N

UNIVERSIDADE DE BRASI'LIA -UnB
FACULDADE DE CEILANDIA - FCE
FARMACIA

ALINE VIEIRA DE ORNELAS

POLIMORFISMO GENETICO DE CYP1A1 E ASSOCIACOES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO NO DISTRITO FEDERAL.

CEILANDIA, DF
2015



ALINE VIEIRA DE ORNELAS

POLIMORFISMO GENETICO DE CYP1A1 E ASSOCIACOES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO NO DISTRITO FEDERAL.

Trabalho de Conclusdo de Curso submetido
a Faculdade de Ceilandia da Universidade
de Brasilia, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do Grau de Bacharel
em Farmacia

Area de Concentracdo: Farméacia

Orientador: Prof.2 Dra. lzabel Cristina
Rodrigues da Silva

Co-orientador: Prof.2 Dra. Vivian Tais
Cipriano

CEILANDIA, DF
2015



UNIVERSIDADE DE BRASILIA — UnB

ALINE VIEIRA DE ORNELAS

POLIMORFISMO GENETICO DE CYP1A1 E ASSOCIACOES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO NO DISTRITO FEDERAL.

Banca Examinadora

Orientador: Prof.2 Dra. Izabel Cristina Rodrigues da Silva
(FCE/ Universidade de Brasilia)

Prof. Msc. Daniel Oliveira Freire
(UniCEUB)

Prof.2 Dra. Calliandra Maria de Souza Silva
(UnB)

CEILANDIA, DF
2015



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelo sopro de vida e, aqui, ofereco a minha
vida em Tuas maos. Obrigada Deus pela bengcédo a mim concedida.

Aos meus queridos pais, Maria de Jesus Vieira Ornelas e José Aparicio de
Ornelas e Sigefredo de Sousa Santos, meus amados irméos Arianna e Domingos
Vieira dos Santos, pelo estimulo, paciéncia, incentivo, e por terem me permitido
dedicar aos estudos desde o inicio. Obrigado por tudo.

Ao meu filho, Brenno Ornelas de Mendonga, pelo amor incondicional e
carinho. Obrigada pela paciéncia em suportar minhas auséncias durante varios
momentos na graduagao.

A toda minha familia, em especial aos meus cunhados Antonia Marta e
Auridimar Junior por terem contribuido para a minha formacgéo ao longo dos ultimos
anos com tanto incentivo.

Aos meus amigos de curso que trilharam junto comigo essa jornada ardua,
que sofreram comigo em cada dificuldade. Obrigada Henrique Rodrigues por
acreditar em mim quando nem mesmo eu acreditava, por me incentivar e me dar a
forca nem eu mesma sabia que possuia. Desejo muita sorte na sua jornada. A
minha grande amiga Aline Rodrigues Bezerra pelo apoio incessante. Obrigada por
entenderem minhas auséncias, minhas chateacdes. Contem comigo sempre.

Agradeco a cada professor que me transferiu seus conhecimentos e me
proporcionou tantas experiéncias, me transformando, aos poucos, em quem eu sou
hoje. Muito obrigada, nada seria dessa conquista sem VOCés.

Agradeco imensamente a minha orientadora, Prof.2 Dra. lzabel Cristina
Rodrigues da Silva, pelo direcionamento, apoio, aprendizado e paciéncia. Obrigada
por acreditar em mim, por me apoiar nos momentos mais dificeis da minha
graduacdo. Obrigada por me acolher, aconselhar e por estar ao meu lado nesse
inicio de jornada.

E a todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo deste
trabalho, em especial aos Drs. Luzitano Ferreira e Carlos Barros pelas amostras dos

pacientes.



RESUMO

O Lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune de carater sistémico
que possui manifestagdes clinicas em diversos 6érgaos iniciadas pela producédo de
autoanticorpos contra antigenos nucleares, de superficie celular e proteinas do soro.
Fatores genéticos contribuem para a suscetibilidade e progndstico desta disfuncgéo.
Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar a distribuicdo dos Polimorfismos de
anico nucleotideo (SNPs) no gene CYP1Al (variante CYP1A1*2A -rs4646903;
3801T>C)em pacientes portadores de LES. A genotipagem foi conduzida pelo
método PCR-RFLP. A analise dos dados aponta que a frequéncia do gendétipo
heterozigoto C/T para CYP1ALl diferiu significativamente entre os portadores de LES
e os controles (P =0,026). Verificou-se a que a distribuicAo deste gendtipo
relacionou-se com algumas manifestagfes clinicas rash malar - ACR (74,4%) (P =
0,000; OR = 10.97; IC = 6.13- 19.64); fotossensibilidade (60,5%; P = 0,000; OR =
3.34; IC = 1.98 - 5.65); ulceras orais/ nasais (63,3%) (P = 0,02; OR =2,08; IC = 1.09
- 3.96) e alteracBes imunoldgicas (43,9%; P = 0,030; OR = 0,55; IC = 0,33 — 0,94),
sendo que apenas neste ultimo, o heterozigoto parece ser fator protetor contra a
caracteristica clinica indesejavel. Estes resultados indicam que ambos SNPs
descritos estdo associados com a susceptibilidade e o progndstico de LES.

Palavras-chave: LuUpus eritematoso  sistémico.  Polimorfismo. CYP1ALl.

Manifestacdes clinicas.



ABSTRACT

The Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune systemic disease that
has clinical manifestations in various organs initiated by the production of
autoantibodies against nuclear antigens, cell surface and whey proteins. Genetic
factors contribute to susceptibility and prognosis of this disorder. Therefore, the aim
of this study was to identify the distribution of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in CYP1A1 gene (CYP1Al * 2A variant -rs4646903; 3801T> C) in patients
with SLE. Genotyping was performed by PCR-RFLP method. Data analysis shows
that the frequency of heterozygous genotype C/T for CYP1A1l differ significantly
between patients with SLE and controls (P = 0.026). It was found that the distribution
of this genotype was related to some clinical manifestations malar rash - ACR
(74.4%) (P = 0.000; OR = 10.97, Cl = 6.13- 19.64); photosensitivity (60.5%; P =
0.000; OR = 3.34, Cl = 1.98 - 5.65); oral / nasal ulcers (63.3%) (p = 0.02, OR = 2.08,
Cl =1.9 - 3.96) and immunological changes (43.9%; p = 0.030; OR = 0.55, CI = 0.33
to 0.94), and only in the latter, the heterozygote appears to be a protective factor
against undesirable clinical feature. These results indicate that both described SNPs
are associated with SLE susceptibility and prognosis.

Keywords: Systemic Ilupus erythematosus. Polymorphism. CYP1Al.. Clinical
manifestations.
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1 INTRODUCAO

As doencas autoimunes (DAI) sédo caracterizadas por uma patogénese complexa
influenciada por fatores ambientais, imunoldgicos e genéticos que, juntos, fortalecem
seu estabelecimento. A variedade de agentes etiologicos dificulta a elucidacdo acerca
dos mecanismos que circundam 0s processos autoimunes. A distribuicdo das doencas
que atingem apenas 3% a 8% da populacédo ainda é uma incognita, uma vez que 20%
a 50% dos linfocitos T e B podem reagir contra o sistema imune préprio num processo
denominado autoimunidade (GOODNOW, et al, 2005; RIOUX & ABBAS,2005).

O somatdrio de varios agentes etioldgicos (ambientais, imunolégicos e genéticos)
se faz necessario para o desencadeamento e a manutencdo de uma DAl O
progressivo entendimento de mecanismos genéticos e imunoldgicos permitira definir os
eventos cruciais para a manutencdo da tolerancia imunoldgica e, consequentemente, o
entendimento dos fatores que aumentem a suscetibilidade as DAl (GOODNOW,et al,
2005; ABBAS & LITCHMAN, 2007).

O Lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca auto-imune sistémica de
etiologia desconhecida. As manifestacdes clinicas visiveis na maioria dos érgaos sao
iniciadas pela producdo de auto-anticorpos contra antigenos nucleares, de superficie

celular e proteinas de soro ( [

Um dos mecanismos patogénicos mais
frequentemente implicados no LES € a homeostase do linfocito T. A apoptose regula e
mantém a homeostase do linfocito periférico. Portanto, desordens imunoldgicas, tais
como imunodeficiéncia e autoimunidade, favorecem a desregulacdo da apoptose de
linfécitos. Tal desregulacdo tem sido especificamente associada ao aumento da
apoptose de linfocitos T, fato que tem sido extensivamente documentada em LES
(Consenso de lapus eritematoso sistémico,2008; BORBA et. al, 2008; VARANDA et. al,
2014; KLUMB, 2015).

O LES é considerado uma doenca menos comum: as taxas de prevaléncia
relatada de LES nos Estados Unidos sdo de 20-150 casos por 100.000 habitantes.
Embora sua causa ndo seja conhecida, admite-se que a interagdo de fatores genéticos,
hormonais e ambientais participe do desencadeamento dessa doencga, havendo perda

do equilibrio da imunorregulacédo celular. Muitas citocinas estdo elevadas no soro de
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pacientes com LES e s&o associadas a pior atividade da doenca ou a determinadas
manifestagcdes clinicas (VARANDA et. al, 2014; KLUMB, 2015)..

Genes e proteinas relacionadas a metabolizacdo/detoxificacdo de xenobioticos
sdo comumente utilizados como marcadores de susceptibilidade em diversas doencas
nas quais a etiologia esta relacionada a exposi¢cao a fatores ambientais. Desta forma, a
capacidade de biotransformacgé&o pode estar relacionada com polimorfismos nos genes
das enzimas de metabolizacdo/detoxificacdo, e conseqlente alteracdo da atividade das
enzimas que participam deste processo. Achados apodiam que 0 estresse oxidativo
gerado por agentes enddgenos ou exdgenos é um fator importante na autoimunidade,
e que as espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo uma marcada caracteristica de
respostas inflamatoérias (GLESSE, 2011, VINUESA, 2007).

Estudos recentes associam a possivel influéncia dos genes GST na
predisposicdo ao LES em individuos homozigotos para GSTM1 nulo e GSTP1
llel05Val. Além disto, o papel dos polimorfismos dos genes CYP em desordens
autoimunes, também ja foi demonstrado. Com isso, fatores genéticos tém papel
cada vez mais importante no diagndstico, tratamento e prognostico de doencas
autoimunes, como o LES (KARLSON et.al, 2007).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi identificar a distribuicdo dos
Polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) na regido 3° nao-codante do gene
CYP1A1l em pacientes portadores de LES, e compara-los com um grupo controle,
em uma populacdo brasileira. Também foi investigado se o polimorfismo dos genes
estd associado com a suscetibilidade a patologia autoimune e suas caracteristicas

clinicas, porque ha possibilidade de que esse contribua para o LES.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Patogenia das Doencas Autoimunes

O sistema imune possui em sua capacidade de distinguir antigenos em
proprios e ndo proprios, uma caracteristica primordial. Essa caracteristica Unica é
realizada por linfécitos previamente recrutados e capazes de reconhecer e
responder contra os antigenos estranhos e nao responder contra autoantigenos.
Esta auséncia de resposta por parte das células do sistema imune contra 0s
antigenos proprios € denominada tolerancia imunolégica e, a perda do controle dos
mecanismos que mantém tal tolerancia € referida como autoimunidade. As doencas
autoimunes (DAI) sdo causadas por uma perda insistente dos mecanismos de
controle que s&o responsaveis pela manutencdo da tolerancia aos antigenos
proprios (ABBAS & LITCHMAN, 2007; RICH et.al., 2001).

A partir do momento em que o0 sistema imune demonstrou possuir
especificidade em reconhecer antigenos e capacidade de resposta a antigenos
estranhos sem a destruicdo do proprio, a existéncia de respostas autoimunes
comecou a ser considerada. Em 1900, Paul Ehrlich usou a expressao “horror
autotoxico" para denominar as reacgdes autoimunes. Cinquenta anos mais tarde,
Macfarlane Burnet descreveria 0 mecanismo de selecéo clonal, processo pelo qual
os linfécitos autorreativos sofrem apoptose, a fim de se evitarem reacdes
autoimunes. Atualmente, sabe-se que 0s processos autoimunes sédo decorrentes do
reconhecimento de antigenos proprios por linfocitos autorreativos, e que a
consequente ativacdo dessas células causard as lesbes teciduais (ABBAS &
LITCHMAN, 2007 ; GOODNOW et. al., 2007 ; TIZZARD,2014).

Desta forma, entender o processo autoimune e Seus mecanismos que
resultam numa consideravel perda de tolerédncia com consequéncia na ativagdo de
clones autorreativos demonstra ser o pontapé inicial e fundamental para a
compreensao e elucidacédo da patogénese das doencas autoimunes (GOODNOW et.
al., 2007).
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2.2 Caracteristicas Gerais das Doencas Autoimunes

A autoimunidade demonstra ser um fator importante na causa de doencas em
seres humanos, afetando cerca de 1% a 2% da populacdo dos Estados Unidos.
Contudo, o termo autoimunidade, por vezes, € utilizado erroneamente para nomear
doencas que apresentam reacdes imunes acompanhadas de lesdes teciduais, para as
quais até o momento, nao foi possivel o estabelecimento do envolvimento do sistema
imune e, tampouco, dos provaveis autoantigenos. Vale ressaltar que fatores como a
simples presenca de autoanticorpos, ou mesmo de linfocitos autorreativos, ndo implica,
necessariamente, o desenvolvimento de autoimunidade. Tal deteccdo pode ser
entendida como consequéncia, e ndo causa, de uma leséo tecidual. Desta forma, num
infarto de miocédio, por exemplo, ndo se pode afirmar como fator causal a presenca
detectada de anticorpos contra antigenos do miocardio, e sim como consequéncia da
liberacdo de antigenos do tecido cardiaco, promovida pela lesdo isquémica, sendo a
eliminacdo de autoantigenos cardiacos circulantes uma caracteristica funcional nesta
situacao (RICH et.al., 2001; RIOUX & ABBAS, 2005).

As DAI sao classificadas em sistémicas ou 6rgdo-especificas. Desta forma, as
respostas imunes contra antigenos e/ou células de varios tecidos produzem doencas
sistémicas, ao passo que a resposta autoimune, contra antigenos de distribuicdo
restrita a tecidos ou grupos celulares, produz doencas Orgdo-especificas. As DAl
também podem ser classificadas pelo tipo de resposta imune responsavel pelo inicio da
doenca, podendo esta ser humoral (autoanticorpos) ou celular (linfécitos T
autorreativos) (WASTOLWSK et. al., 2009 ; RIOUX & ABBAS, 2005; GOODNOW et,
al., 2007).

As doengas reumédticas sdo exemplos mais comuns das DAIl. Dentre elas
podemos pontuar o llpus eritematoso sistémico (LES), foco do presente trabalho, a
artrite reumatoide (AR), a artrite reumatoéide juvenil, a sindrome de Sjogren, a esclerose
sistémica e a dermatopolimiosite. Todas as citadas sdo caracterizadas primariamente
por resposta a um ou mais antigenos restritos a certos tecidos ou células onde varios
antigenos nucleares, citoplasmaticos e de membrana celular ja foram identificados
como alvos da resposta autoimune (WASTOLWSK et. al., 2009 ; RIOUX & ABBAS,
2005; GOODNOW et, al., 2007).



13

Diversos mecanismos efetores sdo conhecidos por participarem das DAL
Autoanticorpos circulantes, imunocomplexos e linfécitos T autorreativos estédo
intimamente envolvidos no desencadeamento dessas doencas além de diversos
fatores como predisposicdo genética, fatores hormonais, fatores ambientais e
alteracdes imunologicas (RIOUX & ABBAS, 2005; GOODNOW et, al., 2007).

A maioria dos estudos genéticos em DAI concentra-se na andlise dos genes do
MHC (human leukocyte antigen -HLA) e de outros genes envolvidos na resposta imune
(GOODNOW et, al., 2007).

2.3 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatéria cronica,
multissistémica, de causa desconhecida e de natureza autoimune. Pode ser
caracterizado pela presenca de diversos autoanticorpos. De etiologia ndo totalmente
esclarecida, o desenvolvimento da doenca esta ligado a predisposicdo genética e
fatores ambientais, como luz ultravioleta e alguns medicamentos. As caracteristicas
clinicas sdo polimérficas, e a evolugdo costuma ser crbnica, com periodos de
exacerbacdo e remissdo e, ainda pode cursar com sintomas constitucionais, artrite,
serosite, nefrite, vasculite, miosite, manifestacbes mucocutaneas, hemocitopenias
imunoldgicas, diversos quadros neuropsiquiatricos, hiperatividade reticuloendotelial e
pneumonite (SATO, et. al., 2002; BORCHERS et.al.,, 2010; BORCHERS et.al., 2004,
BORGES, et al., 2014).

E uma doenca rara, incidindo, mais frequentemente, em mulheres jovens, ou
seja, na fase reprodutiva, na propor¢cédo de nove a dez mulheres para um homem, e
com prevaléncia variando de 14 a 50/100.000 habitantes, em estudos norte-
americanos. A doenca pode ocorrer em todas as ragas e em todas as partes do mundo
(MANZI, 2001).

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 como o SLE Disease Activity Index (SLEDAI), o

European Consensus Lupus Activity Measure (ECLAM) e o Systemic Lupus Activity
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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 6rgéos ou sistemas,
relacionados a atividade da doenca ou ao seu tratamento (SATO, et. al.,, 2002;
BORCHERS et.al., 2010).

Na prética, para o diagnostico de LES utilizam-se os critérios de classificacdo
propostos pelo American College of Rheumatology, em 1982, e revisados em 1997
(SATO, et. al.,, 2002; BORCHERS et.al.,, 2010). O diagnostico se fundamenta na

presenca de, pelo menos, quatro dos onze critérios descritos na Tabela 1 a seguir:

Tabela 1: Critérios de classificacdo do LES baseado no American College of
Rheumatology (ACR) revisados em 1997.

Critério

Definicdo

1° Rash malar
2° Rash discoide

3° Fotossensibilidade

40 Ulceras orais/nasais

59 Artrite

6° Serosite

7° Desordens renais

8° Desordens neuroldgicas
9¢° Desordens hematolégicas
10° Desordens imunolégicas

11° Anticorpo antinuclear

Lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em
relevo.

Lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas
aderidas e tamp®es foliculares, que evolui com cicatriz
atréfica e discromia.

Autorrelato ou observacdo de erupcdes cutaneas
causadas por reacdo anormal a luz solar.

Ulceracéo oral ou nasofaringea encontrada.

Artrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulacfes
periféricas.

Pleurite ou pericardite.

Proteindria persistente >0,5 g/24 horas ou cilindraria
anormal

Convulsdes ou psicose.

Anemia  hemolitica,
trombocitopenia.
Presengca de anticorpos anti-DNA, anticorpos anti-Sm,
anticorpos APL, ou falso teste positivo para sifilis.

leucopenia, linfopenia  ou

Titulo anormal de anticorpos antinucleares.

Fonte: SATO, et. al., 2002 — adaptado.

Tais critérios acima citados foram desenvolvidos com o objetivo de
uniformizar os estudos cientificos da doencga. A avaliacdo laboratorial pode auxiliar
sobremaneira 0 diagnostico por ocasido da constatacdo de alteracdes
hematolégicas (leucopenia e/ ou linfopenia e/ou plaquetopenia e/ou anemia

hemolitica) e alteragdes do sedimento urinario. Embora raro, é possivel que existam
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pacientes com lUpus que ndo apresentem quatro dos critérios de classificacao,
principalmente quando apresentam anticorpo especifico de LES (anti-DNA nativo em
titulos moderados/ altos ou anti-Sm) e apenas uma manifestacdo clinica
WASTOLWSK et. al, 200; SATO, et. al, 2002; BORCHERS et.al., 2010;
BORCHERS et.al., 2004; BORGES, et al., 2014).

De particular importancia para o diagnéstico, a pesquisa de anticorpos ou
fatores antinucleares por imunofluorescencia indireta, utiliza como substrato as
células HEp-2, conforme proposta do Il Consenso Brasileiro sobre Laudos de FAN.
A positividade desse teste, embora nao especifico, serve como triagem em razao de
sua sensibilidade (maior que 95%), sendo altamente improvavel a presenca da
doenca se o teste resultar negativo. A pesquisa de anticorpos como anti-DNA nativo,
anti-Sm e antinucleosomo podem contribuir para melhor caracterizacdo laboratorial
do quadro. Nos raros casos da doengca com pesquisa de FAN negativa,
particularmente com lesdes cutadneas fotossensiveis, recomenda-se a realizacdo da
pesquisa de anticorpos anti-Ro/SSa (SATO, et. al., 2002; BORCHERS et.al., 2010).

Na primeira metade do século XX, o LES foi descrito como “de modo geral,
uma doenca progressiva que se encerra fatalmente”, com um tempo habitual de
aparecimento até a morte variando de 3 meses a 1 ano. Em 1950, apenas 50% dos
pacientes com lupus sobreviviam 5 anos apés o diagndéstico. Atualmente, devido a
melhorias de tratamento e diagnéstico precoce, 80% a 90% dos pacientes
sobrevivem pelo menos 10 anos ap0s acometimento da patologia (MATTOS, 2013;
BORCHERS et.al., 2010).
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2.3.1 Aspectos Epidemioldgicos do LES

Devido a complexidade de diagndstico, obter uma incidéncia precisa do LES,
nao demonstra ser uma tarefa simples. Apesar de sua ocorréncia ser mundial, esta
patologia é encontrada, de maneira mais comum, em determinados paises e, dentro
destes paises, existe a tendéncia de alguns grupos étnicos desenvolverem mais a
condicdo que outros. Além disso, muitos dos estudos existentes foram baseados em
populacdes de tamanho reduzido e os casos foram identificados na auséncia de
critérios de diagnostico padronizados. Alguns dos mais recentes estudos, por
exemplo, sdo baseados em autorrelatos ou em bancos de dados do sistema de
saude. A incidéncia de LES pode variar num intervalo de 1 a 10 por 100.000
pessoas por ano. Por outro lado, a taxa de prevaléncia varia de 17 a 48 por 100.000
pessoas na populacdo mundial (MANZI, 2001; LAU, YIN & MOK, 2006; PONS-
ESTEL et. al.,2010; TEBBE & ORFANOS, 1997).

Na populacdo mundial, observa-se maior prevaléncia em afrodescendentes,
afrocaribenhas, nativos norte-americanos, indianos, polinésios e chineses em
comparacdo com a populacdo de ascendéncia europeia. Em paises ocidentais
industrializados, houve significante aumento de incidéncia. Tal fato pode ser
possivelmente explicado devido ao aumento de exposicdo a fatores ambientais
como temperatura regional, umidade relativa do ar, exposi¢cdo solar entre outros
fatores (YIN & MOK, 2006; PONS-ESTEL et. al.,2010).

Nos Estados Unidos, € observada uma maior prevaléncia e incidéncia de LES
em negros do que brancos com um risco relativo em torno de 3,0. Ainda nos
Estados Unidos, estudos apontam que mulheres afroamericanas apresentam maior
prevaléncia de LES quando comparadas a mulheres de outras origens étnicas. Em
um estudo epidemioloégico recente, considerando apenas 0S paises europeus,
Espanha, Suécia e Islandia foram os que tiveram maior prevaléncia de LES. Em
2001, um estudo investigou a prevaléncia de LES no oeste da Africa, onde foi
relatada ser muito baixa (MANZI, 2001 ; MOLOKHIA & MCKEIGUE, 2006).

No Brasil, estima-se que para cada 100.00 pessoas, ha uma incidéncia de 8,7
casos de LES. A mortalidade observada nestes pacientes com LES é cercade 3 a5
vezes maior do que a da populagéo geral e esta relacionada a atividade inflamatéria

da doencga, especialmente quando ha acometimento renal e do sistema nervoso
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central (SNC), a maior risco de infec¢des graves decorrentes da imunossupressao e,
tardiamente, as complicac6es da prépria doenca e do tratamento, sendo a doenca
cardiovascular um dos mais importantes fatores de morbidade e mortalidade dos
pacientes (MANZI, 2001).

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. 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. Embora incomum, o inicio da doenga 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. ldosos com LES exibem manifestacdes clinicas e
laboratoriais distintas da forma classica e, por esse motivo, deve ser dada maior
atencao a este subgrupo para evitar diagndésticos incorretos (MANZI, 2001; LAU, YIN
& MOK, 2006; PONS-ESTEL et. al.,2010; TEBBE & ORFANOS, 1997).

Na infancia, as taxas de incidéncia e prevaléncia de LES sé&o
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 PONS-ESTEL et. al., 2010; TEBBE &
ORFANOS, 1997).

Nas formas e causas de morte por LES, s&o encontradas diferencas
regionais. Em paises considerados 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 doengca ou a infecgcbes. A mortalidade tardia,
ocorrendo apos 5 anos do inicio da doenca, é freqientemente devida a doencas
malignas ou cardiovasculares (LAU, YIN & MOK, 2006; PONS-ESTEL et. al.,2010).

Fatores biologicos que modificam o risco de incidéncia ou morte por LES,
como a etnicidade, em oposicdo aos fatores socioecondmicos e de acesso a
cuidados de saude, podem ser responsaveis pelo aumento da mortalidade por LES.
Diferencas étnicas nas caracteristicas clinicas do LES também tém sido notadas. A
doenca é geralmente menos severa em pacientes de ancestralidade européia do

que em africanos, asiaticos, hispanicos, mesticos e véarias populagdes indigenas. O
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LES se desenvolve em uma idade mais precoce em afrodescendentes, com uma
diferenca média de idade de inicio de 5-10 anos. Comparados a pacientes euro-
descendentes, afrodescendentes exibem uma maior prevaléncia de nefrite ou
insuficiéncia renal. Estudos recentes encontraram que diferencas nas taxas de
mortalidade em diferentes grupos étnicos podem ser explicadas pela prevaléncia de
condi¢bes de comorbidade, como hipertensao ou pelo status socioecondmico, que
podem afetar o acesso a cuidados de saude ou a adesdo ao tratamento
medicamentoso (MANZI, 2001 ; MOLOKHIA & MCKEIGUE, 2006).

As diferencas observadas entre grupos étnicos no inicio do curso da doenca
provavelmente refletem o componente genético da etnia, embora as diferencas
observadas mais tarde podem indicar o componente n&o-genético, como status
sécio-econdmico e acesso a cuidados meédicos. Independente de idade e sexo,
hispanicos, afro-americanos e asiaticos tendem a apresentar mais manifestaces
hematoldgicas, serosas, neurolégicas e renais do que individuos de outras etnias
(MOLOKHIA & MCKEIGUE, 2006).

2.3.2 Fatores de Predisposicao

2.3.2.1 Fatores Genéticos

Estudos populacionais e familiares tém demonstrado que fatores genéticos
exercem influéncia na predisposicdo as DAI. A prevaléncia das DAl em gémeos
idénticos, por exemplo, é maior que a prevaléncia em gémeos nao idénticos, o que
reforca a influéncia de fatores genéticos na patogénese, ndo se desconsiderando, é
claro, a forte participacédo dos fatores ambientais (WASTOWSKI et al, 2009; RIOUX
& ABBAS, 2005).

Recentemente, o polimorfismo genético de algumas citocinas, como o TNF-q,
IL-6 e IL-10, também foram relacionados ao aumento da predisposicdo ao

desenvolvimento de LES e outras patologias de cunho inflamatério, assim como o
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polimorfismo do TCR e genes de imunoglobulinas (RIOUX & ABBAS, 2005;
VINUESA & COOK, 2007).

Todavia, um importante avanco para o entendimento da predisposicéo
genética nas DAI, mais especificamente no LES, é o estudo de genes envolvidos na
apoptose, onde falhas nesses genes podem alterar o mecanismo de morte celular,
promovendo e/ou inibindo o processo de lesdo tecidual e de liberagdo de
substancias pro inflamatorias (KARLSON et al, 2007).

2.3.2.2 Fatores Hormonais

S&o varias as evidéncias que sugerem a participacdo de fatores hormonais
nas DAI. Dentre elas esta o fato da sua maior incidéncia em mulheres (2-4:1 na AR;
5-13:1 no LES; 3:1 na esclerodermia; 9:1 na sindrome de Sjégren e 4-8:1 na doenca
de Graves) e a diferenca na intensidade da resposta imune entre homens e
mulheres. Tanto em humanos como em modelos animais é possivel diferenciar o
perfil de resposta imunoldgica entre os sexos masculino e feminino. No sexo
feminino, a resposta imune celular e humoral sdo mais fortes, havendo maior
concentracdo sérica de anticorpos e a rejeicdo a enxertos é também mais
exacerbada (TIZARD, 2014; VINUESA et al, 2007).

Além disto, os hormonios sexuais tém papel central nesse dimorfismo de
género, pois a diferenca na producdo de anticorpos s6 é observada apds a
maturidade sexual, e € grandemente reduzida depois de uma gonadectomia. Os
estrogenos demonstraram estimular a resposta de linfocitos B e inibir respostas
mediadas por linfocitos T, ao passo que andrégenos e progesterona inibem ambas
as respostas (VINUESA et al, 2007).

Com relacdo a influéncia hormonal no LES, verificou-se que andrégenos
reduzem a incidéncia e a gravidade da doenca em modelos murinos, ja 0s
estrogenos tém acado inversa. Em humanos, o uso de contraceptivos orais por
pacientes acometidas por LES resulta na exacerbacdo dos sintomas. Em tireoidites
e na anemia hemolitica os mesmos efeitos hormonais foram observados. Estudos in
vitro demonstraram os potenciais efeitos diretos dos horménios sobre as células do

sistema imune, como a modulacdo da producdo de citocinas por essas células,
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incluindo IL-1, IL-6, IL-2, IL-4, IL- 5, IFN-y e TGF-B (VINUESA et al, 2007; RIOUX,
2007).

A hipotese de acéo direta dos hormonios sexuais na resposta imune também
é reforcada pela presenca de receptores para estréogeno em macréfagos sinoviais e
linfécitos T CD8 circulantes. Receptores para androgenos também foram descritos
em timécitos. Contudo, a acdo hormonal in vivo parece ser indireta, mediada por
interacbes com outros fatores imunomoduladores, como hormdnios timicos,
horménio do crescimento e prolactina (VINUESA et al, 2007; RIOUX, 2007).

Em doencas inflamatérias como o LES, a relagéo direta dos hormonios pode
ser explicada, por exemplo, pelo fato dos glicocorticoides demonstrarem ser a
principal fonte enddgena de agentes antiinflamatoérios in vivo, interferindo em
praticamente todos os estagios da resposta imune. Estrogenos e andrégenos
demonstraram modular a expressao de receptores para glicocorticoides no
hipocampo e na glandula pituitaria. Recentes estudos reforcam o conceito de que 0s
estrogenos aumentam a responsividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
pela inibicdo da acéo dos glicocorticoides sobre o hipotalamo (VINUESA et al, 2007,
RIOUX, 2007; BORBA et al, 2008).

Durante a resposta inflamatéria do LES bem como em outras diversas
patologias de caréater inflamatorio, h& respostas sistémicas dentre as quais esta a
maior secrecao de glicocorticoides, que tendem a reduzir o processo inflamatorio.
Por sua vez, o proprio processo inflamatério estimula o eixo HPA culminando na
estimulacdo da secrecdo de glicocorticoides pelas adrenais. Nesse processo, 0S
horménios sexuais podem agir no eixo HPA, além de poderem atuar diretamente
sobre a producao de citocinas e de células do sistema imune. Dessa forma, afetam a

resposta dos glicocorticéides a inflamacéo (BORBA et al, 2008).

2.3.2.3 Lupus Induzido por Drogas

A influéncia de drogas no desenvolvimento de processos auto-imunes tem
sido demonstrada, principalmente, em sindromes semelhantes ao LES e na
esclerose sistémica (SSc). O lapus induzido por drogas (LID) € definido como o
lUpus eritematoso sistémico (LES) idiopatico relacionado a exposi¢cdo continua a

farmacos (por mais de 30 dias), havendo, normalmente, resolu¢cdo do quadro com a
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suspensao do medicamento desencadeante (KARLSON et al, 2007; MOTTA et al,
2007).

O primeiro relato de LES induzido pelo uso de um medicamento, a
sulfadiazina, foi feito em 1945 e a introducé&o de novas drogas na pratica clinica tem
sido acompanhada pelo aumento no nimero de medicamentos implicados como
desencadeantes dessa condigcdo patoldgica. Ainda ndo se conhecem o0s
mecanismos envolvidos na fisiopatogenia do LID. Dados experimentais apontam
para: a inibicdo da metilacdo do acido desoxirribonucléico (DNA); a ativacdo de
monaocitos e distarbios dos metabdlitos de determinadas drogas no processo de
tolerancia do sistema imunitario. Em todas as situa¢des propostas, uma modificacdo
molecular especifica desencadearia a ativacdo do sistema imunitario, resultando em
auto-imunidade (MOTTA et al, 2007).

O ldpus induzido por drogas € mais facilmente diferenciado do IUpus
idiopatico. No LES induzido ha principalmente comprometimento articular, e o
acometimento renal e nervoso sao pouco frequentes. A doenca sofre remissao com
a descontinuacado da exposicdo a droga, mas em alguns casos, € necessario o
tratamento do quadro com antiinflamatorios e corticdides. As duas principais drogas
até o momento associadas ao LES séo a hidralazina e a procainamida (VINUESA et
al, 2007; MOTTA et al, 2007).

2.3.2.4 Fatores Enziméticos

Genes e proteinas relacionadas a metabolizacdo/detoxificacdo de
xenobiodticos sdo comumente utilizados como marcadores de susceptibilidade em
diversas doencas nas quais a etiologia esta relacionada a exposicdo a fatores
ambientais. Desta forma, a capacidade de biotransformacdo de xenobioticos pode
estar relacionada com polimorfismos em genes traduzidos em enzimas de
metabolizacao/detoxificagdo, e consequente alteracdo da atividade das enzimas que
participam destes processo (GLESSE, 2011).

Sabe-se que fatores externos e internos tém importante papel no
desenvolvimento do LES. Achados apdiam que o estresse oxidativo gerado por
agentes enddgenos ou exodgenos é um fator importante na autoimunidade e que as
espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo caracteristicas marcantes de respostas

inflamatorias. Evidéncias circunstanciais sugerem que o dano oxidativo, decorrente
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da baixa eficiéncia na detoxificagdo de ROS e outros metabdlitos, pode contribuir
para a patogénese do LES em uma série de formas, incluindo a promocdo da
apoptose e consequente exposicdo de antigenos intracelulares ao sistema imune,
alteracdo das propriedades de anticorpo ligado ao DNA e danos na membrana
celular (KOVACIC & JACINTHO, 2003 ; ROHR et al., 2008).

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 gstml
nulo e gstpl llel05Val em combinacdo foram associados ao aparecimento precoce
do LES. As proteinas codificadas pelos genes gsts também catalisam a
detoxificacdo de compostos reativos de oxigénio que podem ser gerados por
radiacdo ultravioleta na luz solar. Eurodescendentes com gendtipo gstml nulo
homozigoto, que tiveram exposicdo ocupacional ao sol por um longo tempo,
apresentaram um risco trés vezes maior de LES do que controles (GLESSE, 2011).

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 manifestacdes clinicas da doenca. Achados de
outro estudo mostraram que a prevaléncia de auto-anticorpos Ro foi
significativamente aumentada entre caucasianos com genétipo GSTM1 nulo, mas foi
um pouco mais fraca entre afro-americanos (KANG et al., 2005, GLESSE, 2011).

Além da possivel influéncia dos genes GST na predisposi¢do ao LES, o papel
dos polimorfismos dos genes CYP em desordens autoimunes, como o LES, também
ja foi demonstrado (GLESSE, 2011).

2.4 CYP: A Super Familia do Citocromo P450

O citocromo P450 (CYP) é uma superfamilia de enzimas heme-tiolato que
desempenha papel central no metabolismo oxidativo, peroxidativo e redutivo de
compostos enddgenos, incluindo acidos graxos, esterdides, leucotrienos,
prostaglandinas, acidos biliares e vitaminas lipossolUveis. Muitas dessas enzimas

expressas em niveis elevados no reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos, séo
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responsaveis pela detoxificagdo de compostos exdgenos, como diversos farmacos,
carcinégenos e contaminantes ambientais (NELSON et al, 1996).

As CYPs séo, preferencialmente, expressas na area centro lobular do figado e,
devido a tal fato, possuem implicacfes toxicolégicas, uma vez que a area centro
lobular constitui uma regido muito sensivel a danos causados pelo uso de drogas e
alcool, substratos dessas enzimas. Esta familia existe por 1,5 bilhdo de anos e é
composta por varias subfamilias, que séo classificadas de acordo com a composicao
e sequéncia dos aminoacidos que as compdem, sendo amplamente distribuida entre
0s procariotos e eucariotos (NELSON et al, 1996 ; ANTONA & SUNDBERG, 2006).

A nomenclatura para o citocromo P450 (CYP) utiliza a designacdo "CYP"
seguido de um numero indicando a familia de genes (para um gene ser inserido na
mesma familia, a sua sequéncia de aminoacidos deve ser idéntica em mais de 40%),
seguido por uma letra que indica a subfamilia (mais de 55% da sua sequéncia de
aminoacidos idéntica) e o numero de genes. O mesmo numero de gene numero
significa que os genes tém a mesma funcéo e sao altamente conservados (ANTONA &
SUNDBERG, 2006; GONZALEZ, 1992).

Desta forma, o nome Cyp 450 é derivado da capacidade que a proteina
saturada com monoxido de carbono possui de absorver a luz no comprimento de
onda de 450nm (ANTONA & SUNDBERG, 2006).

A reacdo basica de monooxigenacao catalizada pelas CYP é resumida pela
seguinte equacdo (NELSON et al, 1996):

Substrato (RH) + O, — NADPH + H" —
Produto (ROH) + H,0O + NADP”*

As enzimas do citocromo P450 estdo localizadas no reticulo endoplasmatico
liso (SER) de diferentes tipos de células. As principais subfamilias encontradas em
animais e seres humanos sao CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2E,
CYP3A, e CYP4A (NELSON et al, 1996).
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2.4.1 Familia CYP e o Metabolismo de Xenobiobticos

Refere-se a metabolismo (do grego metabolismos, que significa “mudanca”, troca)
como o conjunto de transformacgdes que as substancias quimicas sofrem no interior
dos organismos vivos. O metabolismo das drogas refere-se ao processo metabdlico
das drogas, sua modificacdo bioquimica ou degradagdo, geralmente através de
sistemas enzimaticos especializados. O metabolismo das drogas geralmente
converte compostos quimicos lipofilicos em produtos mais prontamente excretados.
Sua taxa é um determinante importante da duracdo e intensidade da acao
farmacoldgica das drogas (VASQUEZ ,2010; WALSH et al, 2013; ZANGER et al,
2008)

A variabilidade individual na resposta ao medicamento pode ser atribuida a uma
consequéncia de mdultiplos fatores tais como: idade, género, massa corporea,
funcionamento renal e hepatico, terapia concomitante, natureza da doenca, etnia,
fatores genéticos e ambientais. Estima-se que a genética pode ser a razdo de 20 a
95 % da variabilidade na biodisponibilidade da droga e em seus efeitos. O farmaco,
uma vez administrado, é absorvido e distribuido até seu sitio de a¢do, onde interage
com enzimas ou receptores sendo metabolizado e depois excretado. Cada um
desses processos pode envolver variacbes genéticas clinicamente significativas
tendo a capacidade de influenciar a resposta terapéutica (VASQUEZ ,2010; WALSH
et al, 2013; NELSON et al, 1996).

A biotransformacédo de xenobioticos é dividida em reacdes de fase 1 e fase
2 e, geralmente ocorre em sequéncia. O metabolismo de fase 1 consiste,
basicamente, na hidrdlise, reducdo, ou oxidacdo e geralmente resulta na
introducéo ou perda de um grupo funcional, tal como -OH, -NH2, -SH, -COOH, ou,
produzindo um intermediério quimicamente reativo. A maioria dessas reagdes €
catalisada por oxidases de fun¢des mistas que geralmente sGo mono-oxigenases
do citocromo P450 e acontece no figado, 6rgdo que excede a capacidade
metabdlica de todos os outros 6rgdos devido a maior expressao hepatica dessas
enzimas (VASQUEZ ,2010).

Por outro lado, o metabolismo de fase 2 consiste principalmente em
conjugacao com sulfato glicurénico, glutationa, ou um aminoacido. O metabdlitos da
reacao de fase 2 sdo facilmente excretados na urina ou bile. Reacdes de fase 1

reacdes podem aumentar ou eliminar a atividade biologica do substrato xenobiético,
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enquanto as reacgdes de fase 2 tipicamente inativam a fase 1 e facilitam a eliminagéo
do seu metabolito,transformando substratos lipofilicos em moléculas soliveis em
agua que podem ser transportados para a circulacao ou a bile. Conforme demonstra
a figura 1 a seguir (ANZENBACHER & ANZENBACHEROVA, 2001):

}

FASE | FASE II Metabolito
Metabalito conjugado
g Oxidacio
—p
xenobiotico . Redugio —> - — Conjugagio —
Hidrélise
P <
excre¢do

Figura 1. Vias possiveis de biotransformacdo dos xenobiéticos. Enzimas de
fase 1 (CYP) promovem a oxidacdo, reducdo e hidrélise enquanto enzimas
envolvidas na fase 2 ( GST e UGT) promovem a conjugacéao facilitando a excrecao.
Fonte: GLESSE, 2001.

No geral, as reacbes que sao catalisadas pelas CYPs incluem: hidroxilagao
de um radical alifatico ou carbono aromético; uma ligacdo dupla por meio de
epoxidacdo; oxidacdo de um heterodtomo como S ou N ou N-hidroxilacéo;
desalquilacdo de um heteroatomo como -O-, -S- ou N; transferéncia de um grupo
oxidativo; a clivagem de ésteres e desidrogenacdo (ANZENBACHER &
ANZENBACHEROVA, 2001; GONZALEZ, 1992; NELSON et al, 1996).

Dentre muitas familias e subfamilias de CYP, as enzimas CypA séao
normalmente as mais constitutivamente abundante em todas as espécies. Outras
familias de enzimas s@o mais expressas em tecidos extra-hepaticos. As enzimas

Cyp2F, por exemplo, sdo mais abundantes no pulmdo do que no figado,
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particularmente nas células metabolicamente competentes (células epiteliais
bronquiais néo ciliadas). Desta forma, substancias toxicas que sdo metabolicamente
ativadas no pulméo, tais como naftalina ou ipomeanol, demonstram marcadores de
toxicidade nessas células ciliadas. A familia de enzimas CYP envolvida no
metabolismo de xenobibticos estd resumida na tabela 2 adiante onde distribuicdo
nos tecidos resume 0s principais 6rgaos de expressao constitutiva do P450 em ratos
por ordem de maior expressdo (ANZENBACHER & ANZENBACHEROVA, 2001).

Na maioria dos casos, estas enzimas sao altamente abundantes no figado e,
em outros casos, estao presentes porém em menor quantidade. Alguns 6rgaos que
ndo estdo listados também podem expressar baixos niveis destas enzimas (por
exemplo, coracdo, baco, pancreas, cérebro). Deve-se notar que uma variedade de
CYP sao igualmente criticas ou fator limitante de velocidade no metabolismo de
compostos enddgenos, tais como colesterol, esterdides, vitamina D, &cidos biliares e
acidos graxos (ANZENBACHER & ANZENBACHEROVA, 2001).

A familia CYP1A, objeto do presente trabalho, como pode ser notada na
tabela 2 adiante, possui uma distribuicdo tecidual no figado, rim, pulméo e intestino,
orgdos de ampla perfusdo e grande capacidade de distribuicdo em termos

farmacocinéticos.
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Tabela 1. Familias citocromo P450 enzima e Funcéo Geral

Familia Distribuicdo Tecidual Exemplos de Substratos
Figado, rim, pulmao, intestino Hidrocarbonetos Aromaticos
CYP1A
CYP1A2 Figado, rim, pulméao, intestino, Xantinas (cafeina, teofilina),
coracao fenacetina, APAP, acido
araquidoénico
CYP1B Glandula supra-renal, ovario, Estradiol
testiculo, figado
CYP2A Figado, testiculo, pele, mucosa Testosterona (rato), cumarina,
nasal nitrosaminas,
Nicotina
CYP2B Figado, pulmao, rim, intestino bupropiona, 7-benzyloxyresorufin
CYP2C Figado, pulmé&o, rim, coracgéo, Varfarina, Diclofenaco, acido
intestino araquidoénico
CYP2D Figado, pulmao, intestino Debrisoquina, codeina, imipramina
CYP2E Figado, pulmao, rim, intestino Clorzoxazona, APAP, etanol,
CYP2F Rim, mucosa nasal, figado Naftaleno, estireno, 3-metil-indol
CYP2J Figado, mucosa nasal, pulméao, Metabdlitos do acido araquiddnico
rim, intestino, coracgéo
CYP3A Figado, pulmao, intestino APAP aflatoxina, eritromicina,
lovastatina
CYP4A Figado, rim e pulméo Acidos graxos (6mega
hidroxilag&o)

CYP4A11 Coracao Metabdlitos do acido araquiddnico
CYP4F2 Coragédo Metabdlitos do &cido araquiddnico
CYP4B Pulmao, Rim e Figado Acidos graxos (6mega

hidroxilag&o), acido valproico,
aminas aromaticas
CYP7A Figado Metabolismo de &acidos biliares
CYP11A Cortex Adrenal, ovarios, testiculos Clivagem da cadeia lateral do
e placenta Colesterol

CYP11B Coértex Adrenal 11b-hidroxilag&@o de esteroides
CYP17 Testiculos, Ovarios e Rim Sintese de Andrégenos
CypP21 Cortex Adrenal Sintese de Glicocorticéides
CYP24 Rim Metabolismo de Vitamina D
CYP26 Figado, cérebro Metabolismo de Vitamina A

Fonte: ANZENBACHER & ANZENBACHEROVA, 2001. Modificado.
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Para a enzima CYP1A2, sdo conhecidos 3 fenétipos principais. CYP1A2 é
uma enzima que pode ser facilmente induzida ou inibida por medicagdes, fumo,
cafeina, etc. A capacidade do metabolismo basal continua relativamente constante
entre os diferentes fenétipos na auséncia de um indutor. Um dos principais inibidores
dessa enzima é a fluvoxamina; os indutores sdo o albendazol, lanzoprazol,
omeprazol, primaquina. Esta enzima € importante na metabolizagdo da olanzapina e
clozapina (ANZENBACHER & ANZENBACHEROVA, 2001).

As enzimas do citocromo p450 além de desempenharem um papel
fundamental no metabolismo oxidativo de substancias endogenas, tais como
esterdides, prostaglandinas, &cidos graxos e leucotrienos, podem, também
desempenhar um papel critico no metabolismo de determinados xenobiéticos. Em
alguns casos, a presenca de alguns membros do citocromo p450 pode resultar em
uma maior sucetibilidade a danos causados por estes em células que expressam
membros especificos da familia CYP, ao invés da bioativacdo de desintoxicacdo de
xenobidticos, Por exemplo, a presenca de CYP 2E1 no hepatécito o torna
singularmente suscetivel a danos por acetaminofeno, que pode ter seu grupo amina
bioativado a uma quinona altamente reativa por esta enzima (GHANEM et al, 2004,
BOZINA et al, 2009; CHAUDARY et al, 2009).
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2.4.2 CYP e Toxicidade: Inibic&o e Indugcédo Enzimatica como Fator de
Toxicidade e Protecéo

A capacidade do sistema CYP, bem como as de reacdes microssomais de
fase 2 é aumentada por um processo denominado indug&o: um processo em que a
concentracdo aumentada de uma droga ou de outro xenobidtico resulta no aumento
de atividade de vérias enzimas.Trata-se de um fendmeno relativamente comum e,
geralmente € observado durante as fases de testes de novas drogas em
desenvolvimento (GHANEM et al, 2004; CHAUDARY et al, 2009).

A inducdo normal representa a normalidade da indugdo metabdlica na
presenca de um indutor. Gendtipos consistentes com a indugcdo normal do fenétipo
incluem dois alelos CYP1A2*1A (ANZENBACHER & ANZENBACHEROVA, 2001).

A inducédo diminuida é representada por um nivel de indu¢cdo menor que o
normal na presenca de um indutor. Gendtipos que determinam o fenétipo de inducéo
diminuida sdo aqueles que possuem um ou dois alelos CYP1A2*1C
(ANZENBACHER & ANZENBACHEROVA, 2001).

Por outro lado, a hiperinducdo € a inducdo maior que a normal na presenca
de um indutor. A inducdo pode ser de aproximadamente 40% maior nestes
pacientes do que naqueles com o fenétipo de indugdo normal. Gendtipos que séo
associados com o fenétipo “Hiperinducédo” sdo aqueles que incluem um ou dois
alelos CYP1A2*1F. Pacientes com este fendtipo podem necessitar de um aumento
da dose do substrato (medicamento) da CYP1lA2 devido a maiores taxas de
metabolismo na presenca de um indutor (GOSHAL et al, 2013; ANZENBACHER &
ANZENBACHEROVA, 2001).

A inducao da maior parte das isoformas CYP é mediada por um (ou mais) dos
quatro receptores nucleares que funcionam como fatores de transcrigéo,
especificamente o aril receptor de hidrocarboneto (AHR), receptor androstano-
constitutivo (CAR), receptor X pregnano (PXR) e receptor peroxissoma alfa ativado
(PPAR- a) para o CYP1A, grupos CYP2B, CYP3A, e CYP4A, respectivamente. A
inducdo de CYP2E por compostos tal como etanol difere por ser mediada por
estabilizacdo de seu mRNA em vez de via receptor (GHANEM et al, 2004; BOZINA
et al, 2009; CHAUDARY et al, 2009)..

A ativacao dos receptores, principalmente RCA e PPAR-a podem levar a uma

resposta hepatica, onde podem ocorrer efeitos em adi¢cdo a indugdo microssomal,
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tais como hipertrofia e hiperplasia de hepatocitos e células epiteliais do ducto biliar,
inibicdo de apoptose e aumento do peso do figado em ratos. Tais efeitos possuem
implicacdes a longo prazo, em termos de associacdo com o aumento da incidéncia
de tumores apos administracao crénica de xenobioticos (CHAUDARY et al, 2009).

Além hipertrofia e hiperplasia, uma manifestacdo adicional adaptativa a
mudanca hepatocelular € o aumento da expressdo e atividade de enzimas de
metabolizacdo de xenobidticos. Este aumento € tipicamente seletivo, e
frequentemente, envolve as enzimas da fase 1 CYP embora outras enzimas da fase
2 enzimas podem também ser induzidas. Além disso, alguns mecanismos de
inducdo de CYP n&o sao normalmente associados a hipertrofia ou hiperplasia (ver
Quadro 45.1, abaixo). Estas formas de inducdo de CYP na auséncia de efeitos
morfologicos no figado no figado sdo tipicamente observados com alguns indutores
de CYP1A por compostos tal como o 3-metilcolantreno e omeprazol, e com alguns
indutores do CYP3A, tais como dexametasona. O mecanismo pelo qual as drogas
podem causar inducdo da enzima CYP no figado, bem como hipertrofia e
hiperplasia, tem sido atribuida a ativacdo de receptores nucleares que funcionam
como fatores de transcricdo (GHANEM et al, 2004; BOZINA et al, 2009; CHAUDARY
et al, 2009).

A evidéncia da hiperplasia e hipertrofia causada por indu¢do enzimatica de
CYPs é em grande parte baseada na seletiva eliminacdo de respostas as drogas
obtidas em experimentos knockout de gene seletivos em camundongos. Cada um
destes receptores pode ser diretamente ativado pela ligacdo do xenobibtico (ou o
seu metabolito) para o receptor, embora, como dito anteriormente, alguns ativadores
da CAR néao se ligam ao receptor, mas em vez disto fosforila o receptor, resultando
na translocacéo nuclear (GHANEM et al, 2004; BOZINA et al, 2009; CHAUDARY et
al, 2009).
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2.4.3 Polimorfismos Genéticos nas Enzimas da Familia CYP

Atualmente, mais de 57 genes P450 humanos ativos e 58 pseudogenes séo
conhecidos e a maioria dos genes € polimoérfica. Um gene € considerado polimérfico
quando a frequéncia de um alelo variante na populagdo normal é de pelo menos 1%. A
maioria das enzimas nas familias de CYP 1 a 3 exibem variabilidade interindividual em
atividade catalitica, seja devido a polimorfismos genéticos ou por uma variacdo dos
niveis de expressao (WALSH et al, 2013).

O sequenciamento do genoma humano resultou na identificacdo de bem mais de
1 milhdo de polimorfismos de nucleotideo uUnico (SNPs), dos quais numerosos SNPs
foram relatados em genes que codificam enzimas que metabolizam, transportam
drogas ou funcionam como alvo das mesmas. Dentre esses genes, pode-se citar 0s
genes codificadores de enzimas do citocromo p450, as CYPs (EL-KADI & ELBEKAI,
2006).

As mutacdes nos genes CYP podem causar uma deficiéncia enzimatica, em que
a expressdo da enzima € diminuida, a especificidade entre enzima e substrato &
alterada ou ha um aumento da expressdo da enzima. Com base na composi¢cdo dos
alelos, os individuos afetados podem ser divididos em quatro grandes fendtipos:
metabolizadores pobres (MPs), tendo dois genes nao funcionais, metabolizadores
intermediarios (IMs) sendo deficientes em um alelo, metabolizadores extensivos(SGA),
com duas copias de genes normais e metabolizadores rapidos (UMS) com trés ou mais
coOpias funcionais do gene ativo (GOSHAL et al , 2013).

Por serem polimorficos, os genes que codificam as CYP levam a variacao
interindividual na atividade enzimatica e por sua vez a suscetibilidade ao cancer. Entre
os CYPs estudados que podem ser relacionados ao cancer, CYP1Al e CYP2EL foram
0S mais comumente investigado. As enzimas codificadas pelos genes das CYP2E1,
CYP1A1 e CYP1A2 estdao envolvidas na ativacdo de diversas substancias
cancerigenas, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, nitrosaminas e
heterociclicos aminas (ZORDOKY & EL-KADI, 2010; (EL-KADI & ELBEKAI, 2006).

Dentre os polimorfismos ja descritos, o de insercdo com 96pb na Regido 50 foi
recentemente relatado na regulamentacao da regido do gene CYP2E1, que induz a um
aumento da atividade enzimatica. O gene CYP1A1l exibe uma substituicdo de C para T
denominada 3801C ( CYP1A1*2) no éxon 7, que cria um sitio de restricdo para Mspl

e resulta em aumento de trés vezes na atividade enzimética (GOSHAL et al , 2013).
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Por outro lado, o gene CYP1A2 exibe no nucleotideo 164 uma mutacdo de
transicdo de A para C transicdo (CYP1A2* 1F), que estd associada a diminuicdo da
atividade enzimatica. Os polimorfismos destes genes foram associados a varias
doencas, no entanto, ha poucos dados sobre a associacdo do polimorfismo CYP1Al
Mspl e ndo existem dados sobre a associagcao de CYP2E1 (insercdo de 96 pb) e
CYP1A2 * 1F- 164A para o polimorfismo C com GC (GOSHAL et al , 2013).

2.4.4 Polimorfismos de CYP1Al

Varios polimorfismos genéticos foram relatados no gene CYP1A, incluindo
T6235C e T5639C na regiao flanqueadora 3 ', A4889G e C4887A no éxon 7. Estudos
funcionais vem revelando que estes polimorfismos estdo associados ao aumento da
atividade de CYP1Al e / ou capacidade de indugédo (ZORDOKY & EL-KADI, 2010;
SWEN et al 2006).

O polimorfismo mais estudado é o T6235C que € comumente referido como
polimorfismo de Mspl, associado a regulacdo de CYP1Al e transcricdo da sua meia-
vida , resultando em inducéo elevada da enzima e em niveis mais elevados de seus 0s
intermediarios ativados (ZORDOKY & EL-KADI, 2010).

2.5 Polimorfismos de CYP como Fator de Inducéo ao Lupus Eritematoso
Sistémico (LES)

O papel dos polimorfismos dos genes CYP em desordens autoimunes, como 0
LES, também ja foi demonstrado em varios estudos. Um deles, publicado em 2003,
relatou que a frequéncia do genodtipo CYP1Al1l 4887C/A (Thr_Asn), bem como a
frequéncia alélica de CYP1Al 4887A, eram significativamente maiores em pacientes
com LES do que em controles. Neste mesmo estudo, pacientes lipicos com CYP1Al

4887A apresentaram uma tendéncia ao aumento da prevaléncia de envolvimento renal.
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Um recente estudo indicou que a variante CYP1A1 m2 em heterozigose pode
levar a alteracdo funcional da proteina e desempenhar um papel no desenvolvimento
do LES, mas afirmou que uma investigacdo mais aprofundada em termos de analise
funcional de CYP1Al m2 era necesséaria para provar esta hipotese (ZHANG et al.,
2010).

Em uma anélise com individuos japoneses, o polimorfismo CYP1Al 3801C foi
significativamente associado com LES, enquanto que o polimorfismo nulo GSTM1 néo.
Quando a acédo combinada dos dois l6cus foi considerada, os individuos portadores do
alelo CYP1Al1l 3801C e do gendétipo nulo tiveram um risco aumentado de LES
(HORIUCHI et al., 2009).

O gendtipo CC do polimorfismo CYP1A1 T3801C foi associado com 0 aumento da
atividade metabdlica e € possivel que esta variante resulte na formacdo de ROS,
gerando inflamacédo, bem como a modificacdo de 50 antigenos que aumentam a
antigenicidade. A geracdo de ROS é também um importante evento upstream na
sinalizacdo do TNF e na subsequente inflamacédo, sendo considerada essencial na
patogénese do LES (ZHANG et al., 2010; HORIUCHI et al., 2009).
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3 METODOLOGIA

3.1 Participantes da pesquisa

Os participantes da pesquisa foram divididos em grupo caso e grupo controle,
totalizando 385 individuos ao todo, sendo o grupo caso constituido de pacientes
portadores de LES (257 mulheres, entre 0s 18 e 76 anos, idade de 37 £ 12 anos) e 0
grupo controle sem descri¢do de critérios para doencgas autoimunes foram incluidos
neste estudo (128 mulheres entre 18 e 74 anos, com idade média de 35 + 13 anos).

Os pacientes foram recrutados em uma unidade hospitalar do Distrito Federal.
Todos os pacientes preencheram o nimero minimo de critérios de classificacdo do
American College of Rheumatology (ACR), publicados em 1982 e revisados em
1997, aceitos universalmente para LES. Os critérios ACR estdo descritos na Tabela
1.

Prontuarios dos pacientes com LES foram cuidadosamente estudados, sendo
que, comprometimento renal, perfil dos autoanticorpos e outras caracteristicas
clinicas foram registradas. O comprometimento renal foi definido como proteinuria
considerada maior que 0,5¢/24 horas ou comprovada por bidpsia de nefrite lUpica.

Foram utilizados valores mais altos para o titulo de anti-dsDNA e o menor
para o nivel C3. O namero de critérios do ACR durante LES atendidos, o indice de
SLE Disease Activity (SLEDAI) e o Lupus Internacional de Colaboracdo Clinicas
(SLICC) / indice de Danos ACR foram determinados em cada paciente.

A coleta de dados foi executada apos a aprovacao do protocolo de pesquisa
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (ANEXO 1).

3.2 Extracédo de DNA e genotipagem

Todas as amostras foram coletadas por puncdo venosa para isolamento do
DNA. O DNA foi extraido de sangue periférico com uso do kit Invisorb Spin Blood —
Mini Kit (250) da empresa Invitek (catalogo #CA10-0005, lote #1031100300). A
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concentracdo de DNA foi determinada através da corrida eletroforética em gel de
agarose a 1%, corado com brometo de etideo. O rendimento médio alcangado foi de
20 ng/uL. Em seguida, o DNA diluido foi submetido a estratégia PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism Polymerase Chain Reaction) para
estudo da distribuicdo dos SNPs.

A técnica da PCR permite que a regido selecionada do genoma para o0 gene
CYP1Al1l (variante CYP1A1*2A -rs4646903; substituicdo timidina/citosina no
nucleotideo 3801 ,3801T>C) seja amplificada milhdes de vezes. As sequéncias de

oligonucleotideos utilizadas para avaliar o polimorfismos estédo descritas a seguir:

forward primer 5'-GGCTGAGCAATCTGACCCTA- 3'
reverse primer 5-GGCCCCAACTACTCAGAGGCT-3' (Li et al., 2004).

As condicbes de termociclagem foram 95°C por 5 minutos, 64 ‘C por 2 min e
75°C por 2 min, seguida por 33 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 60 segundos,
anelamento dos oligonucleotideos a 64°C por 60 segundos e 75°C por 60 segundos
para a extensdo dos fragmentos. A extensdo final foi realizada a 72°C por 10
minutos. O equipamento utilizado foi o Termociclador Techne modelo TC-512.

Em cada reacdo foram utilizados 4,0uL de DNA gendmico na concentracao
final de 2,5ng/uL; 2,5uL de tampéo 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI); 0,5uL de
MgCl, 50mM (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil), 0,5uL de
desoxirribonucleotideos trifostafo (dNTPs; 2,5mM; (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio
Grande do Sul, Brasil); 0,5uL de Tag-Polimerase, (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio
Grande do Sul, Brasil), 5U/uL); 1,5uL de cada oligonucleotideo foward e reverse
(10uM, IDT technologies); completando com agua Milli-Q para um volume final de
25pL por reagéo. O produto desta PCR foi um fragmento de 739pb.

O produto da PCR foi digerido com a enzima de restricdo Mspl (New England
Biolabs, Inc. Beverly, MA, USA). O alelo mutante (C) cria um novo sitio de restrigcéo,
e o fragmento de 739pb é clivado em dois de 408pb e 362pb; o alelo selvagem (T)
nao € clivado pela enzima, e, assim, o polimorfismo foi dividido em gendétipo de
clivagem (C/C), heterozigoto (T/C), e genotipo de nado clivagem (T/T). Para
montagem do sistema de digestdo foram utilizados: 10,0uL da PCR; 2,0uL de

tampdo 10x NEB2.1 (Biolabs); 1uL de enzima Mspl (10U/uL), completando com
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agua Milli-Q para um volume final de 20uL por reacao. O sistema foi mantido a 37°C
por 3 horas.

Os produtos da digestdo foram submetidos a uma corrida eletroforética em
um gel de agarose a 3%, com brometo de etidio na poténcia de 100W por 30

minutos.

3.3 Analise estatistica

A aderéncia ao equilibrio Hardy-Weinberg para a frequéncia genotipica em
controles foi analisada pelo teste do qui-quadrado com um grau de liberdade. As
frequéncias genotipica e alélica nos pacientes com LES foram comparadas ao grupo
controle por meio do teste qui-quadrado em modelos recessivos e dominantes. A
associacao de caracteristicas clinicas para cada genétipo foi analisada com o teste
qui-quadrado e foi adotado o nivel de significancia de 5%.

Também foram calculadas Odds ratio (OR) das frequéncias alélicas e
genotipicas, com intervalo de confianca (IC) de 95%. O programa estatistico
utilizado foi o SPSS (versao 20.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).



37

4 RESULTADOS

4.1 Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo rs4646903 no gene
CYP1Al em LES

A frequéncia genotipica do polimorfismo rs4646903 no gene CYP1Al nos
controles estava em equilibrio Hardy-Weinberg (P = 0,1506). A distribuicdo
genotipica deste polimorfismo € estatisticamente diferente em relacdo aos
participantes de LES quando comparados com os individuos controles (genétipos
TT, TC e CC - 99,125 e 33, respectivamente — contra 66, 47 e 15, respectivamente,
¥2 = 6,194, P = 0,0452). Porém, ndo houve diferenca significativa nas frequéncias
alélicas entre pacientes com LES e controles (alelo T, C: 323 e 191 contra 179 e 77,
respectivamente, OR = 0,73, y2 = 3,78 e P = 0,0519), 0 que esta representado na

Tabela 3.

Tabela 2: Polimorfismo do gene CYP1A1l em pacientes com LES e controles

Grupo
Lupus Controle P OR IC (OR)
N % N %
T 99 38,5 66 51,6
CT 125 48,6 47 36,7 0,0452* N/A N/A
cc
33 12,8 15 11,7
Total 257 100,0 128 100,0
cT 125 48.6 47 367 0026* 163 12052
CCT 132 51,4 81 63,3
Total 257 100,0 128 100,0
T 323 62,8 179 69,9
c 191 37,2 77 30,1 0,0519 0,73 01’%%'
Total 514 100,0 256 100,0

* P<0,05; N/A: ndo se aplica


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs4646903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs4646903
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4.2 Frequéncia genotipica e manifestac@es clinicas em pacientes com LES

Foram analisadas associacdes heterozigdticas estatisticamente significantes a
respeito dos polimorfismos rs4646903 no gene CYP1Al, que estdo descritas na
Tabela 3. Para o polimorfismo rs4646903 no gene CYP1Al foram descritas
associacfes com os seguintes sintomas clinicos: rash malar - ACR (74,4%) (P =
0,000; OR = 10.97; IC = 6.13- 19.64); fotossensibilidade (60,5%; P = 0,000; OR =
3.34; IC = 1.98 - 5.65); ulceras orais/ nasais (63,3%) (P = 0,02; OR = 2,08; IC = 1.09
- 3.96) e alteracdes imunoldgicas (43,9%; P = 0,030; OR = 0,55; IC = 0,33 — 0,94),
sendo que apenas neste ultimo, o heterozigoto parece ser fator protetor contra a

caracteristica clinica indesejavel.

A frequéncia dos gendtipos heterozigotos C/T, do polimorfismo rs4646903 no
gene CYP1Al, e os demais gendtipos dos pacientes, assim como as respectivas

associagdes com as manifestacdes clinicas, estdo representados na Tabela 4.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs4646903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs4646903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs4646903
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Tabela 3: Distribuicdo da presenca das manifestacdes clinicas em pacientes com LES conforme a frequéncia genotipicas de

CYPlal
CYP1A1
CCITT
N % N % p OR IC (OR)
ARTRITE NAO EROSIVA — ACR 112 49.6% 114 50.4% 0.42 136 0.63-2.90
RASH MALAR — ACR 99 74.4% 34 25,6% <.0001* 10.97  6.13-19.64
FOTOSSENSIBILIDADE — ACR 92 60,5% 60 39.5% <.0001* 334  1.98-565
SEROSITES — ACR 35 40,2% 52 59.8% 0.06* 0.6 0.35- 1.01
NEFRITES — ACR 57 43.8% 73 56,2% 0.13 067  041-1.10
HEMATOLOGICO — ACR 104 48.8% 109 51,2% 1.0 1.04 0.54-2,0
ULCERAS ORAIS/NASAIS — ACR 31 63,3% 18 36.7% 0.02 208  1.09-3.96
FAN — ACR 123 48,2% 132 51.8% 0.23 0 N/A
Q'E:LERAQAO IMUNOLOGICA — 76 43,9% 97 56,1% 0.030* 055  0.33-0.94
PSICOSE CONVULSOES — ACR 17 50,0% 17 50,0% 0.86 106 051-219
EDEMA 38 41.8% 53 58,2% 0.11 065  038-1.09
FAN — ALTERADO 124 48.6% 131 51.4% 1.0 N/A N/A
RNP — ALTERADO 36 51,4% 34 48.6% 0.32 134  0.74-243
ANTI Ds DNA — ALTERADO 58 45.3% 70 54,7% 0.16 070  042-1.15
COMPLEMENTO — ALTERADO 90 46,4% 104 53.6% 0.17 067  037-1.18
ANTICARDIOLIPINA — ALTERADO g 36.4% 14 63,6% 0.58 075  028-204
INIBIDOR LUPICO — ALTERADO 1 16,7% 5 83.3% 0.41 034  0.03-3.16

* P<0,05; N/A: ndo se aplica
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5 DISCUSSAO

As mutacdes nos genes CYP podem causar uma deficiéncia enzimatica, em que
a expressdo da enzima é diminuida, a especificidade entre enzima e substrato é
alterada ou ha um aumento da expressédo da enzima.

Desta forma, avaliar fatores genéticos envolvidos no IUpus eritematoso
sistémico tem sido cada vez mais frequente na pesquisa e pratica clinica. Nesse
trabalho, foi explorada a possibilidade de a frequéncia de polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP) nos genes CYP1Al (Tabela 2) estar relacionada com
manifestacdes clinicas dos pacientes portadores da doenca (Tabela 3).

A primeira etapa do estudo consistiu na analise da frequéncia de SNP no
gene CYP1Al na populacdo do Distrito Federal. A frequéncia de gendtipos
heterozigéticos (C/T) no gene CYP1Al no nosso trabalho totalizou 48,6% dos
participantes envolvidos.

No que diz respeito a associacdo deste polimorfismo com as caracteristicas
clinicas, houve forte associacéo entre o genotipo C/T com a presenca de rash malar
- ACR (74,4%) (P = 0,000; OR =10.97; IC = 6.13- 19.64); fotossensibilidade (60,5%;
P =0,000; OR = 3.34; IC = 1.98 - 5.65); ulceras orais/ nasais (63,3%) (P = 0,02; OR
=2,08; IC = 1.09 - 3.96) e alteracdes hematoldgicas (43,9%; P = 0,030; OR = 0,55;
IC = 0,33 — 0,94) nos participantes deste estudo. 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 (Zhang et al., 2010).

O aumento da frequéncia de manifestacdes dermatoldgicas como o rash
malar e fotossensibilidade pode ser explicado possivelmente pela localizagao
demografica da populacédo do Distrito Federal, fortalecida pela grande influéncia da
incidéncia de luz ultravioleta durante boa parte do ano, acarretando principalmente
alteracdes dermatologicas, como as citadas anteriormente. No estudo feito em 1995,
com 685 participantes, em Sao Paulo, Brasil, sem analisar fatores genéticos, 51%
foram diagnosticados com rash malar e 47% com fotossensibilidade, sem que os
participantes apresentassem Ulceras mucosas (Chahade et al., 1995). Mais
recentemente, em 2012, um estudo constituido por 888 participantes realizado na

cidade de S&o Paulo, Brasil, um dos maiores sobre a doenga e de maior impacto no
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pais, ainda sem avaliar polimorfismos genéticos, comprovou a frequéncia de rash
malar de 83,2%, seguida de fotossensibilidade, 76,9%, e presenca de manifestagbes
com ulceras mucosas, 23,2% (Borba et al., 2013).

Em literatura, ha diversas descricbes de diferentes autores acerca das
alteracbes hematoldgicas frequentes em LES (sem avaliagdo do background
genético). Dentre as mais comuns: anemias (50,0 a 80,0% dos casos); leucopenias
(20,0 a 60,0%); neutropenias (aproximadamente 50% dos pacientes); linfopenia
(20,0 a 80,0% dos casos); trombocitopenia (8,0 a 32,0%), entre outras (Garcia Tello
et al., 2002). Rothfield explica que os pacientes os portadores de LES geralmente
apresentam, durante o curso da doenca, uma ou mais alteragcbes hematoldgicas
(Rothfield et al., 2006). Todos esses fatores estdo relacionados com o progndéstico
da doenca.

Conforme mencionado anteriormente, no estudo de Horiuchi et al, 2009,
houve a demonstracdo de que o gendtipo CC do polimorfismo CYP1Al estaria
associado com o aumento da atividade metabdlica e € possivel que esta variante
resulte na formacédo de ROS, gerando inflamacdo, bem como a modificacdo de 50
antigenos que aumentam a antigenicidade.Tal estudo, quando comparados com
nosso estudo, apresenta grande relacdo onde ha a evidéncia de que a presenca da
heterozigose demonstra ser um fator de protecdo para a presenca de alteragbes
imunologicas nesses pacientes portadores da patologia.

Dentre as demais manifestacfes clinicas, apesar de a frequéncia de artrite,
serosite,nefrites, distarbios psicolégicos dentre outras manifestacdes observadas
frequentemente em pacientes de LES serem relatadas na literatura, neste estudo
verificou-se que o0s polimorfismos estudados parecem nao ter relacdo de

causalidade com tal manifestacéo clinica conforme tabela 3.



42

6 CONCLUSAO

No Brasil, ainda ndo foram realizados estudos de associacdo do LES com os
polimorfismos de enzimas de metabolizacdo de fase | e Il analisados em conjunto,
sendo, portanto, interessante determinar essa associacdo e observar se esta
também ocorre em outras populacdes. A identificacdo de fatores genéticos
implicados na patogénese do LES pode, futuramente, auxiliar no estabelecimento de
diagndésticos e progndsticos mais confiaveis. Além disso, polimorfismos no gene
CYP podem estar relacionados a terapia utilizada para tratar a doenca, podendo
contribuir para o0 sucesso terapéutico ou para o agravamento do quadro clinico
destes pacientes.

O Lupus Eritematoso Sistémico € uma doenca sistémica, caracterizada por
profundas alteracbes na regulacdo imune, capaz de acometer diversos tecidos, com
acumulo de imunocomplexos. Desta forma, o presente estudo conseguiu demonstrar
a associacdo do polimorfismo rs4646903 no gene CYP1Al em LES como fator
causal em manifestacdes clinicas comuns no LES como o rash malar,
fotossensibilidade e Ulceras em mucosas. Aléem disso, pode-se demonstrar a
presenca de heterozigose em LES como fator de protecdo para a presenca de

alteracdes imunologicas que podem piorar o prognostico do paciente.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs4646903
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2 Anexo 2

Primer3Plus —

pick primers from a DNA sequence About

Help
Source Code

= Back
Pair 1:
¥ LeftPrmer I:  |Primer_F |
Sequence: logctgageastotgacesta |
Start: 66 Length: 20 bp Tm: 60.4°C GC: 550% ANTY: 30 SELF: 20
¥ PRaght Prmer - |[Primer_R |
Sequence: [ctasgatagasgsstegtgt |
Start: 783 Length: 20 bp Tm: 60.1°C GC: 35.0% ANY: 30 SELF: 0.0
Product Size: 718 bp Pair Any: 3.0 Pair End: 2.0
|5end to Primer3Manager || Reset Form |
1 gccaagagtg aagggaagag acagcccagg atactggocac  agaggtagto
51 tcactgettg aactaggetg agcaatetga ccctatgggt ctaggacaca
101 gttcotggga  acatcacatt  cototgoccct  toctgcaggc  aggaacazac
151 agggctgeet tetggeocttg taagaccctt  attgeotgbcc  tggagggget
201 ggggacttgt grtoctgcgggg  atcagadocgc  acagggagtg  cacatatcoca
251 ggcaccagga ctagggcoctgg agtgagdggg  gggtatttca attaccttot
301 attggtctec cttectctaca ctocttgtaat aaaatgtcta  tttttaatgt
351 ttgtacacaa caatccttct attctagocct goattgagct tgocatgottg
401 cataagagct taagaaccat tgatttaatg taatagggaa aattctaace
451 caggtatcca  aaaatgtgta  agaacaacta  cootgagctaa  ataaagatat
501 tgttcagaaa tccoctataggt ggagattttt tgaatcataa atgattcatc
551 actcgtctaa atactcaccc tgaaccccat totgtgttgg gttitactogt
&0l agggaggasay  aagaggaggt  agcagtdaag aggtgtagec  gotgoactta
£51 agcagtetgt ttgagggaca agactectatt ttttgagaca gggtccoccag
701 gtcatccagg ctggagtgoca ctggtaccat tttgtttcac tgtaacctoo
791 acctcctggg ctcacacgat totocccacct  cajeeeers CREe e To g e o fo o]
N c-0gcac  acgocaccac  agottttittt CTLLLLTLLELT  LLLLLLLLLY
851 tagagatggg grLttcaccat Jgttgcccagg cotggtbctcaa actoctgago
301 t
Select all Prmmers
Par 2:
| LeftPrimer 2:  |Primer_1_F |
Sequence: logctgageastotgacesta |
Start: 66 Length: 20 bp Tm: 60.4°C GC: 550% ANTY: 30 SELF: 20

! Baght Primer 2 [Primer_1_R |

v r
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