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“O homem deve ir sempre em busca daquilo que nao
estd na orbita dos conhecimentos comuns, a fim de
dilatar a vida para campos fecundos que, dominados
pelo saber e pela experiéncia, Ihe permitam alcancar
progressivamente maior perfeicdo. Em cada novo dia
em que sua vida penetre, devera encontrar um estimulo
para aproveita-la melhor, e também algo que o inspire
acerca do que deve fazer para que os vindouros
superem os atuais e lhe proporcionem, ao vivé-los, o
beneficio de sentir-se bem, seguro e feliz.”

Carlos Bernardo Gonzales Pecotche
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RESUMO

O lupus eritematoso sistémico (LES) é o protétipo das doengas autoimunes,
caracterizada pela producdo de anticorpos contra componentes do nucleo
celular em associacdo com diversas manifestacdes clinicas. As complicacdes
patolégicas primarias em pacientes com LES sdo a inflamagéo, vasculite,
depdsito de imunocomplexos e outras manifestagdes que contribuem para um
quadro patoldgico sistémico, grave e crénico. A doenga ocorre principalmente
em mulheres (propor¢do de 9:1) em idade reprodutiva. A etiologia exata do
LES ainda permanece desconhecida e provavelmente envolve interacbes
complexas e multifatoriais entre diversos fatores genéticos e ambientais. A
interacdo entre muitos genes pode atenuar ou acentuar a susceptibilidade a
doenga. Foram descritas associagbes do LES com genes do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), genes que codificam receptores Fc e
genes que codificam citocinas. Foram descritas também associagdes positivas
com o alelo 4887A (CYP1A1*4), envolvido na metabolizagdo de hormoénios e
xenobidticos e com o alelo +7146A (PD1.3), receptor que regula negativamente
células auto-reativas. Este trabalho teve como objetivo investigar a associagao
entre o LES e polimorfismos nos genes CYP1A1, GSTM1, GSTT1, IL18 e
PDCD1 em um estudo caso-controle com 98 pacientes e 108 individuos
controles, na populagdo do estado de Santa Catarina. Também foram
analisados os diferentes alelos em relacdo ao desenvolvimento de nefrite,
grave manifestagao clinica do LES. Foram utilizadas técnicas de PCR-RFLP e
PCR-SSP, seguidas de eletroforese em gel de agarose para determinar os
genotipos individuais. Os resultados obtidos ndo demonstraram nenhuma
associacdo entre o LES e as variantes alélicas de IL18 -137C, 4889G
(CYP1A1*2C), 6235C (CYP1A1*2A), GSTM1 e GSTT1. O alelo +7146A
(PD1.3) embora nao tenha apresentado significativamente uma associagéo
positiva, provavelmente, devido a baixa frequéncia desse alelo e ao reduzido
tamanho da amostra, mostra uma tendéncia a associag¢ao. Foi encontrada uma
associagao negativa (de protegao) entre a variante 4887A (CYP1A1*4) e o LES
(OR =0,355IC 95% 0,161 — 0,774, p= 0,008). A interacao entre os SNPs IL18 -
607A e 4887A (CYP1A1*4) demonstrou uma associacdo de protecdo em
relagdo ao LES (OR= 0,318 /IC 95% 0,133 — 0,758; p= 0,010). Foi encontrada
uma associagcao positiva entre o alelo 4889 (CYP1A1*2C) e a ocorréncia de
nefrite (OR= 3,645 IC 95% 1,39 — 9,58; p=0,009). A freqiéncia alélica de
6235C (CYP1A1*2A) encontrada em pacientes com nefrite foi maior do que a
encontrada em pacientes sem nefrite (OR= 2,270 /IC95% 1,96 — 6,278; p=
0,015). Esses dados mostram um papel importante do gene CYP1A17, na
susceptibilidade e progndéstico do LES.



ABSTRACT

Systemic Lupus Erytemathosus (SLE) is a prototype of autoimmune diseases,
characterized by the production of antibodies against components of the cellular
nucleus in association with several clinical manifestations. The primary
pathological complications in patients with SLE are inflammation, vasculite,
deposit of immunecomplexes and other manifestations that contribute with a
systemic, serious and chronic pathological picture. The disease occurs mainly
in women (proportion of 9:1) during reproductive age. The exact etiology of the
SLE is still not elucidated and it probably involves complex interactions among
several genetic and environmental factors. The interaction among several
genes can decrease or accentuate the susceptibility to the disease.
Associations with genes were described for SLE, with genes of the major
histocompatibility complex (MHC), genes that codify Fc receptors and genes
that codify cytokines. Some studies have also described positive associations
with allele 4887*A (CYP1A1%*4), involved in the hormones and xenobiotics
metabolization, and with the allele +7146A (PD1.3), that negatively regulate
auto-reactive cells. This work had the objective of investigate the association
among SLE development and polymorphisms in the genes CYP1A1, GSTM1,
GSTT1, IL18 and PDCD1 in a case-control study involving 98 patient and 108
individuals as control, in the population of the Santa Catarina State. The
frequencies for this allele were also analyzed in the presence of nephritis, an
serious clinical manifestation of the SLE. Techniques of PCR-RFLP and PCR-
SSP had been used, followed by electrophoresis in agarose gel to determine
the individual genotypes. The results had not demonstrated association
between SLE and the alleles variants IL18 -137C, 4889G (CYP1A1*2C), 6235C
(CYP1A1*2A), GSTM1 and GSTT1 genes. The allele +7146A (PD1.3) did not
show a positive association with SLE because the difference was not
statistically significative, but it shows an indication for the development of the
disease. A negative association between the variant 4887A (CYP1A1*4) and
the SLE was demonstrated (OR = 0,355 IC 95% 0.161 - 0,774, p= 0,008). The
interaction between SNPs /L1718 -607A and 4887A (CYP1A1*4) demonstrated an
association with protection in relation to SLE (OR= 0,318 IC 95% 0,133 - 0,758,
p= 0,010). A positive association between allele 4889G (CYP1A1*2C) and the
nephritis occurrence (OR= 3,645 IC 95% 1,39 - 9,58 p=0,009) were found. Also
a allelic frequency of 6235C (CYP1A1*2A) were increased in patients with
nephritis in relation to the patients without nephritis (OR= 2,270 /IC 95% 1,96 -
6,278, p= 0,015). These data show an important role of gene CYP1A1 in the
susceptibility and prognostic of the SLE.
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1. Introducgao

Atualmente, o termo “doencgas de etiologia complexa” é utilizado quando
se refere ao grupo de doencgas que resultam da combinagdo de fatores genéticos
e ndo genéticos. Fazem parte desse grupo as doencgas auto-imunes, os disturbios
neuroldgicos e neurodegenerativos e doengas como hipertensdo, diabetes,
obesidade e cancer. Ao contrario das desordens mendelianas, para as quais a
mutacdo de um gene em dose simples ou dupla é considerado suficiente para a
expressdo de uma anomalia, o paradigma mais adequado para a grande maioria
das doengas comuns envolve o conceito de susceptibilidade genética. Nesse
caso, um individuo geneticamente susceptivel pode vir a manifestar a doenga, ou
nao, dependendo da interacdo do seu gendtipo com outros fatores como idade,
sexo, dieta, exposicdo ambiental, atuacdo hormonal, atuacido do seu sistema
imunoldgico, entre outros (ROXO, 2003).

O lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doencga de etiologia complexa e é
considerado o protétipo das doencas auto-imunes sistémicas, sendo
caracterizada pela produ¢cdo de um grande conjunto de auto-anticorpos contra
componentes do nucleo celular, ativagao do sistema complemento, deposicédo de
imunocomplexos e lesbes a 6rgaos e tecidos (MOK & LAU, 2003). Fatores
étnicos e a heterogeneidade genética contribuem para complexidade e variedade
das manifestagdes clinicas (WONG & TSAO, 2006). A etiologia exata da doencga

ainda permanece desconhecida.
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1.2 — Auto-imunidade

Todas as evidéncias disponiveis indicam que 0s processos
imunopatolégicos nas doengas auto-imunes utilizam células do sistema imune e
mediadores semelhantes aqueles observados nas reacgbdes imunoldgicas
protetoras (PARSLOW et al., 2004).

O sistema imunoldgico esta constantemente exposto a antigenos
proprios sem induzir a estimulacdo dos linfocitos, o que é conhecido como
tolerancia ao proprio. A tolerancia ao proprio ndo € uma caracteristica herdada, e
sim o resultado de varios mecanismos destinados a distinguir entre linfécitos com
potencial de ligar-se a componentes proprios e aqueles com especificidade de
ligacdo muito maior em determinantes antigénicos expressos por antigenos
estranhos. A diversidade imunolégica € decorrente da combinagdo de segmentos
génicos altamente polimoérficos para formar as moléculas receptoras. A formacéao
do repertério de receptores € um processo randdmico, seguido de um
procedimento de seleg¢dao, que resulta na inibicdo dos linfécitos que exibem
reatividade ao proprio, daqueles que carecem desta reatividade. Como a
tolerdncia ao préprio € adquirida somaticamente, ela € sujeita a falhas,
particularmente em virtude da complexidade dos eventos necessarios para criar
um reservatorio de linfocitos preparados para reconhecer qualquer antigeno
estranho e ignorar as proteinas préprias (PARSLOW et al., 2004). A auto-
imunidade é usualmente classificada de acordo com a natureza do tecido alvo.
Varios fatores contribuem para o desenvolvimento da auto-imunidade:

- anormalidades imunologicas que afetam as células apresentadoras de
antigeno (APC) ou os linfécitos;

- as bases genéticas que predispdem a auto-imunidade;
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- SEexo;
- leséo tecidual,
- infecgdes bacterianas e virais.

Acredita-se ser pouco provavel que qualquer anormalidade imunoldgica
isoladamente possa levar ao desenvolvimento de sequelas observadas numa
reacdo imunologica destrutiva. A associagdo de multiplas anormalidades do
sistema imune, a contribuicdo de células e tecidos n&o imunoldgicos, uma
variedade de determinantes genéticos de risco e fatores ambientais podem ser
todos necessarios para induzir o quadro que se manifesta clinicamente como
resposta imunopatologica (RIOUX & ABBAS, 2005). As combinagdes de
componentes importantes para o desenvolvimento de doenga podem, na
verdade, diferir de um paciente para outro, contribuindo assim para a

complexidade dessas patologias (SWAPAN et al., 2004).

1.3 - Lupus Eritematoso Sistémico

Em 1895 William Osler descreveu as manifestacdes sistémicas do LES. A
descoberta do fenbmeno da célula do lupus eritematoso (LE) marcou o inicio das
pesquisas sobre a doenca.

As complicagdes patoldgicas primarias em pacientes com lupus sdo a
inflamacéo, vasculite, depdsito de imunocomplexos e outras manifestagdes que
contribuem para um quadro patolégico sistémico, grave e crbénico. A etiologia
exata do LES ainda permanece desconhecida e provavelmente envolve
interagcbes complexas e multifatoriais entre diversos fatores genéticos e

ambientais (MOK & LAU, 2003).
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O LES nao exibe nenhum padrdo clinico caracteristico. E uma doenca
aguda ou insidiosa em seu inicio, apresentando-se de forma crénica, remitente e
recorrente, frequentemente febril, caracterizada principalmente por lesbes na
pele, articulagdes, rins e membranas serosas (SATO et al., 2002).

O comprometimento renal constitui uma caracteristica frequente e grave
no LES. Em 75% dos pacientes verifica-se a presenca de nefrite, na necropsia. A
nefrite, nos pacientes com LES, € caracterizada pela deposicdo de imuno-
complexos que propiciam a inflamagao glomerular e tubulointersticial levando a
insuficiéncia renal crénica em mais de 30% dos pacientes afetados. Ocorre dor
toracica pleuritica em aproximadamente 50% dos pacientes e as manifestacdes
pulmonares também ocorrem com frequiéncia (DAVIDSON & ARANOW, 2006).

Em aproximadamente 80% dos casos ha presengca de anemia
normocitica e normocrémica devido a mielosupresséo (WILLIAM, 2000). No
entanto, praticamente qualquer outro 6rgado do corpo pode ser atingido também.
A apresentagdo clinica do LES é tdo variavel que o American College of
Rheumatology (ACR) estabeleceu critérios para diagnostico dessa doenca
(SLEDAI — Anexo 2).

A prevaléncia do lupus na populagcdo americana varia de 15 a 122 casos
a cada 100.000 individuos na populacédo, dependendo da etnia, sexo e idade.
Nao ha estudos epidemioldgicos realizados no Brasil, mas ha uma estimativa,
com bases nessas frequéncias de cerca de 16.000 a 80.000 casos no pais
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2005; WONG & TSAO, 2006).

Semelhantemente a muitas doencgas auto-imunes, o LES é uma doenca
que ocorre predominantemente em mulheres. Afeta 10 a 12 vezes mais

mulheres em relagcdo ao homem e embora possa ocorrer em qualquer idade, €
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mais frequente entre os 20 e 45 anos, com maior incidéncia préxima aos 30 anos.
A razao mulheres-para-homens € de 9:1, mas comparativamente, quando a
doenga se desenvolve durante a infancia ou apds 65 anos de idade, a raz&o
mulheres-para-homens € de apenas 2:1. A doencga é descrita como sendo mais

comum e mais grave em mulheres afro-americanas (WONG & TSAO, 2006).

1.3.1 - Susceptibilidade Génética

As doengas de etiologia complexa resultam de uma interagdo de diversas
variantes genéticas e exposigao a fatores ambientais. O estudo de mecanismos
de segregacao em familias, utilizado com sucesso na identificagdo de doengas de
herangca mendeliana, trouxe pouco sucesso na identificagdo de genes de
susceptibilidade a essas patologias de origem multifatorial (ZONDERVAN &
CARDON, 2004).

Existem diversas variagdes polimorficas (frequéncia igual ou maior que 1%
na populagédo) ao longo do genoma, entre elas estdo os SNP (single nucleotide
polymorphism), insergdes, dele¢cdes de nucleotideos ou de genes inteiros, copias
génicas ou variagbes de sequéncias repetitivas. As variagbes mais encontradas
sdo os SNP, que podem ocorrer nos éxons, no introns, regides promotoras,
regides reguladoras e regides intergénicas. Apenas uma pequena porgao
(~60.000) dos SNP conhecidos encontram-se em regides codificantes, e apenas
cerca de 30.000 desses SNP resultam em troca de aminoacidos nas proteinas
expressas. O restante (~30.000) estdo localizados em regides codificantes, mas
nao alteram a sequéncia de aminoacidos da proteina e sdo denominados SNP
sinbnimos. Mais de 1.4 milhdes de SNP foram identificados no sequenciamento

inicial do genoma humano, mas ha uma estimativa de que existam
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aproximadamente 7 milhdes de SNP com frequéncia maior que 5% na populacao
(e mais ~4 milhées com frequéncia entre 1 e 5%) (MEYLING et al.; 2006). Esses
tipos de variagdes sdao compartilhadas nas diferentes regides geograficas e
populagdes. Em um conjunto de 1.5 milhdes de SNP ao longo do genoma,
aproximadamente 80% demonstram a frequéncia do alelo recessivo maior que
0,05 em pelo menos uma populagéo étnica, desses SNP, apenas 10% ocorrem
exclusivamente em apenas um grupamento étnico (Asia, Africa e Europa). Apesar
da maioria da variabilidade ser compartilhada nas diferentes populacdes, as
frequéncias alélicas podem ser extremamente diferentes de uma populagao para
outra. Essa diferenga € muito importante para os estudos de associagao genética
(PLENGE & RIOUX, 2006).

Devido a essa ampla distribuicdo ao longo do genoma e a grande
variabilidade em diferentes populagdes, esses marcadores sdo extremamente
utilizados nos estudos de associagao genética (WANG, 2005).

A genética do LES vem sendo estudada desde o inicio da década de 70
quando foram encontradas as primeiras associacbes com os alelos do HLA
(antigenos leucocitarios humanos) (HARLEY et al., 2006).

A causa do LES é baseada na perda da tolerancia a componentes
préprios. Genes codificando proteinas com fungbes significativas no sistema
imunolégico vém sendo considerados bons candidatos a marcadores de
susceptibilidade (WONG & TSAO, 2006).

Parentes de primeiro grau de pacientes com LES possuem uma
probabilidade vinte vezes mais alta de desenvolver LES do que a populagdo em
geral, taxas de concordancia em pares de gémeos idénticos estdo entre as mais

altas das doencas auto-imunes, estando entre 24 a 58%, em comparacao a de 3
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a 10% em gémeos nao idénticos. A probabilidade de desenvolver outra doenga
auto-imune também é aumentada em parentes de primeiro grau de pacientes
com LES em relagdo a parentes de individuos controles. Esses dados
demonstram o mecanismo genético complexo e poligénico, onde, a principio, pelo
menos 100 genes parecem estar envolvidos com a doenga em humanos. Alguns
desses genes promovem o desenvolvimento do LES enquanto outros influenciam
clinica ou biologicamente a expresséo da doencga. A producdo de auto-anticorpos
parece ser dependente desses fatores genéticos, como indica a prevaléncia
acima de 70 a 80% de anticorpos antinucleares em familias de pacientes com
LES (TSAO, 2004).

Cada gene presumivelmente afeta algum aspecto da regulagdo imune,
degradagcdo de proteinas, transporte de peptideos através das membranas
celulares, resposta imune, complemento, sistema reticuloendotelial (incluindo
fagocitose), imunoglobulinas, apoptose e horménios sexuais. Portanto
combinagdes de variagcbes em diferentes genes podem resultar em respostas
anormais distintas e produzir processos patolégicos separados e diferentes
expressoes clinicas (KRISHNAN et al.; 2006).

Duas abordagens diferentes tém sido utilizadas nos estudos dos fatores
genéticos envolvidos no lupus. A primeira sdo os estudos das familias, onde s&o
rastreadas regides cromossOmicas de associagdo, através da utilizagdo de
marcadores microssatélites, e a segunda, os estudos de associagdo entre a
doenga e genes candidatos. A escolha desses genes candidatos €, normalmente,
realizada seguindo alguns critérios como fungdo conhecida ou suposta, ou
localizagdo cromossO6mica. Genes candidatos devem, em geral, ser polimorficos

(PERDRINGER et al., 2003; RIOUX & ABBAS, 2005; RIGBY et al., 2006).
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Diversos estudos de rastreamento gendmico indicam regides
cromossémicas do genoma associadas ao LES, algumas delas estao listadas na

Tabela 1.

Tabela 1 - Regides cromossdmicas associadas ao desenvolvimento do LES , indicadas pelo alto
valor do LOD score (HARLEY et al., 2006).

1923 40 FCGR2A/FCRG3A
1q41-42

4pt6 I3 7
MMpt3  J34 7

16912 3,4 ?

LOD score = logarithm of the odds (na base 10). Um LOD score de valor igual ou maio que 3
geralmente indica que dois loci estdo geneticamente ligados.

Muitos genes tém sido citados como candidatos a uma participagéo
importante no LES, mas para que se comprove a participagao efetiva desses
genes no desenvolvimento da doenga s&o necessarios mais estudos em
diferentes populagdes. Alguns desses genes ja se encontram bem estabelecidos
como associados a doencga. Entre eles determinados alelos do HLA de classe |,
e genes do complemento, que fazem parte da regiao de classe Ill do MHC. Além
desses, outros genes tém sido apontados como genes candidatos, pois seus
produtos parecem ter importancia no mecanismo de desenvolvimento da doenca
(WONG & TSAO, 2006). Os principais genes associados a susceptibilidade ao

LES encontram-se listados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Principais genes candidatos na susceptibilidade ao desenvolvimento de LES (CROKER
& KIMBERLY, 2005).

CRP +1846 G/A +1846A N&o

FCGR2A | V176F F176 Sim
H131R R131 Sim

FCRL3 -169 T/C -169T

MCP1 -2518 A/G -2518G
PDCD1 PD-1.3 A/G PD-1.3A

TYK2 V362F F362 Nao
1684S S684 Nao

Na nefrite, tanto o risco da doenga quanto o risco de gravidade sao
influenciados por polimorfismos de genes que codificam moléculas importantes
no processo imunopatologico da doenga (TARZY & COOK, 2003; LAUWERYS &

WAKELAND, 2005). Mas esses estudos ainda sao restritos.

1.3.2 - Mecanismo imunopatolégico

A causa do LES permanece desconhecida, mas a existéncia de um
numero aparentemente ilimitado de anticorpos contra constituintes préprios
nesses pacientes indica que o problema fundamental no LES é a manutencgao da
auto-tolerancia (Figura 1). Varias anormalidades do sistema imune foram
observadas nos pacientes, mas ainda ndo se sabe totalmente quais sdo as
primarias e quais sao de origem secundaria ao processo patoloégico

(SHLOMCHIK, 2001; LIPSKY, 2001).



23

Normal SLE

.*/c\j_ . ™) ﬁ}g

N Nz

/ .'I
! !

( Q. - e
e damage

:\ O / Cytokines
o 4 — and cytolysis

/, _\‘ e U,mu

molecular mimic

/
O

“ A
P

o

h/ | Epitope spreading

Nature Reviews | Immunology
Figura 1 - Mecanismo imunopatoldgico do lupus eritematoso sistémico (SHLOMCHIK, 2001).

1.3.2.1 - Disfungodes da resposta Imunoldégica

O papel do sistema imune inato no LES esta muito relacionado ao
processo de retirada de auto-antigenos e corpos apoptéticos de circulagdo. No
LES, deficiéncias em proteinas do complemento C2, C4 e C1q podem resultar em
uma eliminagdo anormal dos fragmentos de corpos apoptoticos (MANDERSON et
al., 2004).

A co-estimulagao das células dendriticas através de receptores Fc e TLR9
permite a producado de citocinas pro-inflamatdrias incluindo os interferons tipo |
(GREGERSEN & BEHRENS, 2006). Um avango importante recente para o
entendimento da patogénese do LES foi a demonstragdo que as vias dos
interferons encontram-se fortemente ativadas nessa patologia (BAECHLER et al.,
2003). Foi observado em alguns pacientes com infec¢des virais cronicas e alguns
tipos de cancer que a administracdo de IFN-o recombinante promovia a producao

de auto-anticorpos contra antigenos nucleares e ocasionalmente levavam ao
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desenvolvimento de sintomas clinicos associados ao LES ou outras doencgas
auto-imunes (RONNBLOM et al., 1990; GOTA & CALABRESE, 2003). Estudos
mais recentes de expresséo génica identificaram uma “assinatura” dos interferons
na maioria dos pacientes com LES ativo (BAECHLER et al., 2003; BENNETT et
al., 2003). Os interferons parecem contribuir para a patogénese da doenca
através de diversos mecanismos, incluindo efeitos diretos e indiretos nas células
apresentadoras de antigenos, nas células T e células B, integrando a imunidade
inata e adaptativa (MARSHAK-ROTHSTEIN, 2006). Segundo o modelo proposto
por Ronnblom & Alm (2001), as células dendriticas e os macréfagos (ativados
através dos receptores TLR7 e TLR9, que reconhecem moléculas de RNA e
DNA, respectivamente) aumentariam a expressao de moléculas co-estimulatérias
e comecgariam a produzir interferons tipo | e outras citocinas pro-inflamatérias.
Auto-antigenos, que s&o apresentados por essas células apresentadoras de
antigenos, estimulariam as células T auto-reativas que promoveriam a ativagéo,
expansdo clonal e diferenciagdo de um numero abundante de células B
produtoras de auto-anticorpos.

As citocinas sédo as principais moléculas mediadoras da diferenciacao e
ativacdo das células T e B. O LES era considerado uma doenca de resposta
predominantemente mediada por Th2 (OGAWA et al., 1992), mas recentes
estudos indicam a existéncia de niveis circulantes de diversas citocinas
produzidas por células Th1 pro-inflamatérias, como a IL-18 e IL-12, aumentadas
em pacientes com LES (WONG et al., 2000; AMERIO et al., 2002; ROBAK et al.,
2002; PARK et al., 2004; CALVANI et al 2004).

QOutras citocinas como IL-6, IL-10, TNF-o, também possuem um papel

importante no mecanismo na imunopatologia do LES (DEAN, et al., 2000). A IL-
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10 encontra-se aumentada em pacientes Iupicos e € um potente estimulador de
células B possuindo um importante papel na hiper-reatividade das mesmas e no
desenvolvimento da auto-imunidade (CSISZAR, et al., 2000). Foi detectado que a
producao de IFN-y em pacientes com LES esta associada com a maior atividade
da doenca (VIALLARD et al., 1999).

Na nefrite, os imuno-complexos no sub-endotélio em contato com o espaco
extra-vascular parece recrutar células inflamatérias. O isotipo de anticorpo
depositado também influencia na patogenicidade. Essa deposicdo de auto-
anticorpos faz com que ocorra uma cascata de sinalizacdo para eventos
inflamatérios (TIPPING & KITCHING, 2005).

Apesar da deposi¢cdo de auto-anticorpos nos rins ser um importante
componente patogénico na nefrite do LES, tem sido amplamente reconhecido
que sinais e da imunidade inata também contribuem para a doenga renal. Os
imuno-complexos ativam diretamente as células renais, via TRLs estimulando a
producdo de mediadores anti-inflamatorios. As citocinas também podem induzir
as células endoteliais a expressarem moléculas de adesdo, aumentando a
probabilidade de recrutarem células inflamatérias apos o contato com os imuno-
complexos (SESIN et al., 2005). Posteriormente, as células B, células T,
macrofagos e células dendriticas migram para os rins ja com O processo
inflamatorio. A ordem de ativagao dessas células e a ordem em que chegam ao
sitio de inflamag&o ainda ndo se encontram muito bem estabelecidas (SCHIFFER
et al., 2003).

Os auto-anticorpos atuam como mediadores definitivos da lesdo tecidual. A
maior parte das lesbes Vviscerais € mediada por imunocomplexos

(hipersensibilidade do tipo Ill). Complexos de DNA e anticorpos anti-DNA podem
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ser detectados em glomérulos e pequenos vasos sanguineos (ROBSON &
WALPORT, 2001).

Células T anormalmente ativadas estimulam as células B a produzirem
auto-anticorpos no LES. Além disso, essas células T anormais apresentam uma
maior redugdo na apoptose em relagdo as células T normais. Em nivel
bioquimico, essas células T lupicas apresentam receptores (TCRs) anormais que
participam do processo de sinalizagdo que inclui um baixo nivel de excitagédo e
uma resposta ao calcio intracelular aumentada (VRATSANOS, et al., 2001; PANG
et al., 2002). A remodelagao dos TCRs induzida pela reducédo da expresséo da
cadeia ( e a associacdo de uma molécula mais potente FcRy parece ser
responsavel ao menos em parte, pelo aumento da excitabilidade das células T no
LES. Assim, a sinalizagdo dos TCRs parece estar alterada em diversos niveis no
LES, produzindo um fenoétipo de célula T hiper-responsiva que pode ajudar no
estimulo a produgao de auto-anticorpos pelas células B (KRISHNAN et al.; 2006).

Outra hipétese que vem sendo formulada é a de que os linfécitos T tenham
participagcédo direta na lesdo tecidual ocorrida na doenga. Em alguns ratos com
nefrite, foram encontrados infiltrados de células T, indicando a possibilidade de
que elas também possam causar dano tecidual (SHLOMCHIK et al., 2001).

De maneira similar as células T, as células B isoladas de pacientes lupicos
também apresentam um aumento na fosforilagdo da tirosina e aumento do fluxo
de calcio intracelular seguido de ativagdo. Como resultado, as células T auto-
reativas nao so6 ativam as células B, mas também promovem uma troca de classe
por recombinacdo e uma hipermutagdo somatica aumentando a produgao de

auto-anticorpos (LIOSSIS, et al., 1996; NAGY et al., 2005).
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Em adig¢do a estimulacido por contato, a interagdo entre as células B e as
células T é facilitada por diversas citocinas como IL-10 e requer moléculas
acessotrias como CD40/CD40L e B7/CD28/CTLA-4 que sao importantes no
processo de desenvolvimento da auto-imunidade (MOK & LAU, 2003).

A ativagao de linfécitos ndo requer apenas a apresentacdo do antigeno,
mas também um segundo sinal através da expressdo de receptores co-
estimulatérios como CD28 e CD40. A deficiéncia desses receptores causa
alteragdes nas resposta das células T e B (LENSCHOW et al., 1996; GREWAL &
FLAVEL, 1998). No entanto também existe um sistema de regulagdo negativa
para a resposta a antigenos. O CTLA-4 é um receptor que envia um sinal
negativo as células T ativadas, regulando o sinal positivo dos receptores CD28, e
€ conhecido por sua associagao com diversas doengas auto-imunes (WONG et
al., 2005). O PD-1 é outro receptor de regulagao negativa induzido nao sé pela
ativacao das células T como nos outros receptores, mas também pelas células B
e células mieldides, sugerindo um amplo espectro na regulagdo imunoldgica
(ISHIDA et al., 1992; AGATA et al., 1996; NISHIMURA & HONJO, 2001;
OKAZAKI & HONJO, 2006).

A interacdo do PD-1 com seus ligantes PD-L1 e PD-L2, resulta em um
sinal negativo através do recrutamento SHP-2 a fosforilagdo do residuo de
tirosina na regido citoplasmatica (FREEMAN et al., 2000; OKAZAKI et al., 2001;
LATCHMAN et al., 2001). Camundongos da cepa C57BL/6 com deficiéncia de
PD-1 desenvolvem artrite e glomerulonefrite semelhantes ao lupus (NISHIMURA
et al., 1999) e camundongos BALB/c PD-1 deficientes desenvolvem uma

cardiomiopatia fatal com depésito de IgG (NISHIMURA et al., 2001).



28

Gene IL18

E uma glicoproteina semelhante a IL-1 do ponto de vista estrutural, e, a
semelhancga da IL-1, é sintetizada como precursor que é entdo processado pela
caspase-1, produzindo a citocina madura. E secretada principalmente por
macroéfagos e células dendriticas (células apresentadoras de antigenos) (LIEW et
al.,, 2003). A sinalizacdo ocorre através do receptor de IL-18 (IL-18R), um
heterodimero, que consiste em uma unidade ligante IL-18Ra e uma subunidade
sinalizadora IL-18Rp. Apds a ligagdo com o receptor a sinalizagdo ocorre como
nas outras citocinas IL-1 e receptores Toll-like que ativam a quinase IRAK4 e a
molécula adaptadora MyD88 (Figura 2) (GUTCHER et al., 2006). A IL-18 foi
originalmente descoberta pela sua capacidade de induzir a liberagdo do IFN-y e
outros mediadores pro-inflamatoérios de macréfagos, e desde entéo, constatou-se
que ela também influencia a expressdao de outras citocinas. A IL-18 possui
atividade imunoregulatéria e em sinergismo com a IL-12, por exemplo, ela
potencializa a producédo de IFN-y e GM-CSF por células B, T e NK, promove
também a atividade das células NK e estimula a proliferacdo das células T
ativadas (REDDY, 2004). Recentemente, foi relatado que a IL-18 também age
nos linfécitos T e nas células NK diretamente e assim, pode mediar a resposta

imune Th2 na auséncia de IL-12 (BIET et al., 2002).
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Figura 2 — Via de sinalizagéo IL-18/ IL-18R (THOMPSON & HUMPHRIES, 2007).

A sindrome auto-imune similar ao LES no modelo animal de
camundongos Ipr é caracterizada pela linfoadenopatia crénica e produgédo de
auto-anticorpos, levando a morte precoce por insuficiéncia renal. A ativacédo de
células T helper € um dos eventos que ocorre nessa doenga em camundongos
assim como no LES em seres humanos. Entre as citocinas dependentes de
linfocitos T helper, o IFN-y possui um papel importante na ativagdo anormal das
células e no desenvolvimento da patologia. A IL-18, indutora de o IFN-y nos
linfocitos T e células NK pode contribuir com a doenca nesse modelo, pois as
células do camundongo Ipr sao hipersensiveis a IL-18 e altos niveis dessa
citocina sao expressos. A utilizacdo de anticorpos anti-IL-18 fez com que a

doenga regredisse nesse modelo animal (BOSSU et al., 2003).
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O gene da IL-18 foi clonado por Okamura et al. (1995), e encontra-se
localizado no cromossomo 11g22.2-g22.3. E composto por 6 éxons (Figura 3). A
expressao da proteina é regulada pela regido promotora do gene (TONE et al.,

1997; MARSHALL et al., 1999; SUGIURA et al., 2002).
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Figura 3 — Gene IL18 e os principais SNP estudados em relagdo a diversas patologias
(THOMPSON & HUMPHRIES, 2007).

Polimorfismos nesse gene vém sendo relacionados com diversas
patologias incluindo as auto-imunes. Dois SNPs nas posi¢des -607 e -137 na
regido promotora demonstram associagdo com a susceptibilidade ao diabetes
(KRETOWSKI et al., 2002), enterocolite necrosante (HENINGER et al., 2002),
sarcoidose (TAKADA et al., 2002) e artrite reumatdide (SIVALINGAM et al.,
2003). No SNP -607 ocorre uma troca de C para A. E na posigéo -137 ocorre uma
alteragdo de um G para C. Esses pontos da regido promotora parecem ser sitio
de ligagao para os fatores de transcricdo CREB e H4TF-1, respectivamente. Na
posicao -607, a modificacdo do nucleotideo C para A parece interromper o
potencial de ligagdo da proteina CREB e na posicdo -137 a modificagao de
nucleotideos afeta o sitio de ligagdo com a proteina H4TF. Em um ensaio de

atividade de transcrigdo do promotor génico, apds estimulo, uma menor atividade
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de transcricao foi observada para os alelos A e C nas posi¢gdes -607 e -137
respectivamente (GIEDRAITIS et al., 2001).

Apesar desses polimorfismos n&do terem sido analisados ainda em
pacientes com LES, niveis elevados de IL-18 foram encontrados em pacientes e
foram associados com a atividade da doenga (WONG et al., 2000; PARK et al.,

2004) e algumas manifestagdes clinicas (WONG et al., 2002).

Gene PDCD1

A ativacdo das células T &€ um processo complexo, dependente de
diversos sinais intracelulares que sao iniciados através dos TCRs e modulados
por receptores de sinalizacdo co-estimultéria ou inibitéria. Receptores como
CD28 e ICOS (Activation Inducible Lymphocyte Immunomediatory Molecule) s&o
necessarios para a ativacao dessas células. Em contraste, receptores como
CTLA-4 e PD-1 produzem um sinal negativo em relagdo a ativagcdao dos
linfécitos(Figura 4) (RUDD & SCHNEIDER, 2003; RILEY & JUNE, 2005). O
equilibrio entre a sinalizagdo positiva e negativa parece ser essencial para
manutengdo da tolerancia e prevengdo do processo auto-imune (TIVOL et al.,

1996; CARRENO & COLLINS, 2002).
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Figura 4 — Estrutura e interagbes entre PD-L-PD-1 e outros membros da familia B7-CD28
(NISHIMURA & HONJO, 2001).

A PD-1 (programmed death 1) foi isolada em 1992 através da técnica de
hibridagao subtrativa, como uma molécula em que sua expressao era aumentada
por estimulos apoptéticos em duas linhagens celulares diferentes (ISHIDA et al.,
1992). E membro da familia de receptores CD28, que sdo proteinas trans-
membrana tipo 1, com um unico dominio IgV na regido extracelular. Na porgéo
citoplasmatica da PD-1 contém dois dominios imunoinibitérios ITIM (immuno-
receptor tyrosine-based inhibitory motif) e ITSM (immuno-receptor tyrosine-based
switch motif), sendo o ultimo essencial para a fungado inibitéria da molécula
(OKAZAKI et al., 2001). A PD-1 possui a importante fungdo de modular a ativagao
de linfécitos. Pertence a superfamilia das imunoglobulinas. Especificamente,
através da ativagao, PD-1 & expressa pelos linfocitos B e T, e quando se liga a

seus ligantes, PD-L1 e PD-L2 (presentes em células apresentadoras de
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antigenos), que sao expressos em diversos tecidos, ocorre uma atenuagédo na
resposta das células B e T (FERREIROS-VIDAL et al., 2004).

Experimentos com o camundongo com deficiéncia do gene pd17
demonstraram o desenvolvimento de glomérulo-nefrite similar ao lupus ou
cardiomiopatia auto-imune, dependendo da cepa analisada (NISHIMURA et al.,
1999; NISHIMURA et al., 2001).

O gene PDCD1 se encontra localizado no cromossomo 2q37.3, locus de
susceptibilidade ao LES (PROKUNINA et al., 2002) e é composto por 5 exons
(TSAO, 2004).

Prokunina et al. (2002) rastrearam o gene PDCD1 e identificaram sete
SNPs, dos quais um SNP no intron 4, posi¢gao 7146 (G—A), denominado PD1.3,
demonstrou estar associado com o desenvolvimento do LES em familias e em
casos esporadicos de pacientes europeus (OR=2,6, p=0,00001) e de mexicanos
(OR=3,5, p=0,0009). O alelo variante desse SNP parece alterar o sitio de ligacao
para o fator de transcricdio RUNX1, o que poderia provocar uma alteracdo na
transcricdo da molécula (Figura 5). O PD-1.3A também parece estar associado a
artrite reumatoide soronegativa (OR=1,75, p=0,015) em europeus (PROKUNINA
& ALARCON-RIQUELME, 2004). Na populagdo chinesa esse SNP néao
apresentou variagdo nao sendo entédo polimorfico para essa populagao (KONG et

al., 2005).
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Figura 5 — Possiveis sitios de ligacdo dos fatores de transcricio RUNX1, NFkB,e E-box
localizados no intron 4 do gene PDCD1. O SNP PD1.3 esta localizado no primeiro sitio de ligagdo
para o RUNX1 (PROKUNINA et al., 2002).

1.3.3 - Aspectos hormonais

A evidéncia de anormalidades hormonais € fundamentada principalmente
na observagao de que o LES é muito mais frequente em mulheres de idade fértil
(CERVERA et al., 1993; FORMIGA et al., 1999). Além disso, o LES foi observado
em alguns homens com sindrome de Klinefelter, e algumas anormalidades do
metabolismo de estrogénio foram notadas tanto em homens quanto em mulheres
com LES (FRENCH & HUGHES, 1983; LAHITA & BRADLOW, 1987). Essas
observagbes sugerem um papel dos horménios sexuais enddgenos na
predisposicdo a doenga. O metabolismo anormal do estrogeno foi demonstrado
em pacientes de ambos os sexos, com aumento da 76a-hidroxilacdo resultando
em significativo aumento nas concentragdes de 76a-hidroxiesterona (LAHITA et
al., 1987). Os metabdlitos 76a sao estrogenos de alta poténcia. Também foi
observado em pacientes lupicas baixas concentracdes plasmaticas de hormonios

androgénios, incluindo testosterona e seus derivados (JUNGERS et al., 1982;
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LAHITA et al., 1987). A atividade excessiva de estrégenos e a atividade
androgénica inadequada podem favorecer uma alteragdo da resposta
imunologica.

Concentragdes de estrogenos fisioldgicas ou supra-fisiologicas facilitam a
resposta humoral, permitindo 0 aumento da proliferagado de células B e producéao
de anticorpos (EVANS et al.,, 1997; KANDA & TAMAKI, 1999). Contrariamente,
altas doses de estrogenos inibem a resposta das células T, como a proliferagao e
producéo de IL-2 (MCMURRAY et al., 2001). Estudos também indicam uma
indugdo no aumento da produgao de IL-10, citocina importante na imunopatologia
do LES influenciado pelo estrogeno (MOK & LAU, 2003). Outro estudo realizado
aponta a estimulagdo pelo estradiol de moléculas CD154 (membro da
superfamilia génica de ligantes de TNF), que interagem com moléculas CD40
estimulando o crescimento e diferenciagao de células B (LI et al., 2006).

Os estrégenos, juntos, podem agravar o LES prolongando a sobrevivéncia
das células auto-imunes, estimulando o aumento da produgao de citocinas Th2 e
estimulando as células B a produzirem auto-anticorpos. A inibicdo da resposta
Th1 e o aumento da expressdo de CD40L nas células T Ilupicas pode
indiretamente promover uma resposta Th2 e permitir a hiperatividade das células
B (MOK & LAU, 2003).

Muitos outros efeitos também tém sido estudados como relacionados ao
estrogeno, sendo eles: o envolvimento na regulagdo dos mecanismos de
apoptose através de fatores como o FAS, FASL, IFNy e 6xido nitrico (estimulando
a apoptose das células T regulatérias); a ajuda na sobrevivéncia de células B
auto-retivas; aberragdes nas interacoes entre células B e células T, entre outras

(VIDAVER, 2002).
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Como o estrégeno regula a expressdo de inumeros genes, parece estar
envolvido na regulagdo da proteina anti-apoptoética Bcl-2. Essa proteina mostrou
um aumento em camundongos tratados com estrogeno, promovendo um
aumento na sobrevivéncia de células B que normalmente seriam eliminadas por
sinais de tolerancia (BYNOE et al., 2000).

De acordo com um grande estudo epidemiolégico realizado, tanto o uso
de contraceptivos orais e a terapia de reposicdo hormonal obtiveram uma
associacdo discreta com o aumento do risco de desenvolvimento do LES
(SANCHEZ-GUERRERO,1995). Também foi detectado que as crises do LES
ocorrem em maior quantidade em épocas de rapidas mudangas hormonais como
na gravidez, pos-parto, estimulagdo da ovulagao para fertilizagdo in vitro, e
administragdo de estrogenos exdégenos (GUBALLA et al.,, 2000; MOK et al.,
2001). Ja a atividade da doenga tem a tendéncia de diminuir quando as pacientes
entram na menopausa (MOK et al., 1999). Outros estudos relatam que esses
tipos de terapia ndo possuem influéncia sobre o desenvolvimento ou
agravamento da patologia (ASKANASE, 2004). Mas esse mecanismo ainda n&o
se encontra totalmente elucidado e existem alguns trabalhos contraditorios.

Assim, de acordo com esses dados os horménios estradidis parecem ter
um papel importante no mecanismo patologico do LES e alterag&o tanto nas vias
de metabolizagdo quanto nas vias de sintese desses horménios, podem contribuir

para o desenvolvimento ou agravamento da doenca.

Devido a importancia dos fatores hormonais e de metabolizagdo de

xenobidticos no mecanismo patolégico do LES, polimorfismos nos genes
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relacionados a essas atividades podem apresentar um papel importante na
susceptibilidade genética ao desenvolvimento do LES, bem como a relagdo com
algumas manifestagdes clinicas. A Figura 6 representa a via de metabolizagdo do
estradiol e as principais enzimas envolvidas (THOMPSON & AMBROSONE,

2000).

Free radical mediated damage to DA, proteins, lipids
CHOLESTERCL
CYRIT MnSOD . Fe
CYP1G 2 ?2 » fly— OH — DNA damage
17-HSD CYPIAT ~ —
CYP1B1 Y
OESTRADIOL (E)—+0H-E,—= SEMIQUINONE JDUINDNE — DNA adducts
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conjugates

Figura 6 — Via de metabolizagdo do estrogeno e as principais enzimas envolvidas no processo
(THOMPSON & AMBROSONE, 2000).

1.3.3.1- Biotransformacgao de xenobioéticos fase |

As enzimas do citocromo P450 sdo monoxigenases responsaveis pela
catalise da biotransformagdo de diversos xenobidticos e muitos compostos
endogenos importantes em processos bioquimicos incluindo a biossintese de
horménios esterdides, prostaglandinas e leucotrienos. As reagdes dependentes
do citocromo P450 aumentam a hidrofilicidade de substratos através da
introdugdo de um centro reativo a molécula do substrato (fase 1), que
posteriormente pode ser conjugado a compostos enddégenos como acido

glucurénico, sulfato, glutationa ou glicina (fase IlI). Apesar das enzimas P450
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mediarem reagdes primarias de detoxificacdo, certos substratos sao
metabolicamente ativados resultando em intermediarios reativos com um
aumento de toxicidade e potencial mutagénico. A variagao inter-individual e a
expressao desses genes pode ter consequéncias toxicoldgicas (SHIMADA et al.,
1994; TUCKER, 1994; NEBERT & RUSSELL, 2002).

A superfamilia dos genes do citocromo P450 é subdividida e classificada
de acordo com as recomendagdes do comité de nomenclatura (NELSON et al.,
1996), com base na identidade de aminoacidos, critérios filogenéticos e
organizagdo génica. A diversidade dessa superfamilia vem de um extensivo
processo de duplicagdo génica e provavelmente, casos de amplificagdes,
conversodes, perdas génicas e transferéncia lateral (NELSON et al., 1999). Em
humanos, existem aproximadamente 55 genes e 25 pseudogenes pertencentes a
essa familia (WERCK-REICHART & FEYEREISEN, 2000).

Os genes das enzimas P450 s&o regulados por fatores endogenos, como
horménios e citocinas ou diversos tipos de xenobiodticos. Um grande numero de
agentes infecciosos ou inflamatérios também demonstram causar alteragdes nos
niveis de expressdo dessas enzimas (TAMASI et al., 2003). Citocinas e a
molécula de oxido nitrico parecem ser mediadores dessa resposta. As citocinas
possuem um efeito direto na expressao das enzimas P450 e também induzem a
oxido nitrico sintetase (NOS2) o que resulta na produgédo de 6xido nitrico durante
a resposta imune celular (MORGAN et al., 1998; RENTON, 2001; MORGAN,

2001).
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Gene CYP1A1

O gene CYP1A1 codifica uma enzima pertencente a superfamilia
citocromo. Essa proteina localiza-se no reticulo endoplasmatico (MIYOSHI &
NOGUSHI, 2003). E uma molécula altamente induzivel. A CYP1A1 catalisa a
hidroxilagdo C-2, C-6a e C15a do estradiol, mas tem sido mais estudada como a
principal enzima ativada por compostos constituintes da fumacga de cigarro, e
outros poluentes como os hidrocarbonetos poliaromaticos, dioxina e derivados,
aminas aromaticas e nitrosaminas além de outros (MITRUNEN & HIRVONEN,
2003).

A enzima CYP1A1 é predominantemente expressa nos tecidos extra-
hepaticos e esta envolvida no metabolismo do estradiol através da catalisagdo da
reacdo de hidroxilagdo C-2. E possivel que polimorfismos genéticos no gene que
codifica a enzima afetem sua atividade, tornando certos individuos mais
susceptiveis ao desenvolvimento de doengas, como diversos tipos de cancer e o
LES (YEN et al., 2003).

Diversas citocinas incluindo IL-1a, IL-6, TNF-o. € TGF-B demonstraram
suprimir a expressao do CYP1A1 em linhagens celulares de hepatoma humano
(FUKUDA & SASSA, 1994; MUNTANE-RELAT et al., 1995). O fator de
transcricdo NF-«B induzido por citocinas, parece inibir a interagéo fisica com o
receptor Ah resultando na regulagcado negativa da enzima CYP1A1 (MORGAN,
2001).

A localizagdo do CYP1A1 é no cromossomo 15, na posigdo 15922-q24.
Esse gene contém oito introns confirmados, seis dos quais sao alternativos.

Existem provavelmente dois promotores alternativos e sete exons. Esse gene
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produz através do splicing alternativo quatro tipos de transcritos, provavelmente

codificando quatro proteinas distintas (www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Acembly).

Existem pelo menos 12 variantes alélicas do gene CYP1A71 descritas
(NEBERT & DALTON, 2006). Entre as mais estudadas encontram-se os alelos

CYP1A1*2A, CYP1A1*2C, CYP1A1*3 e CYP1A1*4 (Figura 7).
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Figura 7 — Estrutura do gene CYP1A1 e os SNP mais estudados (adaptado de CASCORBI et al.,
1996).

O primeiro polimorfismo descrito (CYP1A1 * 2A) caracteriza-se por uma
mutacgdo pontual na regido 3’ que flanqueia o gene na posi¢cdo 6235, ocorrendo
uma transi¢cado de timina para citosina (T6235C), originando um sitio de restricao
para a enzima Msp1 (CASCORBI et al., 1996). Esse alelo possui uma frequéncia
de aproximadamente 31% em orientais e 12% em populagdes européias
(KAWAJARI et al., 1990; PETERSEN et al., 1991). Os estudos em relagao ao
papel desse polimorfismo ainda sdo controversos. Esse alelo tem sido associado

com diversos tipos de neoplasias (MANSON et al., 2005).

No alelo polimorfo CYP1A*2C a alteragdo esta localizada na regiao

codificadora do gene (exon sete) e é uma transicdo de adenina para guanina na


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Acembly
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posicédo 4889 (A4889G), resultando na substituigdo do aminoacido isoleucina por
valina no residuo 462 da regido de ligagdo do grupo heme (sitio ativo da enzima)
(HAYASHI et al., 1991). Experimentos demonstraram que esse polimorfismo esta
associado a um aumento na indu¢do da enzima em até trés vezes (MITRUNEN &
HIRVONEN, 2003). Esse alelo € mais raro em populagdes de origem européia
em relacdo ao Japao, onde a frequéncia é de aproximadamente 20%
(CASCORSBI et al., 1996). Essa variante também tem sido freqientemente
relacionada com alguns tipos de cancer como pulméo (CASCORSBI et al., 1996),
mama (BOYAPATI et al., 2005), ovario (AKTAS et al., 2002), entre outros.
Também foram encontradas associagbes com algumas doengas auto-imunes
como a doencga de Behcet (YEN et al., 2004), algumas manifestagdes clinicas da
artrite reumatoide (YEN et al., 2003) e com o LES (von SCHMIEDEBERG et al.,
1999).

O alelo CYP1A1*3 (T5639C), assim como o CYP1A1*2A, é também uma
substituicdo T—C, mas foi detectado apenas na populagdo afro-americana com
uma frequéncia de 17% e suas consequéncias fenotipicas ainda ndo sido bem
conhecidas (CASCORBI et al. 1996).

A quarta variante, CYP1A1*4, caracteriza-se por uma mutacao pontual no
exon 7, onde ocorre uma transversao de citosina para adenina (C4887A), o que
leva a mudanga do aminoacido treonina para asparagina no coédon 461 na regiéo
de ligacdo do grupamento heme. Esse polimorfismo parece estar associado a
uma atividade mais baixa em relagdo ao metabolismo da progesterona
(KAWAJIRI et al., 1991). Também foram encontradas diversas associagdes
desse alelo com doengas auto-imunes. Mas em alguns estudos, esse alelo

parece ter um efeito protetor em relagdo a auto-imunidade e em outros parece ser
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um fator de risco. Em atrite reumatdide, um estudo com a populagdo de Taiwan
detectou um efeito protetor em relagdo ao desenvolvimento da doenca (YEN et
al., 2003). Também foi demonstrado um efeito protetor em relacdo ao
desenvolvimento de espongilite anquilosante também na populagdo de Taiwan
(YEN et al., 2003). Ja para a artrite psoriatica, foi demonstrada uma associagao
de risco com esse alelo (YEN et al., 2004). Também foi realizado um estudo com
pacientes com LES em Taiwan onde essa variante se apresentou como um fator

de risco para o desenvolvimento da doencga (YEN et al., 2003).

1.3.3.2 - Biotransformagao de xenobiéticos fase Il

As glutationas S-transferases (GST) sdo um importante sistema enzimatico
do mecanismo celular de detoxificagdo que protege as células contra espécies
reativas de oxigénio através da conjugacdo da glutationa com compostos
eletrofilicos. Durante esse processo, a glutationa € transformada na forma
oxidada, que deve ser reduzida pela NADPH-glutationa redutase. A habilidade da
célula de manter os niveis de glutationa é extremamente importante para a
manutengdo da integridade celular. As enzimas GSTs estdo envolvidas na
biotransformacdo de xenobidticos que incluem carcinbgenos ambientais,
espécies reativas de oxigénio e agentes quimioterapéuticos (HAYES &
PULFORD, 1995). Essas enzimas também demonstraram uma agdo como
inibidores da via jun quinase, importante no mecanismo de sinalizagdo para a
ativacdo de genes citoprotetores (ADLER et al., 1999). Alteragdes nesses genes
podem resultar na potencializagdo do estresse oxidativo celular (HAYES &

STRANGE, 2000).
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Existem grandes evidéncias de que as espécies reativas de oxigénio
possuam um papel importante no LES (COMSTOCK et al., 1997; BAE et al.,
2002). O peroxido de hidrogénio € uma molécula reativa lipofilica derivada do
oxigénio que penetra nas membranas lipidicas e € capaz de causar danos ao
DNA (ALLAN et al., 1988). Pacientes com LES possuem menor capacidade de
reparar DNA com danos oxidativos e os linfécitos de pacientes com LES
apresentam maiores taxas de apoptose (EMLEN et al., 1994; EVANS et al.,
2000). Esse DNA com danos oxidativos liberado pelas células apoptéticas pode
servir como antigeno para os anticorpos anti-DNA (BLOUNT et al., 1989). Em
comparacao ao DNA nativo, esse DNA com danos oxidativos é capaz de gerar
titulos maiores de auto-anticorpos. Assim, os mecanismos de detoxificacdo
celular podem apresentar um importante papel no LES, promovendo uma
protecdo contra os danos oxidativos causado pelas espécies reativa de oxigénio

(AHSAN et al., 2003).

Gene GSTM1

O gene GSTM1 esta localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p13.3)
e contém cinco subunidades codificantes GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e
GSTMS (LIZARD-NACOL et al., 1999). Os substratos para a enzima GSTM1
incluem os epodxidos intermediarios reativos gerados pela ativacdo de
hidrocarbonetos poliaromaticos pelas enzimas do citocromo P450. A presenca ou
auséncia do gene GSTM1 constitui um dialelismo. A auséncia do gene GSTM1,
identificado no gendtipo GSTM7-nulo (GSTM1*0/GSTM1*0), € observada em
taxas que variam de 20 a 70% nas diferentes populag¢des investigadas, sendo

que a frequéncia de individuos que ndo expressam essa enzima € maior em
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populagdes de origem européia em relagdo a orientais e africanas (BAILEY et
al.,1998; ROTH et al., 2000). O gendtipo nulo leva a uma auséncia total da
atividade da respectiva enzima (ABDEL-RAHMAN et al., 1996; GARCIA-CLOSAS

et al., 1999; MITRUNEM & HIRVUNEM, 2003).

Gene GSTT1

O gene humano GSTT1 esta localizado no brago longo do cromossomo
22 (22911.23). Como o GSTM1, o GSTT1 também apresenta o alelo nulo
(GSTT170), resultado da dele¢cdo do gene (MITRUNEM & HIRVUNEM, 2003), e
ocasiona a auséncia de atividade da enzima (GARCIA-CLOSAS et al., 1999;
GUDMUNSDSDOTTIR et al., 2001), detectados em individuos homozigotos
(GSTT1*0/GSTT1*0). Os substratos da enzima GSTT1 incluem substancias
quimicas com um amplo uso industrial, como cloridrato de metila (um agente de
metilacdo), brometo de metila (agrotéxico), éxido de etileno, que € um agente
amplamente utilizado para esterilizagdo e um produto intermediario na producéao
de fibras de poliésteres e surfactante ndo-ibnico, e diclorometano (um solvente)
(GARCIA-CLOSAS et al., 1999). Assim como o GSTM1, o GSTT1 também tem
sido relacionado com a susceptibilidade a patologias de origem multifatorial,
como artrite reumatoide e LES (KANG et al., 2005; YUN et al., 2005), e a delecéo
em homozigose do gene tem variado de 11 a 38% nas populag¢des estudadas

(ABDEL-RAHMAN et al., 1996).
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2 - Justificativa

Atualmente as doengas auto-imunes se encontram entre uma das
maiores causas de morbidade e mortalidade no mundo, acometendo
aproximadamente 3% da populagdo mundial. Os aspectos psicoldgicos, fisicos e
econdmicos dessas patologias sdo muitas vezes devastadores, pois atingem
amplamente adultos jovens. Recentemente, novas terapias desenvolvidas, como
os antagonistas do fator de necrose tumoral (TNFa), por exemplo, tém alcangado
grandes avangos, mas o0s danos causados por essas terapias ainda sao
extremamente prejudiciais.

A descoberta de que o desenvolvimento da auto-imunidade é fortemente
influenciado por polimorfismos genéticos, traz a esperanca de que ao entender
melhor a genética da auto-imunidade, possam se desenvolver terapias e métodos
de diagndstico e prognéstico mais eficazes (RIOUX & ABBAS, 2005).

Apesar de ndo existirem analises estatisticas precisas no Brasil em
relagéo ao LES, o que se observa é um grande numero de pacientes com essa e
outras patologias auto-imunes, sendo necessarios mais estudos em relagao as
mesmas na populacdo brasileira. O LES é uma doenca altamente debilitante e
geralmente possui uma sobrevida de dez anos para as pacientes que estejam em
tratamento, podendo variar de acordo com a gravidade da doenga. Por esse
motivo e pela dificuldade muitas vezes de um diagndstico rapido e claro, torna-se
necessario o desenvolvimento de marcadores diagndsticos mais precisos, além
da tradicional detec¢ao dos anticorpos e marcadores de progndéstico que possam

ajudar na condugao do melhor tratamento.
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3 - Objetivos

3.1 - Objetivo geral
Pesquisar as variantes genéticas possivelmente relacionadas com o

desenvolvimento do LES em pacientes e individuos controles e determinar as

frequéncias dos alelos e dos genotipos dos genes estudados.

3.2 - Objetivos especificos

e Obter amostras de DNA de células sanguineas de pacientes com
LES e individuos normais (grupo-controle), na populagao de Santa
Catarina.

e Organizar um banco de DNA com as amostras acima citadas, que
sera utilizado para as analises moleculares.

e Pesquisar se as variantes do gene CYP1A1 (*2C ou A4889G, *2A
ou T6235C e *4 ou C4887A) possuem relagcdo com a
susceptibilidade ao desenvolvimento do LES.

e Pesquisar se os polimorfismos dos genes GSTT1 e GSTM1 estéao
relacionados com o desenvolvimento do LES.

e Pesquisar se as variantes do gene IL18 -137 e IL18 -607 possuem
relagdo na susceptibilidade ao desenvolvimento do LES.

e Verificar se o SNP no gene PDCD1 (PD1.3 ou +7146) possui
relagao na susceptibilidade ao desenvolvimento do LES.

e Calcular as frequéncias dos alelos e dos geno6tipos em relagéo aos

loci analisados e verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Identificar gendtipos ou alelos (marcadores moleculares) de
associacdo com o desenvolvimento de nefrite nos pacientes com
LES.

Realizar analise de regressao logistica para identificar possiveis
combinagcdes de alelos que possam influenciar no

desenvolvimento da doenca.
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4 - Pacientes e Individuos Controles

4.1 - Aspectos éticos

Este projeto faz parte de um projeto mais abrangente denominado
“‘Marcadores de susceptibilidade ao lupus eritematoso sistémico”. Este
estudo maior tem como objetivo avaliar a associagao de diversos genes com o
desenvolvimento e agravamento do LES num estudo caso-controle. Esse projeto
foi submetido ao Comité de Etica da UFSC, sob nimero 231/2003 e aprovado em
15 de dezembro de 2003.

Todos os individuos participantes foram esclarecidos do conteudo do
projeto e sobre o sigilo de suas informagdes pessoais, e assinaram um termo de
consentimento livre esclarecido antes de terem seu sangue coletado e o

questionario realizado (ANEXO I).

4.2 - Coleta das amostras de sangue
As amostras de sangue periférico dos pacientes e dos individuos controles
foram obtidas no Hospital Universitario da UFSC (HU).

O grupo de pacientes foi constituido por 98 individuos, sendo que destes
apenas trés pacientes sdo do sexo masculino, diagnosticados pela equipe de
reumatologia do HU, de acordo com os critérios adotados pela ACR (American
College of Rheumatology). Foram encaminhados para coleta do material
biolégico onde foram coletados 10 ml de sangue com EDTA, para posterior

extragdo de DNA e armazenamento do soro.
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O grupo controle foi constituido por 108 individuos saudaveis, que iriam
se submeter a exames de rotina, durante o primeiro e segundo semestres de
2005, no laborat6rio do HU.

Devido a ma qualidade de algumas amostras de DNA ou alguns outros
problemas inerentes a técnica utilizada, o numero de individuos analisados para

os loci estudados diferiu em relagdo aos numeros acima citados.

4.3 - Questionario epidemioldgico e caracterizagao clinica
Os pacientes e os individuos controles também foram submetidos a
entrevistas onde dados familiais, epidemioldgicos e clinicos foram obtidos através

de um questionario (ANEXO II).

5 - Materiais e Métodos

5.1 - Separagao e conservagao das amostras

10ml de amostra de sangue contendo EDTA foram centrifugados a 3000
rotagdes por min (centrifuga eppendorf 5415D, rotor — F-45-24-11- de angulo fixo
de 45°, para 24 tubos de 1,5 a 2 ml com didmetro maximo de 11 mm), durante 20
min, para separagdo do plasma (que foi estocado a — 20°C, para futuras
pesquisas) e da camada de linfécitos (buffy coat), a qual foi utilizada para

obteng¢ao de DNA gendémico.
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5.2 - Extragao e purificagao do DNA genémico

O procedimento utilizado para a extragao do DNA sanguineo foi através do
método TRITON — X. (ERLICH, 1992).

Em microtubos de 1,5ml, foi adicionado 300ul de “buffy coat” separados da
amostra de sangue correspondente, cujas células foram lisadas por meio de 1mi
de solugao LISE | (Tris/HCI 0,01M, pH 7,6; sacarose 0,32M; MgCl, 5,0mM; Triton
X-100%). Esta técnica consiste, basicamente, no rompimento mecanico e/ou
enzimatico das hemacias, para isso utiliza-se o agitador orbital. Os tubos foram
centrifugados por 2 min a 12.000 rpm (centrifuga eppendorf 5415D, rotor — F-45-
24-11- de angulo fixo de 45°, para 24 tubos de 1,5 a 2ml com didmetro maximo
de 11mm). Apds a centrifugacédo o sobrenadante foi desprezado e adicionado
novamente 1ml de tampao de LISE I, com nova agitagéo e centrifugagéo. Esses
passos foram repetidos até que o sobrenadante e o sedimento estivessem
transparentes, sem hemacias. Apds esse ultimo descarte do sobrenadante, foi
adicionado 300 pl de tampao de LISE II (Tris/HCI 0,01M, pH 8,5; KCI 50mM;
MgCl, 2,5mM; Nonidet — 40 — Polietoxietanol 0,45%; Tween 20 ou 80 — 0,45%), e
com a ponteira o sedimento foi homogeneizado, onde encontravam-se os nucleos
dos leucécitos. Adicionou-se a esta solugao, 5yl de proteinase K a 10ug/mil.
Incubou-se em banho-maria por 1h a 65°C. Apds esse procedimento, as
amostras foram colocadas na estufa a 37°C por 12 h, e posteriormente incubadas
a 95°C por 10 min para desnaturagao da proteinase K.

ApoOs a extracao, foi realizada a leitura da densidade oOptica do DNA e
foram preparadas solugdes de uso na concentragdo de 20ng/ul em solugao

tampéao.
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As amostras agora constituem um banco de DNA organizado a partir do
numero de matricula dos individuos, contendo seus dados epidemiologicos. Este
banco de DNA gendmico foi estocado a -20°C e sera utilizado em analises

moleculares futuras.

5.3 - Reacgao da cadeia da polimerase (PCR)

A reacao de PCR foi usada para amplificar regides especificas do DNA
gendmico utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores apropriados
(Tabelas 1, 2 e 3) para a amplificacao das regides de interesse. Para a deteccao
dos diferentes gendtipos foram utilizados dois tipos diferentes de PCR. O primeiro
grupo de SNP foi analisado através da PCR-RFLP (por analise de fragmento de
restricdo) e o segundo foi analisado através da técnica de PCR-SSP (iniciador
especifico).

Tabela 3- Seqliéncias dos iniciadores utilizados para as analises por PCR-RFLP.

LOCUS Iniciadores 5 — 3°

M2F- CTG TCT CCC TCT GGT TAC AGG AAG C CASCORSBI

CYP1A*2C e *4 M2R- TTC CAC CCG TTG CAG CAG GATAGC C et al., 1996.

C44 - TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT CARTENSEN
CYP1A*2A C47 CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT etal., 1993.

F - CTT TGC TAT CAT TCC AGG AA TAKADA et al.,
IL-18 (-607) R —-TAA CCT CAT TCAGGACTT CC 2002.

PD1.3F- CCC CAG GCA GCA ACC TCAAT SANGHERA

PDCD1 +7146 PD1.3R- GAC CGC AGG CAG GCA CAT AT et al., 2004.




Tabela 4 - Seqliéncia dos iniciadores utilizados para a analise por PCR -SSP multiplex
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LOCUS Iniciadores 5~ — 3°
G1- GAACTC CCT GAAAAG CTAAAGC
GSTM1 G2- GTT GGG CTC AAATAT ACG CTG G
ABDEL-
HBB B-globina B1- CAACTT CAT CCACGTTCACC
RAHMAN ¢
(controle de PCR) B2- GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC
al., 1996
T1-TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATCTC
GSTT1 T2- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA
Tabela 5 - Sequéncia de iniciadores utilizados para analise por PCR-SSP.
LOCUS Iniciadores 5~ — 3°
F1- CCC CAA CTT TTA CGG AAG AAA AG
IL-18 (-137) F2- CCC CAA CTT TTA CGG AAG AAAAC TAKADA
F- CCA ATA GGA CTG ATT ATT CCG CA et al., 2002

R- AGG AGG GCA AAA TGC ACT GG

5.3.1 - Genotipagem de SNP pelo método da PCR-RFLP (Polymerase Chain

Reaction- Restriction Fragments Length Polymorphisms)

Para a genotipagem dos SNPs CYP1A1*2A, CYP1A1*2C, CYP1A1*4

(Figura 8), PDCD1 1.3 e IL18 (-607) foi realizado o método da PCR seguido pela

analise do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP).

Os reagentes citados na Tabela 6 foram misturados em um unico

microtubo de 1,5 ml (mistura de reagao), para cada SNP analisado, para garantir

a homogeneidade das reagdes. O volume de cada reagente utilizado foi

multiplicado pelo numero de amostras analisadas em cada PCR. Em cada
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microtubo de 0,2 ml foi pipetado o volume total da mistura da reacdo e a amostra
de DNA gendmico a ser amplificada. Foi utilizado um controle negativo com todos
os reagentes da mistura de reagdo e agua no lugar do DNA, com o objetivo de
detectar possiveis contaminagdes por DNA exogeno. Foi utilizado também, um
controle positivo, o qual ja é amplificado em PCR de rotina do laboratério. Os
microtubos foram levados ao termociclador Mastercycler — (Eppendorf) e

submetidos a seus respectivos programas (Tabela 6).



Tabela 6 — Protocolo de reagéo para cada SNP analisado por PCR-RFLP.
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Reagentes CYP1A1*2Ce *4 | CYP1A1*2A IL-18 (-607) PDCD1
Tampéo 10X 2,5l 2,5l 2,5l 2,5l
dNTP 10mM 1,0ul 1,0ul 1,0ul 0,45ul
MgCl, 50mM 0,25ul 0,75ul 0,60l 0,50l
Iniciador R (50uM ) | 3ul (5 pl CypA + 5 pl 0,20ul 0,20ul 0,20ul
Iniciado F (50 uM) CypB + 190 pl H20) 0,20ul 0,20pl 0,20pl
Taq polimerase 0,25pl 0,25ul 0,20pl 0,20pl
(V)

H,O ultra-pura 13ul 17,44l 16,1l 18,950l
DNA (20ng/ pl) 1,0ul 2,5l 4,0ul 2,0l
TOTAL 21yl 25 21yl 23yl
Programas 35 ciclos: 1 ciclo: 1 ciclo: 1 ciclo:

94 °C por 30seg
63 °C por 30seg

72°C por 30seg

94 °C por 5min

30 ciclos:
94 °C por 1min
56 °C por 1min

72°C por 1,5min

1 ciclo:

72°C por 2min

94 °C por 3min

35 ciclos:
94 °C por 20seg
57 °C por 40seg

72°C por 40seg

1 ciclo:

72°C por 3min

95°C por 10min

33 ciclos:
94 °C por 15seg
60 °C por 30seg

72°C por 15seg

BSA (adjuvante

para a Taq)

0,204

0,204

Os produtos de amplificagdo génica foram analisados por eletroforese em

gel de agarose (Sigma), aplicando-se 5 pl do produto da reagdo e 1,5 yl do

tampdo de amostra no gel com concentragdo de 1% submetendo a corrida

eletroforética de 100V por 20 min. Para o preparo dos géis e para a corrida

eletroforética foi utilizado tampéao TBE 0,5X (5,49 de Tris-HCL, 2,75g de acido




55

borico, 2 ml de EDTA dissédico 0,5M pH 8,0 e agua para completar o volume de
1000 ml). Apds a corrida eletroforética o gel, corado com brometo de etideo
(5ug/ml) foi visualizado no aparelho transiluminador de luz ultra-violeta e

fotodocumentado.

Apds a PCR realizou-se a segunda etapa através da clivagem com as
respectivas endonucleases de restricdo para cada SNP analisado.

A detecgédo dos SNPs CYP1A1*2C e IL18 (-607) através da analise dos
fragmentos de restricado foi realizada com a adigdo da respectiva endonuclease
de restricdo (New England Biolabs) (Tabela 7), 0,20ul de BSA e 1,5ul de seu
respectivo tampao (NEB2) ao microtubo contendo o produto da PCR.

A detecgdo dos SNP CYP1A1*2C, CYP1A1*4, PDCD1 1.3 foi realizada
através da adicdo de 6ul de produto da PCR a 4 ul da mistura da reagao para
RFLP, contendo, 1,5 pl de tampéo (NEB 2 ou 3 respectivamente), endonuclease
de restricdo (New England Biolabs), 0,2 ul de BSA, e agua ultra-pura para
completar o volume final (10 ul). As unidades utilizadas para cada enzima bem

como a temperatura e tempo de incubacido encontram-se descritas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Caracteristicas das endonucleases de restrigéo utilizadas na analise de cada SNP por
RFLP.
Gene Nucleotideo | Alelos | Fragmento | Endonuclease Sitio de Fragmentos
amplificado | de restrigao restricao de restrigao
pb 53" pb
PDCD1 +7146 G, A 180 Pstl 0,3U CTGCA|G 130 e 50
PD1.3 37°C overnight | Cliva o alelo A
199,73 29
(CC)
IL18 Msel 2U TITAA 101, 98,73 e
-607 C,A 301 37°C overnight Cliva os dois 29 (AA)
alelos 199,
101,98,73
e29 (CA)
CYP1A1*2C +4889 A G 204 BsrDI 0,5U GCAATGNN{... 149 e 55
65°C overnight | Cliva o alelo A
CYP1A1*4 +4887 C, A 204 Bsal 2,5U GGTCT(N)1{... 139 e 65
55°C overnight | Cliva o alelo C
CYP1A1*2A +6235 T,C 340 Mspl 1U C|CGG 200 e 140

37°C overnight

Clivao alelo C

Os produtos de digestéo (5,5 pl) foram misturados a 1,5 pl do corante para

corrida eletroforética (azul de bromofenol + xileno cianol), e foram submetidos a

corrida eletroforética em gel de agarose corado com brometo de etidio (5ugml) a

90V por 30 min. Utilizou-se um marcador de 100pb (New England Biolabs), como

referéncia na analise dos fragmentos encontrados em cada amostra. Apos a

corrida eletroforética o gel foi visualizado no aparelho transiluminador de luz ultra-

violeta e fotodocumentado.

Para os polimorfismos analisados do gene CYP1A1 foi utilizado gel de

agarose a 2,5% (Figura 8).
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Figura 8 — Analise dos polimorfismos do gene CYP1A1 através da metodologia de PCR-RFLP. (1)
marcador de peso molecular de 100pb; (2) individuo com gendtipo AA (204 pb) para o SNP
CYP1A1 A4889G (*2C); (3) individuo heterozigoto AG (204pb, 149pb e 55pb) para o SNP
CYP1A1 A4889G (*2C); (4) individuo homozigoto GG (149pb e 55pb) para o SNP CYP1A1
A4889G (*2C); (5) marcador de peso molecular de 100pb; (6) individuo homozigoto CC (204pb)
para o SNP CYP1A1 A4887C (*4); (7) individuo heterozigoto CA (204pb, 139pb e 65pb) para o
SNP CYP1A1 A4887C (*4); (8) individuo homozigoto AA (139 e 65pb) para o SNP CYP1A1
A4887C (*4); (9) marcador de peso molecular de 100pb; (10) individuo TT (200pb e 140pb) para o
SNP CYP1A1 T6235C (*2A); (11) individuo heterozigoto TC (340pb, 200pb e 140pb) para o SNP
CYP1A1 T6235C (*2A); (12) individuo homozigoto CC (340pb) para o SNP CYP1A1 T6235C
(*2A).

Para a detecgéo dos alelos do SNP IL18 -607 foi utilizado gel de agarose

na concentracao de 4% (Figura 10).

1 o 3 4

Figura 9 — Analise do polimorfismo do gene /L18-607 (1) Marcador de peso molecular de 100pb;
(2) individuo homozigoto CC (199pb, 73pb e29pb); (3) individuo heterozigoto CA (199pb, 101pb,

98pb, 73pb e 29pb); (4) individuo homozigoto AA (101pb, 98pb, 73pb e 29pb).
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5.3.2 - Genotipagem de SNP e delecdes génicas pelo método da PCR-SSP
(Polymerase Chain Reaction Sequence Specific Primers)

Para genotipagem dos polimorfismos IL18 (-137), GSTT1 e GSTM1 foi
utilizada a técnica de PCR-SSP. Esta técnica baseia-se em detectar a presenca
ou auséncia da sequéncia-alvo especifica. Assim, iniciadores especificos séo
utilizados para cada alelo a ser analisado.

Para o SNP /L18 -137, os reagentes citados na Tabela 8 foram misturados
em dois microtubos de 1,5 ml cada um contendo uma mistura de reacao
utilizando um iniciador especifico para cada alelo: um especifico para o alelo G
(F1) e outro para o alelo C (F2), assim como um iniciador para controle interno de
amplificacédo (F). Ja para os genes GSTT1 e GSTM1, todos os reagentes foram
misturados em apenas um microtubo. O volume de cada reagente utilizado foi
multiplicado pelo numero de amostras analisadas em cada PCR. Em cada
microtubo de 0,2 ml foi pipetado o volume total da mistura da reacdo e a amostra
de DNA gendmico a ser amplificada. Foi utilizado um controle negativo com todos
os reagentes da mistura de reagdo e H,O no lugar do DNA, com o objetivo de
detectar possiveis contaminagcdes por DNA exégeno. Foi utilizado também, um
controle positivo, o qual ja é amplificado em PCRs de rotina do laboratério. Os
microtubos foram levados ao termociclador Mastercycler (Eppendorf) e

submetidos a seus respectivos programas (Tabela 8).



Tabela 8 - Protocolo de reagao para cada SNP analisado por PCR-SSP.

Reagentes GSTs IL-18 (-137)
(Multiplex)
Tampéo 10X 2,50l 1ul
dNTP 10mM 1l 0,30 ul
MgCl, 50mM 1,25ul 0,28 pl
Iniciadores 0,5ul 0,12 ul
(50uM — cada)
Taq polimerase | 0,3ul 0,08 pl
(5U)
H,O ultra-pura 14,5l 8,1 ul
DNA (20ng/ pl) 5ul 2l
TOTAL 20ul 10
Programa 1 ciclo: 94 °C por 5min 1 ciclo: 94°C por 2min
30 ciclos: 94 °C por 2min | 5 ciclos: 94°C por 20seg
59°C por 1min 68°C por 60seg
72°C por 1min
25 ciclos: 94°C por 20seg
1 ciclo: 72°C por 4min 62°C por 20seg
72°C por 40seg
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ApoOs as reacdes de amplificacao foi realizada uma eletroforese para a
visualizacdo dos resultados, aplicando-se 5,5 ul do produto da reagdo em gel de
agarose (Sigma) a 2,5% submetendo a corrida eletroforética de 100V por 30

minutos. O preparo do gel foi realizado conforme o item 5.3.1.

Nesse caso, a verificagao dos resultados se da pela auséncia ou presenca

da banda para cada iniciador especifico utilizado (Figura 11 e Figura 12).
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Figura 10 — Analise dos polimorfismos dos genes GSTT1 e GSTM1 por multiplex. (1) Marcador de
peso molecular de 100pb; (2) individuo GSTT1 positivo e GSTM1 positivo (480pb, 268pb e
215pb); (3) individuo GSTT1 positivo e GSTM1 nulo (480pb e 215pb); (4) individuo GSTTT nulo e
GSTMT1 nulo (215pb).

Figura 11 — Analise do polimorfismo do gene /IL18 -137 por PCR-SSP. (1) marcador de peso
molecular de 100pb (2) individuo homozigoto GG; (3) individuo heterozigoto GC; (4) individuo
heterozigoto GC.

5.4 - Analise estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas dos /oci analisados foram estimadas
P . . 2 e
por contagem génica e foi utilizado o teste de y° para verificar se as amostras
encontravam-se de acordo com o Teorema de Hardy-Weinberg.
A significancia estatistica das diferengcas das freqliéncias genotipicas e

alélicas, observadas entre pacientes e controles foi estimada pela analise das
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tabelas de contigéncia 2X2 e o valor de P foi determinado pelo teste exato de
Fisher (com auxilio do programa Graphpad Instat 3). O valor de P igual a 0,05 foi
adotado como limite de significancia para todos os testes estatisticos realizados.

A OR (odds ratio), ou razao de chances, foi calculada através da formula
OR=(axd)/(bxc) (WOOLF, 1955), sendo a, b, c e d as frequéncias absolutas de
individuos obtidas em uma tabela de contigéncia 2X2. O valor de OR exprime
guantas vezes a doenca é mais frequente entre os portadores de um determinado
fator comparando com individuos sem o fator. Sempre que o valor de alguma
célula (a, b, c ou d) era zero, foi realizada a corregdo de Haldane, segundo a
férmula: OR= [(a+0,5)x(d+0,5)/(b+0,5)x(c+0,5)]. Valor de OR igual a um, indica
que o fator ndo esta associado a caracteristica analisada; valores superiores a
um indicam uma associagao do fator com a caracteristica e valores inferiores a
um indicam que ha uma menor probabilidade de se desenvolver aquela
caracteristica. No caso de doenca, indica que é um fator de protecédo e ndo de
risco como para os valores acima de um.

Também foram realizadas analises de regresséao logistica para calcular o
risco estimado através da OR para os SNP analisados entre os pacientes com e
sem nefrite. Para essa analise foram assumidos os valores de 1 para individuos
que apresentavam pelo menos um alelo mutante e 0 para individuos homozigotos
selvagens. O pacote estatistico SPSS versao 12.0 foi utilizado para as analises

de regressao logistica.
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6 - Resultados

6.1 - Dados do questionario

Dos questionarios obtidos dos pacientes apenas 84 estavam completos e
foram utilizados para analise. Nesse questionario encontravam-se alguns dados
epidemioldgicos e as principais manifestagbes clinicas associadas ao LES. A
manifestacdo clinica mais frequente entre os pacientes foi a presenca de artrite
(80% dos entrevistados), seguida de disturbios hematoldgicos (37%) e
hipertensdo. A frequéncia de disturbios neuroldgicos foi de 28%, sendo que 9
pacientes relataram depresséo e 11 possuiam algum outro tipo de disturbio.

Os dados em relagao ao desenvolvimento de nefrite foram obtidos através
da pesquisa direta ao prontuario das pacientes, assim esse dado foi obtido para

92 pacientes, que possuiam registro de auséncia ou presencga de nefrite.

6.2 - Analise do polimorfismo CYP1A1*2C (A4889G)

As frequéncias genotipicas desse SNP encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg tanto nos pacientes quanto nos individuos controles. Ndo houve
uma diferenca significativa entre a distribuicdo das frequéncias alélicas e
genotipicas entre os pacientes e os individuos controles (Tabela 9). A analise de
comparacao das frequéncias desse SNP ndo apresentou associagao negativa

nem positiva com o LES (Tabela 9).
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Tabela 9 - Comparacéo das frequiéncias dos alelos, dos genétipos e dos portadores das variantes
do SNP CYP1A1*2C (A,G) entre pacientes com LES e individuos controles.

Pacientes Controles OR I1C 95% P
(%) n (%) n

Portadores

A 94,68 88 97,96 96 0,852 0,481-1,508 0,653
G 39,36 37 34,69 34 1,174 0,68-2,20 0,653
Alelos

A 77,66 - 81,63 - 0,782 - -
G 22,34 - 18,36 - 1,279  0,607-1,528 0,600
Genotipos

A/A 60,64 57 65,31 64 - -
A/G 34,04 32 32,65 32 1,065 0,559-2,027 0,960
G/G 5,32 5 2,04 2 2,697 ND ND
HWE 0,534 0,589

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de Confianga; HWE = equilibrio de Hardy-Weinberg.

Foi também analisada a distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas
entre os pacientes que nao apresentavam nefrite e os que apresentavam. Ambos
os grupos de pacientes apresentaram as freqléncias de acordo com o equilibrio
de Hardy-Weinberg (Tabela 10).

O aumento da frequéncia do alelo CYP1A1*2C apresentou uma
associagdo com a ocorréncia de nefrite, estatisticamente significativa (OR =
2,409; IC 95% 1,149 — 5,095; P = 0,018), indicando que o alelo 4889G (*2C)
nesse estudo se apresenta como um fator de risco para o desenvolvimento de
manifestacdes renais em pacientes com LES, o que pode levar a um quadro de

agravamento da doenga.
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Tabela 10 — Comparagao das freqiéncias dos alelos, dos genotipos e dos portadores das
variantes do SNP CYP1A1*2C (A,G) entre pacientes de LES com ou sem nefrite.

Pacientes com Pacientes sem OR IC 95% P
nefrite (%) nefrite (%)
n=36 n=51

Portadores
A 91,67 94,12 0,521 0,295-0,918 0,022
G 52,77 29,41 1,920 1,089 -3,391 0,023
Alelos
A 69,40 84,31 0,423
G 30,60 15,70 2,409 1,149-5,095 0,018
Genotipos
A/A 4722 70,59
A/G 44,44 27,45 2,114 0,784 -5,750 0,158
G/G 8,34 1,96 4,545 ND ND
HWE (P) 0,777 0,618

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confiangca; HWE = equilibrio de Hardy- Weinberg.

6.3 — Analise do polimorfismo CYP1A1*4 (C4887A)

No estudo do polimorfismo CYP1A71*4 encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg (HW) tanto os pacientes quanto os individuos controles. Na
Tabela 11 encontram-se listadas as frequéncias dos gendétipos, dos alelos e dos

portadores de cada alelo, encontradas para os pacientes e individuos controles.

Tabela 11 — Comparacgéao das frequiéncias (%) dos alelos, dos genétipos e dos portadores das
variantes do SNP CYP1A*4 (C, A) entre pacientes com LES e individuos controles.

Pacientes Controles OR IC 95% P
% n % n

Portadores
C 97,91 93 96,94 101 2,283 1,081-4,878 0,029
A 13,54 13 30,61 34 0,479 0,205-0,925 0,029
Alelos
C 92,19 - 83,16 - 2,39 - -
A 7,81 - 16,84 - 0,418 0,155-1,104 0,084
Genotipos
Cc/C 86,46 83 69,38 68 2,817 - -
C/A 11,46 11 27,55 27 0,440 0,147-0,778 0,009
A/A 2,08 2 3,06 3 0,674 0,077-5,097 1,00
HWE 0,393

P =Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianca; HWE = equilibrio de Hardy Weinberg.
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Na analise de associagédo foi encontrada uma diferenca estatisticamente
significativa na presenga do genotipo 4887C/A entre paciente e individuos
controles (OR = 0,440; IC 95% 0,147- 0,778; P = 0,009). Essa associag&o possui
efeito protetor, pois a frequéncia de portadores do alelo 48873(*4) foi maior nos
individuos do grupo controle em relagdo aos pacientes, indicando que nesse
estudo, individuos portadores do alelo mutante possuem uma menor
probabilidade de desenvolver o LES. Esse efeito protetor se manteve quando os
pacientes foram estratificados em relacdo a nefrite, que é uma das
consequéncias graves da doenca.

Na analise da distribuicdo das frequéncias dos alelos e dos gendtipos entre
0s pacientes com ou sem nefrite (Tabela 12), tanto o grupo de grupo de pacientes
que apresentava nefrite quanto os sem esse tipo de manifestagao, verificou-se
que a distribuicdo de suas frequéncias genotipicas estavam de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 12 — Comparacéo das frequéncias (%) dos alelos, dos genotipos e dos portadores das
variantes do SNP CYP1A1*4 (C,A) entre pacientes de LES com ou sem nefrite.

Pacientes com Pacientes sem OR IC 95% P
nefrite (%) nefrite (%)
n=34 n=55

Portadores
C 100 96,36 3,113 1,09-9,146 0,028
A 6,06 18,18 0,321 0,109 -0,901 0,028
Alelos
C 96,96 89,09 3,915 - -
A 3,03 10,90 0,255 0,055-1,029 0,056
Genotipos
C/C 93,94 81,82 3,44 - -
C/A 6,06 14,55 0,379 0,052-2,137 0,386
A/A 0 3,36 0,319 ND ND
HWE (P) 0,856 0,061

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianga; HWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na

analise das freqUéncias alélicas e genotipicas entre pacientes com ou sem
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manifestagéo renal. Ocorreu uma associagao significativa entre os portadores do
alelo 4887A (*4) como fator de protegdo ao desenvolvimento de manifestacdes

renais (OR=0,321, IC 95% 0,109 — 0,901, P= 0,028).

6.4 - Analise do polimorfismo CYP1A1*2A (T6235C)

A distribuicdo das frequéncias genotipicas dessa variante em relagao aos
pacientes ndo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg. No grupo de
individuos controles analisados, as freqliéncias se mantiveram de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weiberg.

Nao houve uma diferenca significativa entre a distribuicdo das freqiéncias
alélicas e genotipicas entre os pacientes e individuos controles (Tabela 13). A

analise desse SNP nao apresentou associagao negativa nem positiva com o LES.

Tabela 13- Comparacéo das frequiéncias dos alelos, dos gendtipos e dos portadores das variantes
do SNP CYP1A1*2A entre pacientes com LES e individuos controles.

Pacientes Controles OR IC 95% P
% n % n

Portadores
T 94,85 89 96,70 88 0,559 0,103-2,753 0,662
C 5,15 25 3,30 29 1,591 0,336-8,08 0,756
Alelos
T 84,53 - 81,86 - 1,223 - -
C 15,46 - 18,13 - 0,826 0,42-1,82 0,752
Genotipos
TT 74,22 69 67,03 62 1,416 - -
TC 20,61 20 29,67 26 0,616 0,301-1,412 0,207
CC 5,15 5 3,29 3 1,649 ND ND
HWE 0,001 0,989

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianga; HWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na analise da distribuicdo das frequéncias entre os pacientes com ou sem
nefrite (Tabela 14), o grupo dos pacientes com essa manifestacdo apresentou
uma distribuicdo das frequéncias genotipicas fora do equilibrio de Hardy-

Weinberg, enquanto o grupo de pacientes sem nefrite apresentou as frequéncias
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de acordo com o equilibrio de Hardy-Weiberg. Esse desvio pode estar
relacionado a estratificacdo da amostra que fez com que o numero se tornasse
reduzido, ou por problemas com a técnica de RFLP, mas o grupo de pacientes
sem manifestag¢des renais ndo apresentou esse desvio.

Nos calculos de associacdo nao foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre as frequéncias genotipicas e de portadores
da variante em pacientes com ou sem manifestagdo renal. Foi encontrada uma
diferenga significativa nas frequéncias alélicas entre os pacientes com ou sem
manifestagdes renais (OR= 2,720, IC 95% 0,1,196 — 6,278, p = 0,0,15), indicando
uma maior frequéncia do alelo 6235C (*2A) em pacientes com manifestagdes
renais em relagdo aos sem manifestagdes renais. Todos os individuos com o
gendtipo 6235C/C (*2A/*2A) apresentaram o desenvolvimento de nefrite,

indicando um possivel fator de risco para esse tipo de manifestagao.
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Tabela 14 - Comparacao das freqiiéncias (%) dos alelos, dos gendtipos e dos portadores das
variantes do SNP CYP1A1*2A (T,C) entre pacientes com e sem nefrite.

Pacientes com Pacientes sem OR IC 95% P
nefrite(%) nefrite (%)
n=33 n=53

Portadores
T 84,85 100,00 0,528 0,278 —1,002 0,050
C 36,36 22,64
Alelos
T 74,24 88,67 0,368 - -
C 25,76 11,32 2,270 1,196 - 6,278 0,015
Genotipos
TT 63,63 77,35 0,512 - -
TC 21,21 22,64 0,920 0,282-2,952 1,00
CC 15,15 0 20,65 ND ND
HWE 0,010 0,351

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianca; HWE = equilibrio de Hardy Weinberg.

6.5 - Analise do polimorfismo GSTM1

Para esse polimorfismo foi assumido o equilibrio de Hardy-Weinberg, pois
como a analise molecular realizada nao diferencia os homozigotos positivos dos
heterozigotos, para os calculos de associagao partiu-se da hipétese de que o
grupo controle e o grupo de pacientes encontram-se em equilibrio de Hardy-
Weiberg.

N&o houve uma diferenga significativa entre a distribuicdo das frequéncias
entre os pacientes e individuos controles (Tabela 15). A analise desse SNP né&o

apresentou associagdo negativa nem positiva com o LES.

Tabela 15 - Comparacgao das freqiiéncias (%) dos alelos do l6cus GSTM1 entre pacientes com
LES e individuos controles.

Gendtipos Pacientes Controles OR IC 95% P
% n % n
Positivo 55,31 52 50,93 55 - - -
Nulo 44,68 42 49,07 53 0,838 0,463-1,519 0,631

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de Confianga
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Na analise da distribuicdo das frequéncias alélicas entre os pacientes com
ou sem manifestacdo renal (Tabela 16) ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre pacientes com ou sem nefrite (OR= 0,597, IC
95% 0,326 — 1,092, p = 0,098).

Tabela 16 - Comparacao das frequéncias (%) dos alelos do locus GSTM1 entre pacientes com e
sem nefrite.

Genotipos Pacientes Pacientes OR IC 95% P
com nefrite (%) sem nefrite (%)
n=33 n=52
Positivo 62,50 50,0 - - -
Nulo 37,50 50,0 0,597 0,326-1,092 0,098

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianca.

6.6 - Analise do polimorfismo GSTT1

Para esse polimorfismo foi assumido o equilibrio de Hardy-Weinberg, pelas
mesmas razdes expostas no item 6.5 com relagdo ao gene GSTM1.

N&o houve uma diferenga significativa entre a distribuicdo das frequéncias
entre os pacientes e individuos controles (Tabela 17). A analise desse SNP né&o
apresentou associagao negativa nem positiva com o LES (OR= 0,442; IC 95%

0.160-1.190 ; P=0.118).

Tabela 17- Comparacéo das frequiéncias (%) dos alelos do I6cus GSTT1 entre pacientes com LES
e individuos controles.

Genotipos Pacientes Controles OR IC 95% P
(%) n (%) n
Positivo 92,39 85 84,31 86 - - -
Nulo 7,60 7 15,68 16 0,442 0.160-1.190  0.118

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de Confianga

Na analise da distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas entre os
pacientes com ou sem manifestagcao renal (Tabela 18), ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre pacientes com ou sem

manifestagéo renal (OR= 1,155, IC 95% 0,362 -3,713, P = 1,00).
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Tabela 18 - Comparacao das frequéncias (%) dos alelos do locus GSTT1 entre pacientes com e

sem nefrite.
Gendtipos Pacientes Pacientes OR IC 95% P
com nefrite (%) sem nefrite (%)
n=33 n=52
Positivo 91,18 92,15 - - -
Nulo 8,82 1.155 0,362-3,713 1,00

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; I1C = Intervalo de Confianca

6.7 - Analise do polimorfismo IL18 -137

As frequéncias genotipicas do IL18 -137 encontram-se em equilibrio de

Hardy-Weinberg tanto nos pacientes quanto nos individuos controles. Na Tabela

19 encontram-se listadas as frequéncias dos gendtipos e dos alelos obtidas para

os pacientes e individuos controles.

Tabela 19 - Comparacdo das frequéncias (%) dos alelos, dos gendtipos e dos portadores das
variantes do SNP /L1718 -137 (G, C) entre pacientes com LES e individuos controles.

Pacientes Controles OR IC 95% P
(%) n (%) n

Portadores
-137G 90,32 83 91,30 85 0.946 0,537-1,665 0,945
-137C 39,78 37 38,04 36 1,057 0,601-1,861 0,945
Alelos
-137G 75,27 - 76,63 - 1,165 - -
-137C 24,73 - 23,37 - 1,077 0,536-2,166 0,953
Genotipos
G/G 60,21 55 61,96 57 0,929 - -
G/C 30,10 28 29,34 28 1,037 0,526-2,044 1,00
C/C 9,68 9 8,69 8 1,125 0,375-3,392 1,00
HWE 0,221 0,085

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianca; HWE = equilibrio de Hardy Weinberg.

Nao houve uma diferenca significativa entre a distribuicdo das freqiéncias

dos alelos entre os pacientes e os individuos controles. A analise desse SNP nao

apresentou associagao negativa nem positiva com o LES.

Na analise da distribuicdo das frequéncias dos alelos, dos gendtipos e de

portadores dos alelos, entre os pacientes com ou sem nefrite, (Tabela 20) o grupo
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de pacientes com nefrite apresentou um desvio em relagdo ao equilibrio de
Hardy-Weinberg. As frequéncias do grupo de pacientes sem nefrite se

encontraram de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 20 - Comparacao das frequéncias (%) dos alelos, dos gendtipos e dos portadores das
variantes do SNP /L18 -137 (G,C) entre pacientes com e sem nefrite.

Pacientes Pacientes OR IC 95% P
com nefrite (%)  sem nefrite (%)

n=32 n=54
Portadores
-137G 87,50 90,74 1,234 0,699 — 2,181 0,524
-137C 34,38 44,44 0,802 0,641 —-1,415 0,500
Alelos
-137G 76,56 73,15 1,199
-137C 23,44 26,85 0,834 0,419-1,660 0,694
Genotipos
G/G 65,63 55,55 0,489
G/C 21,88 35,19 0,516 0,166 -1,559 0,291
C/C 12,50 9,26 1,400 ND ND
HWE 0,027 0,339

P =Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianca; HWE = equilibrio de Hardy Weinberg.
Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre

pacientes com ou sem comprometimento renal.

6.8 - Analise do polimorfismo IL18 -607

As frequéncias genotipicas do IL18 -607 nao se encontram em equilibrio
de Hardy-Weiberg tanto nos pacientes quanto nos individuos controles. Isso
provavelmente se deve ao fato de que nesse polimorfismo, a freqiéncia do
genotipo heterozigoto € mais alta do que os dois homozigotos, ndo s6 nesse
estudo, mas em outras populagdes estudadas também, provocando esse desvio.
Na Tabela 21 encontram-se listadas as frequéncias dos genotipos, dos alelos e

dos portadores dos alelos, encontradas para os pacientes e individuos controles.
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Tabela 21- Comparagao das freqiéncias (%) dos alelos, dos genotipos e dos portadores das
variantes do SNP /L18 -607 (C,A) entre pacientes com LES e individuos controles.

Pacientes Controles OR I1C 95% P

(%) n (%) n

Portadores

-607C 88,42 82 91,46 75 0,713  0,235-2,166 0,675
-607A 71,58 67 68,29 56 1,169 0,584-2,341 0,755
Alelos

-607C 58,42 - 61,59 - 0,785 - -
-607A 41,58 - 34,41 - 1,270  0,668-2,363 0,498
Genotipos

C/C 28,42 26 31,71 29 0,855 - -
C/A 60,00 56 59,76 49 1,01 0,529-1,930 1,00
A/A 11,58 11 8,54 7 1,403  0,473-4,257 0,675
HWE 0,022 0,018

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianca; HWE = equilibrio de Hardy Weinberg.

Nao houve uma diferenca significativa entre a distribuicdo das freqiéncias
dos alelos entre os paciente e individuos controles. A analise desse SNP néo
apresentou associagao com o desenvolvimento do LES.

Foram também analisadas as frequéncias dos alelos e dos gendtipos em
pacientes com ou sem manifestacdes renais para verificar se ha associacdo com
esse polimorfismo (Tabela 22). Nao foi encontrada uma associagao
estatisticamente significativa.

Tanto o grupo de pacientes com nefrite, quanto os sem nefrite, estavam de

acordo com o em equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 22 - Comparacéo das freqiiéncias (%) dos alelos, dos gendtipos e dos portadores das

variantes do SNP /L18 -607 (C,A) entre pacientes com e sem nefrite.

Pacientes Pacientes sem OR IC 95% P
nefrite (%) nefrite (%)
n=33 n=54
Portadores
-607C 87,80 88,88 1,047  0,655-1,674 0,930
-607A 68,75 72,22 0,955 0,597-1,527 0,930
Alelos
-607C 59,38 58,33 1,043
-607A 40,63 41,67 0,959 0,523-1,758 1,000
Genotipos
C/C 31,25 27,77 1,182
C/A 56,25 61,11 0,818 0,307-2,181 0,823
A/A 12,50 11,11 1,143 ND ND
HWE 0,272 0,060

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianca; HWE = equilibrio de Hardy Weinberg.

6.9 - Analise do polimorfismo PDCD1 1.3

As frequéncias genotipicas do PDCD1 1.3 dos pacientes nédo se encontram

em equilibrio de Hardy-Weinberg,

nos individuos do grupo controle, as

frequéncias se encontram de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Na

Tabela 23 encontram-se listadas as frequéncias dos alelos e dos gendtipos

encontradas para os pacientes e individuos controles.
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Tabela 23 - Comparacéo das freqiiéncias (%) dos alelos, dos gendtipos e dos portadores das
variantes do SNP PDCD1 1.3 (G,A) entre pacientes com LES e individuos controles.

Pacientes Controles OR I1C 95% P
(%) n (%) n

Portadores

1.3G 95,40 85 98,95 81 0,757 0,321-1,777 0,621
1.3A 16,09 15 12,63 12 1,321  0,563-3,120 0,621
Alelos

1.3G 90,23 - 93,15 - 0,678 - -
1.3A 9,77 - 6,84 - 1,475 0,484-4,557 0,621
Genotipos

G/G 83,91 73 87,37 70 0,936 - -
G/A 12,64 12 11,58 11 0,873  0,320-2,377 0,954
A/A 3,16 3 1,05 1 3,000 ND ND
HWE 0,009 0,319

P =Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianca; HWE = equilibrio de Hardy Weinberg.

Ndo ocorreu uma diferenga significativa entre a distribuicdo das
freqUéncias alélicas entre os pacientes e individuos controles. Apesar do gendtipo
homozigoto para o alelo PD1.3A nos pacientes ter apresentado uma frequéncia
aumentada em relagao ao grupo controle. Essa diferenca n&o foi estatisticamente
significativa possivelmente devido a baixa frequéncia desse alelo, necessitando
assim de um maior numero amostral para detectar a associagao. A analise desse
SNP ndo apresentou associagao negativa nem positiva com o LES.

Foram também analisadas as frequéncias dos alelos e dos gendtipos em
pacientes com ou sem nefrite para verificar se ha associagcdo com esse
polimorfismo (Tabela 24).

Entre os pacientes com nefrite, as freqUéncias apresentaram-se de acordo
com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Nos pacientes sem nefrite, as frequéncias
se apresentaram fora do equilibrio de Hardy-Weinberg. Como o alelo PD1.3A
possui uma baixa frequéncia, com a estratificacdo da amostra pode ocorrer o

desvio em relacdo ao equilibrio de Hardy-Weiberg.
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Tabela 24 - Comparacao das freqiiéncias (%) dos alelos, dos gendtipos e dos portadores das
variantes do SNP PDCD1 1.3 (G,A) entre pacientes com ou sem nefrite.

Pacientes (%) Pacientes (%) OR IC 95% P
n=30 n=51

Portadores
1.3G 100 94,12 1,454 0,632-3,366 0,447
1.3A 12,90 17,65 0,688 0,297 -1,583 0,447
Alelos
1.3G 93,55 88,24 1,933 - -
1.3A 6,45 11,76 0,481 0,153-1,464 0,241
Genotipos
G/G 87,10 82,35 1,531 - -
G/A 12,90 11,76 1,111 ND ND
A/A 0 5,88 0,258 0,00 —4,889 0,705
HWE 0,892 0,002

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianga; HWE = equilibrio de Hardy Weinberg.

Estes resultados ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas.
Apesar de nao ocorrer uma associagao significativa, o gendtipo PD1.3A/A

ocorreu apenas nos individuos sem nefrite.

6.10 - Analise das variantes relacionadas a susceptibilidade ao

desenvolvimento de manifestagoes renais por regressao logistica

Foi realizado um teste de regressao logistica para cada um dos
polimorfismos analisados, comparando os pacientes que apresentavam
manifestacbes renais com o0s que nao apresentavam. Como a amostra
estratificada, reduz o tamanho e como consequéncia o poder de analise de
associacao, foi utilizado esse tipo de analise para complementar a analise
bivariada.

Na Tabela 25 encontra-se apresentado o modelo tedrico que melhor
explicou a associagdo de algumas variantes analisadas com o desenvolvimento
de manifestagdes renais no LES, utilizando-se o método condicional anterégrado.
Foram obtidos os valores de 0,807 para o teste de Hosmer and Lemeshow. O

modelo explicou, em média, 68% dos desfechos, explicando 85% dos com a
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relacdo aos que nao apresentavam manifestacdes e 40% dos com manifestacdes
renais. Manteve associagao significativa apos analise multivariada, a presenga do
alelo CYP1A1*2C (4889G), como fator de risco para o desenvolvimento de

manifestagdes renais.

Tabela 25 - Modelo que melhor explicou o desfecho de polimorfismos relacionados a
susceptibilidade ao desenvolvimento de nefrite, através do método de regressao logistica.

Polimorfismo P OR IC 95%
CYP1A1 4889G (*2C) 0,009 3,645 1,39 - 9,58
CYP1A1 4887A (*4) 0,120 0,311 0,071 -1,35
GSTM1 0,161 0,506 0,195 - 1,31
IL18 -607 0,529 1,430 0,470 — 4,41
IL18 -137 0,119 0,436 0,154 — 1,24
Constante 0,336 0,624

P = Probabilidade; OR = Odds Ratio; 1C = Intervalo de Confianca

Devido ao numero de amostras reduzido apés estratificacdo, a analise da
combinagao entre diferentes alelos na susceptibilidade ao desenvolvimento de
manifestagcbes renais n&o apresentou nenhuma significAncia (dados néo

demonstrados).
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7 — Discussao

O Lupus Eritematoso Sistémico € uma doenga auto-imune multissistémica,
com um amplo espectro de manifestagdes clinicas e imunoldgicas. Possui
etiologia ainda n&o elucidada e compromete de forma significativa a qualidade de
vida dos pacientes, levando muitos a obito. No Brasil, os dados estatisticos em
relagdo a essa patologia e a outras doengas auto-imunes ainda sdo muito
escassos, por isso a importancia de se realizar estudos, a fim de se entender um

pouco mais sobre a doenga e como ela se comporta nessa populagao.

7.1 - Gene CYP1A1

A CYP1A1 é uma enzima chave na fase | da biotransformacéo de
xenobidticos. E responsavel pelo primeiro passo na metabolizacdo dos
hidrocarbonetos poliaromaticos (aductos de DNA), assim como a participagdo no
metabolismo de inumeras substancias endogenas como os horménios esterdis,
substancias derivadas dos ecosandides entre outras (MASSON et al., 2005;
NEBERT & DALTON, 2006). A importante interface entre sistema imunologico e
hormonal ja é bem estabelecida e parece ter um importante papel no
desenvolvimento do LES.

A evidéncia mais marcante da participagdo hormonal no mecanismo
imunopatolégico do LES, vem principalmente das observagdes clinicas. A
proporcao de ocorréncia da doenga na proporgao de 9 mulheres para um homem,

a faixa etaria de maior prevaléncia durante a idade reprodutiva e o aumento das
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crises durante a gravidez apontam para um importante papel dos horménios
estrogenos no desenvolvimento do LES (GRIMALDI, 2006).

No presente estudo foram analisados trés polimorfismos do gene CYP1A1
(C4887A, A4889G e T6235C), que parecem alterar o metabolismo do estrégeno.

De acordo com uma meta-andlise realizada por Masson et al. (2005), a
frequéncia genotipica de individuos homozigotos para o alelo 6235T
(CYP1A1*2A) é de 13% entre asiaticos, 1% em europeus e 6% em americanos
afro-descendentes. Para o alelo 4889G (CYP1A1*2C) é de 5% em asiaticos,
0,7% em caucasoides e € ausente em americanos afro-descendentes, sendo que
em alguns estudos foram encontradas frequéncias de até 3% em europeus.
Existem menos estudos em relagao as freqléncias do alelo 4887A (CYP1A1*4),
mas na meta-andlise de Masson et al. (2005) foi encontrado o valor de 0,2% em
europeus. Em um estudo com a populagdo brasileira do Rio de Janeiro, foi
encontrada uma frequéncia de 5% em euro-brasileiros € 1% em individuos afro-
brasileiros (AMORIM et al., 2004).

Para o alelo 4889G (CYP1A1*2C), em relagdo aos nossos dados nao foi
encontrada uma associagdo estatisticamente significativa em relagdo a
susceptibilidade ao desenvolvimento do LES.

Verificamos que o alelo 4889G (CYP1A1*2C) se apresentou como um fator
de risco estatisticamente significativo no desenvolvimento de nefrite. Essa
significancia obtida na analise bivariada foi confirmada pela realizagdo da analise
multivariada através de regressao logistica, que demonstrou uma significancia
ainda maior. Para confirmacgao desses dados torna-se necessaria a ampliagao da
amostra para verificar o real papel desses SNPs na susceptibilidade ao

desenvolvimento de nefrite no LES.
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Também foi observado que as frequUéncias encontradas para o alelo
mutante 4889G (CYP1A1*2C) nos individuos controles no presente estudo foram
maiores do que as descritas na literatura (AMORIN et al., 2004; MASSON et al.,
2005). Mas um estudo realizado na populagdo brasileira com trés populag¢des
afro-brasileiras e uma populagdo de euro-brasileiros também detectou uma alta
frequéncia (11% em descendentes de europeus e 12-15% em afro-descendentes)
do alelo 4889G (CYP1A1*2C) nos grupos analisados (GASPAR et al., 2002).
Essa diferenga nas frequéncias provavelmente ocorre devido a grande
complexidade étnica da populagao brasileira.

N&o foram encontradas associag¢des estatisticamente significativas entre o
desenvolvimento do LES e a presenca do alelo 6235C (CYP1A1*2A) nesse
estudo. Em relagcdo a nefrite, nossos dados demonstram um aumento na
frequéncia desse alelo nos individuos com manifestacdo renal em relagdo aos
individuos sem manifestagao renal.

Alguns trabalhos na literatura indicam um desequilibrio de ligagao entre os
alelos 6235T (CYP1A1*2A) e 4889G (CYP1A1*2C) (MASSON et al., 2005). Von
Schmiedeberg (1999), em um estudo com pacientes da populagdo alema
encontrou uma associagado entre a presenca do alelo 4889G (CYP1A1*2C) e o
desenvolvimento do LES, mas nao encontrou associacdo com o alelo 6235C
(CYP1A1*2A).

Em relacdo ao alelo 4887A (CYP1A1*4) foi verificada uma
associacao de protecédo ao desenvolvimento do LES. Ao contrario dos outros dois
alelos estudados, essa variante foi descrita como n&do estando em desequilibrio
de ligagdo com os mesmos (MASSON et al., 2005). Em relagéo as manifestacdes

renais, um estudo realizado por YEN et al., 2003, relatou uma associagcao entre o
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genotipo 4887C/A como fator de risco para o desenvolvimento do LES e
pacientes com a presenga do alelo 4887A (CYP1A1*4) apresentam maior
prevaléncia de manifestagcbes renais, na populagdo de Taiwan. A contradicdo
entre esses resultados e os obtidos no presente estudo, pode ocorrer devido as
diferengas étnicas entre as duas populagdes ou também ao fato de o grupo
controle do estudo com a populagdo em Taiwan apresentar um desvio em relagcao
ao equilibrio de HW.

Quando analisado o comprometimento renal, esse estudo demonstrou uma
maior freqUéncia de portadores do alelo 4887A (CYP1A1*4) nos pacientes que
nao apresentaram nefrite em relagdo aos que apresentaram, confirmando a
tendéncia de protecdo desse alelo encontrada na analise de associacdo com a
doenga.

Em relagdo ao papel funcional dessas variante, estudos com o
polimorfismo 6235C (CYP1A1*2A) da expresséao basal ou induzida de RNAmM em
linfcitos e na placenta obtiveram resultados inconsistentes (COSMA et al., 1993;
LANDI et al.,1994; GARTA et al, 2003). Para o polimorfismo 4889G
(CYP1A1*2C) um estudo encontrou niveis aumentados de RNAm associados a
essa variante (CROFTS et al., 1994). Em outro estudo, a presenca de ambos os
alelos permitiu um aumento de até duas vezes a expressdo basal do gene
(TAIOLI et al., 1999). Em relagdo alelo 4887A (CYP1A1*4), um trabalho
encontrou associagdo, com a mudanga na atividade da enzima (GARTA et al.,
2003). Mas segundo Schwarz et al., (2001), esse polimorfismo fez com que a
enzima apresentasse diferentes propriedades cinéticas e uma maior atividade em
relacdo ao metabolismo de benzo-a-pirenos. Outros trabalhos relataram que esse

alelo possui uma menor atividade em relagdo ao metabolismo da progesterona,
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horménio que parece ter um papel na imunopatologia do LES (CROFTS, et al.,
1994; MITRUNEN & HIRVONEN, 2003). Além disso, a enzima CYP1A1 também
€ responsavel pela inativagado da prostaglandina G, e essas substancias também
parecem ter um papel importante no processo auto-imune (NERBERT &
RUSSELL, 2002).

Como os estudos funcionais ainda s&o controversos, mais pesquisas sao
necessarias para se determinar ao certo o papel dessas variantes na atividade da
enzima. Possivelmente a mudanca na atividade das enzimas que possuem
variagdo seja dependente do substrato que esteja sendo metabolizado. Tanto o
SNP 4889G (CYP1A1*2C) quanto o0 4887A (CYP1A1*4) estao localizados no sitio
de ligagdo com o grupamento heme (sitio ativo da molécula) e parecem ter uma
tendéncia a aumentar a atividade enzimatica. Com o aumento da atividade dessa
enzima, talvez possa ocorrer um aumento na quantidade de espécies reativas
causando um aumento de lesdes celulares e na produgcdo de auto-anticorpos
contra antigenos nucleares. Esses polimorfismos também podem influenciar na
regulacdo hormonal (YEN et al., 2003) que influi diretamente na regulagcdo da
resposta imunologica e no desenvolvimento da doenga. Apesar dos dados
clinicos demonstrarem o importante papel hormonal no LES, poucos estudos
foram realizados no sentido de elucidar esse mecanismo. A associagdo dos
polimorfismos do gene CYP1A71 com a doenca e com as manifestagbes renais é
mais um fator que demonstra a importancia dessas substancias no processo
auto-imune. E talvez possam ser no futuro utilizados como possiveis marcadores

de diagndstico e progndstico para essa patologia.
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7.2 - Genes GSTM1 e GSTT1

As enzimas da familia das glutationas transferases catalisam a conjugacgéao
da glutationa (tripeptideo que consiste em glicina, acido glutamico e cisteina) a
compostos eletrofilicos, resultando em espécies menos reativas e mais facilmente
excretaveis. Os substratos das reacdes catalisadas por essas enzimas incluem
pré-carcindgenos e espécies reativas de oxigénio que podem causar diversos
efeitos no organismo (ROSSINI et al., 2002).

Um possivel papel da relacdo de diversas doencas como cancer, asma,
artrite reumatdide entre outras, e auséncia dos genes GSTM1 e GSTT1 vem
sendo amplamente estudada. Na populacéo brasileira existem poucos trabalhos
publicados em relacdo a esses polimorfismos, sendo que a maioria relacionada
ao desenvolvimento de céancer.

Um estudo realizado com a populacéo brasileira por Rossini et al., 2002,
encontrou uma frequéncia de 42,1% de individuos homozigotos para a delegéao
do gene GSTM1. Para o gene GSTT1, a frequéncia de individuos homozigotos
para a delecao foi de 25,4%. Em outro estudo realizado com as populagdes de
Sao Paulo e Bahia, foram encontradas as frequéncias para o alelo GSTM1 nulo
de 55,4% em euro-brasileiros, 41,4% em mestigcos e 32.8% em afro-brasileiros.
Para o alelo nulo do gene GSTT1 foram encontradas as frequéncias de 23,8%
em euro-brasileiros, 17,2% em mesticos e 26,3% em afro-brasileiros (GATTAS et
al., 2004).

Essas enzimas possuem um papel chave na detoxificagdo bioldgica. O
gene GSTT1 é altamente conservado evolutivamente e possui papel crucial na
fase Il da biotransformacao de diversos farmacos e substancias quimicas. Ja o

GSTM1 estd relacionado principalmente a inativacdo de intermediarios
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carcinogénicos de hidrocarbonetos poliaromaticos. Essas moléculas também
possuem participagdo no metabolismo do estrogeno. Diversas linhas de pesquisa
também apontam o papel desses genes na desativagdo de espécies reativas de
oxigénio, que parecem estar envolvidos em processos celulares como a
inflamagéo (BOLT & THIER, 2006).

Kang et al. (2005), realizou uma analise desses polimorfismos em
pacientes com LES na populagdo coreana. Nessa analise nao foi encontrada
associacdo com o desenvolvimento do LES, mas apenas uma associagao com o
perfil de auto-anticorpos. No presente estudo, também ndo foi encontrada
nenhuma associagao com o desenvolvimento da doenca. Entretanto a frequéncia
de GSTT1 nulo estda aumentada nos individuos controles (15,68%), em relagéo
aos pacientes (7,60%). Com o aumento da amostra, talvez esse efeito protetor
possa vir a se confirmar.

Em relagdo a analise de pacientes com nefrite, também nao foi encontrada
nenhuma associagado significativa. Nesse caso a auséncia do gene GSTM1
apareceu com mais frequéncia nos individuos sem manifestagées renais (50%),
em relagdo aos pacientes com comprometimento renal (37,50%). Como a
amostra foi estratificada o com numero um pouco reduzido, ndo foi possivel obter
significancia estatistica, mas sinaliza um possivel efeito protetor a auséncia desse
gene.

Apesar de existirem indicagdes da importancia dessas enzimas no
processo auto-imune, o mecanismo exato em relacdo a esse papel ainda nao se
encontra muito bem esclarecido e mais estudos em diferentes populagdes

necessitam ser realizados.
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7.3 - Gene IL18

A IL-18 é uma citocina pertencente a familia da IL-1, que posssui
importante papel como molécula imunomoduladora. Apesar de o LES ser uma
patologia com excesso de resposta Th2, estudos recentes demonstram niveis
elevados de IL-18 em algumas doengas auto-imunes inclusive no LES,
demonstrando que ambas as citocinas de resposta Th1 quanto Th2 podem estar
elevadas nesses pacientes (PARK et al., 2004; CALVANI et al., 2005). Isso indica
a complexidade dos fatores imunopatolégicos envolvidos no LES e a diversidade
de manifestacdes clinicas existentes. Além disso, a IL-18 tem a propriedade de
induzir a polarizagcdo Th1 ou Th2, dependendo do contexto estimulatorio
(NAKANISHI et al., 2001).

Nao existem ainda descritos na literatura estudos de associagcao dos
polimorfismos descritos no gene IL18 e o desenvolvimento do LES. Mas alguns
estudos com artrite reumatoide, enterocolite necrosante, sarcoidose demonstram
um papel importante desses polimorfismos em relacdo as doencgas auto-imunes.
Foi relatada uma menor taxa de transcrigdo do gene na presenga dos alelos
mutantes IL18 -137C e IL18 -607A (CARDOSO et al., 2004). Assim a presenga
desses alelos poderia ser um fator de protecdao em relacdo as doencas auto-
imunes, em que os niveis de IL-18 encontram-se aumentados.

Um estudo realizado com a populagcdo caso-controle realizado com a
populagdo espanhola para verificar associagdo desses alelos com o
desenvolvimento de artrite reumatoide detectou uma frequéncia do alelo /IL18 -
607A de 38,8% e para o alelo IL18 -137C, a frequéncia encontrada foi de 27%
(RUEDA et al., 2005). Essas frequéncias encontram-se similares as obtidas no

presente estudo. Sendo que as frequéncias genotipicas também sofreram desvio
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em relagc&o ao equilibrio de HW, pois a frequéncia de heterozigotos para o SNP -
607 nesse gene € aumentada e isso se reproduz em diversas analises
(GIEDRAITIS et al., 2001; SIVALINGAM, et al., 2003; JANSSEN et al., 2004;
ZHANG et al., 2005).

Nesse estudo foram analisadas as frequéncias dos dois alelos mais
estudados nesse gene: IL18 -137 e IL18 -607. Nao foram encontradas
associagbes estatisticamente significativas entre a presengca dos mesmos e o
desenvolvimento do LES. Na analise multivariada dos pacientes com nefrite
ocorreu uma tendéncia a protecdo em relagdo ao alelo mutante, mas como a

amostra ainda é reduzida, ngo foi significativa.

7.4 - Gene PDCD1

A proteina PD-1 € um imunoreceptor de membrana responsavel pelos
sinais inibitérios em relacdo a ativacao de linfécitos e por isso essencial para a
manutengdo da tolerancia imunoldgica, pois evita a ativagdo descontrolada de
células auto-reativas (ALARCON-RIQUELME, 2006).

Em estudo realizado com familias de origem nérdica, empregando uma
gama de 340 microsatélites espalhados pelo genoma humano, foi identificado um
I6cus no cromossomo 2q37.3 que foi denominado, SLEBZ2, que se encontrava em
forte associagdo com o desenvolvimento do LES (MAGNUSSON et al., 2000).
Através da analise de diversos SNPs nessa regido, se chegou ao gene PDCD1
como candidato a associacdo como LES. Essa associagao foi confirmada em um
estudo realizado por Prokunina et al., (2002), que encontrou uma relagédo entre
uma substituicdo G —A (PD-1.3) na posi¢cao +7146, no intron 4 do gene em uma
populagdo da Suécia. Essa associagao foi confirmada em também com uma

populagdo americana de origem mexicana € americanos de origem européia.
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Alguns trabalhos também demonstraram uma associacdo desse gene com o
desenvolvimento de manifestagcdes renais ndo LES (JOHANSSON et al., 2005).
Apesar desse SNP se encontrar em uma regido intrénica, foi demonstrado
experimentalmente que esse alelo encontra-se posicionado no sitio de ligagéo
com o fator de transcricdo RUNX1. A sequéncia desse intron, possui pelo menos
quatro repeticbes ricas em conteudo GC que podem ser importantes para
ligacbes também com outros fatores de transcricio como NF«B, por exemplo
(PROKUNINA et al., 2002). Assim, essa variagdo pode alterar a atividade da
molécula, podendo aumentar a susceptibilidade a auto-imunidade.

Na populagdo brasileira, um estudo realizado por Braun-Prado (2006),
obteve a frequéncia do alelo PD1.3A de 10% em individuos euro-brasileiros e de
6% em individuos afro-brasileiros. A frequéncia desse alelo obtida para os
individuos controles no presente estudo foi de 6,84% e 9,77% para os pacientes.

Nao foi encontrada nenhuma associagao entre a variante do SNP PD-1.3 e
o desenvolvimento de LES na populagdo analisada no presente estudo, apesar
da literatura relatar uma associagdo desse alelo com o desenvolvimento da
doenca. Como essa variante possui uma frequéncia extremamente baixa essa
associacao talvez possa nédo ter sido detectada devido ao tamanho amostral
insuficiente.

Apesar de nédo ter ocorrido significancia estatistica, a frequéncia do
gendtipo AA da variante +7146 (PD-1.3) foi maior em pacientes sem nefrite em

relagcado aos pacientes com nefrite.
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8 — Conclusoes

Neste trabalho foi descrito pela primeira vez um estudo de associacao
caso-controle para LES em uma populacéo do sul do Brasil.

A frequéncia de nefrite encontrada nos pacientes analisados foi de 39%,
estando de acordo com os dados encontrados na literatura.

Foi observada auséncia de associagao entre a auséncia dos genes GSTT1
e GSTM1 e o desenvolvimento do LES e ou de nefrite.

Foi observada auséncia de associacao entre os alelos IL18 -137C, IL18-
607A e o desenvolvimento do LES e ou nefrite.

Foi detectada associagdo negativa (protegcédo) do alelo 4887A (CYP1A1*4)
com o LES, sendo a OR = 0,355, IC 95% 0,161-0,774, p=0,008.

Foi detectada associagdo negativa (protecdo) dos portadores do alelo
4887A (CYP1A1*4) com o desenvolvimento de nefrite, sendo OR = 0,321,
IC 95% 0,109-0,901, p=0,028.

Foi detectada associagdo positiva (fator de risco) do alelo 6235C
(CYP1A1*2A), com o desenvolvimento de nefrite, sendo OR = 2,270, IC
95% 1,196 - 6,278, p=0,015.

Foi detectada associacdo positiva (fator de risco) do alelo 4889G
(CYP1A1*2C) com o desenvolvimento da nefrite no LES, sendo OR =
3,645, IC 95% 1,39 -9,58, p=0,009.

Foi observada associacdo negativa (ndo estatisticamente significativa)
entre o genodtipo +7146AA (PD1.3AA) e o desenvolvimento de nefrite em

pacientes com LES.
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ANEXOS

ANEXO |

. UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS COM APOIO DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDEDEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Informacdes aos participantes,

Este estudo tem como objetivo investigar aspectos da saude e genéticos de
pacientes que desenvolveram, lupus eritematoso e controles saudaveis. Para isto pedimos a
colaboragdo para doar 10 ml de sangue periférico (com anticoagulante EDTA), e para
responder um questionario que dura aproximadamente cinco minutos. O questionario € a
coleta de material serdo feitas por pessoas que fazem parte desta pesquisa € que sao
devidamente treinados para este fim.

Deixamos claro que a participagdo dos pacientes nesta pesquisa ¢ voluntéria e as
informacdes aqui coletadas, bem como dos resultados das andlises genéticas serdao
mantidos sob sigilo e serdo utilizados somente pela equipe interna que faz parte desta
pesquisa. Caso o paciente ndo queira mais participar da pesquisa, podera reaver sua
amostra de DNA.

Toda a equipe agradece antecipadamente sua colaboragdo e se coloca a sua
disposi¢do para esclarecer quaisquer duvidas que porventura aparecam. Caso ndo queira

mais fazer parte da pesquisa, pode entrar em contato pelo telefone (48) 331-9804.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu declaro que concordo em participar desta pesquisa na condi¢do de voluntario de
acordo com os critérios acima expostos:

Data:

Assinatura:
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ANEXO Il

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Molecular, Embriologia e Genética/CCB
Departamento de Clinica Médica/CCS
Analise de Polimorfismos Génicos em Pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico

NOME: PRONTuario/HU:
IDADE:  anos SEXO:( )F ( )M  COR da Pele:
PROCedéncia: NATural de:

ESTado CIVil: ( )S ( )C ( )D ( )V OCUPacao:

ENDereco:

TELefone: EMAIL:

TEMPO de doenca diagnosticada:

HISTo6ria FAMiliar: Lupus: ( )S ( )N Parentesco:
Outras D. Reumat.: ( )S ( )N Parentesco:

MANIFestagoes INICiais: () Febre () Alopécia
() Fenomeno de Raynaud ( ) Rash Malar
() Rash Discoide ( ) Fadiga
() Artrite () Fotossensibilidade
( ) Ulcera oral ou nasal () Serosite
() Disttarbio Renal () Distarbio Neuroldgico
() Distarbio Hematoloégico () Hipertensao Arterial
() Vasculite
() Outras? Quais?

Evolugao: INTERNacgées: ( )S ( )N Quantas? Motivos?

MANIFestacoes ASSOCiadas: ( )S ( )N Quais?
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SOBREPosi¢ao com alguma ( )Esclerodermia
outra doenca reumatologica: ( )Sjogren
( )Dermatomiosite
( )SAF
() Fibromialgia
() Outras Quais?

OBServacoes:
SINTomatologia RECente: ( ) Febre () Alopecia
(altimos 10 dias) ( ) Fendémeno de Raynaud () Rash Malar
) Rash Discoide ( ) Fadiga
) Artrite () Fotossensibilidade
) Ulcera oral ou nasal () Serosite
) Distarbio Renal () Distarbio Neuroldgico

) Distarbio Hematologico () Hipertensao Arterial
) Vasculite

) Outras? Quais?

e e e e T

Tratamento Atual: CORTICosterdides: ( )S ( )N Qual?

Dose?  Freqiliéncia?
AZATioprina: ( )S ( )N Dose?  Freqiliéncia?
ANTIMALAarico: ( )S ( )N Qual?
Dose?  Freqiiéncia?
METOtrexato: ( )S ( )N Dose? Freqiiéncia?
CICLOSPorina: ( )S ( )N Dose? Freqiiéncia?
CICLOFosfamida: ( )S ( )N Dose?  Freqiiéncia?
AINE: ( )S ( )N Qual?
Dose? Freqiiéncia?

ANALGsésicos: ( )S ( )N Qual?

Dose? Freqiiéncia?
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Outros: ( )S ( )N Quais?

Dose? Freqiiéncia?
Idade da MENARCA: anos MENOPAUSA: ( )S ( )N Idade: anos
GESTA: PARA: FASE do Ciclo Reprodutivo: ( )Menacme

()Climatério
Tratamento HORMONAL Antes do Diagnéstico: ( )S ( )N Qual? ( )AC ( )Outro
Tratamento MEDICAMENTOSO Antes do Diagnéstico: ( )S ( )N

Quais?

Historia de Uso de DROGAS: Alcool: ( )S ( )N Tipo?

Qtde? Freqiiéncia?
Cigarro: ( )S ( )N Cigarros/dia:
Drogas Ilicitas: ( )S ( )N Qual?

Por quanto tempo?
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SLEDAI

(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index)

Avaliagao Global do Médico

Modificacao SELENA

0 1 2 3

Nula Leve  Meédia  Severa
Score SLEDAI
Marque se o descriptor estiver presente no momento da visita ou nos 10 dias anteriores.
Pes | Pres. Descritor Definicdo

8 () | Convulsdo Inicio recente. Excluir causa metabolica, infecciosa ou
farmacologica.

8 () | Psicose Alteragoes na habilidade de exercer atividades normais devido
a disturbio severo na percepgdo da realidade. Inclui
alucinagoes, incoeréncia, pensamento iléogico, comportamento
bizarro, desorganizado ou catatonico, conteudo pobre de
pensamentos. Excluir uremia e causas farmacoldgicas.

8 () | Sindrome Cerebral Fungao mental alterada com diminuicdo da orientacao,

Organica memoria ou outras fungdes inteligentes, com inicio abrupto e
caracteristicas clinicas flutuantes. Inclui reducao da
consciéncia com capacidade reduzida de concentragdo e
incapacidade de manter-se atento ao ambiente, mais pelo
menos 2 dos seguintes: distirbio de percepcdo, fala incoerente,
insOnia ou sonoléncia diurna, ou atividade psicomotora
aumentada ou diminuida. Excluir causas metabolicas,
infecciosas ou farmacologicas.

8 () | Distarbio Visual Alteragoes retinianas do lupus.. Inclui corpos citoides,
hemorragias retinianas, hemorragia ou exsudato na coroide ou
neurite optica. Excluir hipertensdo, infeccdo ou causas
farmacoldgicas.

8 () | Distarbio em Nervo Inicio recente de neuropatia sensorial ou motora envolvendo

Craniano nervos cranianos.

8 () | Cefaléia do Lupus Cefaléia severa e persistente: pode ser migranosa, mas deve ser
ndo-responsiva a analgesia narcotica.

8 () | AVC Inicio recente de AVC. Excluir aterosclerose

8 () | Vasculite Ulceragdo, gangrena, nddulos moles nos dedos,infarto
periungueal, hemorragia em cunha, ou bidpsia ou angiograma
provando vasculite.

4 () | Artrite Mais do que 2 articulagdes com dor e sinais de inflamagao (i.e.
edema, derrame artiuclar ou sensibilidade)

4 () | Miosite Fraqueza ou dor muscular proximais, associada com
CPK/aldolas elevada ou mudangas no eletromiograma ou
bidpsia mostrando miosite.

4 () | Cilindros Urinarios Cilindros de hemacias ou heme-granulares.

4 () | Hematuria >5 hemacias/campo. Excluir célculo, infec¢do ou outra causa.

4 () | Proteintria >0,5 g/24 h. Inicio recente ou aumento recente de mais que 0,5
g/24 h.

4 ( ) | Pitria >5 leucdcitos/campo. Excluir infecgdo.

2 () | Rash Novo Inicio recente ou recorréncia de rash do tipo inflamatorio.

2 ( ) | Alopécia Inicio recente ou recorréncia de perda de cabelo anormal, em
placas ou difusa.

2 () | Ulceras em Mucosas Inicio recente ou recorréncia de ulceragdes nasais ou orais.

2 () | Pleurisia Dor torécica pleuritica com atrito pleural ou derrame, ou
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espessamento pleural.

2 () | Pericardite Dor de origem pericardica ou pelo menos 1 dos seguintes:
atrito, derrame ou confirmagao eletrocardiogréfica.

2 ( ) | Complemento Baixo Diminui¢do no CH50, C3 ou C4 abaixo do limite inferior do
laboratorio.

2 ( ) | Agregacdo de DNA >25% por ensaio Farr or acima da variagao normal para o

Aumentada laboratorio

1 () | Febre >38°C. Excluir causas infecciosas.

1 () | Trombocitopenia <100.000 plaquetas/mm™

1 () | Leucopenia <3000 leucocitos/mm’. Excluir causas farmacologicas

Score Total (soma dos pesos)

Crise Leve ou Moderada ()

Severa ()

() Mudanga no SLEDAI >3 pontos

() Mudanga no SLEDAI >12 pontos

( ) Ulceras nasofaringeas

Pleurite

Pericrdite

Artrite

Febre (LES)

Lupus bolhoso, vasculite cutinea, profunda,
fotossensivel e discoide recente/pior

() SNC-LES recente ou pior
Vasculite (?777?)
Nefrite
Miosite
Pk<60.000
Hb<7% ou diminui¢do na HB>3%
Precisando de prednisona em dobro

() Aumento na prednisona, mas nao para mais
que 0,5 mg/kg/dia

() Prednisona>0,5 mg/kg/dia

() Adicionado AINE ou Plaquenil

() Necessidade de Azatioprina, Metotrexato ou
Hospitalizacdo pelo LES

() Aumento na PGA maior ou igual a 1 mas ndo
maior que 2,5

() Aumento no PGA para mais de 2,5
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