realizada a extracdo de DNA de leucdcitos do sangue periférico conforme o

método descrito por Woodhead et al. (1986), com algumas modificagdes.

Apés a extracdo de DNA, a genotipagem do polimorfismo CDI14/-159 foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por Koppelman et al. (2001). A reacdo em
cadeia da polimerase foi realizada em um volume de 30 ul contendo 50 ng de DNA, 250
umol/l dNTP, 1,5 mmol/l MgCl2, 10 x tampao, 0,5 U Tag DNA polimerase, ¢ 0,1 pmol/l
do primer sense 5°- GCCTCTGACAGTTTATGTAATC -3 e o primer antisense
5- GTGCCAACAGATGAGGTTCAC - 3". A reacdo de PCR consistiu de : (1- 95°C por
Imin, 2- 58°C por 1min, 3- 72°C por 2min , repete 35 vezes os passos 1, 2 e 3; e uma
extensdo de 72°C por I min. Apds a PCR, usamos uma enzima de restri¢ao para digerir

o fragmento amplificado com 5 U Avall e 1 ul de tampdo (New England Biolabs Inc,
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Beverly, MA) a 37°C por duas horas. O produto foi analisado em gel de agarose 1,5%. A
enzima Avall digere o produto da PCR somente quando o alelo T estd presente, sendo que o
produto nio digerido apresenta o fragmento de 497bp e o produto digerido apresenta

fragmentos de 144 e 353bp (Figura 20).

Analise de C-159T (CD14)

| |
-
497bp —> "R ™ — i
— |
353bp —> =
- -

144bp —>

Figura 20- Gel de agarose a 1,5% demonstrando os fragmentos digeridos pela enzima
Avall, na reagdo de investigacdo da andlise do polimorfismo C-159T do gene

CD14

Coluna 1 — individuo que apresenta o genétipo CC (apresenta somente a banda de 497 bp)

Colunas 2 e 5 — individuos que apresentam o genétipo CT (apresentam as bandas de 497 bp, 353 bp e 144 bp)
Colunas 3 ,4 e 6 - individuos que apresentam o genétipo TT (apresentam as bandas de 353 bp e 144 bp)
Coluna 7- controle branco (que ndo possue o DNA)

Coluna 8- ladder de 100bp
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3.4- Escore de Shwachman

O escore de Shwachman foi utilizado para avaliar a gravidade do quadro
clinico. Este escore avalia a atividade fisica, o exame fisico, a nutricdo e o quadro
radiolégico. Para cada item a pontuagdo méxima € de 25 pontos e quanto menor o valor do
escore, mais grave o quadro clinico do paciente. O escore é 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 (Shwachman e Kulczycki, 1958). O escore de Shwachman

encontra-se no Anexo 5.

3.5- Analise dos dados

A anélise da associacdo das variacdes entre os pacientes fibrocisticos e o grupo
controle foram feitas através do teste Qui-Quadrado e “Odds Ratio”. A diferenca entre os

grupos foi estatisticamente significativa quando o p-valor do teste aplicado foi < 0,05.
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Polimorfismo no gene MBL2 (c6dons 52,54 e 57) (AO)

Com relagdo a presenca dos alelos para mutacao AF508 e sua comparacdo com
os alelos AO dos polimorfismos no cédon 52, 54 e 57 do gene MBL2, a amostra de
pacientes fibrocisticos ndo estd em EWH (X(z)Z: 9,95 P=0,007), e ndo houve um resultado

significativo (P=0,05) (Tabela 2).

Tabela 2- Presenca dos alelos da mutacdao AF508 e os alelos A0 dos polimorfismos no

coédon 52, 54 e 57 do gene MBL2.

No. De alelos delta A 0
1 48 (48.5%) 66 (65.3%)
2 33 (33.3%) 21 (20.8%)
0 18 (18.2%) 14 (13.9%)
Total 99 101

X0y =5,99 P=0,05

Ao comparar a presenga dos alelos da mutacdo AF508 e os gendtipos A0 dos
polimorfismos no cédon 52, 54 e 57 do gene MBL2 nao houve significancia estatistica

(Tabela 3).

Tabela 3- Presenca dos alelos da mutacdo AF508 e genotipo AO dos polimorfismos no

codon 52, 54 e 57 do gene MBL2.

No. De alelos delta AA A0 00
1 26 (57.8%) 16 (55.2%) 20 (64.5%)
2 11 (24.4%) 11 (37.9%) 5(16.1%)
0 8 (17.8%) 2 (6.9%) 6 (19.4%)
Total 45 29 31

1 alelo x 2 alelos = X(z)z =4,05 P=0,13
1 alelo x 0 alelos = X,>=1,17 P=0,55
2 alelos x 0 alelos = X(5,”=4,26 P=0,11
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A distribui¢cao dos alelos A e O dos polimorfismos no cédon 52, 54 e 57 do
gene MBL2 em comparacdo a gravidade do quadro pulmonar ndo apresentou diferenca

significativa, nem com relagdo a distribui¢do genotipica AO (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4- Distribui¢do dos alelos A e 0 dos polimorfismos no cédon 52, 54 e 57 do gene

MBL2 por gravidade do quadro pulmonar em fibrocisticos.

Alelo Grave Moderado Leve
A 19 (55.9%) 31 (67.4%) 33 (61.1%)
0 15 (44.1%) 15 (32.6%) 21 (38.9%)
Total 34 46 54

X = 1,12 P=0,57

Tabela 5- Distribuicdo da frequéncia genotipica A0 do gene MBL2 por gravidade do

quadro pulmonar em fibrocisticos.

Genétipo Grave Moderado Leve
AA 8 (47%) 13 (56.6%) 13 (48.1%)
A0 3 (17.6%) 5(21.7%) 7 (25.9%)
00 6 (35.3%) 5(21.7%) 7 (25.9%)
Total 17 23 27

G x M = X5, =0,90 P=0,64
G x L =X;*= 0,63 P=0,73
M x L = X(5*=0,35 P=0,84

Ao comparar a distribui¢do genotipica dos polimorfismos no cdédon 52, 54 e 57
do gene MBL2 quanto ao quadro pulmonar leve e moderado ndo foi encontrado resultado

significativo (Tabela 6).

Tabela 6- Distribuicdo genotipica A0 do gene MBL2 por gravidade do quadro pulmonar

em fibrocisticos

Gendétipo Leve/moderada Grave
AA 26 (52%) 8 (47.1%)
A0 12 (24%) 3(17.6%)
00 12 (24%) 6 (35.3 %)
Total 50 17

X0y =0,89 P=0,64
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Polimorfismos H/L e X/Y na regiao promotora do gene MBL2

Com relacao a presenga dos alelos da mutacdo AF508 em comparacdo com o0s
alelos da regido promotora do gene MBL2, a amostra de pacientes fibrocisticos estd em
equilibrio de EHW (X(5)2: 8,82 P=0,11 ), e ndo houve resultado estatisticamente

significativo (Tabela 7).

Tabela 7- Associacdo dos alelos da mutacdo AF508 e os alelos da regido promotora do

gene MBL?2
Alelo MBL/No. de alelos AF508 1 2 0
HY 29 (42.6%) 17 (42.5%) 15 (57.7%)
LY 21 (30.9%) 13 (32.5%) 6 (23.1%)
LX 18 (26.5%) 10 (25%) 5(19.2%
Total 68 40 26

1 alelo x 2 alelos = X,>=0,04 P=0,97
1 alelo x 0 alelos = X, =1,71 P=0,42
2 alelos x 0 alelos = X(5,” =1,47 P=0,48

Ao comparar a presenga dos alelos da mutacdo AF508 e genétipos da regido

promotora do gene MBL2, nao houve resultado estatisticamente significativo (Tabela 8).

Tabela 8- Presenca dos alelos da mutacao AF508 e gendtipos da regido promotora do gene

MBL?2

Genétipo MBL/No. De alelos AF508 1 2 0
HYHY 4(11.8%) 1(5%) 4 (30.8%)
HYLY 9 (26.5%) 7 (35%) 2 (15.4%)
HYLX 12 (35.3%) 8 (40%) 5(38.5%)
LYLY 4 (11.8%) 2 (10%) 2 (15.4%)
LYLX 1 (2.9%) 0 0
LXLX 4(11.8%) 2 (10%) 0
Total 34 20 13

1 alelo x 2 alelos = X(5”=1,67 P=0,89
1 alelo x 0 alelos = X(5)°=5,52 P=0,47
2 alelos x 0 alelos = X(s)z =7,45 P=0,18
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Quando foi realizada a andlise quanto a presenga de um e dois alelos para
AF508 em comparagdo com a auséncia de alelo AF508, associados aos genétipos da regiao

promotora do gene MBL2, nao houve resultado estatisticamente significativo (Tabela 9).

Tabela 9- Comparacdo da presenca de um e dois alelos para AF508 em relagdo a auséncia

de alelo quanto aos gen6tipos da regido promotora do gene MBL2.

Genétipo MBL/No. De alelos AF508 172 0
HYHY 5(9.2%) 4 (30.8%)
HYLY 16 (29.6%) 2 (15.4%)
HYLX 20 (37%) 5 (38.5%)
LYLY 6 (11.1%) 2 (15.4%)
LYLX 1 (1.9%) 0
LXLX 6 (11.1%) 0
Total 54 13

X5 =6,25 P=0,28

Na andlise da distribui¢do alélica da regido promotora do gene MBL2 com

relacdo a gravidade do quadro pulmonar nao houve resultado significativo (Tabela 10).

Tabela 10- Distribuicdo alélica da regido promotora do gene MBL2 por gravidade do

quadro pulmonar.

Alelo Grave Moderado Leve
HY 18 (50%) 22 (45.8%) 23 (44.2%)
LY 7 (19.4%) 17 (35.4%) 16 (30.8%)
LX 11 (30.6%) 9 (18.8%) 13 (25%)
Total 36 48 52

G x M =X, =3,12 P=0,21
GxL=Xp =144 P=048
M x L = X(5,°=0,62 P=0,73
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Ao comparar a distribuicao genotipica dos polimorfismos presentes na regiao

promotora do gene MBL2 por gravidade do quadro pulmonar ndo houve resultado

estatisticamente significativo (Tabela 11).

Tabela 11- Distribui¢do da freqiiéncia genotipica dos alelos presentes na regiao promotora

do gene MBL?2 por gravidade do quadro pulmonar.

Genétipo Grave moderado Leve
HYHY 2 (11.1%) 2 (8.7%) 5(19.2%)
HYLY 4 (22.2%) 8 (34.8%) 6 (23.1%)
HYLX 10 (55.5%) 8 (34.8%) 7 (26.9%)
LYLY 1 (5.6%) 4 (17.4%) 3 (11.5%)
LYLX 1(5.6%) 1 (4.3%) 4 (15.4%)
LXLX 0 0 1 (3.8%)
Total 18 23 26

G x M = Xy, =2,79 P=0,59
G x L =X =472 P=045
M x L = X5 =441 P=0,49

A anélise da distribui¢c@o da freqiiéncia genotipica dos polimorfismos presentes

na regido promotora do gene MBL2, separados por gravidade do quadro pulmonar em leve

e moderada com relacdo ao quadro pulmonar grave, ndo houve resultado estatisticamente

significativo (Tabela 12).

Tabela 12 - Distribuicdo genotipica dos polimorfismos presentes na regido promotora do

gene MBL2, separados por gravidade do quadro pulmonar em leve e moderada

com relagdo a quadro pulmonar grave.

Gendétipo Leve/Moderada Grave
HYHY 7 (14.3%) 2 (11.1%)
HYLY 14 (28.6%) 4 (22.2%)
HYLX 15 (30.6%) 10 (55.5%)
LYLY 7 (14.3%) 1 (5.6%)
LYLX 5 (10.2%) 1 (5.6%)
LXLX 1 (2%) 0
Total 49 18

X5, =4,02 P=0,54
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Polimorfismo T 869C no gene TGF S1

Com relacdo ao polimorfismo T869C no gene TGFfI, a amostra de pacientes
fibrocisticos ndo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (X(Z)Z: 21,24 P=0,000024).
A amostra controle estd em EHW (X(2)2 =10,58 P=0,005), quando foi feita a comparacao
alélica dos pacientes fibrocisticos € o grupo controle, ndo se observou diferenca

significativa (Tabela 13)

Tabela 13- Comparacgao da freqiiéncia alélica do polimorfismo T869C no gene TGFBI em

pacientes fibrocisticos e o grupo controle.

Alelo Pacientes Controle
T 117 (55.7%) 218 (54%)
C 93 (44.3 %) 186 (46%)
Total 210 404

X1’ = 0,17 P=0,67 OR=1,07 (0,76-1,52)

Com relacdo ao polimorfismo T869C no gene TGFf 1, quando foi realizada a
comparagdo genotipica dos pacientes fibrocisticos € o grupo controle, foi observado uma
diferenca significativa, com relacdo aos gendétipos TC e CC, sendo o gendtipo TC um fator

de risco na amostra (P=0,01; OR=2,00 (1,11-3,61)) (Tabela 14).

Tabela 14- Comparagdo genotipica dos pacientes fibrocisticos e grupo controle para o

polimorfismo T869C no gene TGFBI.

Genétipo Amostra Controle X* | 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)
CC 5 (4.76%) 27 (13.4%) 548 0,01 0,32 (0,11-0,92)
Total 105 202

X0, =7,68 P=0,02
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Ao analisar a comparacdo do nimero de alelos da mutagdo AF508 quanto ao

polimorfismo T869C no gene TGFBI, ndo houve diferenca significativa (Tabela 15).

Tabela 15- Comparacao da presenca da mutagdo AF508 quanto ao polimorfismo T869C no

gene TGFBI.
No. De alelos AF508 TT TC CC
1 2 (20%) 31 (57.4%) 1 (33.3%)
2 5 (50%) 13 (24.1%) 2 (66.7%)
0 3 (30%) 10 (18.5%) 0 (0%)
Total 10 54 3

1 alelo x 2 alelos = X(»”=5,74 P=0,05
1 alelo x O alelos = X(z)z =3,21 P=0,20
2 alelos x 0 alelos = X<2)2 =1,47 P=0,47

Ao comparar a distribuicao alélica do polimorfismo T869C no gene TGF /I em

fibrocisticos quanto a gravidade do quadro pulmonar com o grupo controle, ndo houve

diferenca estatistica (Tabela 16).

Tabela 16- Distribuicdo da freqiiéncia alélica por gravidade do quadro pulmonar quanto ao

polimorfismo T869C no gene TGFBI.

Alelo Grave Moderado Leve Controle
T 19 (52.8 %) 26 (56.5 %) 29 (55.8 %) 218 (54 %)
C 17 (47.2 %) 20 (43.5 %) 23 (44.2 %) 186 (46 %)
Total 36 46 52 404

Xy =0,19 P=0,97

Com relagdo a distribuicao genotipica do polimorfismo T869C no gene TGF 1

nos individuos controle comparados com a gravidade do quadro pulmonar nos fibrocisticos,

houve apenas um resultado significativo com relacdo ao quadro pulmonar leve. O genétipo

TC (P=0,01 OR= 4,07 (1,16-21,78)), apresentou um fator de risco para o quadro pulmonar

leve nos fibrocisticos (Tabelas 17 e 18).
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Tabela 17- Distribui¢do genotipica do polimorfismo T869C no gene

gravidade do quadro pulmonar.

TGFBI quanto a

Genétipo

Grave Moderado Leve Controle
TT 2(11.1 %) 521.7 %) 3(11.5 %) 43 (21.3 %)
TC 15 (83.3 %) 16 (69.6 %) 23 (88.5 %) 132 (65.3 %)
CcC 1(5.5 %) 2 (8.7 %) - 27 (13.4 %)
Total 18 23 26 202

G x C = X =2,43 P=0,29
M x C = X5, =0,41 P=0,81
L x C = X;>=6,37 P=0,04
G x M = X5,°=1,06 P=0,59
G x L =X =1,48 P=0,47

M x L = X(,>=3,59 P=0,16

Tabela 18- Comparacgdo da distribui¢do genotipica do quadro pulmonar leve com o grupo

controle quanto ao polimorfismo T869C no gene TGFBI.

Gendtipo Leve Controle P OR (IC)
TT 3 (11.5%) 43 (21.3%) 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%) 277 0,09 0,0 (0-1,07)
Total 26 202

Ao comparar a distribui¢do genotipica do polimorfismo T869C no gene TGFBI1

quanto a classificagdo do quadro pulmonar leve e moderado com relagdo ao grave, nao

houve um resultado significativo (P=0,84) (Tabela 19).

Tabela 19- Distribuicdo genotipica do polimorfismo T869C no gene TGFBI , quanto ao

quadro pulmonar.

Genétipo Leve/moderada Grave
TT 8 (16.3%) 2 (11.1%)
TC 39 (79.6%) 15 (83.3%)
CcC 2 (4.1%) 1(5.6%)
Total 49 18

X(2)? =0,33 P=0,84
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Polimorfismo C-159T no gene CD14

Com relag@o ao polimorfismo C-159T do gene CDI4, a amostra de pacientes
fibrocisticos esta em EWH (X(Z)Z: 4,38 P=0,11). A amostra controle ndo esti em EWH
(X(2)2 =18,72 P=0,00008). Ao analisar a comparacdo alélica dos pacientes e grupo controle
quanto ao polimorfismo C159T no gene CD14, houve um resultado significativo (P=0,01)

(Tabela 20).

Tabela 20- Compara¢do da freqiiéncia alélica do polimorfismo C159T no gene CDI14 dos

pacientes e grupo controle.

Alelo Pacientes Controle
T 99 (47,1%) 147 (36.4%)
C 111 (52.9%) 257 (63.6%)
Total 210 404

X' = 6,22 P=0,01 OR=1,56 (1,09-2,22)

Ao realizar a comparagdo genotipica entre o grupo de pacientes fibrocisticos e o
grupo controle quanto ao polimorfismo C159T no gene CDI4 foi encontrada diferenga
significativa com relagcdo ao geno6tipo TT, sendo que esse gendtipo apresentou um fator de

risco na amostra (P= 0,001 OR=4,36 (1,68-12,16)) (Tabela 21).

Tabela 21- Comparacdo genotipica das amostras dos pacientes e grupo controle para o

polimorfismo C159T no gene CDI4.

Gendétipo Amostra Controle X2 | 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
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Com relacdo a presenca dos alelos da mutacdo AF508 comparados aos
gendtipos do polimorfismo C159T no gene CD14, ndo foi descrito significancia estatistica

(Tabela 22).

Tabela 22- Associacdo entre os alelos da mutacdo AF508 e os gendtipos do polimorfismo

C159T no gene CDI14.

No. De alelos delta TT CT CC
1 2 (33.3%) 23 (51.1%) 9 (56.3%)
2 4 (66.7%) 11(24.4%) 5(31.2%)
0 - 11 (24.4%) 2 (12.5%)
Total 6 45 16

1 alelo x 2 alelos = X(z)z =2,59 P=0,27
1 alelo x 0 alelos = X(5°=1,63 P=0,44
2 alelos x 0 alelos = X»”=3,98 P=0,13

Ao comparar a distribui¢do alélica do polimorfismo C159T no gene CDI4 ¢ a

gravidade do quadro pulmonar nos portadores de Fibrose Cistica, ndo foi encontrada

significancia estatistica (Tabela 23).

Tabela 23- Distribui¢do da frequéncia alélica do polimorfismo C159T no gene CDI4 ¢ a

gravidade do quadro pulmonar nos pacientes fibrocisticos.

Alelo Grave Moderado Leve Controle
T 16 (44.4%) 20 (43.5%) 21 (40.4%) 147 (36.4%)
C 20 (55.6%) 26 (56.5%) 31(59.6%) 257 (63.6%)
Total 36 46 52 404

X =1,79 P=0,61
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Ao comparar a distribui¢do genotipica do polimorfismo C159T no gene CD14

por gravidade do quadro pulmonar nos individuos fibrocisticos, ndo foi encontrada

diferenca significativa (Tabela 24).

Tabela 24- Distribuicdo genotipica do polimorfismo C159T no gene CDI4 entre os

individuos controle e a gravidade da doenga nos fibrocisticos.

Genoétipo Moderado Leve Controle
TT 3 (13%) 2 (7.7%) 8 (4%)
CT 14 (60.9%) 17 (65.4%) 131 (64.9%)
CcC 6 (26%) 7 (27%) 63 (31.1%)
Total 23 26 202

G x C =X, =1,68 P=0,43
M x C = X5’ =3,71 P=0,15
L x C =X’ =0,87 P=0,64
G x M = X5’ =1,41 P=0,49
G x L = X(»>=0,80 P=0,67
M x L = X,>=0,39 P=0,82

Com relacdo a distribui¢do genotipica do polimorfismo C159T no gene CD14,

quando comparamos o quadro pulmonar leve e moderado com relagdo ao grave, ndo foi

encontrada diferenca significativa (Tabela 25).

Tabela 25- Distribuicdo genotipica do polimorfismo C159T no gene CDI4 em pacientes

fibrocisticos quanto ao quadro pulmonar leve e moderado versus pulmonar

grave.
Genétipo Leve/moderada Grave
TT 5(10.2%) 1 (5.5%)
CT 31 (63.3%) 14 (77.8%)
CcC 13 (26.5%) 3 (16.7%)
Total 49 18

X =1,27 P=0,53
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Ao comparar a presenca dos alelos AF508 associado a gravidade do quadro
pulmonar, houve significancia estatistica ao comparar a presenca de um alelo para a
mutacido AF508 com a presenca de dois alelos com relagdo ao quadro pulmonar moderado e
grave, havendo um fator de risco no quadro pulmonar moderado com relagdo a presenca
dos dois alelos AF508 (P=0,02; OR= 3,82 (1-14,79)) (Tabelas 26 e 27). Quando comparou
a presenga de dois alelos AF508 e a auséncia dos alelos AF508 com relacdo ao quadro
pulmonar, houve resultado estatisticamente significativo no quadro pulmonar grave, sendo
que nesse quadro pulmonar a auséncia dos alelos AF508, representou um fator de risco

(P=0,01; OR=16,29 (1,43-787,09)) (Tabelas 26 e 28).

Tabela 26- Presenca dos alelos AF508 e a gravidade do quadro pulmonar nos pacientes

fibrocisticos.

Quadro pulmonar/alelos AF508 1 2 0
Grave 11 (32.4%) 1(5%) 6 (46.1%)
moderado 8 (23.5%) 11 (55%) 4 (30.8%)
Leve 15 (44.1%) 8 (40%) 3(23.1%)
Total 34 20 13

1 alelo x 2 alelos = X(»”=7.,83 P=0,02
1 alelo x O alelos = X(2)2=1,78 P=0,41
2 alelos x 0 alelos = X(»>=7,99 P=0,01

Tabela 27- Comparacio da presenca de um alelo AF508, com relacdo a presenca de dois

alelos AF508, quanto a gravidade do quadro pulmonar.

Quadro pulmonar/alelos AF508 1 2 X? P OR
Grave 11(324%)  1(5%) 3,08 0,04 0,11 (0-0.91)
Moderado 8(23.5%) 11 (55%) 5,12 0,02 3,82 (1-14,79)
Leve 15 @4.1%) 8 (40%) 0,09 076 0,84 (0,24-2,99)
Total 34 20
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Tabela 28 - Comparagdo da presenca de dois alelos AF508, com relacdo a auséncia do alelo

AF508, quanto a gravidade do quadro pulmonar.

Quadro pulmonar/alelos delta 2 0 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
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O curso e a gravidade da manifestacdo pulmonar nio estdo relacionados com o
genotipo CFTR. A doenca pulmonar pode ser influenciada por fatores ambientais como a
idade do paciente, o estado pancredtico, estado nutricional, histéria de fumo e colonizagdo
por bactérias (Mahadeva e Lomas, 2000). Bem como pode ser influenciada por fatores

genéticos, como genes modificadores que estdao fora do 16cus da Fibrose Cistica.

Nos polimorfismos em que a amostra controle ndo se encontra em equilibrio de
Hardy - Weinberg, acredita-se que se deva ao fato de que na Lei de Hardy - Weinberg
preconiza-se uma populacdo ideal, sem pressdo seletiva. Nos casos dos polimorfismos
estudados, por interferirem em mecanismos relacionados com a inflamacao, € possivel que
determinados gendtipos devam sofrer uma pressdo seletiva e com isso, a distribui¢do

genotipica ndo seguiu a lei de Hardy-Weinberg.

Na andlise da gravidade do quadro pulmonar e a presenca de alelos AF508,
verificamos uma diminui¢do de homozigotos entre os pacientes com quadro grave,
demonstrando ndo existir associacdo entre homozigoto AF508 e a gravidade do quadro

pulmonar.

Com relacdo aos polimorfismos no gene MBL2, Gabolde et al. (1999)
descreveram 11 individuos adultos deficientes para MBL com o genétipo (O/O), e
relataram que nesses pacientes a deficiéncia de MBL estava associada a piora significativa
da funcdo pulmonar, sendo que nenhuma desvantagem foi associada aos heterozigotos.
Contrariamente, Garred et al. (1999), relataram que cada um dos dois genétipos A/O ou
O/O no gene MBL2 estavam associados a piora da fun¢do pulmonar. Os resultados de
Davies et al. (2004) estdo de acordo com Gabolde et al. (1999), demonstrando claramente
em grupo grande de individuos adultos heterozigotos, a fun¢d@o pulmonar normal. Do
mesmo modo Yarden et al. (2004) encontraram que os homozigotos AA, apresentam um
melhor fenétipo pulmonar quando comparados aos heterozigotos AO e homozigotos OO.
No 16cus Y/X, foram considerados os gendtipos AA-YY e AA-YX como os que
apresentaram melhor funcdo pulmonar quando relacionados aos genétipos AA-XX,

AO-XY, AO-XX e OO-YY. Garred et al. (1999) demonstraram que pacientes com o

gendtipo XA/O e O/O estavam no grupo de individuos que apresentavam insuficiéncia de

Discussdo

115



MBL, comparados com os individuos A/A e YA/O, os quais nao apresentaram insuficiéncia
de MBL. A fun¢do pulmonar de pacientes com insuficiéncia para MBL € reduzida em

relacdo a pacientes que ndo apresentam insuficiéncia.

Segundo Olensen et al. (2006) somente o gendtipo OO € definido por
apresentar deficiéncia de MBL. Especialmente o genétipo XA, € tratado diferentemente.
Individuos com o genétipo XA/O apresentam niveis diminuidos de MBL. Em contraste
com Garred et al. (1999) e Davies et al. (2004), ndo foi encontrada diferenca na fungao

pulmonar em adultos, quando o genétipo XA/YO foi comparado ao gendtipo A/O ou AA.

De acordo com a literatura, a MBL liga a Burkholderia cepacia, mas ndo a
Pseudomonas aeruginosa, sendo que a deficiéncia de MBL pode predispor a infec¢ao por
Burkholderia cepacia. Contudo, resultados recentes demonstraram uma ligacdo especifica

também a Pseudomonas aeruginosa (Olensen et al., 2006).

Segundo Muhlebach et al. (2006), a deficiéncia de MBL esta relacionada a
gravidade do quadro pulmonar somente em pacientes fibrocisticos adolescentes com idade
maior de 15 anos. Nesses pacientes, o hormoénio de crescimento pode afetar
significantemente o nivel de MBL na circulagdo. Esse estudo revelou uma importancia
significativa na idade e no desenvolvimento fisico dos pacientes fibrocisticos no
entendimento da relacdo entre MBL e a func@o pulmonar na Fibrose Cistica. Mais estudos
sd0 necessdrios para confirmar se a deficiéncia de MBL na infancia contribui
significantemente para a gravidade da doenca pulmonar na adolescéncia, a qual seria uma

justificativa importante para a MBL ser usada como terapia em pacientes fibrocisticos.

Em nossa casuistica, os polimorfismos do gene MBL2 ndo estiveram associados
a gravidade do quadro pulmonar em pacientes fibrocisticos. De acordo com o estudo
realizado por Muhlebach et al. (2006), uma hipétese para os nossos resultados, € o fato da
maioria de nossos pacientes apresentarem idade menor que 15 anos, onde a deficiéncia de

MBL nao liderou o agravamento do quadro pulmonar.

E aceito que multiplos fatores genéticos possam influenciar a resposta a qual a
deficiéncia de MBL desempenha como func¢do, devido aos alelos varidveis de MBL. O

mecanismo através do qual a MBL atua na Fibrose Cistica, ainda nao esté claro. Entretanto
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a MBL exerce um entendimento complexo e incompleto de funcdo na resposta

inflamatoria.

Com relagdo ao polimorfismo T869C no gene TGF I, Arkwright et al. (2000),
descreveram que pacientes fibrocisticos portadores do genétipo T/T no cédon 10 do gene
TGFpI apresentaram um risco elevado para a doenca pulmonar, mas Drumm et al. (2005)
observaram que o genétipo C/C é o que apresentava risco elevado para a deterioragdo da
funcdo pulmonar. Wojnarowski et al. (1999) encontraram que a producdo elevada de

TGFB1 em pacientes fibrocisticos estd associada a doenga pulmonar leve.

Brazova et al. (2006) nao encontraram associa¢do entre os polimorfismos no
gene TGFfI e a infeccdo por bactérias, mas encontraram correlacio entre cada infecgdo e a
producdo de TGF1. Problemas clinicos associados a producdo diminuida de TGFB1 em
pacientes fibrocisticos colonizados com a bactéria Burkholderia cepacia e a produgdo
elevada de TGFB1 em pacientes fibrocisticos colonizados por Pseudomonas aeruginosa,
provam a importancia do balanco na producdo dessa citocina regulatéria em acordo com a

funcdo de devastagdo da infeccao cronica.

Em nosso estudo, encontramos apenas associacdo do heterozigoto TC com o

quadro pulmonar leve, ao comparar com o grupo controle.

A variacdo encontrada nos estudos relacionados aos genétipos de TGFfI e a
gravidade do quadro pulmonar, pode ser causada pelas diferencas entre os grupos estudados
e o tamanho das amostras. Segundo Brazova et al. (2006), as diferencas encontradas em
seus estudos, podem estar relacionadas ao tipo de material analisado, uma vez que
estudaram células de sangue periférico e nao de um tecido mais especifico como as células

epiteliais do tecido pulmonar, as quais foram estudados por Schwarz et al. (2003).

Com relacdo ao polimorfismo C159T no gene CDI4, Martin et al. (2005)
demonstraram associac¢do entre o polimorfismo CD14-159CC e uma colonizagdo precoce
por Pseudomonas aeruginosa em criangas fibrocisticas. Essas criancas apresentaram nivel
diminuido de CDI14 solivel no plasma, bem como uma resposta pro-inflamatdria

inadequada. Nesse estudo, a falta de associacdo entre o polimorfismo CD14 C-159T e os
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niveis de CD14 soldvel no plasma, pode refletir um nimero pequeno de sujeitos nessa
populac@o, mas pode indicar também que a Fibrose Cistica apresenta fatores mais criticos
que o polimorfismo C-159T do CD14, na determinacdo dos niveis de CD14 soldvel no

plasma.

Embora criangas com niveis elevados de CD14 solivel no plasma possam ser
relativamente protegidas de uma colonizagdo precoce por Pseudomonas aeruginosa, ao se
tornarem colonizadas, elas podem paradoxicamente ter uma resposta pior, como resultado

de uma resposta inflamatdria agressiva e ineficaz.

Em nosso estudo obtivemos um acimulo de pacientes com o genétipo TT, mas

nao houve uma discriminacao com relacao a gravidade do quadro pulmonar.

Segundo Martin et al. (2005), o aumento na expressdo de CD14 pode estar
associado ao aumento da inflamagdo, mas uma reducio na quantidade de bactérias, € uma
menor expressdo de CD14 podem resultar em diminui¢do da inflamag¢do, mas em uma

quantidade elevada de bactérias.
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- Em nosso estudo, ndo foi demonstrada associacdo entre os polimorfismos do

gene MBL?2 e a gravidade do quadro pulmonar em pacientes fibrocisticos;

- Foi descrita uma associagdo entre o gendétipo TC do polimorfismo T869C

(TGF-B1) e o quadro pulmonar leve nos fibrocisticos;

- Com relagdo ao gene CD14, o gendtipo TT parece ser um fator de risco para o

quadro pulmonar, mas ndo um fator modulador da gravidade;

- Em nossa casuistica, ndo existiu associac@o entre pacientes homozigotos para

a mutagdo AF508 e a gravidade do quadro pulmonar.
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ANEXO 1

Os critérios que sao utilizados para o diagndstico da Fibrose Cistica

sao :

1- Presenga de dois alelos mutados no gene da FC

2- Duas dosagens de sddio e cloro com valores acima de 60mEq/L

- Qu os critérios clinicos da :

3- Presenca de insuficiéncia pancreatica

4- Presenca de doenga pulmonar cronica
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ANEXO 2

FACULDADE DE FI@NCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

() Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

® (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-7187

® www.fom unicamp.br/pesquisa/ctica/index htmi

B cep@fem.unicamp.br

CEP, 05/01/06.
(Grupo IIT)

PARECER PROJETO: N° 596/2005
CAAE: 1538.0.146.000-05

-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INVESTIGACAO DA ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DOS
GENES: MBL2, TGF- B1 E CD14 COM A GRAVIDADE DO QUADRO PULMONAR
NA FIBROSE CISTICA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Elisangela Jacinto de Faria

INSTITUICAOQ: Departamento de Génetica Médica/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 07/10/05

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/11/06

11 - OBJETIVOS

Investigar a associagdo entre os polimorfismos dos genes: MBL2, TGF-B1 ¢ CD14 com a
gravidade do quadro pulmonar em pacientes com fibrose cistica.

IIl - SUMARIO

Serdo avaliados 80 pacientes com fibrose cistica em acompanhamento no Ambulatério de
Fibrose Cistica da Unicamp. A gravidade do quadro sera avaliada pelo escore de Shwachman.
Sera coletado sangue periférico para obtengdio dos leucdcitos para analise da MBL, TGF-bl, e
CD14. Todas as técnicas estdo bem descritas no projeto.

1V - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto & o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foram adequados estando de
acordo com as normas da Resolugdo 196/96 complementares.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢
atendendo todos os dispositivos das ResolugGes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restriges o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

Anexos

148



VI- INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou I apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAQ
Homologado na X1 Reunidio Ordinéaria do CEP/FCM, em 22 de novembro de 2005.

fofS P
. Carmen Silvia Bertuzzm

Prof®,
PRES@ENT 0 COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 3

@
',4 Universidade Estadual de Campinas

‘.\' Departamento de Genética Médica

UNICAMP
FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo do projeto: Investigacdo da associacio entre os polimorfismos dos genes: MBL2,

TGF-f1 e CD14 com a gravidade do quadro pulmonar na Fibrose Cistica

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa
envolvendo individuos com fibrose cistica. O objetivo geral do estudo ¢ analisar em uma
amostra de pacientes fibrocisticos, a existéncia de genes modificadores, tais como, MBL,
TGF-B1 e CD14 , uma vez que esses genes poderiam estar contribuindo com a gravidade
do quadro pulmonar. O sigilo serd mantido em todo o estudo através da utilizagao de um
numero de codigo para a identificacdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Uma
amostra de sangue venoso serd colhida (10 ml, o equivalente a quatro colheres de sopa).
Hospitalizacdo nao sera necessaria.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 10 ml de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados a
esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no
local da coleta do sangue. O desconforto sera minimo pois se trata de uma coleta de sangue
geralmente da veia do brago que serd realizado por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que nao obterei nenhuma vantagem direta com a minha
participagdo nesse estudo, a ndo ser o aconselhamento genético para esta alteracdo genética.
Fui informado que se for detectada alguma alteragao génica, serei imediatamente
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comunicado, sendo que todas as conseqiiéncias serdo devidamente explicadas e meus
parentes proximos, se assim desejarem, poderdo realizar o exame. Em todos os individuos
que forem detectadas alteragdo génica, sera oferecida toda a orientagao genética. Qualquer
davida ou informa¢do poderei contatar a UNICAMP no tel. (019) 788-8909
(Profa.Dra.Carmen).

SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados dos
testes genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo submetidos aos regulamentos
do HC-UNICAMP referentes ao sigilo da informagdo médica. Se os resultados ou
informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicag¢do cientifica, nenhum nome
sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

’ Em caso de recurso, duvidas ou reclamag¢des contatar a secretaria do Comité
de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 788-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participacdo ¢ voluntaria e que eu posso me recusar
a participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagdo no estudo a
qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer o0s
cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC-UNICAMP.

Eu confirmo que o (a) Dr. (a) explicou-
me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e 0s riscos,
desconforto advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como
compreendi esse formuldrio de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse
estudo.

Nome e Rg do participante

Assinatura do participante Data

Nome e Rg dos pais ou responsavel legal

Assinatura dos pais ou responsavel legal Data
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos € os possiveis riscos que poderdo advir
do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma
copia desse formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data

AUTORIZACAO PARA UTILIZACAO DA AMOSTRA ARMAZENADA

Eu concordo que o meu DNA seja utilizado em pesquisas futuras, sem necessidade de nova
autorizacdo, desde que o projeto seja aprovado pelo CEP/FCM/UNICAMP. Esse material
sera armazenado no Banco de DNA do laboratdrio de Genética Molecular, cujo regimento

foi aprovado pelo CEP/FCM.

Eu ndo concordo que o meu DNA seja utilizado em pesquisas futuras, sem necessidade de

nova autorizagdo, desde que o projeto seja aprovado pelo CEP/FCM/UNICAMP

Assinatura do sujeito da pesquisa Data
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ANEXO 4
Quadro - Relacao dos primers utilizados para identificacao dos polimorfismos
no éxon 1 (cédons 52, 54 e 57) e regiao promotora (alelos H/L e X/Y) no gene

MBL2.

Specificicy Wi Frimeer id Sequence
o pos)

Exom 1 D s:pMEPla SCTECACCCAGATTGTAGRACARAGS
Codom 52 (+2123) D 52D F-TCTCOCTTGETGICATCACA-3"
Exom 1 ARC s:pMEPla SCTECACCCAGATTGTACRACAGARY
Codom 52 [ +223) mom 52 ABC SCTCTCOCTTGETGLCATCACG-3"

L 2 +223) D T AB TCT GETGLCATCACG-

X B sspMEP] A CTGCACCCAGATTCTAGRACAGA RS
Exom 1 B s:pMEPla ] ACCCAGATTE A ;

Codox 54 (+230) B “H 3 -COCCCTTTICTOCCT TG TET -3

Exom 1 ACD s:pMEPla SCTECACCCAGATTGTAGRACARAGS
Codez 54 (+130) pon B £ ACT F-COCCCTTTTCTOCCT TG TG -3
Exom 1 C s:pMEPla SCTECACCCAGATTGTAGRACARAGS

Codon 57 (+230) C 5TC F-ACGTACCTGETTOCCCCTITICTT-3

Exom 1 ARD s:pMEPla SCTECACCCAGATTGTAGRACARAGS
Codoz 57 (+239) non. C 57 ABD F-ACGTACCTGETTOCCCCTITICTL -3
Exom 1 conirol HEH-1: SCTECCTTOCCAACCATICCCTTA-S
coatal HEH-2a: S CCACTCACGGATTTCTGTTGTGITIC-S
Fromessr H H= SECTTACCOCAGELAAGLCTETG-3

H {—550) H/L-a: SLAACARATGHEACCETEIATTEE-Y

Fromessr L L-s SECTTACCCAGECAAGCCTETC-Y
L {—550} H/L-az S-AACAAATGEEACCGTECATTEE-3

Fromessr Y Seg-s SWCCTGOCAGAAAGTAGAGAGE-Y
T [—11) Ve FLTEEAAGACTATAAACATGCTTTCC-3!

e

Fromessr X Seg-s SWCCTGOCAGAAAGTAGAGAGE-Y
X221 Xe-as FGEAAGACTATAAACATGCTTTOR-3

Promoter/ 5'UT Control C5 5" TGCCAAGTGGAGCACCCA-3’
C3 5" GCATCTTGCTCTGTGCAGAT- 3’
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ANEXO 5

ESCORE DE SHWACHMAN

Pontos ATIVIDADE GERAL

- Atividade plena, resisténcia e tolerancia ao exercicio normal, boa disposi¢cdo, desenvolvimento
25 | motor normal, freqiiéncia escolar normal.

- Leve limitagdo a atividade intensa, cansa ao final do dia ou apds exercicio prolongado,
20 | menos energético, limite inferior do desenvolvimento motor normal, ocasionalmente irritado.
ou apatico, boa freqiiéncia escolar.

- Descansa voluntariamente, cansa apos exercicio, freqiiéncia escolar regular, moderadamente
15 inativo, leve retardo motor, falta espontaneidade, passivo ou irritavel.

- Atividade fisica e tolerancia ao exercicio limitada, dispnéico apds exercicios, retardo motor
10 | moderado, agitado ou irritado, preguicoso, abatido, freqiiéncia escolar baixa, pode requerer
professor particular.

5 | - Limitacdo grave da atividade, dispnéia e ortopnéia, inativo ou confinado a cama ou cadeira,
marcado retardo motor, apatico ou irritado, ndo pode assistir as aulas.
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Pontos

EXAME FiSICO

25

- Sem tosse, freqliéncia cardiaca e freqiiéncia respiratoria normais, sem evidéncias de enfisema,
pulmdes limpos a ausculta, boa postura, sem baqueteamento.

20

- Tosse seca ocasional, freqiiéncia cardiaca e freqiiéncia respiratéria normais no repouso,
enfisema leve, murmurio vesicular rude, roncos e tempo expiratdrio prolongado ocasionais, boa
postura e baqueteamento leve.

15

- Tosse leve e cronica matinal apds exercicio/ choro e ocasionalmente durante o dia, sem tosse
noturna, freqiiéncia cardiaca e freqiiéncia respiratdria levemente aumentadas, aumento de
diametro antero-posterior ¢ diafragma rebaixado, murmurio vesicular rude, estertores
crepitantes, roncos ou sibilos, baqueteamento 2.

10

- Tosse cronica, freqiiente, repetitiva, produtiva, raramente paroxistica, aumento moderado da
freqiliéncia cardiaca e freqiiéncia respiratoria, enfisema moderado a grave, freqlientemente com
deformidade tordcica, estertores crepitantes, roncos ¢ sibilos usualmente presentes,
freqiientemente disseminados, baqueteamento %.

- Tosse intensa, paroxistica, freqiientemente produtiva, com vomitos e hemoptise, tosse noturna,
taquipnéia e taquicardia, enfisema grave, estertores crepitantes, roncos e sibilos generalizados,
expiracdo audivel, ma postura, % de baqueteamento, cianose freqliente.
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Pontos NUTRICAO

- Peso e altura acima do percentil 25 ou compativel com padrdo familiar, tonus e massa
25 muscular normais, gordura subcutdnea normal, matura¢ao sexual normal, fezes quase normais,
bom apetite.

- Peso e altura acima do percentil 10 ou levemente abaixo do padrao familiar, tonus e massa
20 muscular bons, tecido subcutaneo levemente diminuido, maturagdo sexual levemente retardada,
apetite normal, fezes levemente alteradas com maior freqiiéncia.

- Peso e altura acima do percentil trés ou moderadamente abaixo do padrdo familiar, peso
15 usualmente deficiente para altura, tonus e massa muscular regulares, gordura subcutanea
deficiente, abdome levemente distendido, matura¢do sexual retardada, fezes volumosas,
formadas, com mau cheiro e flutuantes.

- Peso e altura abaixo do percentil trés, tonus ¢ massa muscular pobres, deficiéncia marcada de
10 gordura subcutanea, distensdo abdominal moderada, matura¢do sexual insuficiente, sem estirdo,
mau apetite, fezes pouco formadas, volumosas, com mau cheiro e gordurosas.

- Mal nutrido e baixo, musculos fracos, flacidos e pequenos, sem gordura subcutanea, perda de
5 | peso freqiiente, fezes freqiientemente volumosas, com mau cheiro e gordurosas, prolapso retal
freqiiente.
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Pontos

ACHADOS RADIOLOGICOS

25

- Sem evidéncias de enfisema, sem aumento da trama broncovascular, sem opacidades ou
atelectasias.

20

- Evidéncia minima de enfisema, leve aumento da trama broncovascular, sem opacidades ou
atelectasias.

15

- Enfisema moderado, didmetro antero-posterior aumentado, campos pulmonares mais
radiolucentes, diafragma moderadamente rebaixado, trama broncovascular aumentada,
atelectasias localizadas ou irregulares, opacidade ocasional transitoria.

10

- Enfisema marcado, diametro antero-posterior marcado, marcada rebaixamento do diafragma,
silhueta cardiaca estreita, areas de atelectasias disseminadas, atelectasias segmentares ou lobares
ocasionais, focos persistentes de opacidades, cistos localizados, aumento marcado da trama.

- Alteracdes extensivas, hiperinsuflagdo grave, opacidades e atelectasias disseminadas,
formagdo disseminada de cistos, forma¢ao de bronquiectasias e abscessos, atelectasias lobares
persistentes.

Anexos

157




	01-capa
	02-folha rosto
	03-ficha
	FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA
	BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS DA UNICAMP
	Titulação: Doutorado em Ciências Médicas 
	Banca examinadora: Profa. Dra. Carmen Sílvia Bertuzzo
	Data da defesa: 28-02-2007 

	05-dedicatoria
	06-agradecimentos
	07-sumario
	08-lista abreviaturas
	LISTA DE ABREVIATURAS 

	09-lista tabelas
	LISTA DE TABELAS 

	10-lista figuras
	LISTA DE FIGURAS 

	11-lista graficos
	LISTA DE GRÁFICOS 

	12-lista quadros
	LISTA DE QUADROS 

	13-capa resumo
	14-resumo
	15-capa abstract
	16-abstract
	17-capa introduçao
	18-introduçao
	1.1- Histórico da Fibrose Cística 
	Os conhecimentos de fisiopatologia e epidemiologia da Fibrose Cística foram progressivamente conhecidos no século XX. Landsteiner (1905) realizou a primeira descrição anatomopatológica da FC em recém-nascidos falecidos no quinto dia de vida por íleo meconial. Fanconi et al. (1936) descreveram o caso de uma criança com alterações pancreáticas e que apresentava sintomas pulmonares e intestinais.

	1.2- Características clínicas da Fibrose Cística
	1.3- O gene da Fibrose Cística e a proteína cftr

	19-capa objetivos
	20-objetivos
	21-capa casuistica e metodos
	22-casuistica e metodos
	23-capa resultados
	24-resultados
	25-capa discussao
	26-discussao
	27-capa conclusao
	28-conclusao
	29-capa referencias
	30-referencias
	31-capa anexos
	32-anexos
	FORMULÁRIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MÉDICA
	AUTORIZAÇÃO PARA  UTILIZAÇÃO DA AMOSTRA ARMAZENADA



