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1. Introducio

1.1 Psoriase

A psoriase ¢ uma doenga cronica comum, caracterizada por inflamacdo e
hiperproliferagdo nos tecidos da pele, unhas, escalpo e juntas, que afeta cerca de 2% da
populagdo mundial (Elder, 2004). Seu nome vem do termo grego psora, que signifaca
“cogar”, descrito por Hipocrates (Bhalareo & Bowcock, 1998).

Possui diversas manifestagdes clinicas, sendo as principais, lesdes cutdneas
eritémato-escamosas, podendo afetar unhas, ou mesmo causar artrite em casos mais graves.
Em nivel celular é caracterizada por (1) aumento de proliferagdo epidermal com
diferenciagd@o incompleta; (2) alongamento, dilatagdo e “vazamento” do plexo superficial de
capilares da derme; (3) infiltragdo de células imunes e inflamatérias na epiderme e derme
papilar (Elder ef al., 2001). As lesdes da psorisase se diferenciam de outras doengas por um
formato circular, “papulas” ou placas vermelhas com escamas cinzas a prateado (Langley et
al., 2005).

Sua incidéncia varia com a raga ou regido, sendo mais alta em paises da ex-Unido
Soviética e Noruega (5-10%), de prevaléncia moderada nos Estados Unidos e paises
europeus (2-3%), e quase inexistente em indios latinos e norte-americanos, mongois e
africanos (0-0,3%) (Bhalareo & Bowcock, 1998).

A incidéncia em homens e mulheres é praticamente a mesma, e o inicio da doenga
pode se dar nos primeiros meses de vida até mesmo em idades muito avan¢adas. Mas é
reconhecido que a doenga tem duas faixas etdrias de picos de inicio de incidéncia, entre 15 e
20 anos, sendo essa a mais frequente, ¢ 55 a 60 anos (Langley ef al., 2005).

Viérias manifestagdes clinicas da psoriase, a tornam mais do que uma incomodagéo
dermatologia, ja que interferem com muitas atividades didrias, como o uso das méos,
caminhar, dormir e até atividade sexual (Nickoloff & Nestle, 2004). Pacientes com psoriase
apresentam uma diminuigdo na qualidade de vida. Eles se sentem estigmatizados com sua
condi¢do, o que leva a casos de depressdo, ou até mesmo idealizacdo de suicidio, como é
visto em mais de 5% dos casos (Langley et al., 2005).

Estudos com gémeos monozigdticos ¢ dizigbticos demostraram que a psoriase tem
forte influéncia genética, mas, como mesmo em gémeos monozigéticos a incidéncia néo era

igual, fatores ambientais podem estar ligados ao inicio da manifesta¢do da doenga (Bhalareo
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& Bowcock, 1998). Muitos dos fatores ambientais associados a primeira manifestagdo
incluem, infecgdo bacteriana, estresse, HIV-1, e diversos medicamentos (ex: litio e beta-
bloqueadores) (Nickoloff & Nestle, 2004).

Nio se sabe ainda exatamente os mecanismos de agdo que levam a psoriase, mas por
sua semelhanga com doengas autoimunes mediadas por células T, a patogénese da psoriase
sempre foi associada ao sistema imune (Bhalareo & Bowcock, 1998). Diversos genes do
Complexo de Histocompatibilidade (MHC), principalmente genes de diferentes tipos de
antigenos de leucocitos humanos (HLA) de classe I e II do MHC foram associados a
psoriase. Dentres esses genes estdio HLA-Cw6, HLA-DR7, HLA-B13, HLA-Bw57, e outros
loci de suscetibilidade como PSOR1 no 6p21.3, PSOR2 no 17q, PSOR3 no 4q, PSOR4 no
lcen-g21, PSORS no 321, PSOR6 no 19q, PSOR7 no 1p e PSORY no 4q31, além de casos
reportados de associagdo nos loci 6p, 10g22-23, 16q, 17q e 20q (bhalareo & bowcock, 1998;
Langley er al., 2005; Nickoloff & Nestle, 2004, Rahman & Elder, 2005; Krueger &
Bowcock, 2005).

Além das evidéncias imunoldgicas ja conhecidas, Rahman & Elder juntaram dados
de alguns estudos que demonstram um possivel padrdo de transmissdo por imprinting
gendémico, onde a penetrancia da doenga € maior em casos em que o pai ¢ afetado ou
portador presumido (Rahman & Elder, 2005).

Diversas vias de ativagdo de leucécitos que convergem a ativagio de genes
inflamatorios de tipo I, que regulam o estigio final de inflamagdo na pele podem levar a
apari¢do do fenotipo da psoriase (Krueger & Bowcock, 2005), como demonstra a figura 1.

Diversos medicamentos sdo utilizados no tratamento da psoriase, jA que devido as
variacdes metabdlicas individuais, assim como as variagBes clinicas da doenga, cada
paciente responde diferentemente ao medicamento utilizado, seja apresentando maiores
efeitos colaterais ou por simples ndo funionamento da droga utilizada. Uma das mais
utilizadas é o metatrexate (MTX). O MTX € um anatagonista de acido folico, que atuas
inibindo diversas vias metabdlicas, inclusive a via da homocisteina (van Ede et al., 2002). A
figura 2 apresenta alguns dos tratamentos utilizados no passado, com uma a¢fo mais
generalizada, pois ndo se conhecia muito sobre a doega. Os mais comuns no presente, ja
com acgfio mais especifica, alvejando moléculas definidas nas vias patoldgicas, incluindo
agentes mais recentes, que atuam sobre células T e inibidores de TNF. E potenciais alvos
futuros para “drogas inteligentes” capazes de interferir com mediadores especificos na

imunopatogénese da psoriase.
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Figura 1: Vias alternativas de ativagéo de leucécitos que convergem para ativagio de genes inflamatérios de tipo I,
que regulam o estdgio final de inflamac&o na pele e apari¢do do fendtipo de psoriase. BRL, ligante do recptor de
Bonzo; DC, célula dendritica; ICAM, molécula de adesdo intercelular; ITAC, quimioatraente de célula T [
induzivel por interferon; IL, interléucina. IFN, interferon; iNOS, oxido nitrico sintase induzivel; [P10, interferon
proteina 10 induzivel; IRF, fator regulador de interferon; ISF, fator estimulado por interferon; LFA-1, antigeno-1
associado a fungdo de leucocito; MCP, proteina quimioatraente de mondcito; MIG, mococina induzida por
interferon [1; MIP, proteina inflamatoria de macrofago; MxA, proteina mediadora de resisténcia celular mediada
por interferon; NF, fator nuclear; NK, célula “natural killer”; PNAd, adressina de nodo periferal; TNF, fator de
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transcrigdo; VCAM, molécula de ades3io de célula vascular, VEGF, fator de crescimento vascular endotelial.

(Adaptado de Krueger e Bowcock, 2005)

o - BIBLIOTECA
INST. “BIOCIENCIAS



N

_ * Methotrexate Biologics 4 Potential targets
* Arsenic * Fumaric acid . ABTMIPJ ﬁ gl
* Ammoniated mercury « PUVA « Efalizumab (CD11a) ﬁ « T cell trafficking
* Crude coal tar * CsA « Etancroopt (TNF-o) ) | [+ T call activation
= Artbicaiic * Vit ) analoguas e Infliximab (TNF ) RA ||, Cytokine inhibitors
P~ ¢ \ﬂm_anabgm * Adalimumab (TNF-a) RA - _

+ 8-Thioguanine ¥® FoA approvad . teroffensives
+UVB * Hydroxyurea for psoriasis
Pasi L—— Present —l Future
Serandipity > Smart drugs

Figura 2: Algumas drogas do passado, principais drogas do presente, ¢ possiveis alvos futuros no tratamento da
psoriase. (adaptado de Nickoloff & Nestle, 2004)

1.2 Metabolismo da homocisteina

O écido félico, folado ou vitamina B11, é uma vitamina hidrossolivel do complexo
B, considerado um nutriente essencial para 0 homem. A tnica fonte dessa vitamina € a dieta.
O folato é essencial na sintese de DNA, tRNA e aminoacidos (Eskes, 1997)

A deficiéncia de folato € uma condigéo geralmente associada com a baixa ingesta em
relagdo & demanda metabélica. Isto € particularmente importante durante a gestgdo, sendo
que qualquer alteragdo genética envolvendo o metabolismo do folato em gestantes, pode
representar um papel importante na etiologia de v'parias malformagbes congénitas,
principalmetne na dos defeitos de tubo neural (Rosemblat & Fenton, 2001)

As rotas metabolicas da homocisteina e do &cido f6lico estdo diretamente
relacionadas (figura 3). O acido f6lico, obtido a partir da dieta, atua em dois ciclos
envolvendo a biossintese de DNA, essencial para a divisdo celular e outro, de metilacdo,
essencial para o fornecimento de grupos metil para mectiltransferases celulares (Eskes,
1997).

Apds sua obtengo, o acido folico € rapidamente reduzido a sua forma ativa,
chamada tetrahidrofolato, passando a 5,10-metilenotetrahidrofolato. A partir de entéo ocorre
uma reagdo muito importante, catalisada pela enzima' codificada pelo gene MTHFR,
convertendo 5,10-metilenotetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, a forma circulante do
folato (Goyette et al., 1994). Este substrato € vital para o metablismo de acidos nucléicos e

aminodcidos, incluindo aqueles que s@io requeridos para a sintese de nucleotideos e,



conseqiientemente a divisdo celular (Bailey, 2000). O produto dessa reagdo sdo grupos metil
utilizados para a sintese de metionina, necessarios para a metilagdo de DNA (Goyette et al.,
1994).

Sintese de

NNA
I S-adenosilmetionina
s (SAM) Mh?ulam&
dUMP DH
metionina S-adenosilhomocisteina
(SAH)
ser MTR
vitamin B;.
aly
5,10-MTHF homocisteina
WFR cistationa B-sintase
5-MTHF vitamina B,
I cistationina
folato 1

cisteina ——> glutationa
Figura 3: Representac¢do esquematica do metabolismo da homocisteina (Adaptado de Sharp & Little, 2004)

Homocisteina ¢ um aminoacido que contém enxofre, formado através da metionina
durante reagdes de metilacdo dependentes de S-adenosilmetionina (van Beymun ef al.,
2005).

A concentrag@io intrecelular de homocisteina é precisamente regulada e qualquer
excesso € trasportado para o plasma. No plasma, aproximadamente 99% estd oxidada em
dissulfideos (de Bree et al., 2002).

A Homocisteina faz parte de duas vias metabdlicas, que requerem vitaminas B como
cofatores, onde pode ser irreversivelmente degradada a cisteina, através da via de
transsulfuracdo, ou ser remetilada a metionina, sendo nessa sua principal relagdo com o
acido félico (Paputsakis et al., 2005). '

As enzimas atuantes na via de transsulfuragfo, Cistationa b-Sintase (CBS) e [1-
cistationase, sdo dependente de vitamina B como cofator. J4 a enzima responséavel pela

remetilacdo de homocisteina a metionina, metionina sintase (MS), possui como cofator a



vitamina Biz. O grupo metil utilizado na remetilagéio é doado por 5-metiltetrahidrofolato,
produzida pela MTHFR, que por sua vez utiliza vitamina B, como cofator (van Beymun ef
al., 2005; de Bree et al., 2002).

Hiper-homocisteinemia estd associada a risco de diversas doengas, entre elas,
doencgas cardiovasculares, Alzheimer, fraturas osteoporéticas, defeitos congénitos e abortos
espontdneos. A concentragdo de homocisteina € determinada principalmente pela
disponibilidade do folato, e diversas drogas antagonistas do folato (como metratexate), ou
polimorfismos em genes (sendo o de efeito mais visivel o polimorfismo C677T do gene
MTHFR) envolvidados no metabolismo do folato podem causar hiper-homocisteinemia
(Devlin et al., 2006).

1.3 MTHFR

O gene MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase) esta localizado no cromosoomo
1 (1p36.3), sendo essencial para o metabolismo da homocisteina. A seqiiéncia de DNA
complementar apresenta 2,2kb e consiste de 11 exons (Frosst ef al, 1995). Para esse gene
foram identificados 18 variantes alélicas, normalmente raras, de heranga autossomica
recessiva que podem levar a deficiéncia grave da enzima MTHFR (Botto & Yang, ).

A MTHFR € wuma flavoproteina que cataliza a redugdo de 5-10-
metilenotetrahidrofolato para S-metiltetrahidrofolato ujtilizando NADPH como fonte
redutora. MTHFR controla a particionagdo de unidades de um-carbono ligadas a
tetrahidrofolato entre a biosintese de nucleotideos € a remetilagdo da homocisteina a
metionina (Yamada et al., 2005).

Os dois polimorfismos melhor estudados neste gene sdo 0 C677T € o A1298C.

No polimorfismo C677T, uma substitui¢do de citosina por timina no nucleotideo
677, que converte alanina em residuo de valinana, tornando a enzima termolabil (Frosst et
al, 1995). O alelo 677T ¢é geralmente chamado de termolabil, porque a atividade redutora da
enzima se da a partir de 37°C. Contudo, a atividade da enzima entre homozigotos 677T ¢
reduzida em 50-60% de sua capacidade quando abaixo dos 37°C e 65% menor a 46°C,
quando relacionado a homozigotos 677C (Botto & Yang). O genétipo heterozigoto
apresenta cerca de 40% de redugdo na atividade enzimética (Przekop et al., 2006).
Diminui¢do na atividade da enzima est4 relacionada a hiper-homocisteinemia.

Cerca de 10% da populagfio branca é homozigota para o genétipo 677TT, e 50% da

populaggao seria heterozigota. A freqiiéncia do alelo T nos grupos examinados de



populagdes negras foi mais baixa do que em caucasoéides (Gos et al., 2002; Cunha et al.,
2003). A freqiiéncia deste polimorfismo na populagdo brasielria em geral € de 5-10%, porém
esta freqiiéncia se altera de acrodo com os diferentes grupos étnicos. A prevaléncia de
homozigotos para o alelo polimérfico foi maior entre pessoas de ascendéncia euro€ia (10%),
e consideravelmente baixa entre negros (1,45%) e indios (1,2%) (Arruda ef al., 1998).

No polimorfismo A1298C, uma mutagdo de ponto no exon 7, resulta na substiticéo
do aminoacido glutamato por alanina (Van Der Put at al., 1998). Homozigotos para o
polimorfismo A1298C localizado no dominio regulatorio da enzima, diferentemente do
polimorfismo C677T, que se encontra no dominio catalitico da enzima, ndo resuta numa
proteina termoldbil ou esta relacionado com hiper-homocisteinemia. Contudo, heterozigotos
677T/1298C apresentam semelhanga clinica com homozigotos 677TT (Mtiraoui ef al.,
2006).

Em revisdo feita por Sharp & Little (2004), para A1298C, a freqiiéncia do gen6tipo
CC em norte americanos, incluindo principalmente brancos, foi de 7-12%. Em hispénicos de
4-5%, em afro-americanos 2-4%, entre chineses e japoneses 1-4%, e em estudos realizados
no Marrocos, Africa do Sul, Turquia e Israel Judaica a freqiiéncia foi de 3, 4, 6 e 13%,

respectivamente.



2. Justificativa e Objetivos

Investigacdes relacionando variantes no gene MTHFR com resposta terapéutica ao
metotrexate na psorisase, mostram que a variante C677T parece estar relacionada a uma
exacerbacdo de efeitos colaterais a esta medicagdo. Uma pergunta, entretanto, que pode ser
feita & se estes polimorfismos estfo relacionados a predisposi¢éo a doenga psoriase?

Apenas um estudo relacionando MTHFR com psoriase foi encontrado na literatua
(Baigiu et al., 2000), e, este apresentou diferengas nas freqiiéncias genotipicas de pacientes
com psoriase em comparagdo a controles normais para homozigotos 677TT.

Além disso, hiper-homocisteinemia, uma condi¢do associada a polimorfismos do
gene MTHFR, e, estudos in vitro demonstram modificagdes em endotélio vascular (de Bree

et al., 2002), podendo atuar na predisposi¢édo a psoriase.

2.1 Objetivo Geral

Investigar uma possivel associag@o entre polimorfismos C677T e A1298C do gene
MTHFR e suscetibilidade a psoriase.

2.2 Objetivos Especificos

1. Calcular as freqiiéncias dos polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR em
uma amostra de pacientes de psoriase e em uma amostra de individuos adultos normais.
2. Testar estas freqiiéncias para o equilibrio de Hardy-Wienberg.

3. Comparar casos ¢ controles quanto as freqii€éncias destes polimorfismos.



3. Materiais e Métodos
3.1 Delineamento

O estudo realizado foi do tipo caso-controle

3.2 Amostra

3.2.1 Definigao de Caso

Casos foram pacientes diagnosticados com psoriase. Estes foram recrutados em dois
centors de assisténcia:

1 — Ambulatério de Dermatologia Sanitaria (ADS) — Setor de dermatoses Cronicas

2 — Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) — Servigo de Dermatologia (Zona
13)

Estes foram recrutados por revisdo de prontudrios ou por estarem em

acompanhamento nos devidos centros.
3.2.2 Defini¢do de controle

Controles foram mulheres do RS. Estas foram convidadas a participar do estudo

durante coleta de sangue de rotina na Zona 14 do HCPA.
3.2.3 Critérios de inclusdo

Foram incluidos pacientes com psoriase com os seguintes resultados: anti HIV I-1,
antt HCV, HbsAg, Citomegalovirus e Toxoplasmose IgM negativos € hemograma, provas

de funcdo hepatica e renal normais.

3.2.4 Critérios de Exclusdo
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Foram excluidos pacientes com historia de etilismo, hepatopatia cronica e histéria

atual ou prévia de doencas linfoproliferativas.

3.3 Obtengdo de Dados Clinicos

Dados clinicos foram obtidos diretamente dos prontudrios dos pacientes

3.4 Coleta de material

Foi coletada, de cada pessoa, uma amostra de 5 ml sangue por pungéo periférica

3.5 extracdo de DNA

O DNA foi extraido através da técnica de Lahiri e Nunberger, 1991.

3.6 Analise do Polimorfismo MTHFR C677T

Para a analise deste polimorfismo do gene MTHFR foi utilizado o método da Reagdo

em Cadeia da Polimerase (PCR), com os seguintes primers, descritos por Frosst et al, 1995:

5’ TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 3 e,
5’ AGGACGGTGCGGTGAGTG 3’

O PCR foi realizado em um volume total de 25 pl, contendo 2.5 pl de tamp@o e
dNTP, 1 pl de cada primer, 0.2 pl de Taq polimerase, 16.05 pl de dgua Milli-Q e 1ul de
DNA. Os pardmetros utilizados para o PCR foram: desnatura¢do inicial a 94°C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacio a 94°C por 50 segundos, anelamento a 54°C
por 50 segundos, extens@io a 72°C por 50 segundos e extensdo final de 2 minutos a 72°C.

A presenca do fragmento amplificado de 198pb foi verificado em gel de agarose 2%.
O produto do PCR foi digerido com a enzima Hinf I a 37°C, cujo produto foi visualizado em
gel de poliacrilamida 6% apds eletroforese a 100V por 1 hora € meia. O gen6tipo normal
(CC) serd identificado por um fragmento de 198pb, o gendtipo heterozigoto (CT) por dois
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fragmentos, um com 198pb e outro com 175pb e homozigotos TT por um fragmento de

175pb. A clivagem dos genotipos heterozigoto e homozigoto TT também geram um

fragmento de 23pb, mas este ndo € visivel.

3.7 Analise do Polimorfismo MTHFR A1298C

Para analise deste polimorfismo do gene MTHFR foi utilizado método de PCR, com
os seguintes primers, descritos por Van Der Put et al, 1998:

5’ CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3’ e,
5" CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC 3’

O PCR foi realizado em um volume total de 25 pl, contendo 2.5 pl de tampZo e
dNTP, 1 pl de cada primer, 0.2 pl de Taq polimerase, 16.05 pl de agua Milli-Q e 1pl de
DNA. Os pardmetros utilizados para o PCR foram: desnaturagdo inicial a 92°C por 2
minutos, seguida de 36 ciclos de desnaturagéio a 92°C por 1 minuto, anelamento a 51°C por
1 minuto, extensdo a 72°C por 30 segundos e extensdo final de 7 minutos a 72°C.

A presenca do fragmento amplificado de 163pb foi verificado em gel de agarose 2%.
O produto do PCR foi digerido com a enzima Mboll, cujo produto foi visualizado em gel de
poliacrilamida 8% ap6s eletroforese a 100V por 1 hora e 20 minutos. O resultado da
digestdo do gendtipo normal (AA) sdo 5 fragmentos, cada um com 56, 31, 30, 28 ¢ 18 pares
de base, e a visualiza¢io no gel se d por 2 bandas, uma com os fragmentos de 56pb e outra
com os fragmentos de 31, 30 e 28pb (visualizados juntos). O fragmento de 18pb ndo €
visivel. O gendtipo heterozigoto (AC) resulta em 6 fragmentos, cada um com 81, 56, 31, 30,
28 e 18pb, e a visualizagdo no gel se da por 3 bandas, uma com fragmentos de 81pb e as
outras duas como as do genétipo normal. O genétipo homozigoto CC resulta em 4
fragmentos, cada um com 84, 31, 30 e 18pb, e a visualizagdo no gel se d4 por 2 bandas, uma

com os fragemntos de 84pb e outra com os fragmentos de 31 e 30pb.

3.8 Analise estatistica

Os dados foram armazenados em um banco de dados Excel. Freqliéncias génicas €

genotipicas foram realizadas através da contagem de alelos. Diferencas entre casos e
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controles foram testadas através do qui-quadrado, pelo programa Epi-Info, versdo 4.3, de
abril de 2007. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado através do teste qui-quadrado.
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4. Resultados

4.1 Pacientes e Controles

Foram coletadas amostras de 80 pacientes ndo aparentados entre si, com diagnéstico
estabelecido de psoriase por um dermatologista. Todos eram de origem européia
(fenotipicamente brancos) e adultos provenientes da cidade de Porto Alegre. O grupo
controle também constou de 80 adultos também classificados como brancos e ndo

aparentados entre si. Ndo houve nenhuma negativa de participagéo no estudo.

4.2 Frequiéncias génicas e genotipicas

A tabela 1 apresenta a distribuicdodos genétipos e as freqiiencias alélicas referenta
aos polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR na amostra de pacientes € seus

controles. Considerando os sistemas individualmente néo se observa diferengas entre casos €

controles.

Tabela 1: Distribui¢éo de genétipos e freqiiéncias alélicas na amostra de pacientes ¢ seus controles

Ce77T
Frequéncia
Frequéncia Genotipica n(%) P Alelica
AMOSTRA CC CT a7 8; 1
CASOS 29 (36,7%) 40 (50,6%) 10 (12,7%) 0,62 0,38
CONTROLES 38 (47,5%) 34 (42,5%) 8 (10,0%) 0,38 0,69 0,31
A1298C
Frequéncia
Frequéncia Genotipica n(%) P Alelica
AMOSTRA AA AC CC A Cc
CASOS 43 (54,4%) 36 (45,6%) 0 (0,0%) 0,77 0,23
CONTROLES 43 (53,8%) 33 (41,2%) 4 (5,0%) 0,93 0,74 0,26

Para os dois polimorfismos, a distribuigdo dos genétipos ndo diferiu da esperada,
tanto em casos quanto controles, encontrando-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.
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5. Discussao

O Metratexate ¢ uma das drgas mais usadas no tratamento de psoriase,
principalmente em casos moderados e severos. O MTX € um antagonista do folato, ¢ atua
sobre diversas vias metabdlicas, incluindo a da homocisteina (van Ende ef al, 2002), por
isso existem casos de exarcebagéo dos efeitos colaterias em pacientes portadores de enzimas
defeituosas do metabolismo do acido félico e da homoicsteina (Przekop et al., 2006).

Um estudo realizado na China com 39 pacientes com psoriase apresentou uma
diferenca significativa nas freqiiéncias de do genétipo 677TT do gene MTHFR em relagdo a
pessoas normais, podendo esse polimorfismo estar associado & predisposi¢éio a psoriase
(Baigiu et al., 2000).

Polimorfismos do gene MTHFR estéo associados a baixos niveis de folato e elevada
concentragdo de homocisteina no plasma.

Estudos in vitro tentando compreender os mecanismos de acgdo da hiper-
homocisteinemia em relagdo a doengas corondrias, reportam que altas concentragbes de
homocisteina podem afetar de diversas maneiras as células endoteliais, entre elas, danos nas
células, ativacdo de plaquetas, efeitos deletérios na expressdo de trombomodulina, ativagdo
de proteina C, atividade de Fator de Tecido e oxidabilidade aumentada de lipoproteinas de
baixa densidade. Além disso, homocisteina tem sido reportada por causar efeitos adversos
em células musculares lisas pela indugdo da expressdo do gene da ciclina A e transcrigdo
aumentada de quinase ciclina-dependente, uma proteina reguladora de mitose, e essas duas

~agbes poderiam levar a um aumento proliferativo de céluas musculares lisas. Ensaios de
expressdo génica foram realizados para avaliar mudangas de expressdo potencialmente
patogénicas a células endotelias expostas a altas concentra¢des de homocisteina. Algumas
das mudangas reportadas sdo (1) indugdo da proteina de estresse GRP78/BiP; (2) indugdo
dos fatores de elongamento EF-18, EF-la e EF-1B; (3) indugdo de vérios genes
mitocondriais (de Bree et al., 2002)

Este estudo investigou a possivel relagéio entre os polimorfismos C677T e A1298C
do gene MTHFR como fatores de predisposi¢do a psoriase. Ndo se encontraram diferencas
significativas entre pacientes com psoriase e pessoas normais para nenhum dos dois
polimorfismos. Para o polimorfismo C677T, a freqiiéncia encontrada do alelo T foi de 0,38
em casos e 0,31 em controles, demostrando que este alelo ndo tem grande variagdo entre os
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grupos. As fregiiencias genotipicas dos homozigotos TT foi de 10% nos casos ¢ 8% nos
controles, estando de acordo com os dados de Arruda ef al/, que apresentam meédia de 5-10%
de homozigotos TT na populagdo brasileira. Para o polimorfismo A1298C, a freqiiéncia do
alelo C foi de 023 em casos € 0,26 em controles, também ndo avendo diferengas
significativas entre os dois grupos. Apesar de ndo se ter observado casos com o gendtipo
CC, o teste do qui-quadrado demostrou que o grupgo se encontrava em equilibrio de Hardy-
Weinberg, sendo esse um caso normal em andlises de polimorfismos de baixa freqiiéncia na
populagfo, quando analisados um pequeno niimero amostral.

Este trabalho ndo apresentou nenhuma relagéo direta dos polimorfismo C677T e
A1298C com psoriase. Por ter um carater auto-imune, € provavel que os polimorfismos do
MTHFR néo possuam grande influéncia na patogénese da psoriase, contudo, uma vez que
outro estudo encontrou uma diferenga significante na freqiiéncia do gené6tipo 677TT, hiper-
homocisteinemia poderia ser um dos fatores de predisposi¢do ao fenétipo da psoriase, ja que
seus efeitos em células endoteliais condizem com caracteristicas da doenga, principalmente
no segundo pardmetro apresentado na introdugdo deste trabalho. Mas vale lembrar que
estudos in vitro normalmente utilizam valores maiores do que os apresentados in vivo, ndo
se podendo extrapolar os dados obtidos nos testes in vitro.

Outro ponto importante gerado por este trabalho é uma possivel diferenga na
resposta ao tratamento com metotrexate, que ¢ um antagonista de acido félico. Como foi
mencionado acima, alguns pacientes exibem sérios efeitos colaterais a este tratamento e
estes efeitos indesejaveis podem ser correlacionados em variantes do metabolismo do 4cido
folico. Neste momento estamos ampliando este estudo e separando os pacientes tratados
com metotrexate em dois grupos: com e sem efeito adverso ao tratamento e verificando seus

gendtipos no gene MTHFR.
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