UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

ESTUDO DOS POLIMORFISMOS DOS GENES DE ENZIMAS DE
METABOLIZACAO/DETOXIFICACAO NA SUSCEPTIBILIDADE AO
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Nadine Glesse

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pés-Graduagcdo em Genética e Biologia
Molecular da UFRGS como requisito parcial
para a obtencdo do grau de Mestre em
Genética e Biologia Molecular.

Orientacao: Prof. Dr. José Artur Bogo Chies

Porto Alegre
Julho de 2011



INSTITUICOES E FONTES FINANCIADORAS

Agéncias financiadoras:
* CNPq
* CAPES

* FAPERGS

Instituicdo de origem:
* Laboratorio de Imunogenética
Departamento de Genética

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Instituices colaboradoras:

* Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. José Artur Bogo Chies, o Zéca, pelo exemplo
de profissional, pela dedicacdo e paciéncia em todas as etapas do mestrado, por
ter confiado em mim e ter me oferecido a oportunidade de trabalhar com ele, junto
ao Laboratério de Imunogenética.

Ao PPGBM, especialmente ao EImo e a Ellen, pessoas admiraveis e
sensacionais, sempre prontos para ajudar, mesmo com muito trabalho.

Ao CNPq, pela bolsa, pelo suporte financeiro, que possibilitou a execucao
deste trabalho.

Ao Odirlei e ao pessoal da Reumatologia do HCPA, pelo empenho e
colaboragdo e, o mais importante, pelas amostras fornecidas. Sem eles, a
realizacdo deste trabalho ndo seria possivel.

Ao pessoal do Laboratério de Imunogenética, que me acompanha desde o
TCC, pelo auxilio, apoio e companheirismo em todos os momentos, seja dentro
do laboratério, ou fora dele. E um grupo que eu tenho orgulho de fazer parte!

A Profa. Dra. Katia Kvitko, pela colaboracdo e por tornar possivel o
desenvolvimento do trabalho.

A Paula, pelo grande auxilio nos PCRs, géis de poliacrilamida e
principalmente na estatistica (ela é fera), pela amizade, por me ajudar a resolver
varios problemas e por aguentar minhas reclamagdes e lamentagdes. Ela é uma
grande amiga e parceira!

A Gabi, que além de uma irma de coracdo ha muitos anos, foi minha
companheira de laboratério e quase faltam palavras para agradecer tudo o que
ela significa pra mim. Agradeco pela amizade, pela ajuda no lab, nos trabalhos e
seminarios, pelas palavras de conforto, mesmo quando eu quase a enlouguecia
pelo MSN, pelas conversas, por dividir angustias, medos e alegrias, tanto na vida
pessoal quanto profissional. Ela foi e € muito importante na minha vida!

Ao Bruno Paiva, que foi quem me recebeu no laboratério no ano de 2008,
durante o TCC, que me ensinou a fazer um PCR, a corar gel com nitrato de prata
e que, por muito tempo, me ajudou a solucionar davidas e problemas. Agradeco
pela amizade dentro e fora do lab, pelos abragos apertados e confortantes,

palavras carinhosas, pela parceria, pelos almocos e jantas gostosas que ele



preparou, por garantir a minha diversao durante todo esse tempo e, até mesmo,
por pegar no meu pé todos os dias. Eu o considero um amigo muito querido!

A Cintia, pela amizade, ajuda no lab e fora dele também, parceira de um
sushi, de festas e de uma boa conversa, por escutar minhas reclamagbes com a
maior paciéncia e dar dicas de como resolver tudo, por compartilhar dramas
comuns que sé a gente entende, mas também muitas alegrias!

Ao querido Mau, que em pouco tempo se tornou um grande amigo, o qual
eu admiro muito, ndo sé como pessoa, mas também por encontrar em qualquer
coisa um motivo para fazer pesquisa. Agradeco pelas conversas, por me
transmitir tranquilidade quando eu estava aflita, pela companhia para tomar um
café e comprar trufas da tia, pelas risadas na fila do RU, por compartilhar suas
trapalhadas em Porto Alegre, dramas e romances, por me ensinar a ver o lado
bom de tudo e por tornar meus dias de trabalho muito mais divertidos. Ele € Unico
e espero sempre poder ter este amigo do meu lado!

A Nayé, pela amizade, pelas longas conversas no T8, pela parceria pra
dividir um taxi até as festas, pela companhia nos almocos do RU, e por me
aguentar reclamando de contaminacées de PCR, sempre com um sorriso no
rosto. Adorei té-la como colega e amiga!

A Francis, a Pietra e ao Bruno pela companhia nas disciplinas, mas em
especial a Francis, por toda a ajuda no lab e por dividir momentos dificeis como a
preparacao do seminario de Principios de Biologia Molecular! Agradeco a ela por
garantir sempre boas risadas, ainda mais quando ela fica brava! Fran, quando eu
crescer, quero ser igual a vocé!

A Pri Vianna, pela ajuda com a citometria de fluxo, pela disposicdo em
ajudar sempre, mesmo super atarefada. Tenho uma grande admiracao por ela e,
com toda certeza, é um exemplo de profissional e pesquisadora!

Ao Tiago Dalberto, pelas conversas, pelo apoio, por sempre encontrar
motivos para comemorar e fazer uma festa, por me passar varios dos seus
conhecimentos e vivéncias de laboratério e também por chamar a atencgéo

quando era preciso.



Ao Pedro, que eu adoro, que nunca nega ajuda a quem precisa, atencioso,
querido, além de ter um grande conhecimento! Obrigada por tudo Pedro, até por
me incomodar pra passar e servir café pra ti!

A Bel e a Fé& Rabaioli, colegas que eu admiro muito, tanto pela
competéncia, quanto pelas pessoas que sao.

A Prizinha, ao Gui, a Fezis, a Pati, & Elvira e & Marcia, que passaram pelo
lab e que deixaram a maior saudade. Pessoas queridas e divertidas, com quem
eu tive 0 maior prazer de trabalhar e de quem sinto muita falta!

A Mila e & Ju, duas garotas para as quais eu “tiro o chapéu”. Elas sdo
pessoas que a gente quer ter sempre por perto, amigas, queridas, inteligentes e
muito competentes.

A Jacque, a nossa peruana, que nos presenteou com a sua chegada ao
grupo. Obrigada pela pessoa que és, pela simpatia, carisma, afeto e amizade!
Espero té-la sempre por perto.

Ao Tiago Veit, pela parceria em montar e ministrar o curso de Biologia
Molecular e pelas dicas de como solucionar contaminag¢des de PCR.

A Tati, que embora eu tenha passado pouco tempo com ela no lab,
agradeco pela ajuda com as aliquotas de DNA e pelas 6timas conversas.

A Camile, bastante timida e quieta, que fui conhecendo aos poucos e
descobri a excelente pessoa que ela é. Obrigada pela companhia no lab!

Ao pessoal da Bioinformatica, mas especialmente ao Gustavo, Dinler e
Mauricio, eles sao fera em tudo que fazem. Tenho a maior admiragcéo por eles e
agradeco principalmente ao Dinler por me ajudar a solucionar problemas no
Mendeley e por ter dado um show de explicacdo sobre seu trabalho quando fui
sua debatedora.

As minhas queridas amigas de Santa Cruz do Sul, Dany, R6 e Nessa, que
mesmo distantes, estiveram e estdo sempre presentes, dentro do meu coracao!
Obrigada pela amizade, pelas tardes de chimas, pelo carinho, apoio em tudo,
paciéncia e por compreender a minha auséncia. Elas sao essenciais na minha

vida e muito do que sou hoje devo a elas!



Ao meu namorado, Augusto, pela forga, carinho, dedicacédo, paciéncia
quando estive ausente e por me apoiar durante todo o mestrado. Ele fez a minha
jornada até aqui muito mais feliz!

A Ju Piva, que se tornou uma grande amiga e quem me ensinou muitas
coisas. Obrigada pela amizade, pela forgca, pelas conversas, risadas e almocos
divertidos. Obrigada por me lembrar, diversas vezes, que no fim da tudo certo!

Ao Ismael e a Paulinha, pelas boas risadas, pelas jantas e pela amizade!
Sao duas pessoas incriveis!

A amiga e chara Nadine Lino, que mesmo longe, sempre me incentivou a
nao desistir e seguir em frente. Obrigada pela sua amizade!

Aqueles que eu mais amo e mais fazem falta no meu dia-a-dia, os meus
pais, meu irmao Gustavo, e em especial a minha irma Carol, minha companheira
de apto em Porto, que acompanhou de perto todo o caminho até aqui, que nao se
importou em ver a casa baguncada e suja durante os dias que escrevia a
dissertacdo e preparava seminarios, enlouquecida. Agradeco pela forca, pela
companhia entre uma viagem e outra, pela parceira de festas e pelas conversas!
Ela é fundamental na minha vida e faz a maior falta nos dias em que esta
ausente. Minha familia é o meu maior tesouro e dedico cada pedacinho deste
trabalho e empenho a eles!

A toda a familia, meus tios, tias, primos e primas, especialmente a minha
madrinha Vera, que foi muito importante pra mim, principalmente no final do
mestrado e que sempre me incentivou a continuar e seguir em frente. Obrigada
pelas palavras confortantes, pelo carinho e apoio, foram essenciais para que eu
chegasse até aqui.

A todas essas pessoas, que de alguma forma me ajudaram, me
incentivaram, vibraram com cada conquista e que fizeram tudo isso valer a pena,
MUITO OBRIGADA! Nada disso seria possivel sem a ajuda de vocés e, por isso,

este trabalho € um pouquinho de cada um!



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt 9
RESUNMO ...ttt ettt e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e nnnnseneeeaaeeas 12
AB ST R A CT ..ttt e e e e e e e e e — e e e e e e e e e e a——arraaaaaeaaaann 14
1. INTRODUGAO ...ttt en et en et n s enenan e 16
1.1 Ldpus Eritematoso SIStEMICO.....cuuiiiiiiiiiiieiiiee e 16
1.2 Manifestagies dO LES ... e 16
LIRC I = o] To =T 4 a1To] (o | = Hu TP 19
LIP3 = (o] (oo = NPT P PP 23
1.4.1 Sistema IMUNOIOQICO.....cceii i 23
1.4.2 Fatores Ambientais € OCupacionais ..........cccuueeeeeiieeiieiiiiiiiieeee e 25
1.4.3 Hormonios e Fatores Reprodutivos ..........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 28
1.4.4 BasSeS GENEALICAS.....ccoeeieiieeieiecece e 31

1.5 Genes de Enzimas de Metabolizagdo/Detoxificagao ........ceeevvveiiuvrieiennnennn. 36
1.5.1 Genes de Fase I: a Superfamilia do Citocromo P450.............cccceunnn... 37
1.5.2 Genes de Fase IlI: a Familia Glutationa S-transferase...........cccccceee. 42
1.5.3 Genes de Enzimas de Metabolizagdo/Detoxificagdo e LES ................. 47

2. OBUETIVOS ...ttt e e 52
P2 IO o)=Y (Yo T C = - | RSP 52
2.2 Objetivos ESPECIfiCOS ... 52
3. ARTIGO CIENTIFICO .uvuerereeceeeeeeeneeseeseeseesees oo 53
AB ST RACT <. et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e reeaaaeean 54
INTRODUGTION. ..ottt e e e nne e s 55
MATERIALS AND METHODS ... 59
Study POPUIALIONS ... 59
SaAMPIE COIECHION ... 60
CYP1AT and CYP2ET GENOYPING ..vvereeeeeeiieiiiiiiiiee e e e e e eeeeeee e e 60
GSTM1, GSTT1 and GSTP1 GeNOtYPING .eeeeeieeiiiiiieieeee e e e eesiiteeee e e 61
Statistical ANAIYSIS ......eeeiiiiiii i 61
RESUL TS ettt e ettt e e e et e e e e e nn e e e e e e nneeeaeeennneeens 63
DISCUSSION. ...t e e et e e e e e e e e e nee e e e e e nneeeens 66
REFERENGES ... ..ttt e e e e e e e e e e 73



TABLES

............................................................................................................ 81
4. DISCUSSAO DA DISSERTACAO. ... 85
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 92
B. ANEXOS ...ttt et ee et ee et ettt 114
ANEXO T <o en e, 114
ANEXO 2 ...ttt 116



LISTA DE ABREVIATURAS

ACR — Colégio Americano de Reumatologia

AlJ — Artrite Idiopatica Juvenil

ANA — Anticorpo Antinuclear

Anti-La/SSB — Anticorpo contra a ribonucleoproteina La (SSB) associada ao RNA
Anti-RNP — Anticorpo contra ribonucleoproteina

Anti-Ro/SSA — Anticorpo contra o antigeno Ro (proteina pequena ligada ao RNA)
Anti-Scl 70 — Anticorpo anti-DNA topoisomerase |

Anti-Sm (Smith) — Anticorpo contra uma proteina nuclear acida

ATG5 — Proteina de Autofagia 5

BANK1 — Proteina de Ancoragem de Célula B com Repeticdes de Anquirina
BCR — Receptor de Célula B

BLK — Tirosina-quinase de Linfécitos B

bp — Pares de bases

CR3 — Receptor do Complemento do tipo 3

CTX — Ciclofosfamida

CYP — Citocromo P450

DHEA — Dehidroepiandrosterona

DNA — Acido Desoxirribonucléico

EBV — Virus Epstein-Barr

ECLAM — Consenso Europeu sobre avaliacao de atividade do Lupus

Fc — Fracao Constante (cristalizavel)

FCGR2A — Receptor 2A de baixa afinidade para a regiao Fc da Imunoglobulina G
GST — Glutationa S-Transferase

GWAS - Estudos de Associacao do Genoma

HLA — Antigeno Leucocitario Humano

HPA — Hidrocarboneto Policiclico Aroméatico

IFN — Interferon

Ig — Imunoglobulina

IL — Interleucina

IRAK1 — Quinase 1 Associada ao Receptor de Interleucina 1

IRF5/7 — Fator Regulatério 5/7 do Interferon



ITGAM — Integrina Alfa M
JNK — Quinase c-Jun N-terminal
KIR — Receptor tipo imunoglobulina de Célula Natural Killer (NK)

KIR2DS2 — Receptor de Célula NK com dois dominios de imunoglobulina e cauda

citoplasmatica curta, 2

KIR2DS5 — Receptor de Célula NK com dois dominios de imunoglobulina e cauda

citoplasmatica curta, 5

KIR3DS1 — Receptor de Célula NK com trés dominios de imunoglobulina e cauda

citoplasmatica curta, 1

LDL — Lipoproteina de Baixa Densidade

MBL — Proteina de Ligacao a Manose

MECP2 — Proteina 2 de Ligacado ao Metil CpG

MHC — Complexo Principal de Histocompatibilidade

OR — Raz&o de chances

PCR — Reacao em Cadeia da Polimerase

PTPN22 — Proteina Tirosina Fosfatase Nao Receptora tipo 22
RFLP — Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de Restricdo
RNAm — Acido Ribonucléico mensageiro

ROS — Espécie Reativa de Oxigénio

SC - Sistema Complemento

SLAM — Medida da Atividade do Lupus Sistémico

SLC11A1 — Proteina Carreadora de Solutos da familia 11, membro 1
SLE/LES — Lupus Eritematoso Sistémico

SLEDAI — indice de Atividade do Lupus Eritematoso Sistémico
SLICC — Avaliagdo do indice de Dano no Lupus Eritematoso Sistémico
SNP — Polimorfismo de um unico nucleotideo

STAT4 — Transdutor de Sinal e Ativador de Transcri¢ao 4
TCR — Receptor de Célula T

TLR — Receptor Toll-like

TNF — Fator de Necrose Tumoral

TREX1 — Exonuclease de Reparo 3™- 5" 1

UBE2L3 — Enzima Conjugadora de Ubiquitina E2 L3

10



UDP — Uridina 5'-difosfato
UTR — Regido nao-traduzida

VDRL - Teste Laboratorial de Pesquisa de Doenca Venérea

11



RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca inflamatéria crbnica
autoimune que apresenta uma ampla variedade de manifestagbes clinicas e
anormalidades imunoldgicas, afetando principalmente mulheres. E caracterizado
pela perturbacdo da homeostase imunolégica, que envolve a indugcao e producao
de autoanticorpos, bem como pela formacao e deposicao de complexos imunes,
que conduzem a uma intensa resposta inflamatéria e dano tecidual. Ha evidéncias
de que fatores imunolégicos, ambientais, hormonais e genéticos estdo implicados
na patogénese da doenca. Genes e proteinas envolvidas na
metabolizacao/detoxificacdo de xenobibticos sdo frequentemente utilizados como
marcadores de susceptibilidade para o desenvolvimento de doencas, cuja
etiologia esta relacionada a exposicao a fatores de risco ambientais. Enzimas do
Citocromo P450 (CYP) séo as principais responsaveis pela fase | de
detoxificagdo, na qual ativam o xenobibético, tornando-o mais eletrofilico e, desta
forma, mais reativo. As Glutationa S-transferases (GST) sao enzimas
detoxificantes de fase Il e normalmente conjugam a glutationa reduzida com uma
variedade de compostos eletrofilicos, como espécies reativas de oxigénio,
facilitando a excrecédo de produtos toxicos. Polimorfismos nos genes CYP e GST
sao capazes de alterar a expressao e a atividade catalitica das enzimas, sendo
responsaveis por diferencas interindividuais quanto a capacidade de
biotransformacdo de xenobibticos. O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a
influéncia de trés polimorfismos GST (GSTM1 nulo, GSTT1 nulo, e GSTP1*Val) e
dois polimorfismos CYP (CYP1A1*2C e CYP2E1*5B) na predisposi¢cdo ao LES
em uma amostra de 370 pacientes com LES e 329 doadores de sangue
saudaveis provenientes da regiao sul do Brasil. Os polimorfismos CYP foram
genotipados por PCR-RFLP, enquanto que os polimorfismos GST foram
genotipados por PCR multiplex (GSTM1 nulo, GSTT1 nulo) e PCR-RFLP para
GSTP1. As frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas entre pacientes
e controles usando o teste de Qui-Quadrado ou o teste Exato de Fisher. As
analises foram realizadas subdividindo os individuos de acordo com sua origem
étnica. Entre os individuos Euro-descendentes, observou-se uma menor

frequéncia de genoétipos heterozigotos GSTP1*Val em pacientes com LES em
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comparacao aos controles (p=0,0047; OR 0,63 Cl 95% 0,43 — 0,93 em relagéo a
GSTP1*lle/lle e OR 0,49 CI 95% 0,26 — 0,92 em relagdo a GSTP1*Val/Val). No
grupo Afro-descendente, houve tendéncia a uma maior freqiéncia do alelo
GSTP1*Val em pacientes quando comparados aos controles (p=0,061). O alelo
CYP2E17"5B foi significativamente mais freqlente nos pacientes do que em
controles (p=0,038; OR 2,69 Cl 95% 1,00 — 8,42). Nao foi observada qualquer
implicagéo clinica dos polimorfismos CYP e GST nos pacientes com LES. Nossos
dados sugerem um papel protetor do genétipo heterozigoto GSTP1*105lle/Val em
Euro-descendentes e uma possivel influéncia do alelo CYP2E1*5B na
susceptibilidade ao LES entre Afro-descendentes.

Palavras-chave: Glutationa S-transferase, Citocromo P450, polimorfismo, Lupus
Eritematoso Sistémico, etnia.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune chronic inflammatory
disease that presents a variety of clinical manifestations and immunological
abnormalities, particularly affecting women. It is characterized by disruption of
immunologic homeostasis, which results in the induction and production of
autoantibodies, as well as the formation and deposition of immune complexes,
leading to an intense inflammatory response and tissue damage. There is
evidence that immunological, environmental, hormonal and genetic factors are
involved in the pathogenesis of the disease. Genes and proteins involved in
metabolism/detoxification of xenobiotics are often used as markers of susceptibility
to the development of diseases whose etiology is related to exposure to
environmental risk factors. Cytochrome P450 (CYP) enzymes are primarily
responsible for phase | detoxification, in which activate the xenobiotic, making it
more electrophilic and thus more reactive. The Glutathione S-transferases (GST)
are phase Il detoxifying enzymes and usually conjugate reduced glutathione with a
variety of electrophilic compounds, such as reactive oxygen species, facilitating
the excretion of toxic products. Polymorphisms in the CYP and GST genes can
alter the expression and catalytic activity of enzymes, being responsible for
interindividual differences regarding the capacity of xenobiotics biotransformation.
The aim of our study was to evaluate the influence of three GST polymorphisms
(GSTM1 null, GSTT1 null and GSTP1*Val) and two CYP polymorphisms
(CYP1A1*2C and CYP2E1*5B) in SLE predisposition in a sample of 370 SLE
patients and 329 healthy blood donors, both from southern Brazil. The CYP
polymorphisms were genotyped by PCR-RFLP, while the GST polymorphisms
were genotyped by multiplex PCR and PCR-RFLP for GSTP1. Allelic and
genotypic frequencies were compared between patients and controls using the
Chi-square test or Fisher’s exact test. Analyses were performed subdividing the
individuals according to their ethnic origin. Among European-derived individuals, it
was observed a lower frequency of GSTP1*Val heterozygous genotypes in SLE
patients compared to controls (p = 0.0047; OR 0.63 Cl 95% 0.43 - 0.93 in relation
to GSTP1*lle/lle) and (OR 0.49 95% CI 0.26 - 0.92 in relation to GSTP1*Val/Val).
In African-derived group, there was a trend to a higher frequency of GSTP1*Val
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allele in patients when compared to controls (p=0.061). The CYP2E1*5B allele
was significantly more frequent in patients than controls (p=0.038, OR 2.69 95%
Cl 1.00 - 8.42). We did not observe any clinical implication of the CYP and GST
polymorphisms in patients with SLE. Our data suggest a protective role of the
GSTP17*105lle/Val heterozygous genotype in European-derived and a possible
influence of the CYP2E17*5B allele in SLE susceptibility among African-derived.

Keywords: Glutathione S-transferase, Cytochrome P450, polymorphism, Systemic
Lupus Erythematosus, ethnicity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lupus Eritematoso Sistémico

O termo lupus é derivado da palavra latina que significa lobo e tem sido
usado desde a época medieval para descrever uma ulceragao eritematosa da
face (Hay, 1995). O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca
inflamatéria crénica autoimune que envolve multiplos érgaos e sistemas. O LES é
caracterizado por uma perturbacdo da homeostase imunolégica, que envolve a
inducdo e producdo de autoanticorpos nao 6rgao-especificos, incluindo anti-
antigenos nucleares (ANA), anti-DNA dupla fita e antifosfolipidios, bem como pela
formagdo e deposicdo de complexos imunes, que conduzem a uma intensa
resposta inflamatéria e dano tecidual (Achour et al., 2010; Cooper et al., 1998;
Jonsen et al., 2007; Monticielo et al., 2008).

A natureza sistémica da doencga foi reconhecida pela primeira vez por
Kaposi e Hebra (1875), que descreveram lupus eritematoso discéide
concomitante com sintomas como febre, perda de peso, anemia, nodulos
subcutaneos, artrite e adenite de glandulas linfaticas e salivares. Eles notaram o
potencial para um desfecho fatal, freqientemente precedido do envolvimento de
grandes 6rgaos com pleuropneumonia, uremia e coma (Hay, 1995).

A doenca é dificil de ser diagnosticada; pacientes levam em média quatro
anos consultando cerca de trés médicos para ter o diagnéstico correto. Parte do
problema reside nas manifestacées clinicas do LES que apresentam amplo
espectro de variabilidade entre os pacientes e no fato de sinais e sintomas
evoluirem ao longo do tempo. Além disso, freglientemente os médicos nao
consideram lupus no diagndéstico diferencial (Manzi, 2009).

1.2 Manifestacoes do LES

As caracteristicas clinicas do LES sao variadas e a evolugdo costuma ser
cronica, com periodos de exacerbacao e remissdo. A doenca pode cursar com
artrite, nefrite, vasculite, miosite, quadros neuropsiquiatricos, hiperatividade
reticulo-endotelial e pneumonite, entre outros. Diante disso, convencionou-se
realizar seu diagnéstico através da associacdo de achados clinicos e
laboratoriais, conforme os critérios de classificagdo propostos pelo American

16



College of Rheumatology (ACR) em 1982, revisados em 1997 (Edworthy et al.,
1988; Hochberg, 1997; Tan et al., 1982). Os critérios de diagndstico encontram-se
detalhados no Anexo 1 e o protocolo de avaliagcdo clinica e laboratorial do
ambulatério de lupus eritematoso sistémico do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre no Anexo 2.

A classificagdo diagnéstica do LES é realizada quando quatro ou mais dos
onze critérios estiverem presentes, simultdnea ou periodicamente, durante
qualquer intervalo de observacao (Lanna et al., 2008). Embora raro, também é
possivel haver pacientes com LES que ndo exibem quatro dos critérios de
classificacao, principalmente quando apresentam anticorpo especifico da doenca,
como anti-DNA nativo ou anti-Sm, e apenas uma das manifestagdes clinicas
descritas nos anexos anteriores (Borba et al., 2008)

Os critérios do ACR para classificacdo do LES buscam auxiliar os médicos
nos cuidados primarios e no estabelecimento de um diagnéstico mais confiavel.
Entretanto, especialmente levando-se em conta o fato da determinagdo da
presenca ou relevancia de um critério exigir freqientemente interpretagao, estes
critérios sdo inevitavelmente controversos (Manzi, 2001).

Algumas das principais manifestagbes do LES incluem envolvimento de
pele e mucosas (52%), febre e mal-estar (48%) e artrites e artralgias (44%) (Boey,
1998). Além do tipico rash (eritema) em forma de borboleta, uma ampla variedade
de manifestagbes cutdneas € possivel. Uma caracteristica comum de
apresentacao do LES é a fotossensibilidade, muito comumente aparecendo em
areas de exposicao solar, como testa, bochecha, pescoco, bracos e maos.
LesbGes discéides, cicatrizes cutaneas, urticaria e bolhas sdo vistas em
praticamente todos os pacientes. Ulceras orais, geralmente no palato mole ou
duro, sdo comuns e normalmente indolores. A alopécia no LES pode ter varias
formas, algumas vezes junto com erupg¢des cutaneas discéides, mas mais
freqlentemente aparecendo como uma perda difusa de cabelos, que é revertida
apods o surto agudo. Efeitos nas articulacbes sao vistos em mais de 95% dos
pacientes. Pericardite e pleurite sdo tipicas manifestacbes cardiacas e
pulmonares, podendo haver acumulo de fluido e dor. As desordens hematoldgicas

17



mais comuns associadas ao LES incluem anemia, leucopenia, linfopenia e
trombocitopenia (Manzi, 2001).

Alguns dos sintomas mais comuns do LES nao sao especificos da doenca.
Sintomas como fadiga, mal-estar, febre na auséncia de infeccao e perda de peso
sdo comuns em diversas condicoes patolégicas crbnicas. Sintomas e sinais
orgao-especificos também sao freqientemente similares aqueles de outras
doencas. O envolvimento renal € comum e responsavel por grande morbidade e
mortalidade associadas a doenca (Manzi, 2001). A maioria dos estudos realizados
em paises em desenvolvimento relatou que o acometimento renal ocorre em pelo
menos um ter¢co dos pacientes (Tikly & Navarra, 2008). Efeitos neuroldgicos
podem resultar da hipercoagulacdo ou, menos freqlentemente, de vasculite
(Manzi, 2001). A pneumonia também causa morbidade e mortalidade no LES,
representando a doenca pulmonar mais comum nesta populacdo. A taxa de
infeccdes no LES parece exceder a de outras doencas autoimunes e estados
imunocomprometidos e, dada a importancia clinica da infeccdo no LES,
investigacoes avaliaram fatores clinicos e demograficos de risco para infecgdes,
incluindo idade, etnia, nivel de escolaridade, plano de saude, severidade do LES
ou duracao, presenca de leucopenia e uso de terapias imunossupressoras (Kinder
et al., 2007). Eventos cardiovasculares tém emergido como a maior causa de
morbidade e mortalidade nestes pacientes (Bruce et al., 2003; Cervera et al.,
2003; Thorburn & Ward, 2003). Além disso, uma elevada prevaléncia de outras
doencas autoimunes pode ser observada entre pacientes com LES [revisado em
(Monticielo et al., 2008)].

O LES tende a ser mais grave em homens do que em mulheres, e com um
pior prognéstico também. Homens apresentam mais manifestagbes cutaneas,
serosite, doenca renal, convulsdes e neuropatia periférica em relacdo as
mulheres. Portanto, é fundamental considerar a natureza mais severa da doenca
em homens no diagnéstico e no acompanhamento destes pacientes (Yacoub
Wasef, 2004).

A morte nos pacientes pode ser devido a atividade do LES (quando sao

envolvidos érgaos ou sistemas vitais), complicagdes decorrentes do tratamento
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(especialmente infecgcdes) ou a sequelas de longo prazo (como doengas
cardiovasculares) (Bernatsky et al., 2006).

1.3 Epidemiologia

A verdadeira incidéncia do LES é dificil de ser estimada devido a
complexidade do diagnéstico (Manzi, 2001). Embora seja uma doenca de
ocorréncia mundial, € mais comumente encontrada em alguns paises e, dentro de
um pais, certos grupos étnicos parecem ser mais susceptiveis a desenvolver esta
condicdo do que outros (Lau et al, 2006). Além disso, muitos dos estudos
existentes foram baseados em populagdes de tamanho reduzido e os casos foram
identificados na auséncia de critérios de diagnéstico padronizados. Alguns dos
mais recentes estudos, por exemplo, sdo baseados em autorrelatos ou em
bancos de dados do sistema de saude (Borchers et al., 2010).

A incidéncia de LES pode variar num intervalo de 1 a 10 por 100.000
pessoas por ano (Pons-Estel et al., 2010). Ja a taxa de prevaléncia do LES varia
de 17 a 48 por 100.000 pessoas na populacao mundial (Tebbe & Orfanos, 1997).
A prevaléncia € maior nas populacées americanas afro-descendentes, afro-
caribenhas, nativas norte-americanas, indianas, polinésias e chinesas quando
comparada a da populacdo de ascendéncia européia. Entretanto, a alta
ocorréncia de LES em determinados grupos, como africanos ocidentais quando
comparados com europeus, ndo parece ser esclarecida pelas diferencas nas
freqiéncias dos alelos em alguns Jloci onde associacbes com o LES foram
encontradas, tais como aqueles na regiao HLA (Molokhia & McKeigue, 2006).

Nos ultimos 50-60 anos houve um aumento de mais de dez vezes na
incidéncia anual de LES nos paises ocidentais industrializados. Este fato é
possivelmente relacionado a exposicao a fatores ambientais, e também devido ao
aumento da deteccao do LES (Tikly & Navarra, 2008).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia e incidéncia do LES sao maiores entre
negros do que entre brancos, com um risco relativo em torno de 3,0 (Cooper et
al., 1998). Ainda nos Estados Unidos, estudos apontam que mulheres afro-
americanas apresentam maior prevaléncia de LES quando comparadas a
mulheres de outras origens étnicas (Hochberg, 1990; McCarty et al., 1995). Em
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um estudo epidemioldgico recente, considerando apenas 0s paises europeus,
Espanha, Suécia e Islandia foram os que tiveram maior prevaléncia de LES
(Danchenko et al., 2006).

O LES ¢é mais comum entre mulheres, numa propor¢cdo de
aproximadamente 9:1, principalmente comparando-se individuos em idade
reprodutiva. Esse fato € atribuido a fatores hormonais e principalmente a efeitos
do hormdnio estrogénio (Cooper et al.,, 1998; Lahita, 1999; Yacoub Wasef, 2004).
Os primeiros sintomas comecam a surgir principalmente na idade reprodutiva,
geralmente entre a 22 e 42 décadas de vida, tendo o seu pico de incidéncia entre
35 e 39 anos (Vilar & Sato, 2002). Embora incomum, o inicio da doenca também
pode ocorrer numa idade acima dos 65 anos. Conforme relatada em um recente
estudo retrospectivo realizado na Tunisia, a frequéncia de casos de LES em
idosos foi de 5,3%, com uma média de idade de 70 anos. Idosos com LES exibem
manifestagdes clinicas e laboratoriais distintas da forma classica e, por esse
motivo, deve ser dada maior atencao a este subgrupo para evitar diagnésticos
incorretos (Achour et al., 2010).

Um estudo brasileiro revelou uma incidéncia de LES em torno de 8,7 casos
por 100.000 pessoas por ano, sendo que para mulheres a incidéncia era de 14
casos para cada 100.000 pessoas por ano e para homens 2,2 casos para cada
100.000 por ano. A média de idade de novos casos de LES encontrada neste
estudo foi de 31,8 anos. A média para mulheres foi de 31,4 anos e, para homens,
de 35 anos (Vilar & Sato, 2002).

Dados recentes apontam taxas de prevaléncia (por 100.000) de 19,3 em
sauditas (Al-Arfaj et al., 2002), 60 em chineses de Hong Kong (Mok & Lau, 2003)
e 159 em porto-riguenhos (Molina et al., 2007). Em Birmingham, Inglaterra, um
estudo encontrou prevaléncia de 27,7 por 100.000 na populacdo geral e
aproximadamente nove vezes maior (206/100.000) em mulheres afro-caribenhas
(Johnson et al., 1995).

Em 2001, um estudo investigou a prevaléncia de LES no oeste da Africa,
onde foi relatada ser muito baixa (Bae et al,, 1998). Para testar esta hipotese,
comparou-se a prevaléncia da doenca entre migrantes recentes do oeste da

Africa para o Reino Unido com a prevaléncia em pessoas do oeste da Africa
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descendentes do Caribe. Foi avaliada a prevaléncia de LES (por 100.000) em
mulheres em uma area do Sul de Londres, e a estimativa foi de 177 em afro-
caribenhos, 110 em africanos ocidentais e 35 em europeus. Desta forma, a alta
prevaléncia de LES em migrantes do oeste da Africa, embora nao tdo alta quanto
a da populacdo de origem afro-caribenha, sugere que a doencga nao é rara no
oeste da Africa, podendo existir uma maior susceptibilidade genética para a
ocorréncia de LES em pessoas descendentes dessa regidao quando comparadas
a outros grupos (Molokhia et al., 2001).

As taxas de incidéncia e prevaléncia de LES na infancia sao
consideravelmente menores do que as taxas em adultos. A taxa anual de
incidéncia de LES em criangas (<16 anos) foi menor do que 1/100.000 pessoas
em estudos realizados na Europa e na América do Norte [revisado em (Huemer et
al., 2001)]. Em Taiwan, a prevaléncia de LES na infancia foi estimada em
6,3/100.000 pessoas (Huang et al., 2004).

O LES foi descrito, na primeira metade do século 20, como “de modo geral,
uma doencga progressiva que se encerra fatalmente”, com um tempo habitual de
aparecimento até a morte variando de 3 meses a 1 ano (Borchers et al., 2004).
Em 1950, apenas 50% dos pacientes com lUpus sobreviviam 5 anos apdés o
diagnéstico; agora, gracas ao melhor tratamento e diagnéstico precoce, 80% a
90% sobrevivem pelo menos 10 anos (Manzi, 2009).

Ha diferencgas regionais nas formas e causas de morte no LES. Nos paises
industrializados, a morte ocorre, de certa forma, em funcdo da duracdo da
doenca. A mortalidade precoce, definida como uma morte ocorrendo dentro de 5
anos a partir do inicio da doenca, esta relacionada principalmente a atividade da
doenca ou a infeccoes. A mortalidade tardia, ocorrendo apés 5 anos do inicio da
doenca, é frequentemente devida a doencas malignas ou cardiovasculares
(Wadee et al., 2007).

Um estudo brasileiro que avaliou a mortalidade devido ao LES em Sao
Paulo de 1985 a 2004 concluiu que os pacientes morrem com idades mais jovens
do que aqueles que vivem em paises desenvolvidos. Além disso, o0s
pesquisadores apontam que ndao houve uma reducdo na taxa de mortalidade nos

ultimos 20 anos neste estado, o que poderia ser explicado principalmente por
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fatores socio-econémicos, tais como dificuldade para conseguir tratamento
médico adequado (Souza et al., 2010).

Um estudo publicado em 2006 mostrou que a taxa de mortalidade global do
LES aumentou de 1979 a 1998 (p<0,001), sendo este aumento proporcionalmente
maior entre afro-americanos, que tém um risco de mortalidade 2 a 3 vezes maior
do que euro-descendentes. Fatores bioldgicos que modificam o risco de
indicidéncia ou morte por LES, como a etnicidade, em oposicao aos fatores sécio-
econdmicos e de acesso a cuidados de saude, podem ser responsaveis por esse
fendmeno (Krishnan & Hubert, 2006).

Diferengas étnicas nas caracteristicas clinicas do LES também tém sido
notadas. A doenca € geralmente menos severa em pacientes de ancestralidade
européia do que em africanos, asiaticos, hispanicos, mesticos e varias
populacdes indigenas (Borchers et al., 2010). O LES se desenvolve em uma
idade mais precoce em afro-descendentes, com uma diferenga média de idade de
inicio de 5-10 anos. Comparados a pacientes euro-descendentes, afro-
descendentes exibem uma maior prevaléncia de nefrite ou insuficiéncia renal.
Estudos recentes encontraram que diferengcas nas taxas de mortalidade em
diferentes grupos étnicos podem ser explicadas pela prevaléncia de condi¢coes de
comorbidade, como hipertensdo ou pelo status socioecondmico, que podem
afetar o acesso a cuidados de saude ou a aderéncia a medicamentos (Cooper et
al., 1998).

Além disso, independente de idade e sexo, hispanicos, afro-americanos e
asidticos tendem a apresentar mais manifestacées hematoldgicas, serosas,
neurolégicas e renais do que individuos de outras etnias. As diferencas
observadas entre grupos étnicos no inicio do curso da doenga provavelmente
refletem o componente genético da etnia, embora as diferengcas observadas mais
tarde podem indicar o componente nao-genético, como status so6cio-econémico e
acesso a cuidados médicos (Pons-Estel et al., 2010).

Variagdes semelhantes também sdo obervadas quanto a atividade da
doenca e acumulo de dano nos 6rgaos. A comparacao da atividade do LES entre
diferentes grupos étnicos foi facilitada ao longo do tempo pelo desenvolvimento

de ferramentas padronizadas e validadas para avaliar a atividade da doenca, tais
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como o SLE Disease Activity Index (SLEDAI), o European Consensus Lupus
Activity Measure (ECLAM) e o Systemic Lupus Activity Measure (SLAM). Para
avaliar o indice de dano é utilizado no mundo todo o Systemic Lupus International
Collaboration clinics/ American College of Rheumatoloy Damage Index -
(SLICC/ACR). Este ultimo avalia danos irreversiveis em 12 6rgdos ou sistemas,
relacionados a atividade da doenca ou ao seu tratamento (Borchers et al., 2010).

1.4 Etiologia

A etiologia do LES permanece ainda desconhecida, porém h& evidéncias
de que fatores imunoldgicos, ambientais, hormonais e genéticos possam estar
implicados na patogénese da doenca (Achour et al., 2010; Borchers et al., 2010;
Crispin et al., 2010). O LES pode assim ser visto como um processo multi-
determinante envolvendo um ou mais estimulos ambientais, que agem sobre
individuos com susceptibilidade genética provavelmente em conjunto a alguns

fatores de risco (Cooper et al., 1998).

1.4.1 Sistema Imunolégico

O sistema imune esta intimamente envolvido na patofisiologia do LES. O
Sistema Complemento (SC) envolve tanto o sistema imune inato quanto
adaptativo e tem um papel importante na patogénese do LES (Truedsson et al.,
2007). O SC é composto por mais de 20 diferentes proteinas e tem papel central
na resposta inflamatéria, sendo importante para a destruicdo de microorganismos
através da opsonizagdo, ativacdo leucocitaria e lise de células-alvo.
Particularmente interessante no contexto do LES é o fato do SC ser responsavel
pela remocado de complexos imunes, € sua ativagdo ser muito importante nos
mecanismos de lesdes teciduais e disfungbes organicas.

O SC pode ser ativado por trés diferentes vias: a via classica, a via
alternativa e a via da lectina. A via classica é ativada por complexos imunes,
envolvendo os componentes C1, C2 e C4. Ela é iniciada por IgM e IgG, ligadas a
antigenos que acionam a ativacao de pré-enzimas, conduzindo a clivagem de C2
e C4 e, eventualmente, a clivagem de C3. A via alternativa depende da deposicéao

de C3b na superficie de microorganismos, dos fatores B e D e da properdina (P)
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para ativacao do complemento. A via da lectina é ativada pela ligacao da MBL a
acucares (residuos de manose) presentes na superficie de certas bactérias. Essa
via tem similaridades com a via classica e também pode ser ativada por proteinas
chamadas de ficolinas, que igualmente se ligam a acucares. Ha muitas
deficiéncias associadas com essas vias, que podem desencadear desordens
auto-imunes e susceptibilidade a infec¢cdes (Dommett et al., 2006; Monticielo et
al., 2008; Zimmermann-Nielsen et al., 2005).

VIADA
LECTINA

MEL-MASP-2 Ficolina-MASP

o VIA
.'_ ALTERNATIVA
|

Figura 1: Ativacao do complemento [modificado de (Dommett et al., 2006)].

Nos ultimos anos, tornou-se cada vez mais claro que o SC também
desempenha um importante papel na homeostase imunolégica. Desse modo,
deficiéncias genéticas do complemento ndao estdo apenas associadas com
doencgas infecciosas, mas também com doengas auto-imunes e inflamatdrias
(Roos et al., 2007). Deficiéncias de componentes da via classica do complemento
(C1g, C1r, C1s, C4 e C2) predispoem ao desenvolvimento de doencgas auto-
imunes como o LES (Truedsson et al., 2007). Em contrapartida, deficiéncias de
componentes da via alternativa (principalmente C3) estdo associadas a infeccoes
recorrentes por bactérias encapsuladas, especialmente Haemophilus influenzae,

Streptococcus pneumoniae e Neisseria meningitidis. Alguns pacientes
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desenvolvem eritemas transitérios em associacdo com infec¢des piogénicas
(Botto & Walport, 1993).

Assim, acredita-se que deficiéncias do complemento podem predispor ao
LES devido a alteracbes nos mecanismos de remocao das células apoptoéticas,
induzindo, dessa forma, defeitos na tolerancia imunol6gica e auto-imunizacao
(Garred et al., 2001).

E possivel que a imunidade deficiente nos pacientes com LES conduza a
um desequilibrio da autotolerancia. Varias alteragdes ja foram descritas no
sistema imunolégico de pacientes com LES: a) freqUéncia reduzida de células T
citotéxicas e T supressoras, e geracao prejudicada de células T policlonais com
atividade citolitica; b) defeitos na tolerancia de células B, sinalizagdo anormal de
receptores de células B e hiperatividade global de células B com elevada
producdo de gamaglobulina policlonal; ¢) anormalidade da sinalizacao antigeno-
receptor manifestada pelo aumento da resposta de calcio e hiperfosforilacdo de
varios substratos de proteinas citosélicas, e baixa atividade do fator nuclear kapa
beta; d) elevacao dos niveis circulatorios de interferon alfa e gama, interleucinas
1-beta, 6, 4, 8 e 10, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e quimioatracao de
citocinas; e) defeitos na fagocitose com aumentos dos niveis de circulagdo de
células apoptoéticas; e f) receptores toll-like (TLR) 7 e 9 anormais, sinalizando um
aumento da expressao de TLR-9 nas células B do sangue periférico e células
plasmaticas (Monticielo et al., 2008; Pugh-Bernard & Cambier, 2006; Tsokos et
al., 2000).

1.4.2 Fatores Ambientais e Ocupacionais

Relativamente, pouco se sabe sobre exposi¢cées ocupacionais € ambientais
em relacdo ao risco de desenvolver LES, no entanto, a contribuicdo do ambiente
€ inquestionavel, devido a concordancia clinica em gémeos monozigbticos ser
limitada a menos da metade dos pares de irmaos (Cooper et al., 1998; Crispin et
al., 2010).

Ja foi descrito que metais pesados, como o mercurio, podem induzir
doencgas renais auto-imunes ou sindromes como o LES, mas as evidéncias

provenientes de estudos em seres humanos sao limitadas. Em contrapartida, ha
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varios estudos epidemioldgicos envolvendo p6 da silica em relagdo ao LES e
outras doencas autoimunes (Brown et al., 2003; Cooper et al., 1998). A exposicao
a silica pode aumentar a geracao de material apoptético, que é uma importante
fonte de autoantigenos (Parks & Cooper, 2005). Uma avaliacao do risco de LES
associado com a exposicao ocupacional ao p6 da silica e a solventes orgéanicos
foi realizada em uma populacdo urbana de Boston e encontrou significativa
associagao entre a exposicao a silica por mais de um ano e a ocorréncia de LES
(OR 4,3; IC 95% 1,7-11,2). Por outro lado, uma associacao entre a exposicao a
solventes organicos e o LES néo foi encontrada nesta regiao (Finckh et al., 2006).

A geracao de autoanticorpos e doencas autoimunes, como o lUpus, tem
sido associada com o uso de certas drogas em humanos. Pacientes com LES
relataram aumento de reacdes alérgicas a medicamentos, particularmente com
relacdo a antibidticos. A alergia a medicacbes foi associada com um risco 3,1
vezes maior de desenvolver LES. Estudos iniciais sugeriram que a procainamida
e a hidralazina se associam com maior risco de desenvolver LES, enquanto a
quinidina se associa com um risco moderado. A injecao no timo de procainamida-
hidroxilamina, um metabdlito reativo da procainamida, resulta na indugcdo de
autotolerancia, aparecimento de linfocitos T reativos a cromatina e producao de
anticorpos contra a cromatina (Kretz-Rommel & Rubin, 2000).

Recentemente, o lUpus induzido por drogas foi associado com o uso de
novos moduladores biolégicos, tais como os inibidores de TNF-a e interferons.
Além disso, os mecanismos responsaveis pelo seu desenvolvimento podem variar
dependendo da droga ou, até mesmo, do paciente. O lUpus induzido por drogas é
caracterizado pelo surgimento de manifestacdes clinicas ap6s exposicao a essas
drogas ou outras menos frequentes, sendo que apds a suspensdao das mesmas,
h& completo desaparecimento das alteracdes clinicas e laboratoriais (Chang &
Gershwin, 2011; Cooper et al., 2002b).

O papel de aminas aromaticas e hidrazinas, encontradas em alguns
solventes, corantes capilares e fumo do tabaco tém recebido atencao por causa
da similaridade estrutural destes componentes com a de certas medicacoes
associadas com LES induzido por drogas (Cooper et al., 1998). Uma meta-analise

apresentou evidéncias de que o fumo aumenta a susceptibilidade ao LES
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(Costenbader et al., 2004). A exposicao a fumaca do tabaco pode alterar
proteinas enddgenas, incluindo o DNA. Quando espécies reativas de oxigénio
(ROS), produzidas a partir do metabolismo dos constituintes do fumo do tabaco,
causam modificagdes no DNA, sao formados adutos de DNA. O DNA modificado
torna-se, portanto, mais imunogénico. Foi demonstrado que pacientes com LES
apresentam niveis mais elevados de adutos no DNA do que individuos controle, e
estes adutos sdo encontrados em altos niveis nos complexos imunes.
Possivelmente, o DNA danificado em fumantes conduz a formacao de
autoanticorpos contra o DNA dupla fita, podendo ter um papel no
desenvolvimento do LES (Freemer et al., 2006).

A luz solar é o mais evidente fator ambiental que pode exacerbar a doenca.
Queratindcitos de pacientes com LES apresentaram aumentada citotoxicidade
quando irradiados com luz ultravioleta, que pode estimula-los a expressar
antigenos nucleares em sua superficie e aumentar a secrec¢do de citocinas que
estimulariam linfécitos B a produzir anticorpos autorreativos (Casciola-Rosen et
al., 1994; Cooper et al., 1998; Furukawa et al., 1999; Lehmann et al., 1990).

O virus Epstein-Barr (EBV) também tem sido identificado como um possivel
fator no desenvolvimento do LES. Este virus pode residir em células B ou interagir
com esses linfocitos. Gross et al. relataram uma alta freqiéncia de células B
infectadas com EBV em pacientes lUpicos comparados com controles, sendo as
células infectadas predominantemente linfécitos B de memoria (Gross et al.,
2005). No entanto, o paradoxo é que, embora 90% da populacdo adulta esteja
infectada com o virus EBV, a prevaléncia de LES permanece baixa, o que
acentua o carater multifatorial da doenca (D'Cruz et al., 2007). Além disso, a
presenca de infeccbes com o parvovirus humano B19, citomegalovirus, herpes
zoster e herpes simples também mostraram associagdo com o risco de
desenvolvimento do LES. Estudos relataram um aumento dos niveis de
anticorpos contra retrovirus endégenos no soro de pacientes lUpicos e tém-se
encontrado uma importante correlacdo entre estes anticorpos e autoanticorpos
especificos e determinadas caracteristicas clinicas da doenca (Cooper et al.,
1998; Crispin et al., 2010; Perl et al., 1995). O mimetismo molecular € um dos

possiveis mecanismos que pode ser utilizado para explicar essas associacoes.
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Algumas proteinas virais sdo semelhantes a autoantigenos e, portanto, podem
desencadear reatividade cruzada com antigenos proprios. Apesar do grande
nuamero de estudos sobre o tema, ainda ndo ha uma prova conclusiva que apoie
diretamente a vinculacdo de LES a infecgdo por retrovirus enddgenos ou
exégenos em humanos (Cooper et al., 1998; Crispin et al., 2010).

Outras infeccbes nao virais, como tripanossomiase e micobacterioses
podem induzir a producdo de anticorpos anti-DNA e sintomas semelhantes ao
LES (Steinberg, 1995; Via & Handwerger, 1993).

Uma recente avaliacao do efeito do material particulado do ambiente sobre
0s aspectos clinicos do LES em pacientes de Montreal sugeriu que variagées de
curto-prazo nos niveis de poluicao do ar podem influenciar a atividade da doenca,
podendo desencadear inflamagéo e autoimunidade (Bernatsky et al., 2011).

Fatores dietéticos também tém sido relacionados ao LES. Estudos com
murinos indicaram que antioxidantes e acidos graxos ®3 podem ser protetores
contra o LES, mas que a elevada ingestdo de gordura pode acelerar o processo
da doenca (Cooper et al., 1998; Weimann & Weiser, 1992).

1.4.3 Hormonios e Fatores Reprodutivos

Os hormoénios tém funcdo imunorregulatéria e alteracbes em suas
concentracdes podem ter um papel na patogénese do LES, influenciando na
incidéncia e no curso clinico da doenca. A dicotomia sexual na incidéncia do LES
e propriedades imunorregulatérias dos hormodnios sexuais sugerem que ha
relacdo causal ou modulatéria entre o LES e a atividade dos horménios estradiol,
testosterona, dehidroepiandrosterona (DHEA), progesterona ou prolactina
(McMurray & May, 2003). O papel dos estrogénios enddégenos e andrégenos no
desenvolvimento do LES é sugerido pela marcada predominancia de pacientes
mulheres com LES (mais de 85%) e por estudos experimentais em camundongos,
demonstrando exacerbacgédo da doenca por estrogénios e a melhoria mediada por
androgénios. Diferencas entre pacientes do sexo masculino e feminino em
relacdo a andrégenos e estrogenos, entretanto, ndo explicam completamente a
distribuicdo de LES e de outras doencas autoimunes por idade e sexo e nao
podem explicar diferengcas nos riscos em cada sexo (Cooper et al., 1998). O
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estrogénio estimula timécitos, linfocitos TCD8+ e TCD4+, linfocitos B, macrofagos,
a liberacao de citocinas e a expressdo de moléculas do HLA, tanto de classe |
quanto de classe Il e moléculas de adesao endotelial (Cutolo et al., 1995). Ja& os
androgénios tendem a ser imunossupressores (Lahita, 1990). O desequilibrio
entre niveis de estrogénio e androgénio parece entéo influenciar a resposta imune
(Cooper et al., 2002a).

Estudos realizados com modelos murinos demonstraram que o estrogénio
ou a prolactina podem levar a um fenétipo autoimune, com um aumento da
maturidade de células B autorreativas de alta afinidade, que podem competir com
células B autorreativas de baixa afinidade. Também foi obervado que a prolactina
acelera o desenvolvimento da doenga em camundongos propensos ao lupus
(Cohen-Solal et al., 2008; Crispin et al., 2010). Niveis elevados de prolactina em
criangas pré-puberes (6-13 anos) com LES correlacionaram-se com a atividade
da doenga e com manifestagdes no sistema nervoso central (El-Garf et al., 1996).

A maior incidéncia de LES é freqluentemente vista em idades pré-
menopausa (20-50 anos), embora alguns estudos (Hopkinson et al, 1993;
Jonsson et al., 1990) tenham encontrado maiores taxas em mulheres com mais
de 50 anos. Ciclos menstruais e idade precoce de menarca podem estar
associados com o risco de desenvolvimento da doenca por aumentarem a
exposicdo ao estrogénio (Cooper et al, 1998). Outra analise da influéncia dos
hormonios no LES relatou que a menopausa ocorreu mais cedo em mulheres com
subsequente desenvolvimento de LES em comparagdo as controle (p<0,001),
sugerindo que o inicio antecipado da menopausa natural, ao invés de diminuir o
risco de LES, em funcdo do menor tempo de exposicdo ao estrogénio, pode ser
um marcador de susceptibilidade a doengca. Houve ainda uma pequena
associagao entre LES e o uso atual ou a duracao do uso da terapia de reposicéao
hormonal ou de contraceptivos orais, e nenhuma associacdo com o0 uso prévio de
medicamentos para a fertilidade (Cooper et al., 2002a).

Sanchez-Guerrero et al. relataram um aumento do risco de LES associado
com o uso de reposicao terapéutica de estrogénio. Esta anélise foi baseada em
um estudo de coorte prospectivo com mulheres, onde o risco de LES foi

ligeiramente superior entre aquelas que em alguma vez fizeram uso de
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contraceptivos orais, mas nao foi observada relagdo entre o tempo de uso do
contraceptivo e o risco de LES. (Cooper et al.,, 1998; Sanchez-Guerrero et al.,
1997; Sanchez-Guerrero et al., 1995). Um estudo realizado em 2005, que também
avaliou o efeito de contraceptivos orais na atividade do LES, relatou que estes
nao aumentam o risco de deflagrar a doenca em mulheres com LES, cuja doenca
encontra-se estabilizada (Petri et al., 2005).

A gravidez, em geral, agrava o LES, mas isso ndo é devido ao aumento
dos horménios estradiol ou progesterona. Na verdade, os niveis desses
hormbnios sdo mais baixos no segundo e terceiro trimestres em pacientes com
LES em comparacdo com mulheres saudaveis gravidas. Essas variacoes
hormonais podem resultar em uma menor ativagado da resposta imune humoral,
provavelmente relacionada a uma mudanca no balango estrégeno/andrégeno, o
que poderia explicar a diminuicdo da atividade da doenca observada durante o
terceiro trimestre da gestacdo em pacientes (Doria et al., 2002). Um estudo de
caso-controle nao encontrou associacado entre o risco de desenvolver LES e a
gravidez, e sugeriu que mulheres no periodo de lactacdo apresentariam menor
risco de desenvolver LES (Cooper et al., 2002a). Além disso, conforme descrito,
mulheres gravidas com LES apresentam niveis séricos de prolactina mais
elevados em comparacdo a mulheres gravidas saudaveis (Jara-Quezada et al.,
1991).

Um estudo que analisou os niveis de diferentes hormoénios em homens
com LES mostrou um nudmero significativo deles apresentando niveis mais
elevados de hormdnio estradiol e niveis mais baixos de testosterona, em
comparacdo a homens saudaveis, sugerindo também o papel do estrogénio no
desenvolvimento do LES (Sequeira et al., 1993).

O horménio Dehidroepiandrosterona (DHEA), um androégeno fraco,
apresenta-se em niveis diminuidos em pacientes com doencas inflamatorias,
como o lupus, e estes niveis parecem correlacionar-se inversamente com a
atividade da doenca. Portanto, o tratamento com DHEA poderia conferir alguns
beneficios clinicos aos pacientes (Sawalha & Kovats, 2008). Mas, os efeitos deste
horménio sobre a atividade do LES permanecem controversos (Crosbie et al.,
2007).
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Recentemente, também foi proposto que 0os cromossomos sexuais podem
influenciar a expressao do LES. Estudos com camundongos machos e fémeas
gonadectomizados, que foram geneticamente modificados para expressar XX, XO
(fémea), XY ou XXY (macho), indicaram que a presenca de dois cromossomos X
aumenta a severidade da doenca (Crispin et al., 2010; Smith-Bouvier et al., 2008).

1.4.4 Bases Genéticas

Varias linhas de evidéncia sugerem que fatores genéticos desempenham
um papel importante no desenvolvimento do LES. A taxa de concordancia de 24-
58% em gémeos monozigdticos comparada a 2-5% em gémeos dizigdticos indica
uma relevante contribuicao genética na susceptibilidade ao LES. Quase 10% dos
familiares de pacientes com LES tém a doenca. Uma analise recente mostrou que
27% de 195 criangas nascidas de maes com LES apresentaram positividade para
anticorpos ANA sem que mostrassem sintomatologia clinica (Arnett et al., 1984;
Borchers et al., 2010; Monticielo et al., 2008).

Nos ultimos anos, houve um aumento relevante no entendimento da
genética do LES, e isso se acelerou ainda mais com a publicacdo de estudos de
associagcao que englobam todo o genoma (GWAS), pois levou a identificacdo de
novos genes candidatos por meio de estudos de mapeamento fino (Rhodes &
Vyse, 2008).

Existe um consenso geral de que a susceptibilidade genética ao LES é
determinada por uma combinacdo de variantes alélicas que sao relativamente
comuns na populagdo geral e que, individualmente, trazem apenas modestas
contribuicées ao risco global de desenvolver a doenca (Borchers et al., 2010). A
base genética do LES é, no entanto, muito complexa e é dificil prever quantos
genes contribuem para a sua predisposicdo. Estima-se que mais de 100 genes
estejam envolvidos na ocorréncia do LES (Horiuchi et al., 2009). Durante os
ultimos anos, varios estudos tém identificado potenciais marcadores genéticos
associados a doenca e que envolvem muitas vias, processos e tipos diferentes de
células (Deng & Tsao, 2010; Fraser et al., 2003; Jakab et al., 2007).

A importéancia dos genes do sistema imune no desenvolvimento do LES

destaca-se pela freqiiéncia aumentada de certos haplétipos HLA, tais como os
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envolvendo DR2 e DR3 em pacientes lupicos (Huang et al., 2003). O haplétipo
HLA DR3-DQ2-C4AQ0 do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) é o
fator genético mais fortemente associado ao LES em caucasianos até o momento
(Jonsen et al., 2004). Um estudo mostrou um aumento significativo na freqiéncia
dos haplétipos HLA-DRB1*0301, DQA1*0501 e DQB1*0201 em pacientes quando
comparados a controles saudaveis (Granados et al., 2006). Corroborando estes
achados, GWAS apontaram as regiées contendo os alelos HLA-DRB1 e HLA-
DQAT1 como importantes fatores de susceptibilidade para o desenvolvimento do
LES em europeus e chineses e o alelo HLA-DQB1 em europeus (Rhodes & Vyse,
2008).

O lécus do gene do fator de necrose tumoral (TNF)-a esta situado dentro
da regido MHC, no cromossomo 6p. O polimorfismo TNF-a-308A esta localizado
na regidao promotora do gene e estd associado com o aumento da producéo de
TNF-a. Este polimorfismo encontra-se em forte desequilibrio de ligagcdo com o
haplétipo HLA B8, DR3, que confere um risco 2 a 3 vezes maior de desenvolver
LES. No entanto, o polimorfismo TNF-a-308A também parece ter um efeito
independente no LES. Werth et al., demonstraram uma maior susceptibilidade a
lesbes cutaneas fotossensiveis em pacientes com LES apresentando este
polimorfismo (Ahmad & Bruce, 2001; Rood et al., 2000; Sullivan, 2000; Werth et
al., 2000) .

Os receptores Fc de imunoglobulina G parecem também ser importantes
na patogénese do lupus. Moléculas contendo o aminoacido R (arginina) ao invés
de H (histidina) na posicdo 131 do receptor Fcy lla (rFcRylla) apresentam
capacidade diminuida de ligar 1gG.. Do mesmo modo, a substituicio de um
aminod&cido na posi¢ao 158 (fenilalanina [F] ao invés de valina [V]) no rFcyRllla
reduz a capacidade de ligacdo de 1gG, 19G3 e lgG4 ao receptor. Essas variantes
podem resultar em um clearance sub6timo de complexos imunes da circulacao, o
que pode contribuir para a patogénese das manifestacdes mediadas por imuno-
complexos (Jonsen et al., 2004). Um estudo apontou o grupo de genes da
interleucina 1 como candidatos associados a doenca (Jakab et al., 2007). Além
disso, achados indicam associagcado entre um polimorfismo no intron 2 do gene do
antagonista do receptor de interleucina 1(IL-1Ra) e o LES (Jonsen et al., 2004).
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Deficiéncias hereditarias, completas e parciais, de diversos componentes
do sistema complemento (SC), tais como as que envolvem C1q, Cir, C1s, C4 e
C2, e alelos nulos de C4A (C4AQO0), foram descritos como fatores de
predisposicao ao LES (Huang et al., 2003; Saevarsdottir et al., 2006). O clearance
defeituoso do material apoptético poderia ser uma conseqiéncia destas
deficiéncias, determinando exposicdo prolongada de autoantigenos ao sistema
imune e a geracao de anticorpos contra eles (Monticielo et al., 2008).

Além do MHC, recentes estudos apontam que genes nao-HLA também tém
papel no desenvolvimento da doenca. Ha evidéncias de que quimiocinas e
citocinas contribuem para o desenvolvimento inflamatério e a progressdo de
doencas autoimunes, como o LES (Sanchez et al., 2006). Investigacoes tém dado
atencao a superexpressado do Interferon do tipo | nos pacientes. Um grande
estudo sugeriu um haplétipo do fator regulatério 5 do Interferon (/IRF5), que
conduz a expressao aumentada de multiplas isoformas de IRF5, como importante
fator de risco para a doenca (D'Cruz et al., 2007). Outros genes envolvidos na
producgao de interferon e no reconhecimento de acidos nucléicos ja relacionados a
doenca sdo o STAT4 (Abelson et al., 2009), o gene da osteopontina (Kariuki et al.,
2009), IRAK1 (Jacob et al., 2009), TREX1 (Namjou et al, 2011) e TLRS8
(Armstrong et al., 2009).

Um recente estudo, realizado na regidao Norte do Brasil, também relatou
associagao entre a predisposicao ao LES e a delegcdo GTGT na regiao 3’'UTR do
gene SLC11A1, presenca do perfil KIR2DS2 +/KIR2DS5 +/KIR3DS1+ e aumento
do numero de genes KIR estimulatérios (Pedroza et al., 2011).

Ainda outros genes candidatos para a associacdo com o LES incluem os
genes BLK, BANK1 e LYN, os quais desempenham um papel critico no controle
da ativacdo das células B apds a sinalizacdo através do receptor de célula B
(BCR). Ja o gene ITGAM foi identificado em GWAS de europeus, mas nao em
populacdes chinesas. Esse gene codifica a integrina ay que juntamente com a
integrina B,, forma um receptor de superficie celular, conhecido como receptor de
complemento tipo 3 (CR3) ou Mac-1. A molécula variante poderia influenciar o
trafico de leucécitos e também a absorcdo de células apoptoéticas ou complexos
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imunes mediada por CR3. [revisado em (Borchers et al., 2010; Rhodes & Vyse,
2008)].

A associacdo do gene PTPN22 com o LES também ja foi proposta em
muitos estudos. PTPNZ22 codifica uma proteina tirosina fosfatase conhecida por
regular negativamente a ativacéo de células T. Polimorfismos nesse gene foram
recentemente associados com a susceptibilidade a diversas doengas autoimunes,
como o lapus (Chung & Criswell, 2007; Criswell, 2008; Kaufman et al., 2006). Em
um estudo atual, realizado na Grécia, verificou-se que o alelo T do SNP C1858T
do gene PTPNZ22 foi mais comum em pacientes com LES do que em individuos
controle (p=0,017) (Eliopoulos et al., 2011). A substituicdo de uma arginina por um
triptofano leva a um ganho de funcdo e a variante desde gene codifica uma
fosfatase mais ativa. Vang e colaboradores mostraram que a proteina resultante
desta variacdo € um potente inibidor da sinalizacdo de TCR. No entanto, ainda
nao esta claro como este ganho de fungdo conduz a autoimunidade (Chung &
Criswell, 2007; Vang et al., 2005).

Além destes, o gene da Proteina de Ligagcdo a Manose (MBL), que é
estruturalmente similar a C1qg, tem emergido como um candidato a
susceptibilidade ao LES devido ao papel da MBL na imunidade inata e a possivel
associagao entre a sua deficiéncia e doencas auto-imunes (Glesse et al. dados
nao publicados; Monticielo et al., 2010; Sandrin-Garcia et al., 2011).

Os genes da familia Glutationa S-transferase (GST) e da superfamilia do
citocromo P450 (CYP), envolvidos na detoxificacdo e metabolizacdo de agentes
toxicos, bem como genes relacionados com a atividade anormal de proteinas
quinases, fosfatases, e moléculas de sinalizacao intracelular também podem estar
envolvidos na predisposi¢éo ao LES (Horiuchi et al., 2009; Monticielo et al., 2008).

As associactes relatadas para os genes de receptores de Imunoglobulina
G FCGR2A e FCGR3B, bem como para o gene ITGAM (junto com a deficiéncia
de C1q) sugerem que a resposta inicial do sistema imune inato para o
reconhecimento de autoantigenos € um passo critico na patogénese do LES.
FCGRS3B ¢ expresso somente em neutrofilos, e FCGR2A e ITGAM sao expressos
em células apresentadoras de antigenos. E possivel que variantes desses genes

conduzam a uma ligagdo nao tao eficiente dos fragmentos autoantigénicos aos
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receptores, prejudicando assim a captura € o clearance de imunocomplexos.
Efeitos podem surgir a partir de uma modificacdo mais sutil na sinalizacao
intracelular e, posteriormente, da resposta celular (como a producéo de IFN tipo
1) a ligantes destes receptores. Variantes dos genes [IRF5, STAT4 e
possivelmente de IRF7 podem resultar em uma resposta hiperativa e pré-
inflamatéria a sinais precoces, gerando uma desregulacdo da resposta tanto do
sistema imune inato quanto adaptativo a sinais iniciais de citocinas (Rhodes &
Vyse, 2008).

Uma falha na depuracédo adequada das células apoptdticas também ja foi
apontada como um possivel mecanismo patogénico chave no LES. Muitos dos
genes candidatos para a predisposicdo a doenca desempenham um papel
fundamental na apoptose e no ciclo celular. A autofagia, quando excessiva, pode
desencadear apoptose e este processo € controlado por genes que atuam em um
sistema de conjugacao tipo-ubiquitina. O gene ATG5 pode agir como um
interruptor, determinando se a autofagia progredira para a apoptose e, portanto,
foi identificado como um candidato para associacdo a predisposicdo a doenca
(Rhodes & Vyse, 2008).

Alguns dos genes com possiveis contribuicbes para o LES parecem
desempenhar um papel na regulacdo da expressao génica ou estar envolvidos na
expressao de proteinas. MECPZ2 codifica uma proteina envolvida na metilagdo do
DNA e esta localizado no cromossomo X, o que é de grande interesse, uma vez
que o LES é uma doenca que acomete predominantemente mulheres. Metilagéao é
um importante mecanismo de regulacdo da expressdao génica e a metilacao
anormal do DNA de células T ja foi implicada na patogénese do lupus (Rhodes &
Vyse, 2008; Sawalha et al., 2008). Além disso, 0 gene da enzima conjugadora de
ubiquitina UBE2L3 também ja foi sugerido como um gene candidato e tem papel
na maturacao de fatores de transcricao e também na regulagédo da resposta pro-
inflamatéria de receptor Toll-like (TLR) (Budarf et al., 2011; Rhodes & Vyse,
2008).

Consequéncias funcionais da presenca das variantes citadas envolvem
desordem do sistema imune, incluindo defeitos na ativacdo e diferenciacéo

funcional de células B, células T, células dendriticas e outras células do sistema
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imune; degradagédo de proteinas, transporte anormal de peptideos através das
membranas celulares, defeitos nas vias do complemento, disfuncéo reticulo-
endotelial, producao anormal de imunoglobulinas, células apoptéticas e liberagéao
de horménios (Crispin et al., 2010; Garrett-Sinha et al., 2008; Monticielo et al.,
2008).

1.5 Genes de Enzimas de Metabolizacao/Detoxificacao

Genes e proteinas relacionadas a metabolizacao/detoxificacdo de
xenobibticos sdo comumente utilizados como marcadores de susceptibilidade em
diversas doencas nas quais a etiologia esta relacionada a exposicao a fatores
ambientais. (Rohr et al., 2008).

A capacidade de Dbiotransformagcdo pode estar relacionada com
polimorfismos nos genes das enzimas de metabolizacdo/detoxificagdo, e
consequente alteracdo da atividade das enzimas que participam deste processo
(Wilkinson & Clapper, 1997).

Uma grande proporcdo de substancias quimicas conhecidas &
biotransformada no organismo, podendo dar origem a compostos mais téxicos do
que o composto original que serdo convertidos em metabdlitos ndo-tdxicos,
podendo ser excretados do corpo (Autrup, 2000).

A maior parte dos processos de biotransformacédo ocorre em duas fases,
dependendo do substrato em que ele estiver atuando. As enzimas de fase |, ou
enzimas de ativacao, representadas pela superfamilia do citocromo P450, ativam
0 xenobidtico, tornando-o mais eletrofilico e desta forma mais reativo,
normalmente com a introducdo de um grupamento funcional. Ja as enzimas de
fase Il, ou de detoxificacdo, como a superfamilia glutationa S-transferase,
normalmente atuam com a conjugacdo dos metabdlitos com um substrato
enddgeno, por enzimas transferases. O resultado deste processo € a
transformacao dos metabdlitos em substancias hidrofilicas, e assim, passiveis de
excrecgao (Guecheva & Henriques, 2003; Wilkinson & Clapper, 1997).
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A figura 2 traz os processos de biotransformacao possiveis.

1

FASE | FASE I Metabolito
Metabadlito conjugado
- Oxidacédo
—»
xenobiotico . Reducéo — - — | Conjugacdo | —*
Hidrélise
> A
excre¢do

Figura 2: Vias possiveis de biotransformacao dos xenobidéticos [modificado
de (Guecheva & Henriques, 2003; Wilkinson & Clapper, 1997)].

Diferencas genéticas no metabolismo relacionadas aos CYP e GST ja
foram associadas com a suceptibilidade a uma ampla variedade de doencas,
incluindo o cancer (Autrup, 2000; Fujihara et al., 2009; Wu et al., 2002).

1.5.1 Genes de Fase I: a Superfamilia do Citocromo P450

O sistema Citocromo P450 (CYP) compreende uma superfamilia de mono-
oxigenases, existentes em mais de 50 formas, que sao as principais responsaveis
pela fase | de detoxificagdo. Essas enzimas catalizam a biotransformacéo de
varios xenobioticos e endobidticos, incluindo drogas, produtos quimicos toxicos,
carcindégenos, esterdides e acidos graxos, gerando intermediarios reativos que
podem subsequentemente servir como um sitio para conjugacao, catalisada pelas
enzimas de fase |l UDP-glucuronosil transferases, Sulfo-transferases, Glutationa-
S-transferases e N-acetil-transferases (Autrup, 2000; Bozina et al., 2009; Hong &
Yang, 1997; Yen et al., 2003; Zhang et al., 2010).

A maioria das enzimas CYP envolvidas na biotransformagdao de
xenobibticos é induzivel. A inducdo € uma importante reacdo adaptativa contra as
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toxinas ambientais. A expressdo das CYP pode ser controlada nos niveis de
transcricao e traducao do RNAm e em nivel pos-traducional (Bozina et al., 2009).

As enzimas CYP estao variavelmente distribuidas em diferentes tecidos. A
maioria pode ser encontrada na membrana do reticulo endoplasmatico em células
do figado, embora estas enzimas sejam também encontradas em quase todos os
tecidos e érgaos (intestino, pulmao, rins, cérebro, linfécitos e placenta). Os
substratos fisiolégicos incluem esterdides, acidos graxos, prostaglandinas,
leucotrienos, aminas biogénicas, e os substratos xenobidticos incluem diversas
substancias quimicas toxicas. As enzimas CYP catalisam predominantemente
reacdes oxidativas, inserindo um atomo de oxigénio em um substrato, ou seja,
uma reacéao de ativacao (ou fase I) (Bozina et al., 2009).

As principais isoformas responsaveis pela biotransformacao de quimicos e,
especialmente, pela ativacdo metabdlica de pré-carcinbgenos sdao CYP1A1,
CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2E1 e CYP3A4. Ja as enzimas mais
importantes para a metabolizagdao de drogas sdo CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a
CYP3A4 (Bozina et al., 2009).

Polimorfismos nos genes CYP causam diferengas interindividuais na
ativacdo e inativacao de agentes anticancerigenos e cancerigenos (Rodriguez-
Antona et al., 2010). Diferencas interétnicas nas freqliéncias das variantes
génicas polimérficas sdo também importantes e ja foram relatadas (Bosch et al.,
2006; Bozina et al., 2009; Gaspar et al., 2002).

1.5.1.1 Gene CYP1A1

O gene CYP1A1 esté localizado no cromossomo 15024.1 e contém sete
éxons e seis introns abrangendo 5810 pb. (Corchero et al., 2001). A enzima
CYP1A1 é expressa principalmente em 6rgaos extrahepaticos, especialmente nos
tecidos epiteliais. E capaz de catalisar o primeiro passo no metabolismo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), podendo levar a formacao de
moléculas eletrofilicas carcinogénicas. Além disso, CYP1A1 catalisa a oxidacao
de muitos xenobibticos, como 7-etoxiresorufina, teofilina, cafeina, e de

substancias endogenas, tais como 17 B-estradiol e estrona (Bozina et al., 2009).
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Os polimorfismos do gene CYP1A1 afetam tanto a regulacdo quanto a
estrutura do gene. Mais de 11 alelos do gene CYP1A1 ja foram identificados
(Oscarson & Ingelman-Sundberg, 2002), dos quais CYP1A1°2B, *2C, *3, *4, *5,
*6, *7, *8, "9, *11 mostram mudancas de aminoacidos. No entanto, ndo esta claro
se estas mudancas alteram a atividade catalitica na oxidacdo de xenobidticos,
incluindo HPAs (Bozina et al., 2009). Uma série de variantes alélicas CYP1A7 tem
sido associada com maior indutibilidade e/ou atividade da enzima (San Jose et al.,
2010). A primeira variante alélica identificada foi CYP1A1*2A, localizada na regido
nao codificante 3" (também conhecida como Mspl, polimorfismo m1, T3801C ou
T6235C) e é encontrada em 5% dos Caucasianos (Garte et al, 2001).
CYP1A1*2C (lle462Val, polimorfismo m2 ou A4889G) é rara em Caucasianos e é
mais detectada em desequilibrio de ligacdo com CYP1A1*2A. A combinacao das
duas variantes é denominada CYP1A1*2B (San Jose et al., 2010). A variante Val
mostra uma atividade catalitica quase 2 vezes maior do que a variante lle (Autrup,
2000). CYP1A1"3, consistindo de uma troca de base T3205C (m3 ou T5639C),
também parece conferir atividade enzimatica reforcada, embora seja
extremamente rara em Caucasianos (ver Figura 3). Ja a variante CYP1A1*4, uma
mudanca de aminoacido Thr461Asn (m4 ou C4887A), que ocorre no éxon 7, é
detectada em Caucasianos com uma freqiéncia de cerca de 3% e também tem
sido relacionada a maior eficiéncia catalitica da enzima (Cascorbi et al., 1996;
Kato et al., 2009; San Jose et al., 2010). A maior atividade catalitica de CYP1A1
conduz a um aumento da geracao de estresse oxidativo nas células (Sharma et
al., 2010).

m4
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| |
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Figura 3: Localizagdo dos polimorfismos do gene CYP1A71 humano [modificado
de (Cascorbi et al., 1996)].
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Ha evidéncia de diferencas nas freqiiéncias dos polimorfismos de CYP1A1
relacionadas a etnia. As variantes alélicas CYP1A1*2A e CYP1A1*2C sao mais
freqUentes em Asiaticos (Japoneses) do que em Caucasoides. O alelo CYP1A1*3
€ especifico de negros Africanos e ndo tem sido encontrado em populagbes
Asiaticas ou Euro-descendentes. Este polimorfimo foi associado ao aumento de
risco de adenocarcinoma em Afro-americanos (Bozina et al., 2009; Inoue et al.,
2000; Taioli et al., 1995; Zhu et al., 2006).

1.5.1.2 Gene CYP2E1

O gene CYPZ2ET1 esta localizado no cromossomo 10924.3-gter e contém
nove éxons (Umeno et al., 1988). A enzima CYP2E1 é considerada uma enzima
chave na ativagdo metabdlica de uma grande variedade de substancias tdxicas,
incluindo nitrosaminas, benzeno, cloreto de vinila e solventes halogenados, como
o tricloroetileno. CYP2E1 é expressa no figado, com a maior concentracdo na
regiao centrolobular, sendo também uma das enzimas que metabolizam o etanol
em acetaldeido, e sua expressao é induzida pela ingestao de alcool (Bozina et al.,
2009; Neafsey et al., 2009). A atividade de CYP2E1 é acompanhada pela geragcao
de uma quantidade significativa de uma forma ativa de oxigénio, que prejudica as
membranas celulares e macromoléculas e conduz a formacao de adutos de DNA
(Deka et al., 2010).

Existe uma grande variagdo interindividual quanto a expressdao dessa
enzima, e parte dessa variagdo pode ser explicada por polimorfismos no gene
CYP2E1 (Autrup, 2000). Varios polimorfismos ja foram descritos ao longo do
gene. O polimorfismo CYP2E1*5B, localizado na regido 5° regulatéria com
substituicdo C > T na posicao -1053 e perda do sitio de restricdo Rsal, € um dos
mais importantes polimorfismos identificados. O genédtipo homozigoto c2/c2 esta
associado com um aumento de dez vezes na taxa de transcricdo do gene
CYP2E1. Esse polimorfismo ocorre em desequilibrio de ligagdo com a
substituicdo -1293 (G - C, Pst)) em algumas populagdes, mas ndo em outras.
Onde é detectado o desequilibrio completo, sdo descritos os haplotipos
CYP2E1*1A e CYP2E1*5B, que geralmente sdo denominados de alelos (Deka et
al., 2010; Kato et al., 1992; Uematsu et al., 1991). Polimorfismos funcionais neste
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gene exibem variagdes interindividuais na susceptibilidade a varias doengas e
diferencas na resposta a terapéutica. As frequéncias das variantes desses genes
diferem consideravelmente entre diferentes grupos étnicos. A frequéncia do alelo
c2 é de 24% a 30% para populagdes asiaticas, 2% a 3% para caucasianos, 0,3%
a 7% para afro-americanos, 15% para americanos de ascendéncia mexicana e
18% para taiwaneses [revisado em (Deka et al., 2010)].

O polimorfismo Pstl na regiao flanqueadora 5° do gene pode afetar a
transcricdo e ja foi associado a susceptibilidade ao cancer de pulmao em
fumantes (Autrup, 2000).

1.5.1.3 Polimorfismos CYP e a Susceptibilidade a Doencas

Uma grande variedade de estudos tem mostrado que polimorfismos
genéticos de enzimas CYP sao importantes fatores de susceptibilidade individual
para diversas doencas (Wu et al., 2002; Yen et al., 2003; Zhang et al., 2010).

Polimorfismos no gene CYP1A1 foram associados com diversos tipos de
céancer, incluindo cancer de mama (Dialyna et al., 2001), de colon (Ye & Parry,
2002), de colo do utero (Kim et al., 2000), de es6fago (Sreeja et al., 2005) e de
pulméo (Chen et al., 2006). O genétipo Val/Val do polimorfismo CYP1A1*2C esta
fortemente relacionado com a incidéncia de cancer de pulmao entre os
Japoneses, enquanto estudos em Euro-descendentes mostraram resultados
controversos. A presenca de pelo menos um alelo variante Mspl CYP1 ja foi
associado com um aumento do risco de carcinoma de células escamosas do
pulmao, enquanto nenhuma associacao foi encontrada para o polimorfismo no
exon 7 (Le Marchand et al., 1998). Recentemente, foi relatada influéncia de
CYP1A1 na sindrome dos ovarios policisticos em adolescentes do sexo feminino
da Turquia, indicando que alelos variantes do gene podem afetar o metabolismo e
o transporte de estrogenos (Akgul et al., 2010).

O polimorfismo CYP2E1 RFLP também foi associado com céancer de
pulmao em um estudo caso-controle japonés (Uematsu et al., 1991). Além disso,
polimorfismos no gene CYP2E1 estdao associados a neoplasias malignas de
diferentes origens celulares, incluindo no figado (Deka et al., 2010).
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Um estudo publicado em 2005 indicou que polimorfismos do gene CYP1A1
e CYP2E1 provavelmente desempenham um papel importante na susceptibilidade
a doenca pulmonar severa e de vias dreas em criangas com bronquite crbnica e
pneumonia (Korytina et al., 2005). Outra anélise mostrou que polimorfismos no
gene CYP2E1 podem ter associagdo com um aumento do risco de doengas do
figado no Nordesde da india (Deka et al., 2010).

Estudos também tém investigado a associacdo entre LES e os
polimorfismos de enzimas de biotransformacao. Ja foi relatado que o gendtipo
CYP1A1*1A/*2C pode conduzir a mudanca estrutural da proteina e ter um papel
no desenvolvimento do LES em chineses (Zhang et al., 2010).

1.5.2 Genes de Fase II: a Familia Glutationa S-transferase

As Glutationa S-transferases (GSTs) correspondem a uma familia de
supergenes que codificam enzimas diméricas encontradas em células de uma
ampla variedade de seres vivos (Holley et al., 2007). As GSTs estdo amplamente
distribuidas na natureza, podendo ser encontradas de bactérias a mamiferos.
Dentre as Glutationa S-transferases de mamiferos, cerca de 95% séo
predominantemente enzimas de fracdo citosoélica e 5% pertencem a fracédo
microssomal (reticulo endoplasmatico) e mitocondrial (Rodrigues, 2003).

Tradicionalmente as GSTs sdo consideradas enzimas detoxificantes de
fase Il que protegem as células contra metabdlitos enddgenos e exégenos através
da conjugacdo da glutationa reduzida com diferentes compostos eletrofilicos.
Essas enzimas estdo envolvidas no metabolismo de xenobibticos, incluindo
carcinégenos ambientais, ROS e agentes terapéuticos (Hayes et al., 2005; Holley
et al, 2007; Strange et al, 2001). Além da detoxificacdo eletrofilica de
xenobioticos, essas transferases inativam aldeidos alfa e beta-insaturados,
quinonas, epodxidos e hidroperdxidos formados como metabdlitos secundérios
durante o estresse oxidativo. As GSTs estdo intimamente envolvidas na
biossintese de leucotrienos, prostaglandinas, testosterona e progesterona, assim
como na degradacao da tirosina (Hayes et al., 2005). A reacdo de conjugacao do
grupo sulfidrilico da glutationa com grupos eletrofilicos de compostos xenobioticos

torna os produtos da reacdo menos tdxicos e mais soluveis em agua, facilitando a
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excrecado (Torres et al., 2004). Embora a grande maioria dos conjugados de
glutationa represente produtos de detoxificacao, existem muitos exemplos onde a
atividade das enzimas GSTs nao resulta na detoxificagdo, mas na ativacao
(Autrup, 2000).

Existem varias isoformas de enzimas GSTs, com padrdes de expressao
caracteristicos em varios tecidos e diferencas na especificidade por substratos
(Dusinska et al., 2001). Duas distintas familias de supergenes codificam proteinas
com atividade glutationa S-transferase. Pelo menos 16 genes codificam proteinas
expressas na fragédo citosdlica dos tecidos e pelo menos 6 genes sao expressos
nas membranas. Em humanos, oito familias de genes codificam as GSTs
soluveis: Alpha no cromossomo 6, Mu no cromossomo 1, Theta no cromossomo
22, Pi no cromossomo 11, Zeta no cromossomo 14, Sigma no cromossomo 4,
Kappa no cromossomo 7 e Chi (também chamado Omega) no cromossomo 10
(Gene home - NCBI, 2011; Strange et al., 2001).

Polimorfismos tém sido descritos em muitos genes nestas familias,
embora, até o momento, mais atencdo tenha sido dada aos polimorfismos das
familias Mu, Theta e Pi (Strange et al., 2001).

1.5.2.1 Genes GSTM1e GSTT1

Cinco classes de genes Mu estao situados em tandem (5°-GSTM4-GSTM2-
GSTM1-GSTM5-GSTM3-3) em um agrupamento de 20 kb no cromossomo
1p13.3 (Strange et al., 2001). O gene GSTM1 codifica uma isoenzima (GSTM1-1)
relevante na desativagdo de intermediarios carcinogénicos de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (Bolt & Thier, 2006). A enzima GSTM1 é altamente
expressa no figado e é conhecida por detoxificar éxidos de areno, incluindo a
forma carcinogénica final do benzo(a)pireno, benzo(a)pireno diol-epdxido, além de
desempenhar um papel na detoxificacdo da forma carcinogénica final da
aflatoxina B1, 7,8-epdxido de aflatoxina B1, por conjugacdo com a glutationa
(Autrup, 2000).

Diferencas interindividuais em GSTM1 s&o devidas a delecao do gene (o
genoétipo nulo) ou a variagdo alélica, e individuos com o genétipo nulo

(homozigoto GSTM1*0) nao expressam a proteina (Autrup, 2000). A delecao
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ocorre devido a um evento de recombinacdo entre duas seqiéncias homdlogas
localizadas acima (upstream) e abaixo (downstream) de GSTM1 (Xu et al., 1998).
GSTM1*A e GSTM1”B diferem em uma base no éxon 7 e codificam monémeros
que formam enzimas homo e hetero-diméricas ativas (Strange et al., 2001). As
consequéncias dos genotipos resultantes das combinacdes dos alelos GSTM170,
GSTM1*A e GSTM1*Btém sido intensamente investigadas (Bolt & Thier, 2006).

O gene GSTTT1 esta localizado no cromossomo 22q11.23 e codifica a
enzima GSTT1-1, que é altamente conservada durante a evolucido e desempenha
um importante papel na biotransformacdo de fase Il de uma série de
medicamentos e produtos quimicos industriais como, por exemplo, drogas
citostéaticas, hidrocarbonetos e hidrocarbonetos halogenados (Bolt & Thier, 2006).
Nesse gene também foi descrito um alelo de delegdo, GSTTT1 nulo, que resulta
em auséncia completa da atividade enzimatica (Pemble et al., 1994; Sprenger et
al., 2000). A delecao ocorre pos-recombinacao entre duas seqiiéncias homoélogas
localizadas upstream e downstream do gene GSTT1 (Sprenger et al., 2000).

Dele¢cbes ou os chamados alelos “nulos” para estas duas isoformas,
GSTM1 e GSTTH1, ocorrem com freqiéncia em populagbes normais, apesar das
freqUéncias destas delecoes variarem com a etnia (Tew et al., 2001b). O genétipo
nulo GSTM1 é encontrado em cerca de 50% dos europeus, japoneses e
americanos brancos, mas em apenas um quarto de afro-americanos. A freqliiéncia
genotipica de GSTM1 nulo em uma amostra de brasileiros descendentes de
europeus do Rio Grande do Sul foi de 50% (Gaspar et al., 2004) e de 34% em
uma amostra de afro-descendentes (Kvitko et al., 2006). Um estudo, realizado no
Rio de Janeiro, obteve a freqiéncia de gendétipo GSTM1 nulo de 49% em euro-
descendentes e 34% em afro-descendentes (Rossini et al., 2002).

O gendtipo nulo GSTT1 é relativamente comum na Asia e incomum em
outras populacdes, incluindo europeus (Dusinska et al., 2001). A frequéncia do
gendtipo nulo GSTT1 encontrada em uma amostra de brasileiros descendentes
de europeus do Rio Grande do Sul foi de 21,1% (Gaspar et al., 2004) e de 28%
em afro-descendentes (Kvitko et al., 2006). No Rio de Janeiro, 25% de euro-
descendentes e 26% de afro-descendentes apresentaram o gendtipo nulo para
este gene (Rossini et al, 2002). Estudos de populacdes saudaveis tém
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demonstrado que a freqiiéncia de homozigotos para os alelos nulos M7 e T1 em
euro-descendentes é de 49-55% e 15-19%, respectivamente, com
aproximadamente 8% de brancos sendo homozigotos para ambos os alelos
nulos. Populacdes saudaveis de afro-americanos tém mostrado freqiéncias de
homozigotos para os alelos nulos M7 e T1 de 27-35% e 24%, respectivamente,
com 4% dos individuos homozigotos para ambos gendtipos nulos.
Interessantemente, genotipos nulos para uma ou mais enzimas GSTs,
especialmente GSTM1, sdo mais comuns em japoneses com Sindrome de
Sjégren e em caucasianos com LES, com fendétipo de auto-anticorpos anti-Ro
positivo/anti-La negativo (Tew et al., 2001b).

1.5.2.2 Gene GSTP1

O gene GSTP1, localizado no cromossomo 11g13, codifica a isoenzima P1,
que esta envolvida no metabolismo de compostos halogenados de baixo peso
molecular e epoxidos reativos. GSTP1 é expressa em todos os tecidos, mas
principalmente no eséfago (Jain et al., 2006). Quatro alelos GSTP1 foram
identificados, sendo estes denominados GSTP1*A (lle'®-Ala'%), que é o alelo
selvagem, GSTP1*B, GSTP1*C e GSTP1*D. A variante GSTP1*B apresenta uma
transicdo A—G no nucleotideo +313 do éxon 5, mudando o cédon 105 de ATC
(lle) para GTC (Val). O GSTP1*C €& caracterizado por duas transigcbes de
nucleotideos, sendo a primeira, a mesma observada em GSTP1*B, e a segunda,
uma transicdo C—T no nucleotideo +341 do éxon 6, resultando na mudanga de
GCG (Ala) para GTG (Val) no codon 114 (Dusinska et al., 2001; Holley et al.,
2007; Strange et al., 2000; Tan et al., 2009). J4 a variante GSTP1*D (lle'®-Val''¥)
apresenta apenas a segunda transicao observada em GSTP71*C, determinando a
troca de alanina para valina no cédon 114 (Watson et al., 1998).

O cédon 105 compreende parte do sitio ativo da enzima GSTP1 para a
ligacao de substratos eletrofilicos reativos; portanto, a substituicdo do aminoacido
na posicdo 105 pode afetar a atividade catalitica substrato-especifica e a
estabilidade térmica da enzima (Johansson et al., 1998). Enzimas com Val'%® tém

uma eficiéncia sete vezes maior para diol epéxidos do que as enzimas com lle'®.

|105

Em contrapartida, as enzimas com Va sao trés vezes menos eficazes
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utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (Strange et al., 2000). J& a presenca da
valina na posicao 114 parece ter pouco impacto sobre a atividade enzimatica
(Watson et al., 1998).

Recentemente, a expressdo de GSTP1 também tem sido implicada na
regulacao da proliferacdo celular e apoptose, através da interagdo direta com a
quinase c-Jun N-terminal (JNK). Sugere-se que o alelo GSTP71*A reduz a
proliferacdo celular e protege contra a apoptose através de um mecanismo
independente de JNK. Em contraste, GSTP1*C nao influencia a proliferacao
celular, mas protege as células da apoptose através de mecanismos mediados
por JNK (Holley et al., 2007).

1.5.2.3 Polimorfismos GST e a Susceptibilidade a Doencas

Uma vez que muitos genes GST sao polimdrficos, tem havido grande
interesse em determinar se certas variantes alélicas alteradas estdo associadas
ao risco (ou resultado) de uma variedade de doencas (Strange et al., 2001). O
dano oxidativo, decorrente da auséncia ou baixa atividade das enzimas GSTs,
pode ser responsavel por danos teciduais e pela producdo de autoantigenos em
doengas como esclerodermia e esclerose sistémica (Tew et al., 2001b).

A hipétese de que a combinagéo dos polimorfismos das GSTs das classes
Mu, Pi e Theta contribui para doencas que apresentam um componente ambiental
foi examinado por muitos pesquisadores (Hayes et al., 2005). Varios estudos tém
revelado associacdo entre os genoétipos nulos GSTM71 e GSTT1 e um risco
aumentado de céancer de pele, pulmao, estdbmago, bexiga, préstata e colorretal
(Gao et al., 2002; Jain et al., 2006; Wang et al., 2003), incluindo tumores de
cabeca e pescoco, altamente associados ao tabaco (Cheng et al., 1999; Singh et
al.,, 2008). A falta da enzima M1 pode resultar em deficiente detoxificacdo da
fumaca carcinogénica do tabaco, levando a um ligeiro aumento do risco de cancer
de pulmé&o (Dusinska et al., 2001). Hall et al. estudaram 71 criangas com leucemia
linfoblastica aguda e constataram que o genétipo GSTM1 nulo foi associado a
uma maior chance de remissdo da doenca, possivelmente devido a uma menor
eficacia do metabolismo a produtos quimicos na indu¢éo ou terapia continua (Hall
et al., 1994). Outro estudo encontrou associacao entre a combinacdo de GSTM1
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e GSTT1 nulos e uma piora na sobrevida em 148 mulheres com cancer ovariano
epitelial (Howells et al., 1998).

Estudos ainda apontam que, além de influenciarem a susceptibilidade a
carcinogénese, polimorfismos de GSTP1 sao modificadores da resposta a
quimioterapia em pacientes com céancer colorretal metastatico (Stoehlmacher et
al., 2002) e aqueles com mieloma multiplo (Dasgupta et al., 2003). Também
influenciam o risco de desenvolvimento de leucemia mieldide aguda em fungéao da
terapéutica utilizada para tratar pacientes com cancer de mama, linfoma néo-
Hodgkin, cancer de ovario e doenca de Hodgkin (Hayes et al., 2005). Segundo
Menegon et al., a enzima GSTP1, que é expressa na barreira hematoencefalica,
pode influenciar a resposta a neurotoxinas e explicar a susceptibilidade de alguns
individuos aos efeitos da doenca de Parkinson, induzida por exposicdao a
pesticidas (Menegon et al., 1998).

Além disso, dados recentes indicam que polimorfismos nos genes das
classes Mu, Pi e Theta aumentam a susceptibilidade a doencas inflamatérias,
como a asma e alergias, aterosclerose, artrite reumatdide e esclerose sistémica
(Gilliland et al., 2004; Hayes et al., 2005; Palmer et al., 2003; Park et al., 2004;
Romieu et al., 2004). Associacoes também tém sido descritas entre genes GSTs
e pacientes com colite ulcerativa e doenca de Crohn (Fraser et al., 2003; Tew et
al., 2001b). Alelos nulos de T7 foram encontrados correlacionando-se com danos
medidos através de radiografias em pacientes com artrite reumatéide, quando
combinados com outros marcadores de susceptibilidade a dano oxidativo (Mattey
et al., 2000).

Rohr et al. encontraram uma significativa associacao entre o genétipo nulo
GSTT1 e o risco de artrite idiopatica juvenil (AlJ). Esta associacéo foi mais forte
no grupo de pacientes com os subtipos mais graves da doenca, indicando que
este gene pode estar envolvido na susceptibilidade e no prognéstico da AlJ (Rohr
et al., 2008).

1.5.3 Genes de Enzimas de Metabolizacao/Detoxificacao e LES
Sabe-se que fatores ambientais tém importante papel no desenvolvimento

do LES, embora sua contribuicdo para uma doenga complexa como esta ainda
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nao esteja completamente compreendida (Molokhia & McKeigue, 2006). A
exposicdo a solventes organicos, petréleo e subprodutos relacionados, por
exemplo, pode desempenhar um papel na susceptibilidade ao LES. Um solvente
organico volatil, o tricloroetileno, tem sido associado com a presenca de
anticorpos antinucleares. Experiéncias em camundongos propensos ao LES
mostraram aceleracdo da doenga e um aumento da prevaléncia de anticorpos
antinucleares e anti-DNA (especificos para o diagnéstico de LES) em
camundongos expostos ao tricloroetileno (Karlson et al., 2007).

Somando-se a isto, cada um dos polimorfismos GST relatados, tanto
GSTM1 e GSTT1 nulos quanto o polimorfismo de nucleotideo Unico GSTP1
Val105, pode reduzir a conjugacao da glutationa, um dos mecanismos de defesa
do corpo que reduz a reatividade e citotoxicidade dos metabdlitos reativos e
confere protecdo contra o estresse oxidativo e alteragdes imunogénicas nas
proteinas celulares, DNA e RNA. Assim, variantes nestes genes podem ser
avaliadas em uma hipotese de risco para o LES (Karlson et al., 2007).

Achados ap6iam que o estresse oxidativo gerado por agentes enddégenos
ou exdgenos é um fator importante na autoimunidade (Kovacic & Jacintho, 2003),
e que as ROS sao uma marcada caracteristica de respostas inflamatérias (Rohr
et al., 2008). Evidéncias circunstanciais sugerem que o dano oxidativo, decorrente
da baixa eficiéncia na detoxificacdo de ROS e outros metabdlitos, pode contribuir
para a patogénese do LES em uma série de formas, incluindo a promocao da
apoptose e consequente exposicao de antigenos intracelulares ao sistema imune,
alteracao das propriedades de anticorpo ligado ao DNA e danos na membrana
celular (Tew et al., 2001a).

Um estudo publicado em 2007, que investigou a associagdo de potenciais
riscos ambientais com base na proximidade de residéncias a sitios de residuos
perigosos, e genes GSTs com LES revelou que individuos homozigotos para
GSTM1 nulo e GSTP1 lle105Val em combinagcdo foram associados ao
aparecimento precoce do LES (Karlson et al., 2007).

Os genes GSTs também catalisam a detoxificacdo de compostos reativos
de oxigénio que podem ser gerados por radiacao ultravioleta na luz solar. Euro-
descendentes com gendtipo GSTM7 nulo homozigoto, que tiveram exposi¢ao
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ocupacional ao sol por um longo tempo, apresentaram um risco trés vezes maior
de LES do que controles (Fraser et al., 2003).

Dados recentes sugeriram que polimorfismos de GSTM1, GSTT1 e GSTP1
nao influenciam o risco de LES, mas a delecdo de qualquer um dos genes
GSTM1 ou GSTT1 pode influenciar certas manifestacées clinicas da doencga.
(Kang et al., 2005). Achados de outro estudo mostraram que a prevaléncia de
auto-anticorpos Ro foi significativamente aumentada entre caucasianos com
gendtipo GSTM1 nulo, mas foi um pouco mais fraca entre afro-americanos
(Fraser et al., 2003).

Além da possivel influéncia dos genes GST na predisposicdo ao LES, o
papel dos polimorfismos dos genes CYP em desordens autoimunes, como o LES,
também ja foi demonstrado (McKinnon & Nebert, 1994). Um estudo publicado em
2003 relatou que a frequéncia do genétipo CYP1A1 4887C/A (Thr—Asn), bem
como a frequéncia alélica de CYP1A1 4887A, eram significativamente maiores em
pacientes com LES do que em controles. Neste estudo, pacientes lUpicos com
CYP1A1 4887A apresentaram uma tendéncia ao aumento da prevaléncia de
envolvimento renal. No entanto, ndo foi observada diferenca significante na
frequéncia de CYP1A1 4889G (CYP1A172C) entre pacientes com LES e controles
(Yen et al.,, 2003), diferentemente de outro estudo, que encontrou aumento
significativo na freqiéncia alélica de CYP1A1 4889G em pacientes com LES
quando comparados aos controles (von Schmiedeberg et al., 1999). Um recente
estudo indicou que a variante CYP1A1 m2 em heterozigose pode levar a
alteracao funcional da proteina e desempenhar um papel no desenvolvimento do
LES, mas afirmou que uma investigagdo mais aprofundada em termos de analise
funcional de CYP1A1 m2 era necessaria para provar esta hipétese (Zhang et al.,
2010). Em uma analise com individuos japoneses, o polimorfismo CYP1A1 3801C
foi significativamente associado com LES, enquanto que o polimorfismo nulo
GSTM1 nao. Quando a acado combinada dos dois l6cus foi considerada, os
individuos portadores do alelo CYP1A1 3801C e do gendétipo nulo tiveram um
risco aumentado de LES. O genétipo CC do polimorfismo CYP1A1 T3801C foi
associado com o aumento da atividade metabdlica e € possivel que esta variante

resulte na formacao de ROS, gerando inflamacgéao, bem como a modificagdo de
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antigenos que aumentam a antigenicidade. A geracao de ROS é também um
importante evento upstream na sinalizagdo do TNF e na subsequente inflamacao,
sendo considerada essencial na patogénese do LES (Horiuchi et al., 2009).

Muitos progressos ja foram feitos visando o aumento da sobrevida no LES.
A terapia utilizada h& alguns anos consistia de uma longa lista de itens, incluindo
transfusbes repetidas, injecdes intravenosas de vacinas contra Streptococcus,
vitamina B concentrada, dentre outros. Claramente, a terapéutica tem mudado de
maneira drastica. A introducdo de corticosterdides, agentes imunossupressores,
novos agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos, medicamentos que reduzem
0s niveis de colesterol, além de dialise crbnica, transplante renal e o tratamento
mais eficiente de condicées de comorbidade, como hipertenséo e hiperlipidemia,
desempenharam um importante papel para ampliar a sobrevivéncia dos pacientes
(Borchers et al., 2004).

No entanto, por ser uma doenga com manifestacdes clinicas e laboratoriais
bastante heterogéneas, infelizmente, a maioria dos trabalhos que avalia a eficacia
dos diferentes esquemas terapéuticos ndo sao randomizados e controlados e nao
contemplam grande casuistica. As manifestagbes, assim como a gravidade da
doenca podem variar em diferentes grupos populacionais, razao pela qual se
deve avaliar com cuidado os estudos realizados em grupos populacionais
distintos (Sato et al., 2002).

A Ciclofosfamida (CTX) € um agente alquilante amplamente utilizado como
um agente imunossupressor no tratamento de varias doencgas auto-imunes,
incluindo LES e artrite reumatdide. Os metabdlitos citotoxicos da CTX sao
principalmente detoxificados por multiplas enzimas Glutationa S-transferases. Em
vista disso, um estudo demonstrou que pacientes lupicos com genotipos GSTP1
com mutacdo no codon 105 [GSTP1*105lle/Val (heterozigoto) e GSTP1*-105
Val/Val (homozigoto)] tém um risco aumentado de mielotoxicidade quando
tratados com terapia pulsada de alta dose de CTX, especialmente em pacientes
com idade inferior a 30 anos ou em pacientes tratados com uma dose total
superior a 1,0 grama. Similarmente, pacientes com estes gendtipos também

tiveram maior risco de toxicidade gastrointestinal quando tratados com um regime
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pulsado de CTX de alta dose inicial. Pesquisadores concluiram que tais variacdes
aumentaram significativamente os riscos de efeitos colaterais a curto prazo desta
terapia em pacientes lupicos e que, devido a falta de substratos seletivos para a
enzima GST estudada, a detecgdao a tempo deste polimorfismo pode ajudar na
otimizacao da terapia pulsada com alta dose de CTX (Zhong et al., 2006).

Diante dessas consideracées, juntamente com a variabilidade étnica na
freqiéncia das variantes de genes que codificam enzimas de biotranformacéao e
na prevaléncia e incidéncia do LES, o envolvimento de fatores genéticos e
ambientais ndo completamente definidos, a escassez de informacbes sobre a
influéncia dos polimorfismos dos genes GST e CYP no LES e a importancia do
sistema imune no seu desenvolvimento, estamos propondo a caracterizacao
imunogenética de individuos com LES. O LES é um problema de saude que afeta
pessoas no mundo todo e muitas questdes sobre a doenca ainda permanecem
sem resposta. No Brasil, ainda ndo foram realizados estudos de associagdo do
LES com os polimorfismos de enzimas de metabolizagao de fase | e Il analisados
em conjunto, sendo, portanto, interessante determinar essa associagao e
observar se esta também ocorre em outras populagdes. A identificacdo de fatores
genéticos implicados na patogénese do LES pode, futuramente, auxiliar no
estabelecimento de diagndsticos e prognoésticos mais confiaveis. Além disso,
polimorfismos nos genes GST e CYP podem estar relacionados a terapia utilizada
para tratar a doencga, podendo contribuir para o sucesso terapéutico ou para o

agravamento do quadro clinico destes pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo geral investigar o papel dos
polimorfismos das enzimas Glutationa S-transferases e das enzimas do
Citocromo P450 na susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistémico, através da
analise da presenca e freqiéncia das variantes alélicas destes genes em
amostras de pacientes com LES e individuos controle.

2.2 Objetivos Especificos

o Analisar os polimorfismos de presenca/auséncia dos genes GSTM1
e GSTT1 e o polimorfismo lle105Val no gene GSTP1 da Glutationa S-transferase
em pacientes com LES e controles.

o Analisar os polimorfismos lle462Val (CYP1A1*2C) no gene CYP1A1
e CYP2E1"5B no gene CYP2E1 do Sistema Citocromo P450 em pacientes com
LES e controles.

J Comparar as freqiéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
entre pacientes e controles.

. Comparar as freqiéncias das variantes polimoérficas estudadas com
as diferentes manifestacées clinicas e laboratoriais dos pacientes, buscando

possiveis associacoes.
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ABSTRACT
This study investigates the role of Cytochrome P450 (CYP) and Glutathione S-
transferase (GST) genes in susceptibility and clinical expression of Systemic
Lupus Erythematosus (SLE), through the analysis of GSTMT1 null, GSTT1 null,
GSTP1*Val, CYP1A1*2C and CYPZ2E1*5B polymorphisms in 370 SLE patients
and 329 healthy blood donners from southern Brazil. CYP variants were
genotyped using PCR-RFLP, while for the polymorphisms of GST, multiplex PCR
was used to analyze the genotypes of GSTT1 and GSTM1, and PCR-RFLP to
analyze the genotypes of GSTP1. Allelic and genotypic frequencies were
compared between patients and controls by Chi-square or Fisher's exact tests. All
analyzes were performed grouping the individuals according to their ethnic origin.
Among European-derived individuals, a lower frequency of GSTP1*Val
heterozygous genotypes was found in SLE patients when compared to controls.
(p=0.0047). The CYP2E1*5B allele frequency was significantly higher in SLE
patients when compared to controls (p=0.038). We did not observe any clinical
implication of the CYP and GST polymorphisms in patients with SLE. Our data
suggest a protective role of the GSTP17*105lle/Val heterozygous genotype against
the SLE in European-derived and a possible influence of the CYP2E1*5B allele in

SLE susceptibility among African-derived individuals.

Keywords: Glutathione S-transferase, Cytochrome P450, polymorphism, Systemic
Lupus Erythematosus, ethnicity.
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INTRODUCTION

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune chronic
inflammatory disease that exhibits a wide spectrum of clinical manifestations and
the involvement of multiple organs, including kidneys, joints, nervous system and
hematopoietic organs (1, 2). It is characterized by the appearance of a variety of
autoantibodies, such as antinuclear, anti-double stranded DNA and
antiphospholipid antibodies, that leads a subsequent immune complexes
deposition, culminating in chronic inflammation and tissue damage (3, 4). The
disease occurs in all populations, but the prevalence and severity of SLE varies
across the world (5). In general, SLE is far less common in europeans and their
descendants when compared to all other ethnicities (6). The etiology of SLE is
probably multifactorial, with involvement of genetic, hormonal, immunological and
environmental factors (3, 7). SLE affects primarily women, in a ratio of about 9:1,
especially when comparing individuals in reproductive age. This fact can be
attributed to hormonal factors, especially to the effects of the estrogen hormone (8,
9). Multiple abnormalities of both the innate and adaptive immune systems have
been described in SLE and environmental exposures to sunlight, organic solvents
and infections for example, have been related to development or exacerbation of
the disease (1, 3). Several studies have identified potential genetic markers
associated with SLE that participate of many pathways, processes and different
types of cells (10-12).

Genes and proteins involved in metabolization/detoxification of xenobiotics
are commonly used as markers of susceptibility to the development of diseases in

which the etiology is related to exposure to environmental factors. Since SLE has
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possibly an environmental contribution and the impaired metabolic activity may
aggravate the course of disease, genes coding for enzymes responsible for
activation (phase | reactions) or deactivation (phase Il reactions) of xenobiotics
have emerged as potential targets in studies with SLE (13). The activation
enzymes, represented by the Cytochrome P450 (CYP) superfamily, activate the
xenobiotic, making it more electrophilic and thus more reactive, usually with the
introduction of a functional grouping. The detoxification enzymes, such as
Glutathione S-transferase (GST) superfamily, usually conjugate metabolites with
an endogenous substrate. As a result, the metabolites are transformed in
hydrophilic substances that can be excreted (14, 15). Interindividual differences
regarding the biotransformation capacity of the endogenous and exogenous
substances may be related to  polymorphisms in genes  of
metabolization/detoxification enzymes, because it can lead to change of the
enzymes activity involved in this process (14).

The CYP1A1 gene is located on chromosome 15924.1 and polymorphisms
in this gene have been associated with increased inducibility and/or activity of
enzyme. Among them, the variant CYP1A1*2C occurs due to the A—G transition
at nucleotide 4889 in exon 7 (lle462Val) and it shows an almost two-fold higher
catalytic enzyme activity than the lle variant (16-18). It has been reported that the
higher catalytic activity of CYP1A1 leads to an increased generation of oxidative
stress in cells (19). The CYP2ET1 gene is located on chromosome 10924.3-qgter
(20). Several polymorphisms have been described throughout this gene. The

CYPZ2E175B variant, located in the 5' regulatory, with replacement at position -
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1293 (G—C Pst) may affect the gene transcription and it is one of the most
important polymorphisms identified (17, 21-23).

The GSTM1, GSTT1, and GSTP1 genes are involved in the detoxification of
a broad range of toxic substances (24, 25). GSTM1 gene is located on
chromosome 1p13.3. Interindividual differences regarding the enzyme activity are
due to the gene deletion or allelic variation, and individuals with the GSTM1 null do
not express the protein (17, 25). The GSTT1 gene is located on chromosome
22011.23 and it has also been described the deletion of this gene, GSTT1 null,
resulting in complete absence of enzyme activity (26). The GSTP1 gene, located
on chromosome 11913, displays a polymorphism at codon 105 resulting from an
A—G transition at nucleotide +313 (/le105Val), producing an enzyme with both
substrate affinity and thermal stability altered (24, 27, 28).

Since many GST and CYP genes are polymorphic, there has been great
interest in determining whether certain allelic variants are associated with the risk
(or outcome) of a variety of diseases, such as SLE (25, 29-31). Metabolism of
environmental factors or xenobiotics is regulated by a balance of a number of
steps that involve the production and detoxification of reactive oxygen species
(ROS). ROS bind covalently to DNA, leading to somatic mutation or disruption of
cell cycle. The toxic substances are metabolized to generate ROS by CYP
enzymes. On the other hand, GSTs play a critical role in detoxification. Therefore,
CYP variants that impair this process contribute to the increased generation of
ROS and the lack or low GSTs activity lead to the decreased detoxification of
these compounds. The combination these effects will result in the increased level

of ROS (32), considered an important factor in autoimmunity (33), and a marked
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characteristic of inflammatory responses (13). It is believed that ROS increase
immunogenecity of DNA, LDL and IgG, generating ligands for which
autoantibodies show higher avidity (34). Evidences suggest that oxidative damage
may contribute to the pathogenesis of SLE in a number of ways, including
promotion of apoptosis and consequent exposure of intracellular antigens to the
immune system, modification the properties of antibody linked to DNA and cell
membrane damage (35).

Considering the crucial role of biotransformation enzymes in activation and
detoxification of several metabolites, the possible genetic and environmental
contributions to the SLE and the fact that in Brazil there are no studies linking SLE
and polymorphisms of phase | and Il enzymes analyzed together, the objectives of
this work were investigated the frequency of GSTMT1 null, GSTT1 null and GSTP1
lle105Val polymorphisms of Glutathione S-transferases, and the frequency of
CYP1A1*2C and CYP2E1*5B polymorphisms of Cytochrome P450 in SLE
patients and healthy controls from southern Brazil, seeking possible correlations

among these variants and clinical and laboratory expression of the disease.
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MATERIALS AND METHODS

Study populations

A total of 370 samples from SLE patients, 92.4% women and 7.6% men,
followed at the Division of Rheumatology of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) were obtained. The mean age of patients was 42.2+14.3 years and the
mean age of disease diagnostic was 32.7+13.6 years. The control group was
comprised of 329 unexposed, uninfected healthy blood donors, being 30% women
and 70% men, with ages ranging from 20 to 62 years, from the urban population of
Porto Alegre, the capital of the southernmost state of Brazil. Patients and controls
were classified as European or African-derived according to phenotypic
characteristics of individuals, as judged by the researcher at the time of blood
collection, and data about the ethnicity of parents/grandparents reported by the
participants. The issue concerning skin color-based classification criteria that is
used in Brazil is well documented and has been already assessed by our group in
previous studies (36, 37).

Information regarding demographic, clinical and laboratory features of SLE
patients were collected from data contained in medical records filled in the Medical
Archive Service and Health Information. The clinical and laboratory features
evaluated were: presence or absence of malar rash, discoid rash, photosensitivity,
oral or nasal ulcers, serositis, arthritis, nephritis, neurological manifestations
(psychosis and convulsions), hematologic events (hemolytic anemia, leukopenia,
lymphopenia and thrombocytopenia), positive antinuclear antibodies (ANAs) (titer
>1:100) and other auto-antibodies (anti-double-stranded DNA, anti-Sm, anti-

Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-RNP, anti-Scl 70, anticardiolipin, lupus anticoagulant
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and false positive VDRL). The definition of each variable followed the description
from the classification criteria for SLE according to American College of
Rheumatology (38). Furthermore, patients were evaluated for the presence of
Sjégren's Syndrome and Secondary Antiphospholipid Syndrome, according to the
classification criteria proposed for both diseases (39, 40). SLICC damage index
(41) and SLEDAI disease activity index (42) were also performed for each patient.
All patients and controls participating in this study gave their written informed

consent. This study was approved by the Ethics Committee of HCPA.

Sample Collection
The DNA used for molecular techniques was obtained from 5 mL peripheral
blood samples collected with EDTA and purified through the salting-out method as

described by Lahiri e Nurnberger (43). DNA samples were stored at -20°C.

CYP1A1and CYP2E1 Genotyping

Molecular identification of Cytochrome P450 polymorphisms was performed
by Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorfism (PCR-
RFLP) assay. The CYP1A1*2C polymorphism was genotyped using the primers
and PCR conditions previously described by Cascorbi et al. (18). The amplified
fragments (204 bp) were visualized on 1% agarose gel stained with ethidium
bromide. The amplified product was digested with BsrDI restriction enzyme, and
the fragments of 149 bp and 55 bp generated were visualized in 3% agarose gel.
The genotyping of CYP2E1*5B polymorphism was performed according to Kato et

al. (22). The amplified fragments (410 bp) were checked in 1% agarose gel and an
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aliquot of the amplified product was then subjected to the Pst/ restriction enzyme.
Genotypes were determined through the visualization of the fragments of 290 bp

and 120 bp visualized on 3% agarose gel.

GSTM1, GSTT1 and GSTP1 Genotyping

The GSTM1 and GSTT1 genes polymorphisms of Glutathione S-
transferase were genotyped using the amplification method by Polymerase Chain
Reaction (PCR) in multiplex, with specific primers and PCR-RFLP for GSTP1 gene
as described by Rohr et al. (13). The primer sequences used were as previously
reported (44-46). An aliquot of amplified product was analyzed by electrophoresis
in 3% agarose gel to verify the absence or presence of GSTT1 (480 pb) and
GSTM1 (215 pb) genes, and the product of GSTP1 (176 pb) was used as a
internal control in this reaction. A second aliquot of the amplified product of GSTP1
was digested by the restriction enzyme Bsmal as described by Harries et al. (45).
The fragments of 91 bp and 85 bp formed after the enzymatic digestion were

visualized in 8% polyacrylamide gel stained with silver nitrate.

Statistical analysis

Allelic and genotipic frequencies were estimated by direct counting. The
genotypic frequencies of cases and controls were compared to Hardy—Weinberg
expectations using Chi-Square tests. CYP and GST allelic frequencies were
compared between patients and controls using the Chi-square test or Fisher's
exact test, if appropriate. The adjusted residuals and OR estimative were also

calculated. Correlations between clinical and laboratory variables of patients and
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the frequencies of polymorphisms were also made through the Chi-square test (or
Fisher's exact test) for qualitative variables and Kruskal-Wallis test for quantitative
variables, using Bonferroni correction to the level of statistical significance. All data
were analyzed with SPSS software version 15.0 and WinPepi 10.0. Significance

level was established at p<0.05 (two-tailed).
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RESULTS

Published data report that the LES incidence and the polymorphic variants
of GST and CYP genes frequencies show a high variability in different ethnic
populations (47-49). For this reason, all analyses were performed subdividing the
individuals according to their ethnic origin. Our study included 370 patients
diagnosed with SLE, of which 282 (76%) were classified as European-derived and
88 (24%) as African-derived, and 329 controls, being 241(73%) classified as
European-derived and 88 (27%) as African-derived. Due to the lack of clinical
and/or laboratory data from medical records of some patients, a difference
between the total number of individuals sampled and the number of individuals
analyzed may be observed in some cases.

Table 1 shows the frequencies of GSTT1 null and GSTM1 null genotypes,
which did not differ significantly between SLE patients and controls in both
European-derived (p=0.724 and p=0.173, respectively) and African-derived
(p=0.557 and p=0.239, respectively) groups. We also performed a combined
analysis, comparing the individuals that had double deletion of both GSTT7 and
GSTM1 with the rest of the population, and no significant difference was found in
European-derived (p=0.501) as well as in African-derived (p=1.000).

The allelic and genotypic frequencies of GSTP1*lle105Val polymorphism
were compared between patients and controls (Table 2) and the analysis results
showed a statistically significant difference in genotypic frequencies among
European-derived. Interestingly, a lower frequency of heterozygous for the variant
GSTP1*lle105Val was observed among European-derived SLE patients when

compared to their controls (0.36 and 0.48 respectively; p=0.0047). The overall
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odds ratio (OR) for heterozygous in relation to wild-type and mutant homozygous
was 0.63 (95% Cl 0.43 — 0.93, p=0.044] and 0.49 (95% CI 0.26 — 0.92, p=0.051),
respectively. The genotypic frequencies of GSTP1*lle105Val variant in European-
derived SLE patients were not in Hardy—Weinberg equilibrium, which can be
explained by the possible and relevant effect of this polymorphism in a sample of
non-healthy individuals. For all other groups of cases and controls, genotypic
distribuitions were in Hardy—Weinberg equilibrium. The African-derived group did
not present any statistically significant difference for GSTP1*lle105Val
polymorphism. The allele frequencies were similar between patients and controls
in both groups. However, it is important to emphasize that there was a higher
frequency of Val*105 variant in African-derived SLE patients (0.40) in relation to
matched controls (0.30), but without significant difference (p=0.061).

Data resulting from analysis of CYP genes polymorphisms, CYP1A1 and
CYP2E1, are presented in Tables 4 and 5, respectively. Concerning the
CYP1A172C variant, the allele and genotypic frequencies observed in SLE
patients were compared to frequencies of healthy individuals previously reported
(48, 50). Similar allele and genotypic frequencies for this variant were found in
patients and controls of both ethnic groups (Table 4). Analysis performed for the
CYP2E1"5B polymorphism (Table 5) showed an allele frequency of 0.11 in
African-derived SLE patients against 0.05 in healthy individuals (p=0.038; OR
2.69, 95% CI 1.00 — 8.42), while allele frequencies between European-derived
patients and controls were very similar each other. The frequencies of
CYP2E1*1A/*1A,*1A/*5B and *5B/*5B genotypes were not significantly different

between patients and controls in different ethnic groups.
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We also investigated the clinical and laboratory differences between
patients with SLE according to the GST and CYP polymorphisms studied (data not
shown). The results of these tests indicated a higher frequency of anti-Ro
antibodies in European-derived patients with GSTT1 null genotype (p=0.031) and
a higher prevalence of secondary antiphospholipid syndrome in African-derived
patients with GSTT1 gene deletion (p=0.013). Interestingly, the frequency of
GSTM1 null was lower than the GSTM1 non-null in African-derived SLE patients
presenting nephritis (p=0.012) and higher in those with IgG and IGM anticardiolipin
antibodies  (p=0.022). In European-derived group, heterozygous for
GSTP1*lle105Val showed a higher prevalence of false-positive VDRL compared
to wild-type and mutant homozygous (p=0.047), as well as a higher serositis
frequency in homozygous and heterozygous for CYP1A1*2C in relation to wild-
type homozygous individuals (p=0.047). However, after applying Bonferroni

correction, the significant P-values were not maintained.
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DISCUSSION

In this study, we investigated the possible influence of Glutathione S-
transferases and Cytochrome P450 genes polymorphisms in the development and
clinical progression of SLE in a Southern Brazilian population. GST and CYP
enzymes are responsible for the activation and detoxification of many xenobiotics
and endobiotics and their involvement in defence against oxidative stress
suggests that polymorphisms that affect the activity of these enzymes, may be
significant determinants of individual risk for several diseases, in which the
etiology is related to exposure to environmental factors (17, 30, 51). Considering
that SLE is a multifactorial disease, with possible combined genetic and
environmental contribuitions, studies have evaluated polymorphisms of the
metabolic enzyme genes in the context of SLE (30, 31, 52, 53), although there are
conflicting reports regarding the association of GST and CYP genes with LES (11,
31, 32, 53). The inconsistent results may be due to ethnic diversity of the
populations studied or interaction between different environmental and genetic
factors.

It has been reported that the frequencies of CYP and GST polymorphisms
vary in different ethnic groups (22, 47, 54) as well as the prevalence and incidence
of SLE (6, 55). Therefore, our analyses were performed grouping cases and
controls according to their ethnic origin. Although the individuals classified as
European-derived or African-derived can present a certain degree of admixture, a
recent study published by Santos et al. assessed individual interethnic admixture
using a 48-insertion-deletion Ancestry-Informative Marker panel and validated our

classification criteria. The authors identified a very high level of European
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contribution (94%) and fewer Native American (5%) and African (1%) genes in a
sample of 81 European-derived individuals from southern Brazil (56). Therefore,
the subgrouping of our SLE patients and controls seems to reflect the actual
ethnic/genetic background of this human population.

The analysis of GSTT1 null and GSTM1 null polymorphisms showed similar
frequencies between SLE patients and controls in both ethnicities. Unlike our
results, one study found a significant difference for the GSTM1 null genotype
between SLE patients and controls in a Chinese population, suggesting an
association between GSTM1 deletion and the risk of SLE (p=0.003, OR 1.66 [95%
Cl 1.19-2.32]). With respect to the GSTT1 null genotype and the double deletion of
both GSTT1 and GSTM1, no association was observed (31). Nevertheless, Kang
et al. investigated Korean SLE patients and suggested that genetic polymorphisms
GSTM1 and GSTT1 do not influence the risk of SLE, supporting our findings (53).
Our data are also in agreement with the results from another previous study,
where the authors observed no association between GSTM71 deletion and SLE
(32).

Analyzing the GSTP1*lle105Val variant in European-derived, we found
similar allele frequencies between SLE patients and controls, but a genotypic
frequency of 0.36 of heterozygous lle/Val in SLE patients compared to 0.48 in
matched-controls (p=0.0047) was observed. Heterozygous for this variant had an
OR of 0.63 (Cl 95% 0.43 — 0.93, p=0.044) in relation to wild-type homozygous and
0.49 (Cl 95% 0.26 — 0.92 p=0.051) compared to mutant homozygous, suggesting
an interesting protective role of genotype lle/Val against the SLE. A possible

explanation for this result is that individuals with heterozygous genotype would
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have a good metabolization of a larger amount of substrates than individuals with
mutant or wild-type homozygous genotypes. Depending of homozygous genotype,
the detoxification might be effective for certain substances but not for others. Data
from literature reported that the codon 105 comprises part of the active site of the
GSTP1 enzyme for linking reactive electrophilic substrates, then the substitution of
amino acid at position 105 may affect the substrate-specific catalytic activity and
thermal stability of the enzyme (27). Moreover, analysis pointed that enzymes with
lle105 and Val105 differ significantly in their catalytic activity according to the
substrate on which the enzymes act (57) and it has been shown that enzymes with
Val105 have a 7-fold higher efficiency for the PAH diol epoxides than the enzymes
with lle105. In contrast, enzymes with Val105 are 3-fold less effective using 1-
chloro-2 ,4-dinitrobenzene (58). Taken together, these reports provide the basis
for our hypothesis. The African-derived group showed no significant difference in
allelic and genotypic frequencies between patients and controls. However, it is
worth noting that there was a higher frequency of GSTP1*Val105 allele in SLE
patients of this group as compared to their controls, although not statistically
significant (0.40 vs. 0.30, p=0.061). The research with Korean individuals also
assessed the GSTP1*lle105Val polymorphism in susceptibility to SLE and,
contrary to our findings, no association was observed in this population (53). It is
also interesting to cite a study conducted in London that identified a possible
protective role of GSTP1*Val allele against polymorphic light eruption, a feature
significantly increased in patients with Lupus Erythematosus (59).

With respect to CYP1A71 gene analysis, the allele and genotypic

frequencies of CYP1A1*2C variant in both European-derived and African-derived
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SLE patients were not different of the frequencies observed in matched-controls.
Other studies have also suggested the role of CYP1A1 polymorphisms in the
context of SLE. In Taiwan, CYP1A1 polymorphisms, in combination with
manganese superoxide dismutase gene polymorphisms, were also evaluated in
the pathogenesis of SLE, and no significant difference was found in frequencies of
this polymorphism between patients and healthy individuals, corroborating our
findings (30). However, this is different than the results of two previously published
studies. Investigations from von Schmiedeberg et al. showed a significant increase
(p<0.05) of the mutant Val allele (OR = 2.59) in Germans with SLE when
compared to controls, indicating that the enhanced formation of reactive
metabolites, resulting from a higher basal and inducible enzyme activity, could
alter self-proteins presented to the immune system, stimulating autoreactive T
cells which induce autoimmunity (60). The authors of Chinese study, beyond the
GSTT1 and GSTM1 polymorphisms, also examined the influence of CYP1AT7 in
susceptibility to SLE and, in this analysis, significant difference was observed
when comparing the genotype frequencies between SLE patients and controls,
with higher frequency of CYP1A1*2C mutant genotype in SLE patients (p=0.013).
However, no statistical difference was obtained when comparing the allele
frequencies (p=0.444) (31). Yen et al suggested that the discrepancy observed
among these results may be due to different genetic backgrounds in the different
ethnics (30). Furthermore, it is important to take into account that the Chinese
population has over 30 provinces and 1/5 of the world’s total population (31).
Thus, the extrapolation of these results to other populations should be considered

with caution.
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Genotypic and allele frequencies of CYP2E1 were analyzed and no
significant difference in the frequencies between European-derived SLE patients
and controls was obtained. In African-derived, similar genotype frequencies
between patients and controls were also observed, however, a frequency of 0.11
for allele CYP2E1*5B was observed in patients against 0.05 in matched-controls
(p=0.038), indicating a possible association of CYP2E1*5B allele with SLE.
Individuals carrying this allele present about 3-fold higher chance to develop the
disease than individuals carrying the wild-type allele [OR 2.69 (Cl 95% 1.00 —
8.42)]. This significant association may be due to influence of CYP2E1*5B allelic
variant in the increase of CYP2E1 gene transcription. In addition to the CYP2E1
ability to metabolize a wide variety of low molecular weight compounds, it is also
an effective generator of ROS (52), which cause damage in cell membranes and
macromolecules and leads to formation of DNA adducts (21). The involvement of
ROS in the pathogenesis of SLE has been described by many authors (30, 32, 61,
62). A study revealed that there was an increased production of superoxide by
neutrophile in the serum from patients with SLE and oxygen intermediates
produced by immune complex-activated neutrophils play an important role in
vasculitis, nephritis and other tissue damage (30, 62). Furthermore, ROS may
modify DNA molecules and increase the immunogenicity of damaged DNA,
inducing the formation of pathological anti-DNA antibodies (30). Among the wide
substrate spectrum of CYP2E1, trichloroethylene (TCE) has been implicated in
autoimmune disorders in both humans and animal models. TCE is an organic
solvent that is primarily used as a degreasing agent for metals. Griffin et al.

showed that treatment with TCE promoted expansion of the percentage of CD4™ T
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cells, with a reduction in the secretion of IL-4 and increased secretion of IFN-y in
autoimmune prone MRL+/+ mice. They also reported that after the mice were
treated with diallyl sulfide, a specific inhibitor of CYP2E1, the proliferative capacity
of T cells was inhibited and the reduction in IL-4 levels was reversed (63), showing
that the metabolism of TCE by CYP2E1 is required for immunomodulation.
Therefore, it is possible that higher expression of CYP2E1 contributes to the SLE
development through the production of more ROS during the compounds
metabolization with the production of toxic intermediates as, for example, the
metabolites of TCE (52).

Besides the relevance of GST and CYP polymorphisms in the onset of SLE,
their role in clinical progression of disease has also attracted the attention of
researchers. Kang et al. reported association of the GSTM1 null genotype with a
lower frequency of hematological disorders, and a higher frequency of
SSA(+)/SSB(-) autoantibody profile. Compared to SLE patients with the GSTT1
non-null genotype, those with the GSTT1 null had a lower frequency of discoid
rash and nephritis, suggesting that deletion of GSTT1 or GSTM1 may influence
the manifestation of SLE but not the risk of SLE (53). So far, we have found no
significant influence of the polymorphisms studied in clinical and laboratory
features of SLE patients. The study with Taiwanese individuals is consistent with
ours, where associations between the CYP1A1*2C polymorphisms and clinical
manifestations of SLE were not observed (30).

Available studies about the influence of biometabolism genetic
polymorphisms in SLE are scarce and have limitations since generally they only

include some of the metabolizing enzymes genes. This is the first Southern
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Brazilian study that provides evidence for an association between polymorphismc
variants of genes related to oxidative metabolism and SLE risk. In conclusion, our
results indicate a possible protective role of GSTP1*lle105Val heterozygous
genotype in susceptibility of SLE in European-derived and an involvement the
CYP2E1*5B allele in the pathogenesis of SLE in African-derived. We did not
observe any clinical implication of GST and CYP variants in SLE patients.
Although there are indications of the importance of enzymes GST and CYP in the
autoimmune process, how this exactly happens is still unclear and our findings do
not exclude the possibility that the combination of other biometabolism genes
somehow contribute to SLE development. This shows the need for additional
analysis encompassing more genes presumably involved, as well as populations

of different ethnic origins.
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TABLES

Table 1: Frequencies of GSTT1 and GSTM1 null genotypes in southern Brazilian

SLE patients and controls, according to ethnicity.

Genotypes European-derived African-derived
Patients Controls Patients Controls
n=282 n=241 n=87 n=87
GSTT1 null 56 [0.20] 4410.18] 14[0.16] 18[0.21]
GSTT1 non-null 226 [0.80] 197 [0.82] 73[0.84] 69 [0.79]
X2 with Yates p=0.724 X2 with Yates p=0.557

OR 1.11 (Cl1 95% 0.70 - 1.77) OR 0.74 (Cl1 95% 0.31 —1.7)

Genotypes European-derived African-derived
Patients Controls Patients Controls
n=282 n=241 n=87 n=88
GSTM1 null 133 [0.47] 129 [0.54] 33[0.38] 25[0.28]
GSTM1 non-null 149 [0.53] 112 [0.47] 54 [0.62] 63 [0.72]
X2 with Yates p=0.173 x? with Yates p=0.239

OR 0.77 (C1 95% 0.54 — 1.11) OR 1.54 (Cl 95% 0.78 — 3.06)

Genotypes European-derived African-derived
Patients Controls Patients Controls
n=282 n=241 n=87 n=87
GSTT1 nulland GSTM1 null 18 [0.06] 20 [0.08] 51[0.06] 4 10.05]
Other genotypes 264 [0.94] 221 [0.92] 82 [0.94] 83 [0.95]

X2 with Yates p=0.501 X2 with Yates p=1.000

OR 0.75 (Cl 95% 0.37 — 1.54) OR 1.27 (Cl 95% 0.26 — 6.60)

Absolut frequency and [relative frequency] are shown for genotypes.
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Table 2: Genotypic and allelic frequencies of GSTP71*lle105Val in southern

Brazilian SLE patients and controls, according to ethnicity.

Genotypes European-derived African-derived
Patients Controls Patients Controls
n=282 n=237 n=87 n=88

GSTP1
"lle/lle 143 [0.51] 102 [0.43] 33[0.38] 46 [0.52]
£ lle/Val 101 [0.36]* 114 [0.48]* 38 [0.44] 31 [0.35]
5 Val/Val 38[0.13] 21 [0.09] 16 [0.18] 11 [0.13]
X2 p=0.013 X2 p=0.154

* Adjusted residual, x2 p=0.0047

21OR 0.63 (Cl 95% 0.43 — 0.93) p=0.044 ' OR 1.71 (Cl 95% 0.85 — 3.45) p=0.317

23 OR 0.49 (Cl 95% 0.26 — 0.92) p=0.051 ' OR 2.03 (Cl 95% 0.76 — 5.48) p=0.347

Alleles European-derived African-derived
Patients Controls Patients Controls
2n=564 2n=474 2n=174 2n=176

GSTP1*Val 0.31 0.33 0.40 0.30
GSTP1*lle 0.69 0.67 0.60 0.70
X2 with Yates p=0.646 x2 with Yates p=0.061

OR 0.93 (Cl 95% 0.71 — 1.22) OR 1.56 (Cl 95% 0.98 — 2.49)

Absolut frequency and [relative frequency] are shown for genotypes.
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Table 3: Genotypic and allelic frequencies of CYP1A1*2C in southern Brazilian

SLE patients and controls, according to ethnicity.

Genotypes

European-derived

African-derived

Patients Controls® Patients Controls®
n=202 n=90 n=57 n=137
CYP1AT1 (lle/Val)
“1A/1A 154 [0.76] 73[0.81] 38[0.67] 98 [0.72]
“1A/*2C 41 [0.20] 14 [0.16] 18 [0.31] 36 [0.26]
*2C/*2C 7 [0.04] 31[0.03] 1[0.02] 31[0.02]
Fisher p=0.609 Fisher p=0.784
Alleles European-derived African-derived
Patients Controls® Patients Controls®
2n=404 2n=180 2n=114 2n=274
CYP1A1*2C 0.14 0.11 0.18 0.15
CYP1A1*1A 0.86 0.89 0.82 0.85

Fisher p=0.426

OR 1.26 (Cl 95% 0.72 — 2.30)

Fisher p=0.648

OR 1.18 (Cl 95% 0.62 — 2.17)

4 Data from Gaspar et al., 2004 (50).

® Data from Gaspar et al., 2002 (48).

Absolut frequency and [relative frequency] are shown for genotypes.
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Table 4: Genotypic and allelic frequencies of CYP2E1*5B in southern Brazilian

SLE patients and controls, according to ethnicity.

Genotypes European-derived African-derived
Patients Controls Patients Controls
n=276 n=236 n=88 n=66
CYP2E1
“1A/*1A 240 [0.87] 207 [0.88] 70 [0.80] 60 [0.91]
“1A/*5B 35[0.13] 28 [0.12] 16 [0.18] 6 [0.09]
*5B/*5B 1 [0.004] 1 [0.004] 2[0.02] 0 [0.00]
Fisher p=0.895 Fisher p=0.110
Alleles European-derived African-derived
Patients Controls Patients Controls
2n=552 2n=472 2n=176 2n=132
CYP2E1*5B 0.07 0.06 0.11 0.05
CYP2E1*1A 0.93 0.94 0.89 0.95

Fisher p=0.899

OR 1.06 (Cl 95% 0.62 — 1.81)

Fisher p=0.038

OR 2.69 (Cl 95% 1.00 — 8.42)

Absolut frequency and [relative frequency] are shown for genotypes.
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4. DISCUSSAO DA DISSERTACAO

O Lupus Eritematoso Sistémico € considerado, clinicamente e
sorologicamente, a mais diversa das doencas autoimunes, pois pode afetar
qualquer 6rgdo do corpo e 0s pacientes exibem uma ampla variedade de
manifestagdes clinicas e laboratoriais. Embora previamente considerada uma
doenca rara, na verdade o LES parece ser relativamente comum, provavelmente
devido ao desenvolvimento de varios testes imunolégicos e a introducdo, desde
1982, de critérios de classificagdo mais sensiveis, permitindo que um maior
namero de casos seja detectado nos dias de hoje (Jimenez et al., 2003). No
entanto, a verdadeira causa do LES permanece desconhecida e diversos
trabalhos buscam identificar os possiveis fatores envolvidos na ocorréncia e
progressado do LES. Diversos genes ja foram relacionados com predisposi¢cdo ao
LES, tais como genes HLA-DR2 e HLA-DR3, o alelo nulo C4A, genes de
receptores Fcy, gene MBL2, dentre muitos outros (Kelly et al., 2002; Rhodes &
Vyse, 2008). A exposicdo a fatores ambientais é também considerado um
importante fator de risco para o LES (Cooper et al., 1998), e levando-se em conta
que a variabilidade genética pode afetar a expressao e atividade de enzimas de
metabolizacdo, responsaveis pela protecdo do organismo contra substancias
téxicas do ambiente, decidimos investigar o papel dos genes GSTM1, GSTT1 e
GSTP1, bem como CYP1A1 e CYP2E1 na susceptibilidade ao LES. Esses genes
sao considerados relevantes no controle da producéo e detoxificacdo de ROS e,
portanto, um desbalanco entre esses passos pode conduzir a alteragdes
imunogénicas nas proteinas celulares, DNA, RNA e, consequentemente,
predispor a uma doenca autoimune, como o LES (Horiuchi et al., 2009; Karlson et
al., 2007; Yen et al, 2003). As ROS se ligam covalentemente ao DNA,
conduzindo a mutagdo somatica ou ao rompimento do ciclo celular, além de gerar
ligantes para os quais 0s autoanticorpos mostram maior avidez (Griffiths, 2008;
Horiuchi et al., 2009). Estudos ja foram realizados na tentativa de esclarecer a
influéncia dos genes GST e CYP na susceptibilidade ao LES, embora a maioria
dos resultados é divergente e a associagdo genes x doenca nao foi claramente
demonstrada até o momento (Fraser et al., 2003; Kang et al., 2005; Liao et al.,
2011; Yen et al., 2003; Zhang et al., 2010). Esse fato ndo é surpreendente, uma
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vez que os estudos foram realizados com diferentes populacbes, as quais
mostram variabilidade nas frequéncias dos polimorfismos genéticos em questao,
bem como na incidéncia e prevaléncia do LES (Borchers et al., 2010; Inoue et al.,
2000; Kato et al., 1992; Pons-Estel et al., 2010; Rossini et al., 2002).

No nosso trabalho, analisamos os polimorfismos dos genes GST e CYP,
acima citados, em uma amostra de pacientes diagnosticados com LES e em
controles, sendo ambos 0s grupos provenientes do sul do Brasil. As analises
mostraram frequéncias semelhantes dos genétipos GSTT1 nulo e GSTM1 nulo,
individuais e em conjunto, entre pacientes e controles nos dois grupos étnicos
(Tabela1 do artigo). Um estudo realizado com Japoneses avaliou os
polimorfismos TNF-RIl, CYP1A1 e GSTM1 no risco de LES e, assim como o
nosso, Nao observou associacdo entre o gendtipo nulo GSTM1 e a doenca. Mas,
quando combinado com os polimorfismos CYP1A1 3801C e TNF-RIl 196M, uma
associacao significativa com o LES foi encontrada (Horiuchi et al., 2009). Nossos
achados também concordam com uma analise realizada numa populacado
Coreana de 330 pacientes com LES e 270 controles, onde nenhuma associagao
dos genoétipos GSTMT1 e GSTT1 no risco de LES foi observada (Kang et al.,
2005). Entretanto, contrariamente ao que relatamos, Zhang et al. sugeriram uma
associagao entre GSTM1 e LES em chineses, o que nao foi visto para GSTTT,
nem mesmo para a analise combinando a delecdo de ambos o0s genes. A
divergéncia quanto a estes achados pode ser devido as diferentes subpopulacoes
avaliadas em cada estudo, e quanto a populacao chinesa, nao podemos deixar de
lembrar da grande diversidade étnica que existe na China, aléem de ser uma
populacdo extremamente numerosa (Zhang et al., 2010). Outro estudo encontrou
algumas evidéncias de que o LES ocorre em uma idade mais precoce em
mulheres que apresentam, em combinacdo, auséncia de GSTM1, sitios de
ligacdo a substratos de GSTP1 alterados e que vivem proximo a depositos de
residuos perigosos (Karlson et al., 2007).

Diferentemente dos achados de Kang et al., nossos resultados mostraram
uma menor frequéncia do genétipo heterozigoto GSTP1*lle105Val nos pacientes
euro-descendentes quando comparados aos seus controles, indicando um

possivel papel protetor deste gendtipo contra o desenvolvimento de LES (Tabela
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2 do artigo). Visto que a atividade da enzima GSTP1, além de ser modulada por
polimorfismos no gene, depende também do substrato no qual ela esta atuando,
uma hip6tese para a associacdo encontrada é que individuos com genétipo
heterozigoto para a variante GSTP1*Val105 apresentariam uma boa
metabolizacdo de uma maior gama de substratos do que individuos com os
demais genotipos. Por exemplo, o gendtipo homozigoto selvagem poderia ser
efetivo na detoxificagcdo de uma determinada substancia, ao passo que o genétipo
homozigoto mutante néo, e vice-versa. Se esta hipotese for verdadeira, individuos
heterozigotos se beneficiariam com o espectro mais amplo da enzima, uma vez
que diminuiriam a reatividade e citotoxicidade de uma maior quantidade de
metabdlitos, protegendo o organismo contra a autoimunidade. Dados da literatura
relataram que a substituicio do aminoacido na posicao 105 pode afetar a
atividade catalitica substrato-especifica e a estabilidade térmica da enzima e que,
por exemplo, enzimas com Val'® tém uma eficiéncia 7 vezes maior para diol
epoxidos de HPAs e 3 vezes menor para 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno do que
enzimas com lle'®. A modelagem computacional da estrutura cristalina revelou
que a substituicdo lle105Val causa mudancas significativas nas cadeias laterais
de varios residuos de aminoacidos do sitio ativo, possivelmente permitindo que
residuos volumosos se encaixem melhor no espaco ladeado por lle105, enquanto
que outros menos volumosos podem se adaptar melhor no espaco ladeado por
Val105 (Ali-Osman et al., 1997; Harris et al., 1998; Johansson et al., 1998).
Juntos, esses relatos tornam plausiveis as explicacbes para os nossos achados.
No grupo de Afro-descendentes, vale ressaltar que o alelo GSTP1*Val105 foi
mais freqlente em pacientes do que nos controles, porém sem significancia
estatistica (p=0,061), tendendo a uma certa influéncia no desenvolvimento do LES
em individuos deste grupo. Em um trabalho realizado em Singapura, investigou-
se a relagcdo entre os gendtipos GST e os efeitos colaterais da terapia pulsada
com CTX (um substrato de GSTP1) em pacientes com LES e foi visto que
heterozigotos GSTP1*105lle/Val e homozigotos GSTP1*105Val/Val apresentaram
um risco aumentado de mielotoxicidade e toxicidade gastrointestinal, sugerindo
que o polimorfismo do c6don 105 conduz a uma redugdo da atividade enzimatica

para CTX e seus metabdlitos e, posteriormente, o0 acumulo destes metabdlitos no
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organismo resultaria em efeitos colaterais adversos da terapia com CTX nestes
pacientes. Ja o0s genétipos GSTM1 e GSTT1 nulos nao alteraram
significativamente os riscos de efeitos colaterais a curto prazo (Zhong et al.,
2006). Allan et al. relataram que individuos com o polimorfismo GSTP1*Val
tiveram um risco significativamente aumentado de desenvolver leucemia mieldide
aguda secundariamente a quimioterapia (Allan et al., 2001). Por outro lado,
estudos prévios descreveram que pacientes com gendtipos GSTMT nulo,
GSTP1*105lle/Val ou GSTP1*105Val/Val tiveram uma reducdo no risco de
progressdo do cancer ovariano em comparacdo a pacientes com gendtipo
GSTM1 ndo-nulo ou GSTP1 selvagem (Beeghly et al., 2006), e que individuos
homozigotos mutante para a variante GSTP1*Val tiveram melhor prognéstico para
o cancer de mama avancado do que pacientes com genétipo GSTP1 selvagem
(Sweeney et al., 2000), indicando que o polimorfismo GSTP1*105Val também
pode resultar em aumento da eficacia da quimioterapia com CTX (Zhong et al.,
2006).

Com respeito aos genes CYP, nossas analises ndo mostraram diferencas
na comparacao das frequéncias do polimorfismo CYP1A1*2C entre pacientes e
controles, tanto em Euro-descendentes quanto em Afro-descendentes (Tabela 3
do artigo), do mesmo modo que o estudo realizado por Yen et al., que também
nao mostrou associacao da variante com a ocorréncia de doenga, nem mesmo
com as manifestacées clinicas dos pacientes com LES de Taiwan (Yen et al.,
2003). Por outro lado, von Schmiedeberg et al. revelaram um aumento
significativo na frequéncia do alelo CYP1A1"2C em pacientes lUpicos da
Alemanha quando comparados aos controles, sugerindo que esta variante,
relacionada a maior indutibilidade e/ou atividade da enzima CYP1A1, aumenta a
formacao de metabdlitos reativos, os quais poderiam alterar proteinas préprias
apresentadas ao sistema imune e dessa forma, estimular células T autorreativas a
induzir autoimunidade (von Schmiedeberg et al., 1999). O estudo de Zhang et al.,
encontrou diferenca significativa na freqiéncia genotipica, mas nao alélica de
CYP1A172C e relata que o genoétipo heterozigoto para a variante em questao
podem conduzir a mudanca funcional da proteina e ter um papel no

desenvolvimento do LES (Zhang et al., 2010). Provavelmente, a discrepancia

88



entre 0s nossos resultados e os dos demais estudos é devido a heterogeneidade
genética das diferentes populacbes étnicas estudadas, ndo excluindo também a
possibilidade de diferentes fatores ambientais estarem atuando nestes individuos.

Outro resultado importante no nosso estudo foi a maior frequiéncia do alelo
CYP2E17"5B observada em pacientes lupicos Afro-descendentes em comparagao
aos controles, apontando a possivel contribuicio desse alelo no
desencadeamento do LES (Tabela 4 do artigo). Como uma enzima de fase |,
CYP2E1 tem a capacidade de catalizar xenobibdticos e sua atividade é
acompanhada pela geracdo de uma quantidade significativa de uma forma ativa
de oxigénio, que danifica membranas celulares e macromoléculas, e conduz a
formacao de adutos no DNA. O genétipo homozigoto esta associado com um
aumento da transcricdo do gene CYP2E1 em cerca de dez vezes (Deka et al.,
2010). Portanto, maior expressao da enzima conduz a maior producao de ROS. O
DNA danificado por esses intermediarios € capaz de induzir resposta imune,
levando a producgao de anticorpos anti-DNA, modificacao de antigenos que leva a
um aumento da antigenicidade e inflamagao, eventos caracteristicos de uma
condigdo autoimune (Griffiths, 2008; Yen et al., 2003). J& foi relatado que a
producdo de superéxido por neutrofilos presentes no soro de pacientes esta
relacionada ao aparecimento de vasculite, nefrite e outros danos teciduais
(Shingu et al., 1983). Diversos estudos relatam a influéncia de ROS e estresse
oxidativo no desenvolvimento de LES (Horiuchi et al., 2009; Wang et al., 2007;
Yen et al., 2003). Até o0 momento, apenas um unico estudo avaliou a associagcao
entre o gene CYP2E1 e o LES, no entanto, o polimorfismo CYP2E1*5B
(rs3813867) nao foi considerado nesta abordagem. Nos achados deste trabalho, o
SNP rs2480256 foi significativamente associado com o LES e, quando combinado
com o SNP rs8192772, o haplétipo “rs8192772-rs2480256/TA” mostrou-se mais
frequente em pacientes com LES e “TG” mais frequente em controles, indicando
que CYPZ2E1 pode contribuir para a susceptibilidade ao LES na populagdo de
Chineses Han (Liao et al., 2011).

No grupo de pacientes com LES, foram realizadas comparagdes entre os
dados clinicos e laboratoriais e as frequéncias dos diferentes polimorfismos

estudados. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada ap6s a correcdo de
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Bonferroni para comparagdes multiplas. Contrariamente aos nossos achados,
polimorfismos GST ja foram associados com as manifestagdes clinicas do LES.
Em coreanos, viu-se que o gendtipo GSTM1 nulo foi associado com uma menor
frequéncia de desordens hemtolégicas e uma frequéncia aumentada de perfil de
autoanticorpos SSA(+) e SSB(-). Além disso, frequéncias mais baixas de eritema
discoide e nefrite foram observadas em pacientes com genétipo GSTT71 nulo. Nos
EUA, Fraser et al. conduziram um estudo caso-controle que mostrou uma maior
prevaléncia de autoanticorpos Ro entre Euro-descendentes com o gendétipo
GSTM1 nulo. Os autores também observaram que houve um maior risco de
desenvolvimento de LES associado com 24 ou mais meses de exposicao
ocupacional ao sol em individuos Euro-descendentes com o gendtipo GSTM1
nulo, concluindo que a delecao do gene pode alterar o efeito da exposicao solar
no risco de LES nesse grupo étnico (Fraser et al., 2003). Ollier et al. observaram
que o genotipo GSTM1 nulo ou GSTTT1 nulo foram mais frequentes em Euro-
descendentes com LES apresentando autoanticorpos anti-Ro (+)/anti-La (-) (Ollier
et al., 1996). Os resultados do estudo de Tew et al. sustentam a hipdtese de que
doencas autoimunes sao heterogéneas no que diz respeito a fatores de
susceptibilidade genética e que alguns genes, embora ndo contribuindo com
alguma probabilidade de desenvolver uma determinada doencga, podem modificar
sua expressao clinica (Tew et al., 2001b). No entanto, corroborando 0s nossos
achados, o estudo de Taiwan n&o demonstrou associagdo do polimorfismo
CYP1A172C com diversas manifestagdes clinicas, como envolvimento renal, rash
malar, lupus discoide, fotossensibilidade, Ulcera oronasofaringea, serosite,
positividade de anticorpos anti-DNA, dentre outros (Yen et al., 2003).

A importancia do nosso estudo esta no fato de que ele € a primeira
evidéncia do envolvimento dos genes de enzimas do metabolismo oxidativo no
risco de LES numa populagéo Brasileira. A maioria dos trabalhos sobre o assunto
é limitado, pois nao avalia genes de enzimas de metabolizacdo de fase | e Il em
combinacdo. Nossos resultados mostraram discrepancia quanto as freqiéncias
dos polimorfismos de acordo com a etnia, 0 que evidencia a necessidade de se
considerar a heterogeneidade genética das diferentes popula¢des. Em vista disso,

deve-se ter cuidado ao extrapolar dados de um estudo para os demais grupos.
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Em conclusdo, nosso trabalho sugere a participacdo do gendtipo
heterozigoto GSTP1*lla105Val como um fator de protecdo contra o
desenvolvimento de LES em Euro-descendentes e, por outro lado, do alelo
CYP2E1*5B como possivel fator de risco para o LES em Afro-descendentes. A
auséncia de associacao dos demais polimorfismos estudados na susceptibilidade
ao LES nédo exclui a possibilidade de estes exercerem alguma influéncia na
doenca, visto que a combinacdo destes e de outros genes do metabolismo

também pode contribuir de alguma forma para o LES.
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6. ANEXOS

ANEXO 1
CRITERIOS DIAGNOSTICOS DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (Hochberg, 1997):

1. Rash malar

Eritema fixo, plano ou elevado, nas eminéncias malares, tendendo a poupar a regido nasolabial
2. Rash Discdide

Placas eritematosas elevadas, ocorrendo cicatrizacdo atréfica nas lesbes antigas

3. Fotossensibilidade

Rash cutaneo resultante de reacdo incomum ao sol, por histéria do paciente ou observacdo do

médico

4. Ulcera oral

Ulceracao oral ou nasofaringea, geralmente ndo dolorosa, observada pelo médico
5. Artrite

Artrite ndo — erosiva, envolvendo 2 ou mais articulagbes periféricas caracterizada por dor a

palpagao, edema ou derrame
6. Serosite

(a) pleurite — histéria convincente de dor pleuritica ou atrito auscultado pelo médico ou evidéncia

de derrame pleural

ou

(b) pericardite — documentada por ECG ou atrito ou evidéncia de derrame pericardico
7. Alteracao renal

(a) proteinuria persistente > 0,5 g por dia ou > 3 + se ndo quantificada

ou

(b) cilindros celulares: podem ser hematoldgico, granular, tubular ou misto

8. Alteracao neuroldgica
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(a) convulsdo — na auséncia de drogas implicadas ou alteracbes metabodlicas conhecidas

(ex.uremia, cetoacidose, disturbios hidroeletroliticos)
Ou

(b) psicose - na auséncia de drogas implicadas ou alteragées metabdlicas conhecidas (ex.uremia,

cetoacidose, disturbios hidroeletroliticos)

9. Alteracao hematolégica

(a) anemia hemolitica — com reticulocitose

Ou

(b) leucopenia - < 4000/mma3 total em 2 ou mais ocasides
Ou

(c) linfopenia - < 1500/mm3 em 2 ou mais ocasides

Ou

(d) trombocitopenia - < 100 000/mm3 na auséncia de drogas causadoras
10. Alteracao imunologica

(a) anti-DNA — anticorpo ao DNA nativo em titulos anormais
Ou

(b) Anti-Sm — presenca do anticorpo ao antigeno nuclear Sm
Ou

(c) Achados positivos de anticorpos antifosfolipideos baseados em (1) concentragdo sérica
anormal de anticardiolipina 1gG ou IgM, (2) teste positivo para anticoagulante lipico usando teste-

padrédo ou (3) VDRL falso positivo por pelo menos 6 meses e confirmado por FTA-Abs
11. Anticorpo antinuclear (Tebbe & Orfanos)

Titulo anormal do FAN por imunofluorescéncia ou método equivalente em qualquer momento, na

auséncia de drogas sabidamente associadas ao lUpus induzido por drogas

Para fins de classificacdo de doenca, o (a) paciente deve apresentar ao menos 4 dos 11

critérios.
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ANEXO 2

PROTOCOLO DE AVALIAGAO CLINICA E LABORATORIAL DO AMBULATORIO DE LUPUS

ERITEMATOSO SISTEMICO

IDENTIFICAGAO: n°
Nome: Registro: Sexo: O F
Raca: O Branco [ Nao branco
Data de nascimento:___ / /
Profissao: Estado civil:
Naturalidade/Procedéncia:
Endereco:
Cidade: CEP -
Telefones:
DATA DO INiCIO DOS SINTOMAS: __ /|
DATA DO DIAGNOSTICO: ___/__/ ]
MANIFESTACOES INICIAIS NO DIAGNOSTICO:
INICIO DO ACOMPANHAMENTO NO HCPA:__ /__ /
OBITO:OS 0ON DATA:__ / |/
CAUSA:
CRITERIOS PARA CLASSIFICACAO PARA LES (ACR 1997)
O Rash malar
O Rash discoide
O Fotossensibilidade
O Ulceras orais/nasais
O Artrite)
[ Serosite: O Pleurite O Pericardite
O Doenca renal: Classe: (data: ___/_ /) [sem bidpsia
Indice de atividade ___ / Indice de cronicidade:_ /
O Doenca neurolégica: O Psicose
O Convulsao

O Hematoldgico: O Anemia hemolitica

O Leucopenia / linfopenia

O Plaquetopenia
O FAN: Titulagéo: Padrao:
O Imunolégico: O anti DNA O anti Sm

O aCL: IgG: IgM: O AL O VDRL
ALTERACOES CLiNICAS E LABORATORIAIS ASSOCIADAS
O Hipertensao O Diabetes [ Obesidade (IMC:__ ) O Dislipidemia
O SAAF

O Sindrome de Sjogren
O Eventos tromboembodlicos (O AVC, O IAM, OO TVP, O outros:

Historia obstétrica: G:__/P:__ /C:__/A:__ obs.:

O Tabagismo 0O Ex-tabagismo O Etilismo
Outras doencas autoimunes associadas:
O ENA

O Lupus band test:

TRATAMENTO REALIZADO

O Corticoterapia O Pulsoterapia

0O Azatioprina O Cloroquina / Hidroxicloroquina
O Micofenolato mofetil 0O Dapsona

O Rituximabe 0O AAS

0O ACO/TRH 0O CaCo3/D3

O Estatina 0O Danazol

O Ciclofosfamida

O Metotrexate

O Ciclosporina
OAnticoagulante

O Bisfosfonados
OAnti-hipertensivos

om
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