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I. Lista de Abreviaturas

ACR - American College of Rheumatology
Anti-dsDNA — Anticorpos anti-DNA dupla-fita
APC — Células apresentadoras de antigenos

CAT - Catalase

COX2 - Ciclooxigenase2

DCs — Células dendriticas

DM - Diabetes Mellitus

EBV - Virus Epstein-Barr

FAN - Fator Antinuclear

FOXO - Forkhead Box Containing Protein Type O
GGT - y-Glutamiltranspeptidase

GHS - Glutationa

GPx - Glutationa peroxidase

HATSs — Acetilases de histonas

HDACI - Inibidor de deacetilases de histonas
HDACs — Deacetilases de histonas

HLA - Antigeno leucocitario humano

IFN — Interferon

IL — Interleucina

LES — Ldapus Eritematoso Sistémico

Linfocitos NK — Linfocitos Natural Killer

MDA - Malondialdeido

MHC — Complexo principal de histocompatibilidade
miRNA — MicroRNAs

NA — Acido nicotinico

NAD - Cofator dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NF-xB — Nuclear Factor xB

NR - Ribosideo de nicotinamida

PBMCs — Células mononucleares de sangue periférico
PGC-1a — Peroxisome Proliferator Activated Receptor y Coactivatorl o
PGE; - Prostaglandina E,



PPAR-y — Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y

ROS - Espécies reativas de oxigénio

Sir2 — Silent mating type Information Regulator 2

SIRT1 - Silent mating type Information Regulator 2 homolog 1
SLEDAI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
SOD - Superdxido dismutase

TCE - Tricloroetileno

TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido

TCR — Receptor de células T

TNF-a — Fator de necrose tumoral o

Treg - Linfécitos T regulatdrios

UV — Ultravioleta



1. Resumo

Silent mating type Information Regulator 2 homolog 1 (SIRT1) é uma proteina
deacetilase que participa em diversos processos fisiologicos, com importancia no
silenciamento transcricional, apoptose, regulacdo do sistema imune e inflamagéo. O ldpus
eritematoso sisttmico (LES) é uma doenga inflamatdria autoimune com etiologia
multifatorial, caracterizada pela produgcdo de autoanticorpos, deposicdo de
imunocomplexos e dano tecidual. J& foi demonstrado que existem niveis elevados da
expressdo de SIRT1 em linfocitos T CD4+ de pacientes com LES, acompanhados de
hipoacetilacdo global das histonas H3 e H4, com correlagdo entre a hipoacetilagdo de H3 e
maior atividade da doencga. Os polimorfismos rs12778366 e rs3758391 do promotor do
gene SIRT1 podem exercer influéncia sobre a expressao diferencial desta molécula e, no
presente estudo, foi investigado o papel destas variantes na susceptibilidade ao LES. Né&o
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas ao comparar 367 pacientes e
290 controles quanto as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos polimorfismos
rs12778366 e rs3758391 de SIRT1. Entretanto, 0 SNP rs3758391 ndo estava em equilibrio
de Hardy-Weingberg, apresentando um excesso de homozigotos CC e TT em ambos
pacientes e controles. Apés correcBes para multiplas comparagBes, nossos resultados
indicam um papel para o alelo rs3758391 T de SIRT1 na morbidade associada ao lGpus.
Pacientes com gendtipos TT e CT apresentaram uma maior chance de desenvolvimento de
nefrite (Pcorr=0,012, OR=2,04 95% IC 1,32 — 3,14) e um maior indice de atividade da
doenca (Ranking médio 170,95 vs 137,26, Pcorr=0,006) quando comparados a pacientes
homozigotos CC. Nossos resultados sugerem que o polimorfismo rs3758391 modifica a
morbidade associada ao LES, sendo o alelo rs3758391 T um fator de risco para nefrite e
SLEDAI elevado. Néo obstante, ainda deve ser elucidado o mecanismo funcional pelo qual
a variante rs3758391 de SIRT1 influencia a severidade de LES.



I11. Abstract

Silent mating type Information Regulator 2 homolog 1 (SIRT1) is a deacetylase
protein that participates in several physiological processes with importance in
transcriptional silencing, apoptosis, immune system regulation and inflammation. Systemic
lupus erythematosus (SLE) is an inflammatory autoimmune disease with multifactorial
etiology, characterized by autoantibody production, immune complex deposition and tissue
damage. Upregulated expression of SIRT1 on CD4+ T lymphocytes of active SLE patients
was already reported and global hypoacetylation of histones H3 and H4, with H3
hypoacetylation correlated with a higher disease activity index. SIRT1 promoter SNPs
rs12778366 and rs3758391 may account for differential expression of this molecule, and in
the present study, we investigated the role of these variants in SLE susceptibility. No
statistically significant differences were observed comparing 367 SLE patients and 290
healthy controls concerning allelic, genotypic or haplotypic frequencies of SIRT1
rs12778366 and rs3758391 polymorphisms. Nevertheless, SIRT1 rs3758391 SNP was not
in Hardy-Weinberg equilibrium, presenting an excess of CC and TT homozygotes in both
patients and controls. After correction for multiple-comparisons, our results supported a
role for SIRT1 rs3758391 T allele in disease morbidity. SLE patients with TT and CT
genotypes displayed a higher chance of developing lupus nephritis (Pcorr=0.012, OR=2.04
95% CI 1.32 — 3.14) and presented a higher disease activity index (Mean rank 170.95 vs
137.26, Pcorr=0.006) when compared with CC homozygotes patients. Our results suggest
that SNP rs3758391 modifies SLE morbidity, with rs3758391 T allele being a risk factor
for nephritis and a higher SLEDAI. Nevertheless, it remains to be elucidated how the

SIRT1 rs3758391 variation functionally influences SLE severity.



1. Introducéo

1.1 Lupus Eritematoso Sistémico

O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria autoimune que
envolve diversos Orgdos e sistemas e € caracterizada por manifestacdes clinicas e
imunolégicas heterogéneas. Sua etiologia € desconhecida; entretanto, parece possuir
origem multifatorial, onde a interagdo entre fatores ambientais e variantes genéticas
culminam em um distlrbio, ocasionando defeitos nos mecanismos imunoldgicos de
tolerancia. Como consequéncia desta perda de tolerancia, ocorre a produgéo de anticorpos
contra diferentes autoantigenos, formagdo de imunocomplexos e depdsito destes nos

diferentes tecidos, causando intensa inflamacao.

1.1.1 Epidemiologia

A incidéncia do LES varia de acordo com determinadas caracteristicas da populacéo de
estudo, como idade, género, etnia e o periodo estudado. Na Europa, a incidéncia varia entre
2,2 casos por 100.000 pessoas por ano na Espanha e 4,8 casos por 100.000 pessoas por ano
na Suécia (Alonso et al., 2011; Lopez et al., 2003; Stahl-Hallengren et al., 2000). Nos
Estados Unidos, diversos estudos estimaram a incidéncia anual entre 1,0 e 7,6 casos por
100.000 pessoas (Furst et al., 2012; Siegel & Lee, 1973). No Brasil, foi estimada uma taxa
de incidéncia de 4,8 casos por 100.000 habitantes/ ano no Parana (Nakashima et al., 2011),
e 8,7 casos por 100.000 habitantes/ ano no Rio Grande do Norte (Vilar & Sato, 2002). Os
estudos de prevaléncia também apresentam oscilagdo, o que pode ser um resultado das
variacbes geogréficas, metodologias utilizadas e aspectos socioecondmicos. J& foram
determinadas taxas de prevaléncia de 14,6 a 103,0 casos por 100.000 habitantes nos
Estados Unidos (Balluz et al., 2001; Furst et al., 2012; Siegel & Lee, 1973), e prevaléncias
variando entre 12,5 — 68,0 casos em 100.000 individuos na Europa (Hochberg, 1987;
Lerang et al., 2012; Stahl-Hallengren et al., 2000).

O desenvolvimento de lipus parece ocorrer de trés a quatro vezes mais em mulheres
afro-americanas em comparacdo a mulheres caucasoides americanas (McCarty et al.,
1995); evidéncias sugerem que o LES é mais frequente em afro-americanos, indios nativos
norte-americanos e em orientais, como indianos asiaticos e chineses, do que em

caucasoides (Lau et al., 2006).
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O lapus eritematoso sistémico pode se manifestar em todas as idades, entretanto a
maioria dos sintomas aparece entre 15 e 40 anos de idade, com média entre 29 e 32 anos
(Cervera et al., 1993). Em relagdo ao género, a doenga se desenvolve muito mais
comumente em mulheres do que em homens, com uma proporgdo em torno de 9 mulheres
para 1 homem. A forte predominancia de mulheres em idade reprodutiva possivelmente

indica a participacédo de fatores hormonais na etiologia multifatorial desta doenga.

1.1.2 Diagndstico, manifestag@es clinicas e imunolégicas

Sendo o LES uma doenca multifatorial, ela é caracterizada por uma grande
variabilidade em relacdo as manifestacdes clinicas, alteracdes morfoldgicas e evolucdo da
doenca. Consequentemente, 0 seu diagnostico é de dificil estabelecimento. Este foi
estabelecido pela American College of Rheumatology (ACR), onde pelo menos quatro
entre onze critérios devem ser satisfeitos para um paciente ser diagnosticado como
portador de ldpus eritematoso sistémico (Hochberg, 1997). Abaixo, encontram-se 0S
critérios e suas descrigdes:

1. Erupcéo malar: Eritema sobre a regido malar;

2. Erupcgdo discoide: Placas eritematosas elevadas com descamagdo ceratética
aderente e rolhas corneas foliculares, onde cicatrizes atréficas podem ocorrer;

3. Fotossensibilidade: Erupgdo cuténea resultante da exposi¢do a raios ultravioleta
(Uv);

4. Ulceras orais: Ulceragdo oral ou nasofaringea, geralmente sem dor;

5. Artrite: Artrite ndo-erosiva envolvendo duas ou mais articulagbes periféricas,
caracterizada por sensibilidade, inchago ou derrame;

6. Serosite: Pleurite (historico convincente de dor pleuritica ou atrito auscultado por
medico, ou evidéncias de derrame pleural) ou pericardite (documentado por
eletrocardiograma ou atrito, ou por evidéncia de derrame pericérdico);

7. Doenga renal: ProteinUria persistente (> 0,5g/dL ou classificacéo +++ em exame) e/
ou presenca de cilindros celulares no exame microscopico de urina;

8. Doenca neuroldgica: Convulsdes ou psicose (na auséncia de drogas agressoras ou
disfungbes conhecidas do metabolismo, como uremia, cetoacidose, desequilibrio

eletrolitico);
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9. Doenca Hematoldgica: Anemia hemolitica (com reticulose), leucopenia (contagem
menor que 4000 leucdcitos totais/pL em duas ou mais ocasides) ou linfopenia (contagem
menor que 1500 linfocitos/uL em duas ou mais ocasides) ou trombocitopenia (contagem de
plaquetas menor que 100x10°/uL na auséncia de drogas agressoras);

10. Doenga imunoldgica: Anticorpos anti-DNA dupla-fita (Anti-dsDNA), anti-Sm e/ou
antifosfolipidio. Os autoanticorpos mais comumente descritos em LES sdo anticorpos anti-
dsDNA e anti-Sm. O primeiro tem afinidade por determinantes de &cido nucléico
conservados, que sdo encontrados no DNA, enquanto o segundo reage com
ribonucleoproteinas nucleares pequenas (SNnRNP), que consistem em moléculas de SnRNA
ligadas a proteinas.

11. Fator antinuclear (FAN): Titulagbes anormais de anticorpos antinucleares por
imunofluorescéncia ou ensaio equivalente, a qualquer momento e na auséncia de drogas
conhecidas por estarem associadas com a sindrome ldpus induzida por droga. O teste de
FAN ¢é realizado quando existe suspeita de lGpus pelos sintomas clinicos (como na
presenca de dois ou trés sintomas), e é geralmente usado como teste confirmatorio,
entretanto ndo pode ser usado independentemente da andlise clinica, visto que
aproximadamente 5% da populagdo apresenta esses anticorpos em baixos titulos.

O curso da doenga € caracterizado por periodos de remissdo e exacerbacdo, onde
diferentes desfechos podem ocorrer, desde remisséo total até Obito. Estudos descritivos
sobre a epidemiologia de LES demonstraram que dentre as manifestacdes clinicas mais
frequentes entre os pacientes estdo a erupgdo malar (31,1 - 76,6%), nefropatia (27,9 —
74%), artrite (48,1 - 88,1%), fotossensibilidade (22,9 - 60,2%) e Ulceras orais (12,5 -
52,8%) (Alarcon et al., 2002; Cervera et al., 1993; Wang et al., 1997). Dentre o0s
marcadores sorolégicos mais prevalentes estdo os anticorpos antinucleares (96%), anti-
DNA (78%), anti-Ro (25%), 1gG anticardiolipina (24%) e anti-LA (19%) (Cervera et al.,
1993).

A atividade de ldpus eritematoso sistémico é medida a partir do indice SLEDAI
(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index), onde 24 sinais clinicos e testes
laboratoriais recebem um determinado peso de acordo com sua importancia/ gravidade na
atividade da doenca (Bombardier et al., 1992). Os pesos variam entre 8, como no caso de

convulséo, psicose e vasculite, e 1, incluindo trombocitopenia, leucopenia e febre. A soma
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destes sintomas resulta no escore final da doenca para o determinado paciente, no qual uma

maior pontuacdo indica um maior indice de atividade da doenga.

1.1.3 Morbidade e mortalidade

Houve grande melhora nos indices de morbidade e mortalidade associados ao lupus
eritematoso  sisttmico nos Ultimos anos devido ao tratamento com farmacos
imunossupressores e intensos cuidados médicos. As morbidades mais sérias que acometem
0s pacientes sdo lesbes de 6rgdos, aterosclerose acelerada e risco aumentado para alguns
tipos de cancer (Bernatsky et al., 2005). Alguns estudos ja demonstraram que existe uma
mortalidade elevada em pacientes com LES, de quatro a cinco vezes maior que na
populacdo geral (Jimenez et al., 2003). A maior taxa de mortalidade em lipus pode ser
atribuida & atividade da doenca (onde ocorre dano a 6rgdos e/ ou sistemas), as
complicagbes no tratamento ou as sequelas de longo prazo (Bernatsky et al., 2006). O
estudo de coorte Euro-Lupus avaliou as causas mais comuns de mortalidade entre os
pacientes, apresentando os seguintes resultados: LES ativo (21,7 - 28,9%), infeccOes (17,4
- 28,9%), sepse bacteriana (17,4 - 24,4%), trombose (26,1 - 26,7%), cerebral (11,1 - 13%),
e causas desconhecidas (15,6 - 30,4%) (Cervera et al., 1993).

1.1.4 Disturbios imunolégicos

O LES manifesta-se como uma doenca de carater sistémico, caracterizada por reacdes
autoimunes contra antigenos proprios. Uma das caracteristicas mais marcantes dos
pacientes é a produgdo de autoanticorpos. O FAN estd presente em mais de 95% dos
pacientes. Ainda ndo é conhecido o mecanismo pelo qual estes anticorpos antinucleares
entram em contato com o0s antigenos nucleares. Tais anticorpos ndo sdo capazes de
penetrar nas células em condicBes fisioldgicas. Consequentemente, é provavel que o
reconhecimento de antigenos nucleares ocorra através da liberaco destes por células
lesadas ou apoptdticas. Uma elevagdo nos niveis de apoptose em conjunto com uma
remocao deficiente das células apoptdticas - ambos eventos evidenciados em LES - tém
como consequéncia um aumento nos titulos de autoanticorpos (Emlen et al., 1994;
Herrmann et al., 2000; Perniok et al., 1998). Além do FAN, também é possivel a formagéo
de outros tipos de autoanticorpos, como anticorpos direcionados contra eritrdcitos,

plaquetas, linfocitos, fatores de coagulacdo e fosfolipidios. A identificacdo dos tipos de
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autoanticorpos possui importancia para a caracterizacdo da doenca, visto que alguns tipos
destes jad foram correlacionados com a presenca de certos aspectos de morbidade
associados ao lipus. Uma alta titulagdo de anticorpos anti-dsDNA tem sido considerada
um bom marcador de atividade da doenca e estd associada a glomerulonefrite ativa
(Bootsma et al., 1995). Estes anticorpos podem se ligar a moléculas de DNA presentes na
membrana glomerular através de antigenos como histonas, nucleossomos e laminina (van
Bruggen et al., 1997). A vasculopatia oclusiva - que constitui um achado comum entre 0s
pacientes - é associada com a presencga de anticorpos antifosfolipidios (Love & Santoro,
1990).

Os autoanticorpos séo os mediadores definitivos da leséo tecidual observada em LES.
Eles entram em contato com autoantigenos, formando imunocomplexos que se associam
com componentes do sistema complemento, resultando em intensa inflamagdo dos
diferentes tecidos. Diversas citocinas estdo envolvidas na desregulagéo do sistema imune e
em processos de inflamagdo local, também participando da lesdo de tecidos e 6rgdos. As
primeiras manifestacdes de pacientes com a doenga sdo decorrentes da inflamagdo, como
vasculite e vasculopatia, que podem ser evidenciadas principalmente atraves de lesdes na
pele, rins, articulagdes e membranas serosas. O dano tecidual ocorre como consequéncia da
cronica reagéo autoimune descontrolada.

A figura abaixo (Figura 1) indica componentes que participam da inflamagéo em LES.

Ativacdo do - _—
sistema |« Inflamacdo em LES [—|  ~umenoce
: células apoptdticas
Complemento l
( Celu\als Linfocitos B Linfocitos T Células NK Mondcitos/ Neutrofilos \
Dendriticas Macréfagos
o 4 L @ ° “
IL-1a, IL-1B IFNa, IFNy, IFNo, IFNy, IFNy, TNFa, IFNa, TNFa, IL-17
TNFa, IL-1a, TNFa, IL-1a, 17 IL-6, IL-10,
IL-1p IL-1pB, IL-2, IL-17
IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17

Figura 1. Componentes envolvidos na inflamacao evidenciada em LES. Adaptada de (Lopez-Pedrera
et al., 2010).
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Os autoanticorpos sdo produzidos por linfocitos B autorreativos. Dentre as
anormalidades encontradas nos linfocitos B dos pacientes, estdo a linfopenia, atividade
aumentada e autorreatividade desta subpopulacdo. A autorreatividade é evidenciada através
dos varios autoanticorpos que podem ser formados e este processo origina-se no comeco
da ontogenia da celula B, onde checkpoints comuns de tolerdncia durante o
desenvolvimento celular séo violados (Yurasov et al., 2005). Existe uma reducéo no
nimero de células B virgens e um aumento de plasmacitos secretores de imunoglobulinas
na periferia, sendo que os Ultimos se correlacionam com a atividade da doenca (Jacobi et
al., 2003; Odendahl et al., 2000).

Em lGpus, os linfocitos T estdo hiperativados, resultando na estimulacéo excessiva dos
linfocitos B. Diversas rotas bioquimicas e niveis de expressdo génica estdo alterados. A
ativacéo celular dos linfécitos T através das moléculas receptor de células T (TCR) e CD3
leva a uma resposta de sinalizagao celular mais precoce e mais forte nos pacientes, que esta
relacionada a um aumento da expressdo da molécula coestimulatéria CD40L (Li et al.,
2007). Outro fator que influencia a maior ativacdo dos linfocitos T em LES é uma maior
agregacdo de rafts lipidicos, que sdo dominios de membrana ricos em moléculas de
sinalizagdo celular e que se polarizam durante a ativacao celular (Li et al., 2007).

Os linfdcitos T auxiliares (Th; CD4+) dos pacientes com ldpus possuem um perfil
aberrante da producdo de citocinas e, portanto, uma capacidade efetora comprometida.
Existe uma diminuicdo na expressdo de IL-2 nestes linfocitos, que pode ser responsavel
pela menor atividade citotoxica, fungdo alterada de linfocitos T regulatdrios (Treg) e morte
celular induzida por reducdo de ativagdo (Crispin et al., 2008a; Lieberman & Tsokos,
2010).

Também existem altos niveis das interleucinas IL-17A e IL-17F no soro dos pacientes
(Doreau et al., 2009), que séo produzidas por uma alta porcentagem de células CD4+ e
linfocitos duplo-negativos (CD4-, CD8-) (Crispin et al., 2008b). A IL-17 amplifica a
resposta inflamatéria através do recrutamento de células efetoras para os o6rgéos; ela
contribui para a formagéo de centros germinativos, aumenta a sobrevivéncia e proliferagdo
de linfocitos B e a transformacédo destes em plasmacitos secretores de imunoglobulinas. A
producdo exacerbada de IL-17 esta correlacionada com maiores indices de atividade de
LES (Doreau et al., 2009).
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A diferenciacdo de células T em células Th17 produtoras de IL-17 ocorre na presenca
de certas citocinas inflamatorias, como IL-6, IL-21e TGF-B (Korn et al., 2007; Yang et al.,
2008), e ja foi evidenciado que existe um aumento da expressdo de IL-6 e IL-21 em
pacientes com LES (Linker-Israeli et al., 1991; Wong et al., 2010). A interleucina IL-6
estimula a diferenciacéo de linfocitos B em plasmocitos secretores de imunoglobulinas,
assim como também induz a producéo de IgG (Muraguchi et al., 1988), e evidencia-se que
estes altos niveis estdo associados a hiperatividade das células B e produgdo de anticorpos
(Tackey et al., 2004). A IL-6 estimula também a maturacdo e ativacdo de macrdfagos e
neutrofilos (Sachs et al., 1989). A interleucina IL-21 é produzida por células T CD4+
diferenciadas e linfocitos Natural Killer (NK) e age nos receptores IL-21R expressos em
linfocitos T CD4+, CD8+, linfécitos B, células NK, células dendriticas (DCs) e
macrdfagos (Spolski & Leonard, 2008), onde possui diferentes fungdes, como induzir a
diferenciagdo de células T virgens em linfocitos Thl7, estimular a proliferacdo de
linfocitos T CD8+ (Leonard et al., 2008), e inibir a maturagdo de DCs (Brandt et al.,
2003).

A citocina IL-10 também parece ter um papel na patologia do Ilpus: esta citocina de
perfil Th2 estimula a expanséo e a diferenciagdo de células B. A producéo basal de IL-10
parece ser mais alta em LES que em controles, e pacientes LES possuem concentragdes
séricas de IL-10 mais altas que controles, o que correlaciona com a atividade da doenca
(Grondal et al., 2000; Llorente et al., 1993).

Os linfocitos Treg também estdo em menor quantidade e sdo funcionalmente anormais
em pacientes com lapus (Crispin et al., 2004), enquanto os linfécitos T citotdxicos (Tc;
CD8+) possuem capacidade citotoxica reduzida (Stohl, 1995). O numero de linfocitos
duplo-negativos € elevado, e estes linfocitos induzem a producdo de anticorpos anti-DNA
pelas células B autorreativas e secretam IL-1p e IL-17 (Crispin et al., 2008b).

As células dendriticas e mondcitos em pacientes com LES possuem fenétipo e fungéo
excessivamente estimulados. A presenca de IFN-a, de moléculas coestimulatorias de
linfocitos Th, como CD40L, e de nucleossomos livres no soro de pacientes causa a
diferenciacdo e ativagdo de DCs e estimula a produgéo de grandes quantidades de citocinas
pro-inflamatdrias por estas células, como IFN-a e IL-6, resultando em uma amplificacéo
da resposta imune (Blanco et al., 2001; Decker et al., 2005; Ding et al., 2006). Os maiores

produtores de IFN s8o as células dendriticas plasmocitoides (Fitzgerald-Bocarsly et al.,
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2008). Elas liberam esta citocina em resposta & ativagéo das moléculas Toll-like Receptors
e de imunocomplexos (Lovgren et al., 2004). Pacientes com LES possuem niveis séricos
aumentados de IFN-o (Ytterberg & Schnitzer, 1982), que se correlacionam positivamente
com a atividade da doenca (Bengtsson et al., 2000), visto que esta molécula estimula a
atividade citotoxica de linfocitos T CD8+ (Blanco et al., 2005). Existe uma maior
expressdo de genes regulados por IFN em células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs) de pacientes com LES, o que € conhecido como “assinatura de interferon”
(Baechler et al., 2003; Obermoser & Pascual, 2011).

Em condicbes fisiologicas, os processos de fagocitose e degradacdo de células
apoptoticas pelos macrofagos ocorrem eficiente e rapidamente, de forma que antigenos
nucleares ndo ativem especificamente células do sistema imune. Entretanto, outra
caracteristica da doenga é a habilidade reduzida de macrofagos engolfar as celulas
apoptoticas (Herrmann et al., 1998). Estas células apoptdticas ndo fagocitadas entram em
necrose secundéria (Herrmann et al., 1998). Complexos formados por nucleossomos e a
proteina que os estabiliza, HMGBL, s&o liberados das células necréticas. Estes complexos
podem ser evidenciados no sangue dos pacientes, onde induzem tanto a secrecdo de
citocinas de macréfagos quanto a ativacdo de DCs (Urbonaviciute et al., 2008;
Urbonaviciute et al., 2007). Em individuos saudaveis, o sistema imune reconhece células
apoptoticas como um sinal anti-inflamatoério, de maneira que DCs ndo sdo ativadas e ndo
apresentam antigenos apoptoticos de uma forma que possibilitaria a ativacdo de possiveis
linfocitos T autorreativos. Entretanto, este mecanismo ndo ocorre corretamente em LES,
onde o material apoptético nem sempre é reconhecido como anti-inflamatério e contribui
para a ativagéo das DCs (Crispin et al., 2010).

AlteragBes no sistema complemento também estdo presentes na patologia de lupus.
Este sistema esta relacionado com opsonizacéo, ligagdo e ativagdo de células do sistema
imune e eliminag&o de imunocomplexos. A remocédo dos imunocomplexos depositados em
6rgdos, mediada por fagdcitos, parece ser anormal em pacientes com LES (Nagata et al.,
2010). Além disso, existe um numero reduzido e defeitos funcionais de receptores para
complemento CR1 e alguns receptores de 1gG parecem ter capacidade reduzida de se ligar
as imunoglobulinas presentes nos imunocomplexos, contribuindo para uma remocéo

ineficiente destes complexos (Dijstelbloem et al., 2000; Kiss et al., 1996).
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O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que é uma proteina envolvida na rota de
apoptose, possui seus niveis elevados em soro de pacientes com LES e estes niveis se
correlacionam com a atividade da doenga, da mesma forma que seus receptores TNF-R | e
Il também estdo elevados nos pacientes (Aringer et al., 2002; Studnicka-Benke et al.,
1996). As moléculas de TNF-o estdo biologicamente ativas em LES e, ao cultivar
linfécitos com TNF-o por 24h, existe uma maior propor¢do de células apoptéticas em

pacientes em relacdo a controles (Aringer et al., 2002).

1.1.5 Fatores hormonais

Como mencionado anteriormente, a maior incidéncia de LES em mulheres parece ser
um indicativo do envolvimento de fatores hormonais. Menarca precoce, uso de
contraceptivos e terapia de reposicdo hormonal pés-menopausa foram associados com um
aumento do desenvolvimento de LES (Costenbader et al., 2007). Surtos da doenga sao
mais comuns durante a segunda metade do ciclo menstrual em mulheres, quando hd um
aumento dos niveis de estrogénio (Bruce & Laskin, 1997). J& foi identificado um
metabolismo andmalo de estrogenos em pacientes de ambos 0s sexos, com um aumento de
160 hidroxiestrona (Lahita et al., 1979), que representa um forte hormonio feminilizante,
assim como concentragfes mais baixas de hormonios masculinos, como a testosterona
(Jungers et al., 1982; Mok & Lau, 2000). Influéncias destes hormdnios tém sido descritas
na funcdo imune, por exemplo, o estrogénio aumenta a diferenciagdo de células B e sua
producdo de anticorpos, e andrégenos parecem diminuir a producdo de anticorpos,
aumentar a resposta Thl e inibir a Th2 (Sthoeger et al., 1988; Suzuki et al., 1995). Tal
efeito antagbnico dos hormonios sexuais combinado com o0 aumento de estrogénio e

reducdo de androgénios parece explicar algumas manifestagdes da doenca.

1.1.6 Estresse oxidativo

Diversas alteragcdes nos sistemas de defesa ao estresse oxidativo ja foram encontradas
em pacientes com LES. O estresse oxidativo pode estar influindo na patogénese de LES
por contribuir para a disfungdo das células do sistema imunoldgico, para a produgdo de
autoantigenos e a reatividade de autoanticorpos.

Uma forma pela qual se pode evidenciar alteragdes nos sistemas de defesa antioxidante

é através da indicagdo de niveis elevados do marcador de peroxidacdo lipidica

18



malondialdeido (MDA), niveis reduzidos da molécula antioxidante glutationa (GSH) e
atividade reduzida das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT) em soro de pacientes com lGpus (Hassan et al., 2011;
Shah et al., 2011b; Taysi et al., 2002). Estes resultados contribuem para o reconhecimento
de que existe um desequilibrio entre espécies oxidativas e a defesa antioxidante em LES.
Também foi encontrada uma correlacéo positiva entre os niveis de MDA e o indice de
atividade da doenca SLEDAI, indicando que a peroxidagdo lipidica evidenciada em LES
estd envolvida no aumento de dano tecidual (Shah et al., 2011b; Tewthanom et al., 2008).

Além de niveis séricos alterados de moléculas envolvidas com estresse oxidativo,
também foi encontrada uma reducdo da capacidade redox em linfocitos T, através de
menores niveis de GSH, GPx e y-Glutamil-Transpeptidase (GGT), e em neutrofilos
polimorfonucleares, com menores niveis de GSH e GGT (Li et al., 2012). A severidade da
doenca também parece ser reforcada pelo desequilibrio entre estresse oxidativo e citocinas
derivadas de linfocitos Thl em LES, o que é indicado pela correlacdo negativa entre as
moléculas IFN-y e TL-12 com GSH em LES e correlagbes positivas fortes entre IFN-y e
MDA com o indice SLEDAI (Shah et al.).

Outro estudo demonstrou que a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
intracelulares esta associada a apoptose total de linfécitos T e a apoptose especifica de
linfocitos T CD4+ em LES. Os niveis de peroxidagdo lipidica foram correlacionados
positivamente com apoptose em células T CD4+ e os niveis de glutationa reduzida foram
correlacionados negativamente com a apoptose total de linfocitos T e apoptose especifica
de linfécitos T CD4+ e CD8+ em LES, enquanto estas correlagdes ndo foram evidenciadas
em controles saudaveis (Shah et al., 2011a).

A producéo excessiva de ROS perturba o status redox celular, podendo causar dano a
macromoléculas (peroxidacgao de lipideos da membrana plasmatica, proteinas, DNA, entre
outras). A alteracdo de proteinas mediada por ROS as torna altamente imunogénicas,
resultando na formagéo de neoepitopos que subsequentemente sdo alvos para a formagéo
de autoanticorpos (Kurien & Scofield, 2008). A perturbagdo do status redox celular
também influi na modulacdo da expressdo de moléculas inflamatorias e do sistema imune,
com consequente exacerbacdo da inflamacéo e dano tecidual (Al Arfaj et al., 2007; Shah et
al., 2011b).
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1.1.7 Fatores ambientais

Apesar de diversos fatores hormonais, imunoldgicos e genéticos ja terem sido descritos
na susceptibilidade ao lGpus eritematoso sistémico, fatores ambientais parecem
desempenhar um papel importante para estimular o desencadeamento desta autoimunidade.
Agentes infecciosos podem provocar leséo tecidual e liberar componentes intracelulares,
provocando uma reacdo imunoldgica contra autoantigenos, assim como podem ativar
células B autorreativas ou induzir resposta imune através de mimetismo molecular.
Teoricamente, tais mecanismos poderiam iniciar um surto de lGpus ou contribuir para sua
patogénese. A evidéncia mais forte na relacdo entre infeccbes e LES é o caso do virus
Epstein-Barr (EBV) (James et al., 2001). Anticorpos direcionados ao EBV possuem reagdo
cruzada com os antigenos Sm e Ro de 60kDa (McClain et al., 2005).

Determinadas dietas também parecem estar relacionadas com a doenga, como dietas
com alto teor de gorduras saturadas, nas quais estes lipidios poderiam interferir na
quantidade de mediadores inflamatorios sintetizados. A dieta afeta a producédo de
autoanticorpos, a secrecdo de citocinas, a producdo de mediadores inflamatérios e
subsequentemente altera a expectativa de vida em modelos murinos para lipus; a restricdo
caldrica impede o declinio de linfocitos T CD8+ e reduz os altos niveis de IL-12 e IFN-y,
diminui os niveis de NF- kB e a producéo de IgA e 1gG2 em camundongos NZB/W (Jolly
et al., 2001; Muthukumar et al., 2000). Estudos com camundongos propensos a
desenvolver lipus NZB/NZW indicam que o desenvolvimento da doenca € desacelerado
quando a dieta contém dmega-3, em relagdo a dietas com gorduras saturadas, além de estes
animais possuirem menores niveis de anticorpos anti-dsDNA (Alexander et al., 1987).
Uma deficiéncia de acidos graxos essenciais na dieta é benéfica para camundongos
NZB/W por reduzir os niveis de acido aracddnico, molécula precursora para a formacéo de
prostaglandinas e leucotrienos, ambos envolvidos no processo inflamatério (Harbige,
2003).

Alguns compostos quimicos também estdo associados ao LES. Os compostos quimicos
hidralazina, presente no cigarro e em agrotdxicos, procainamida e isoniazida podem
induzir uma sindrome semelhante a lupus (lupus-like syndrome) (Vedove et al., 2009). A
exposicdo a estas drogas induz, direta ou indiretamente, mudangas nos padrOes de
metilagdo do DNA e de modificagdes de histonas. Alta exposicdo ocupacional & silica

também esta associada ao lupus (Parks et al., 2002). Também existem evidéncias para
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associagéo entre exposicdo ao solvente industrial tricloroetileno (TCE) e LES (Cooper et
al., 2009). Inclusive, a exposicdo ao TCE leva & formagdo de anticorpos antinucleares em
camundongos (Griffin et al., 2000).

Exposicdo a luz solar e aos raios UV, em especial UVB, também desencadeiam e
exacerbam sintomas de LES. Um provavel mecanismo para tal inducdo pode envolver
alteracbes quimicas no DNA, aumento da imunogenicidade de antigenos como nRNP e
inducéo de apoptose em queratindcitos (Casciola-Rosen & Rosen, 1997; Furukawa et al.,
1990).

1.1.8 Evidéncias de susceptibilidade genética

O lapus eritematoso sistémico possui etiologia multifatorial, onde a combinacdo de
fatores genéticos, hormonais e imunolégicos predispde um individuo, e a interacdo destes
fatores com estimulos ambientais resulta no desencadeamento da autoimunidade. O
desenvolvimento de LES possui uma contribuicdo genética forte, com uma herdabilidade
estimada acima de 66%, concordancia entre gémeos monozigéticos de 24-56% e entre
gémeos dizigoticos de 2-5% (Alarcon-Segovia et al., 2005; Deapen et al., 1992). Diversos
estudos de associagdo e ligacdo encontraram multiplos loci que conferem susceptibilidade
genética para lapus (Rhodes & Vyse, 2008). Muitos destes loci contém polimorfismos que
estdo em genes que codificam proteinas funcionalmente relevantes para a patogénese desta
doenca, como os genes do complexo principal de histocompatibilidade, moléculas de
sinalizagdo celular de citocinas, apoptose e do sistema complemento.

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) compreende um grupo de genes
altamente polimdrficos que codificam moléculas de superficie celular que possuem, como
funcdo priméria, a capacidade de ligar fragmentos peptidicos e exp6-los na superficie
celular, para que possam ser reconhecidos pelos TCRs de linfocitos T auxiliares ou
citotoxicos. Em humanos, o MHC é referido como o complexo antigeno leucocitario
humano (HLA), e os genes presentes neste complexo estdo organizados em regides que
codificam trés classes de moléculas: os MHC de classe I, 11 e 11l. A regido do MHC, que
possui a maior densidade génica do genoma humano e possui muitos genes que codificam
moléculas do sistema imune (Goldberg et al., 1976), j& foi apontada como
significativamente ligada a LES em estudos de ligacdo (Wakeland et al., 2001). Muitos
estudos demonstram associagdo entre susceptibilidade a LES e alguns alelos do HLA de
classe Il (HLA-DR, DQ e DP), como DR2 (DRB1*1501 e DRB1*1503), assim como forte
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associacdo entre alelos DR2 e DR3 com as manifestacfes imunoldgicas anticorpos anti-
SSA e anti-SSB, enquanto DR4 e DR7 sdo associados com anticorpos anticardiolipina
(Tsao, 2002).

O antigeno leucocitario humano G (HLA-G) é uma molécula HLA ndo-cléssica que
desempenha fungdes imunossupressoras através da sua interacdo com diversos tipos de
receptores encontrados em células do sistema imune (Borges & Cosman, 2000; Goodridge
et al., 2007). O alelo +3142G, localizado na regido 3’'UTR do gene HLA-G, esta associado
a susceptibilidade a LES (Consiglio et al., 2011).

Anormalidades envolvendo a genética do sistema complemento parecem sustentar a
hipotese do possivel papel deste sistema na susceptibilidade a LES, principalmente com
moléculas da via classica de ativacdo do complemento. A deficiéncia completa de C2 ou
C4 é associada a um alto risco de desenvolvimento da doenga (Walport, 2001), e a
deficiéncia completa de C1q esté associada a um risco de 98% de desenvolvimento do LES
(Stone et al., 2000). Funcionalmente, uma anormalidade em C1q pode estar associada a um
acimulo de células apoptoticas, em consequéncia da remocdo deficiente destas por
fagocitos.

Alguns outros exemplos de alelos ou variantes polimorficas que conferem
susceptibilidade a lupus séo a variante -308A da regido promotora do gene TNF (Pan et al.,
2012), o alelo T do polimorfismo rs7574865 do gene que codifica a proteina de sinaliza¢do
STAT4 (Remmers et al., 2007), e o SNP rs2476601 (Arg620Trp) do gene PTPN22
(Gregersen & Olsson, 2009), o qual codifica uma fosfatase envolvida na inibicdo da
ativacdo de linfocitos T (Cohen et al., 1999).

A Figura 2 esquematiza fatores imunoldgicos envolvidos na etiopatogénese de LES.
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Figura 2. Fatores imunologicos envolvidos no desenvolvimento de LES. Adaptado de (Deng & Tsao,
2010).

Portanto, a etiopatogénese desta doenca multifatorial provavelmente envolve diversos
processos, onde a interagdo entre a perda de tolerancia a antigenos nucleares, deficiéncias
no sistema complemento, ativagdo anormal do sistema imune com producdo de
autoanticorpos, anormalidades no processo de apoptose, expressdo de antigenos nucleares
através de moléculas HLA susceptiveis, exposicdo a fatores ambientais especificos, entre

outros processos descritos acima, participam para o desenvolvimento de LES.

1.1.9 O papel da epigenética na etiopatogénese de LES

Mecanismos de regulacdo epigenética tém recebido atengdo especial na patogénese de
diversas doencas complexas, entre elas as patologias autoimunes. A epigenética estuda
mudancas estaveis, reversiveis e passiveis de serem herdadas no DNA, que influenciam a
expressao génica e ndo dependem da sequéncia de DNA. Estas mudangas sao responsaveis
por regular a expressao génica, definindo transcriptomas e fenétipos celulares, e possuindo

um importante papel no ciclo celular e no desenvolvimento.
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A regulacio epigenética é essencial para o desenvolvimento normal e para a
manutencao do sistema imune, e uma alteragéo nestes processos pode influenciar o balango
entre um sistema imune saudavel e o desenvolvimento de autoimunidade. O lGpus é uma
doenca que envolve tanto uma predisposicdo genética, quanto fatores ambientais para seu
desencadeamento. As modificacbes epigenéticas presentes no genoma humano sdo
susceptiveis a fatores ambientais. Desta forma, a epigenética constitui uma ligacéo direta
entre ambiente e genética, visto que mudancas ambientais podem acarretar mudancas
epigenéticas e, desta maneira, alteracdes no perfil de expressdo génica.

O epigenoma compreende o conjunto de modificages quimicas epigenéticas presentes
no DNA e em proteinas histonas de um tipo celular. Cada tipo celular possui seu respectivo
epigenoma, e estes podem diferir substancialmente entre os diferentes tecidos, sendo que
muitos estudos tem caracterizado perfis epigenéticos de diferentes situacoes fisiologicas e
patoldgicas para os diversos tecidos. Um dos tipos principais de alteraces epigenéticas é
caracterizado por modificacdes pos-traducionais de histonas.

Cada subtipo de histona pode ser modificado quimicamente por alteracbes pos-
traducionais, incluindo a acetilagdo, metilagdo, ubiquitinagdo, fosforilagdo, sumoilagéo,
entre outros. A modificacdo epigenética de acetilacdo de histonas neutraliza os residuos
carregados positivamente das histonas, reduzindo a afinidade das caudas destas proteinas
pelo DNA, que é carregado negativamente. Desta forma, o resultado é uma estrutura da
cromatina mais aberta e acessivel a fatores de transcri¢do, de forma que esta modificagéo é
associada a atividade transcricional. As lisinas localizadas nas caudas das histonas s&o
passiveis de receber modificagBes covalentes pela ligacdo de grupos acetil. Este processo
de acetilacdo é altamente regulado, e é catalisado pelas enzimas acetiltransferases de
histonas (HAT), que adicionam os grupamentos acetil nos residuos de histonas, enquanto
as deacetilases de histonas (HDACs) removem estes grupamentos. A familia das HDACs
compreende um grupo de enzimas, que foram subdivididas em 5 classes, indicadas na
tabela 1.
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Tabela 1. Classes de HDACs.

Membros Cofator Localizagao celular
‘ Classell HDAC-1,-2,-3e-8 | Zinco Nucleo
Classe IIA HDAC-4,-5,-7e -9 | Zinco Nucleo/ citoplasma
‘ Classe IIB HDAC-6 e -10 Zinco Citoplasma
Classe lll Sirtuinas 1-7 NAD+ Ndcleo/ citoplasma
‘ Classe IV HDAC-11 Zinco Ndcleo/ citoplasma

Estudos envolvendo gémeos monozigo6ticos demonstraram que as diferencas no padréo
de modificages epigeneticas aumentam com a idade (Fraga et al., 2005), e que gémeos
que possuiam um maior grau de diferenca eram aqueles discordantes para o
desenvolvimento de uma dada doenca ou aqueles que apresentavam pouco
compartilhamento de ambiente (haviam sido separados mais precocemente). Desta forma,
a analise de gémeos monozigoticos discordantes para LES tem revelado novas vias e
fatores que podem estar envolvidos na regulacdo epigenética nesta doenca (Ballestar,
2011). Entretanto, atualmente ndo existem evidéncias suficientes para alegar que mudancas
epigenéticas sejam a causa ou a consequéncia da doenca, ou seja, é dificil dizer se os
fatores ambientais causaram as modificacdes epigenéticas que resultaram em LES, ou se
estes fatores resultaram na patogénese desta autoimunidade através de outro mecanismo
desconhecido, que foi acompanhado por modificagGes epigenéticas.

Alguns estudos verificaram que as modificagdes de histonas de pacientes com LES
estdo alteradas. Linfocitos T CD4+ de pacientes apresentam hipoacetilagdo global das
histonas H3 e H4 quando comparados com controles, e a hipoacetilagdo de H3 se
correlaciona com a atividade da doenca (Hu et al., 2008). Os linfécitos T de pacientes com
lGpus possuem uma superexpressdo de IL-10 e CD154 e o tratamento destas células com o
inibidor de HDACs tricostatina A (TSA), aumenta-se o nivel global de acetilacdo,
revertendo o perfil anterior (Mishra et al., 2001). Além de reverter a hipoacetilacdo global,
a administracdo de TSA também melhora a doenga renal e o curso da doenca em
camundongos lupus-prone MRL/Ipr (Garcia et al., 2005; Mishra et al., 2003; Reilly et al.,
2004). Apesar da hipoacetilagdo global, existe também uma hiperacetilagdo especifica das
histonas H4 em genes que estdo envolvidos com ativagdo celular, proliferacdo celular e
imunidade antiviral em macréfagos (Zhang et al., 2010d). Também ja foi verificado que
existe expressdo reduzida de HDACs em linfocitos T CD4+ de LES (Hu et al., 2008).
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Em um estudo feito por Dieker e colaboradores (Dieker et al., 2007), observou-se que
autoanticorpos KM-2 de camundongos de modelo de lapus MRL/Ipr reconhecem
modificagdes induzidas por apoptose em nucleossomos, mais especificamente as marcas de
acetilagdo nas lisinas 8, 12 e 16 (K8, K12 e K16) da histona 4 (H4). A maior parte destes
camundongos e dos pacientes com lUpus estudados apresentou maior reatividade com o
peptideo H4 acetilado nas respectivas lisinas, com histonas hiperacetiladas e histonas
apoptoticas do que peptideos H4 ndo acetilados e histonas normais, indicando que a
acetilacdo de K8, K12 e K16 parece ser importante para LES. A administragdo de ambas
histonas H4 acetiladas e ndo acetiladas separadamente em camundongos normais MRL/++
e BALB/c ndo resultou em reatividade com anticorpos anti-dsDNA, enquanto a
administracdo de H4 acetilado em camundongos MRL/Ipr acelerou o tempo: do
desenvolvimento da doenca, de proteindria e de lesbes na pele. Também foi evidenciado
que nucleossomos hiperacetilados induzem a maturacdo de células dendriticas, com
producdo de IL-6 e TNF-a e, na presenca destes nucleossomos triacetilados nas lisinas K8,
K12 e K16, estas células estimulam a resposta T, com producdo de IL-2. A triacetilacdo
evidenciada pode ser consequéncia da atividade elevada de HATS e da atividade reduzida
de HDACs. Entretanto, ao tratar camundongos lupus-prone com inibidores de HDACs, ndo
ocorre um aumento na liberacdo de histonas hiperacetiladas de células apoptdticas na
circulacdo sanguinea e é possivel, inclusive, que este tratamento induza efeitos anti-
inflamatorios. Em outro estudo, foi demonstrado que o anticorpo derivado de lapus LG11-
2 de camundongos preferencialmente reage com a histona H2B acetilada no residuo de
lisina 12, que é acetilada no inicio do processo apoptdtico (van Bavel et al., 2009).

Recentemente, tem sido evidenciado que inibidores de deacetilases de histonas
(HDACI) podem ter um efeito benéfico em doencas autoimunes por alterarem o padrdo de
acetilacdo de histonas aberrante encontrado nestas doengas. O uso destes inibidores
acarreta uma hiperacetilacdo das proteinas histonas, influenciando a expressdo génica, e
possuindo atividade anti-inflamatdria seletiva e moduladora da fun¢do imune. Alguns

destes inibidores, como a TSA, sdo atualmente utilizados para tratar tumores.

1.2 Sirtuinas
As sirtuinas sdo um grupo de enzimas que pertencem a classe Il de deacetilases de

histonas. Uma importante caracteristica que distingue bioquimicamente este grupo das
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demais HDACS é a utilizacdo do cofator dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidado
(NAD+) para catalisar a reagdo de deacetilagdo. O cofator NAD+ € um metabdlito
intracelular que é formado a partir de precursores exdgenos como o &cido nicotinico (NA)
e 0 ribosideo de nicotinamida (NR), que estdo presentes na vitamina B3 e no leite
respectivamente, e também sintetizado pela via de novo de biossintese a partir do

aminodcido triptofano (Figura 3).
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Abreviagdes - npt: fosforibosiltransferase de acido nicotinico; nmnat: adenililtransferase de cido nicotinico/
mononucleotideo de nicotinamida; nampt: nicotinamida fosforibosiltransferase; nrk: ribosideo nicotinamida
cinase

Figura 3. Rota de biossintese de NAD. Adaptado de (Sauve et al., 2006).

A coenzima NAD possui duas formas: uma forma oxidada, NAD+, e uma reduzida,
NADH. Ambas sdo importantes para o metabolismo celular, pois participam de diversas
reagBes quimicas de oxirredugdo no metabolismo celular onde os elétrons liberados pelas
moléculas que sofrem oxidacdo se ligam a NAD+, formando NADH. Portanto, NAD é
uma coenzima essencial para carrear elétrons durante diversas etapas do metabolismo.

Como a atividade das sirtuinas depende da disponibilidade de NAD+, esta proteina
atua como um sensor do status redox celular, fazendo uma ponte entre as condigdes
energéticas intracelulares, que dependem do estado nutricional da célula, e a deacetilagdo

de diversos substratos (Figura 4).
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Figura 4. Relacgéo entre a atividade de SIRT1 e o metabolismo.

Sabe-se que os niveis de NAD+ celulares sdo elevados nas condi¢cdes de jejum,
restricdo caldrica e exercicio fisico (Canto et al., 2010; Chen et al., 2008), levando a uma
ativacdo de SIRT1, enquanto uma dieta rica em gorduras diminui a razdo NAD+/NADH
(Kim et al., 2011). Como as sirtuinas ndo sdo as Unicas enzimas NAD+ dependentes, a
disponibilidade de NAD+ celular também ¢é alterada pela utilizacdo deste cofator por outras
enzimas, como PARP1 e CD38.

As sirtuinas deacetilam substratos através de uma reacdo, onde ocorre a hidrélise de
NAD+ a ADP-ribose e nicotinamida, a transferéncia do grupo acetil de uma proteina a
ADP-ribose, tendo como resultado 2’-O-acetil-ADP-ribose e uma proteina deacetilada
(Figura 5).
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Figura 5. Reacéo de deacetilagdo por uma sirtuina. Adaptado de (Sauve et al., 2006).

As sirtuinas compreendem uma familia de enzimas que é conservada evolutivamente e
pode ser identificada em arqueobactérias, eubactérias e eucariotos. O primeiro membro

identificado desta familia foi o Silent mating type Information Regulator 2 (Sir2) em
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Saccaromyces cerevisiae. Posteriormente, este foi encontrado em outros organismos como
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans e muitos outros.

Hoje, sabe-se que genomas bacterianos e a maioria dos genomas de arqueobactérias
possuem apenas um gene para sirtuinas, enquanto eucariotos possuem mdaltiplas sirtuinas.
Em mamiferos, o primeiro gene codificando uma sirtuina encontrado foi o Silent mating
type Information Regulator 2 homolog 1 (SIRT1), que é considerado o homdlogo de
sequéncia de Sir2. Existem outras seis sirtuinas identificadas em mamiferos, totalizando
sete diferentes genes codificadores para estas proteinas: SIRT1-SIRT7. Em seres humanos,
estas sirtuinas estdo diferencialmente distribuidas nas células, variam quanto sua
especificidade tecidual, atividade enzimatica e substratos alvo. As sirtuinas SIRT 1, 2, 6 e
7 sdo encontradas no nucleo, sendo as SIRT1, 2 também encontradas no citoplasma, e as
SIRT3, 4, 5 nas mitocondrias (Michishita et al., 2005), ver Figura 6.

Citoplasma
SIRT1,2

- Nucleo
A SIRT1,72,76,7

SIRT3,74,5

/7

Mitocbéndria

SIRT3, 4
Figura 6. Localizacdo intracelular das sirtuinas humanas. Adaptado de (Kelly, 2010).

As enzimas SIRT1-SIRT7 também possuem uma expressdo variada nos tecidos e

6rgdos. A tabela 2 indica onde as sirtuinas sdo expressas.
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Tabela 2. Expressao das sirtuinas humanas.

Enzima Células/ Tecidos/ Orgaos Referéncia

SIRT1 Algumas regides do cérebro, | (Hu et al., 2008; Michishita et
como hipotélamo; coragéo; timo; al., 2005; Shan et al., 2009;
rins; figado; pancreas; musculo Song et al., 2011b)
esquelético; baco; tecido adiposo
branco; granuldcitos, monacitos,
células T.

SIRT2 Adipdcitos de tecido adiposo | (Harting & Knoll, 2010; Jing et
branco e pardo; sistema nervoso. al., 2007; Michishita et al.,

2005)

SIRT3 Mdasculo  esquelético;  tecido | (Hokari et al., 2010; Huang et
adiposo branco e pardo; coragdo; al., 2010; Michishita et al.,
rins; figado e outros tecidos com | 2005; Sundaresan et al., 2008)
altas taxas metabolicas.

SIRT4 Em vérios tecidos com altas | (Ahujaetal., 2007; Huang et al.,
taxas metabdlicas, como as 2010; Michishita et al., 2005)
ilhotas pancreaticas de
Langerhans.

SIRT5 Vérios tecidos, incluindo o | (Huang etal., 2010; Michishita
figado. et al., 2005; Ogura et al., 2010)

SIRT6 Expressa amplamente, | (Kanfi et al., 2010; Koltai et al.,
principalmente no tecido 2010; Liszt et al., 2005)
adiposo, musculo esquelético,
cérebro e coragao.

SIRT7 Vérios tecidos, como no tecido (Ford et al., 2006)
adiposo, figado, baco, coracdo.

As propriedades estruturais conhecidas das sirtuinas foram descritas em organismos
filogeneticamente pouco complexos, como leveduras, bactérias e arqueobactérias, sendo
que a estrutura das sirtuinas humanas ainda ndo foi determinada. Em cada proteina sirtuina
existe um ndcleo catalitico conservado, que apresenta aproximadamente 250 aminoécidos.
Cada sirtuina possui dois dominios caracteristicos. O maior dominio possui a estrutura da
dobra de Rossman, que é encontrada em proteinas que ligam NAD+/NADH ou

NADP+/NADPH. O menor dominio € composto por residuos de duas inser¢des da dobra
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de Rossman, uma que contém quatro cisteinas que coordenam um atomo de zinco e outro
modulo helical que forma uma alca flexivel. A distancia relativa entre os dominios varia
entre as diferentes sirtuinas. Tanto a proteina substrato a ser deacetilada quanto o cofator
NAD+ se ligam em uma fenda entre os dois dominios anteriormente mencionados (Sauve
et al., 2006). Na Figura 7, pode-se visualizar a estrutura da sirtuina, onde a Dobra de
Rossman esta em amarelo, 0 médulo de ligagdo ao zinco em azul claro e o modulo helical
em azul; o peptideo acetilado (em vermelho) e o cofator NAD+ (em verde) ligam na fenda

entre os dominios maior e menor.

Figura 7. Estrutura de uma sirtuina. Retirado de (Sauve et al., 2006).

As sirtuinas ligam seus peptideos substrato para deacetilagdo através de interacdes f-
folha entre atomos do peptideo e atomos dos dominios maior e menor. Este tipo de
interacdo ordena a orientacdo N- para C-terminal do esqueleto do peptideo. A lisina
acetilada do substrato fica inserida em um tunel hidrofébico da fenda, que possui um
residuo de histidina conservado necessario para a atividade catalitica de deacetilase. A
molécula NAD+ se liga a sirtuina de forma adjacente ao peptideo substrato, entre os dois
dominios da proteina (Sauve et al., 2006).

As sirtuinas humanas apresentam diferencas quanto a sua composicdo de aminoéacidos,
comprimento de extensdes N- e C-terminal e do ndcleo catalitico enzimatico. A

esquematizacdo abaixo (Figura 8) indica cada sirtuina humana, sendo que as regides em
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azul indicam o nulcleo enziméatico conservado entre elas. O numero total de aminoacidos é

indicado acima de cada SIRT - adaptado de (Carafa et al., 2012).

TdGaa
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126 382
A14daa
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45 314
310aa
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41 309
355aa
SIRTE
35 274
400aa
sirT7.
an 331
Sirtuinas em Humanos

Figura 8. Comparagéo entre as sirtuinas humanas. Adaptado de (Carafa et al., 2012).

Esta diversidade de proteinas sirtuinas, sua localizacdo subcelular diferencial e
expressao tecidual e as variagdes quantitativas e qualitativas de aminoacidos indicam que
estas moléculas tém papéis bioldgicos distintos entre si. De fato, esta familia de proteinas
possui outra atividade catalitica além de deacetilase. Algumas sirtuinas, como SIRT 4 e 6,
possuem atividade catalitica de ADP-ribosil transferase, onde ocorre a transferéncia do
grupo ADP-ribose do NAD+ para proteinas aceptoras no processo de modificacdo pds-
traducional chamado ADP-ribosilacdo. A SIRT5 possui, além da deacetilacdo, a atividade
de retirar residuos malonil (demalonilacdo) e residuos succinil (desuccinilagao) de
substratos. A tabela 3 classifica as sirtuinas humanas quanto ao seu tipo de atividade
catalitica.
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Tabela 3. Atividade catalitica das sirtuinas humanas. Adaptado de (Houtkooper et al., 2012).

Sirtuina Atividade

SIRT1 Deacetilacéo

SIRT2 Deacetilacéo

SIRT3 Deacetilacéo

SIRT4 ADP-ribosilacéo

SIRT5 Deacetilacdo, Demalonilacéo, Desuccinilagdo
SIRT6 Deacetilacdo e ADP-ribosilacao

SIRT7 Deacetilacéo

Visto as diferencas existentes entre as distintas sirtuinas humanas, parece ldgico que
elas estejam relacionadas com processos celulares e fisioldgicos distintos. Sabe-se que a
SIRT2 possui um papel no controle do ciclo celular, deacetilando a proteina do
citoesqueleto tubulina; a SIRT3 — que possui localizagdo mitocondrial — est4 envolvida na
producdo de ATP, na regulacdo da deacetilagdo de proteinas mitocondriais e oxidacéo de
acidos graxos. A sirtuina SIRT4 esté envolvida na secrecdo de insulina; SIRTS deacetila o
Citocromo C; SIRT6 se associa a teldomeros e atua na sua manutencéo, no reparo de DNA e
na estabilidade gendmica enquanto a sirtuina SIRT7 estd envolvida na transcricdo pela
RNA polimerase | (Carafa et al., 2012).

1.2.1 SIRT1 e seus substratos

A mais estudada sirtuina humana é a SIRT1, homdloga de Sir2 de leveduras. Esta
proteina possui diferentes fungdes nas células. Uma delas € mediar a formagdo de
heterocromatina através da deacetilagdo de histonas. SIRT1 pode deacetilar as histonas H1,
H2, H3 e H4, mas preferencialmente deacetila a lisina 26 da histona H1 (H1K26), as
lisinas 9, 14 e 56 da histona H3 (H3K9, H3K14 e H3K56) e a lisina 16 da histona H4
(H4K16) (Vaquero et al., 2004; Vaquero et al., 2007; Yuan et al., 2009). O processo de
deacetilagdo de histonas pode facilitar a metilacdo de histonas e, portanto, elevar a
repressdo transcricional global. SIRT1 promove a trimetilacdo de H3K9 através da
interacdo com a metiltransferase de histonas Suv39H1 (Bosch-Presegue & Vaquero, 2011;
Liu et al., 2009). Além das histonas, a sirtuina SIRT1 também é capaz de deacetilar outras
proteinas, controlando suas atividades e tendo efeitos em diversas condicdes fisiologicas.

Estas proteinas substrato incluem fatores de transcri¢do, proteinas envolvidas no reparo de
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DNA e fatores de sinalizacdo celular. Dentre algumas destas moléculas estdo as proteinas
FOXO (FOXO1, FOX03), PPAR-y, PGC-10, p53, NF-kB, Ku7.

O PGC-la (Peroxisome Proliferator Activated Receptor y Coactivatorl a) € um
coativador transcricional capaz de ativar fatores de transcricdo como PPARYy, PPARa,
ERRa e FOXOL e, desta forma, regular genes envolvidos com o controle transcricional de
proteinas mitocondriais tendo impacto na biogénese e funcdo mitocondrial (Feige &
Auwerx, 2007; Finley & Haigis, 2009; Rodgers et al., 2008). Em condicBes de baixos
niveis de nutrientes como jejum e restricdo calorica, a atividade de SIRT1 aumenta e esta
deacetila e ativa PGC-1a, causando uma mudanga na expressdo génica mitocondrial. No
figado, h& uma mudanca metabdlica da via glicolitica para a via de gliconeogénese,
acarretando um aumento de glicose hepatica (Rodgers et al., 2005; Rodgers & Puigserver,
2007) e um aumento da oxidacdo de &cidos graxos para utilizacdo destes como fonte de
energia (Gerhart-Hines et al., 2007).

PPAR-y (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y) € um fator que regula a
transcricdo de genes envolvidos na regulagdo do metabolismo de &cidos graxos. SIRT1
deacetila PPAR-y, alterando a expressdo de genes relacionados com o metabolismo a favor
de lipolise e da mobilizacdo de acidos graxos para uso de energia (Picard et al., 2004).

SIRT1 também deacetila o fator de transcricgdo FOXO1 (Forkhead Box Containing
Protein Type O 1), que esta envolvido com o metabolismo energético do corpo. Durante as
situacBes de restricdo caldrica e jejum, SIRT1 deacetila e ativa FOXO1, que ativa a
transcricdo dos seus genes alvo a favor de gliconeogénese (Frescas et al., 2005). No
pancreas, a deacetilagdo de FOXOL1 pela SIRT1 tem como consequéncia a transcri¢do de
genes que ativam a secre¢do de insulina (Olbrot et al., 2002), assim como em adipdcitos
ocorre um aumento de sensibilidade a insulina decorrente da transcrigdo de adiponectina
dependente de FOXO1 deacetilado por SIRT1 (Banks et al., 2008; Qiao & Shao, 2006).

O fator de transcricio FOXO3, que controla diversas fungdes bioldgicas como
detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio, parada de ciclo celular, reparo de DNA e
apoptose, também é deacetilado pela sirtuina SIRT1. Em resposta ao estresse oxidativo,
SIRT1 deacetila FOXO3, refor¢cando a expressdo de genes de parada do ciclo celular e
reparo de DNA e atenuando a apoptose FOXO3-dependente (Brunet et al., 2004).

NF-«kB (Nuclear Factor xB) € um importante fator envolvido na regulacdo da

inflamacédo e é um mediador das respostas imunolégicas. NF-kB pode ser deacetilado na
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sua subunidade p65 pela sirtuina SIRT1 (Yeung et al., 2004). A acetilagdo deste fator
aumenta a durag&o e a eficiéncia da sua resposta transcricional (Chen & Greene, 2003) e,
portanto, a sua deacetilagdo causa a inibicdo da atividade transcricional. Neste contexto,
ocorre a reducdo da expressdo de genes que medeiam sobrevivéncia celular e,como
consequéncia, as celulas ficam sensiveis & apoptose induzida por pelo fator TNF-a (Yeung
et al., 2004), ver Figura 9.
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: Ac K310
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NFkB
Transcrigdo

Proliferagdo
Anti-apoptose

Consequéncia da deacetilagdo de
NF-kB por SIRT1: Apoptose TNF-a
dependente

Figura 9. Deacetilacdo de NF-xB por SIRT1. Adaptado de (Yeung et al., 2004).

Outros estudos indicam que a deacetilagdo do NF-«xB induz uma prote¢éo das ilhotas 3
pancredticas contra toxicidade de citocinas, aumentando a viabilidade destas ilhotas e
preservando a secrecédo de insulina (Lee et al., 2009). Adicionalmente, a deacetilacdo desse
fator de transcri¢do esté envolvida na reducdo da expressdo de genes pro-inflamatérios nos
adipdcitos, resultando em uma melhor sinalizagéo de insulina (Yoshizaki et al., 2009).

Um importante substrato para deacetilacdo pela sirtuina SIRT1 é o supressor tumoral
p53 (Langley et al., 2002; Luo et al., 2004; Vaziri et al., 2001). Esta proteina possui um
papel fundamental no controle do ciclo celular e apoptose, e sua ativagdo ocorre em
resposta a diferentes tipos de estresse, como oncogénese e genotoxicidade. A acetilacdo de
p53 é essencial para a ativagdo transcricional de seus genes alvo (Tang et al., 2008). A
deacetilacdo de p53 pode facilitar a sua ubiquitinacdo e consequente degradagéo
proteossomal, assim como enfraquecer sua habilidade de ligagdo ao DNA (Luo et al.,

2004), reduzindo os niveis de apoptose e de parada do ciclo celular.
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SIRT1 também deacetila o fator de reparo de DNA e inibidor de apoptose Ku70.
Quando deacetilado, Ku70 forma um complexo com a proteina pr6-apoptdtica Bax,
sequestrando-a e prevenindo a apoptose mediada por Bax (Cohen et al., 2004).

Existem também outros substratos para SIRT1, como LXRa, LXRp, STAT3, E2F1,
eNOS, p73, revisados em (van Leeuwen & Lain, 2009; Yu & Auwerx, 2010). Novos alvos
de deacetilacdo por esta proteina estdo continuamente sendo descobertos (Finkel et al.,
2009).

Portanto, a habilidade de SIRT1 de promover o remodelamento da cromatina e de
interagir e deacetilar um amplo espectro de fatores de transcricdo e proteinas sugere que
esta sirtuina possui uma importante participacdo na manutencdo da homeostase, resposta

ao estresse, sinalizacdo enddcrina e metabolismo celular (McGuinness et al., 2011).

1.2.2 Genética de SIRT1
O gene SIRT1 é um gene de copia Unica que possui 33.660 pb e esta localizado na
regido 21.3 do brago longo do cromossomo 10 (10g21.3), sendo composto por nove éxons

e oito introns (Figura 10).
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Figura 10. Localizacdo cromossdmica de SIRT1. Adaptado de (Voelter-Mahlknecht & Mahlknecht,
2006).
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O tamanho dos éxons varia entre 80 e 2.120 pb e dos introns entre 1.108 e 15.234 pb.
Os introns 1, 3, 4 e 8 possuem elementos nucleares intercalados curtos (SINES), como
repeticdes Alu, e longos (LINES). A regido que codifica o dominio catalitico conservado no
gene SIRTL1 estd entre os éxons 3 e 8, e 0s aminoacidos 244 a 498 da proteina SIRT1
(Voelter-Mahlknecht & Mahlknecht, 2006). Existe uma regido 3’ ndo traduzida (3’UTR)
que possui 1.782 bases do stop codon ao sinal consenso para poliadenilacdo (Voelter-
Mahlknecht & Mahlknecht, 2006), ver Figura 11.
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Figura 11. Gene SIRT1. Adaptado de (Voelter-Mahlknecht & Mahlknecht, 2006).

O mRNA de SIRT1 pode apresentar duas isoformas: a isoforma (a) e a isoforma (b). A
isoforma (a) é transcrita a partir dos 9 éxons e quando encadeada possui 4.107 bases, das
quais 2.244 bases produzirdo a proteina de 747 aminoécidos. A isoforma b de SIRT1 é
transcrita a partir de 8 éxons e possui 3.587 bases, das quais 1.359 bases dardo origem a
452 aminocidos.

Ao longo da regido promotora e do gene de SIRT1, diversos polimorfismos foram
descritos. Muitos destes foram pesquisados em estudos de associacdo a fim da possivel
identificacdo de alelos que conferem susceptibilidade genética a diversos desfechos, como
diabetes, sindrome metabodlica, longevidade, obesidade, esquizofrenia, doenca de
Parkinson.

O polimorfismo rs3758391, que esta localizado na posicdo -1085 da regido
promotora de SIRT1, compreende uma transicéo entre uma citosina (C) e uma timina (T).

Um estudo visando encontrar evidéncias de susceptibilidade genética a longevidade
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demonstrou que o alelo rs3758391 C esta associado ao envelhecimento (OR=1,453,
P=0,026), assim como o gendtipo CC (OR=3,041, P=0,027) (Zhang et al., 2010c).
Contudo, um estudo de 2007 com idosos acima de 85 anos indicou que individuos com o
alelo rs3758391 T obtiveram melhores scores em testes de capacidade cognitiva (Kuningas
et al., 2007) e outro grupo de pesquisadores ndo encontrou qualquer associagdo com 0
polimorfismo rs3758391 e fendtipo de longevidade (Flachsbart et al., 2006). Outro grupo
de pesquisadores observou que o alelo rs3758391 T predispde a Diabetes Mellitus tipo 2
(OR=1,32, P=0,031) (Cruz et al., 2010). O grupo de Nagvi e colaboradores identificou que
o polimorfismo rs3758391 esta em um sitio de ligacéo a p53 na regido promotora de SIRT1
e que este SNP afeta a transcri¢do desta sirtuina nas condigdes de privagdo de nutrientes e
de restricdo caldrica (Naqgvi et al., 2011). O alelo C possui menor capacidade de ligacdo a
p53 quando comparado ao alelo T, resultando em uma menor sensibilidade do promotor a
nutrientes e capacidade prejudicada de induzir a expressdo de SIRT1 em restri¢do caldrica.

O polimorfismo rs12778366 esté localizado na posicéo -1348 da regido promotora
de SIRT1 e é um SNP C/T. Maeda e colaboradores investigaram o papel deste
polimorfismo no desenvolvimento de nefropatia diabética; entretanto, ndo foi encontrada
qualquer associacdo (Maeda et al., 2010). Nenhuma associa¢do foi observada para este
SNP e depressdo maior (Kishi et al.), transtorno bipolar e esquizofrenia (Kishi et al.,
2011a) e psicose induzida por metanfetamina (Kishi et al., 2011b). O polimorfismo
rs12778366 também ndo apresentou associagdo com maior gasto de energia corporal entre
filhos ndo diabéticos de pacientes com DM2 (Lagouge et al., 2006). O estudo TULIP, que
envolveu uma intervencdo controlada no modo de vida de seus participantes, encontrou
uma associacdo entre um SNP no introns 4 de SIRT1 (rs12413112 A) com gordura
hepética, sensibilidade a insulina e baixa responsividade a glicose sérica (Weyrich et al.,
2008); este estudo especula que possivelmente este polimorfismo esteja influenciando
negativamente a expressdo de SIRT1 através do seu alto desequilibrio de ligagdo com SNPs
do promotor deste gene, como o polimorfismo rs12778366.

Proximo a estes dois SNPs, existem alguns polimorfismos com baixa frequéncia
alélica que ainda néo foram avaliados em estudos de associa¢do, como 0s polimorfismos
rs10740280 (-1759), rs143094735 (-1476), rs71971907 (-1442), rs146157701 (-1289),
rs140114858 (-1213) e rs142146381 (-1142). A Figura 12 apresenta um esquema dos

principais polimorfismos descritos para a regido promotora de SIRTL.
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Figura 12. Polimorfismos da regido promotora de SIRT1.

1.2.3 Regulagéo de SIRT1

Além da disponibilidade de NAD+, existem outros fatores que regulam a expressdo e
atividade de SIRT1. A expressdo de SIRT1 pode ser induzida pela ligagéo de certos fatores
de transcricdo ao seu promotor, como FOXO1 (Nemoto et al., 2004), p53 (Nagvi et al.,
2011), CREB (Noriega et al., 2011), PPARa (Hayashida et al., 2010) e PPARS (Okazaki et
al., 2010), enquanto a ligacdo de outros fatores diminui a sua expressédo, como nos casos de
CHREBP (Noriega et al., 2011), PPARy (Han et al., 2010), HIC1 (Chen et al., 2005), p53
(Nemoto et al., 2004) e PARP2 (Bai et al., 2011).

MicroRNAs (miRNAs), pequenos RNAs de 20 a 24nt, desempenham um importante
papel na supressdo da expressdo génica atraves da sua ligacdo com sitios aceptores
presentes em RNA mensageiros, onde agem bloqueando sua traducéo e/ ou direcionando-
0s para a degradagdo. Os miRNAs miR-34a e miR-199a estdo envolvidos com a represséo
de SIRT1 (Rane et al., 2009; Yamakuchi et al., 2008).

Na regido N-terminal de SIRT1 existem duas sequéncias de localizacdo nuclear e duas
sequéncias de exportagdo nuclear que sdo responséaveis pelo trafego nuclear-citoplasmético
desta proteina e, desta forma, também influem na sua habilidade de interagir com
substratos destes compartimentos (Hisahara et al., 2008; Tanno et al., 2007).

Modificagdes pos-traducionais também podem regular a atividade de SIRT1. J4 foram
identificados 13 sitios de fosforilacdo protéica (Sasaki et al., 2008) e algumas cinases que
fosforilam esta sirtuina, como ciclina B-CDK, JNK eDYRKs 1 e 3 (Guo et al., 2010;
Nasrin et al., 2009; Sasaki et al., 2008). A fosforilacdo por estas diferentes enzimas
permite diferentes desfechos, como proliferacdo celular, deacetilagdo de H3 e
sobrevivéncia celular respectivamente. mTOR também pode fosforilar SIRT1, resultando
na inibicdo da sua atividade (Back et al., 2011). SIRT1 também pode sofrer SUMOilacéo,
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resultando em um aumento de sua atividade (Yang et al., 2007c). Ver a Figura 13 para um

esquema sobre as modificagdes pos-traducionais que podem ocorrer em SIRT1.
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Figura 13. ModificagGes pos-traducionais de SIRT1. Adaptado de (Flick & Luscher, 2012).

Alguns compostos possuem a propriedade de regular a atividade das sirtuinas. Um
destes compostos é o polifenol presente em uvas chamado resveratrol. Este polifenol altera
a estrutura de SIRT1, reforca sua atividade em até oito vezes e facilita a sua ligagdo com o
substrato acetilado (Borra et al., 2005; Howitz et al., 2003). Contudo, existem resultados
controversos quanto a ativagdo de SIRT1 por resveratrol ser direta ou indireta e se seus
efeitos benéficos sobre o organismo sdo ocasionados realmente pela ativagdo de SIRT1
(Baur et al., 2006; Borra et al., 2005; Kaeberlein et al., 1999; Kahyo et al., 2008; Lagouge
et al., 2006; Pacholec et al., 2010).

Existem inibidores ndo especificos de sirtuinas, como nicotinamida, suramina e
dihidrocumarina (Avalos et al., 2005; Olaharski et al., 2005; Schuetz et al., 2007). Dentre
outros inibidores estdo sirtinol, derivados de sirtinol como salermida, derivados de
splitomicina e tenovinas (Heltweg et al., 2006; Lain et al., 2008; Lara et al., 2009; Ota et
al., 2007).

1.2.4 SIRT1 em situacdes fisiopatoldgicas
A expressdo e a atividade da sirtuina SIRT1 s8o muito susceptiveis a mudancas no
ambiente como dieta e modo de vida. Estudos iniciais em S. cerevisiae, D. melanogaster e

C. elegans demonstraram que Sir2 esta envolvida em diversas vias metabdlicas, incluindo

40



vias importantes para o envelhecimento e longevidade. Uma forma pela qual Sir2

influencia estas vias importantes € através da restricdo calérica. Adicionalmente, muitos

estudos tem focado a atengdo na importancia das sirtuinas em processos fisioldgicos e

patoldgicos como obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), céncer e doengas

neurodegenerativas. Brevemente, a tabela 4 indica os efeitos de SIRT1 em algumas

situacodes.

Tabela 4. Efeitos de SIRT1 em situaces fisiopatoldgicas.

Situacdo Efeito de SIRT1: Referéncia
Restricéo Restricdo aguda de nutrientes eleva os niveis de SIRT1 | (Nemoto et al.,
Cal6érica em modelo de células de mamiferos; 2004)

Longevidade

Delecéo de SIRT1 reduz a longevidade de leveduras;
Doses extras de SIRT1 aumentam a longevidade de C.
elegans;

A maior expressdo de SIRT1 aumenta a longevidade

em camundo Ngos;

(Kaeberlein et al.,
1999; Rogina &
Helfand, 2004;
Tissenbaum &
Guarente, 2001)

Envelhecimento

SIRT1 é necessaria para manutencdo da plasticidade

(Bordone et al.,

Cognitivo sinaptica, aprendizagem e memdria e, portanto, paraa | 2007; Michan et
cognigao; al., 2010; Pallas
SIRT1 reduz a produgéo de placas B amiloides em etal., 2008; Song
Alzheimer,; etal., 2011a)

No modelo da doenga de Huntinton, a expresséo de
SIRT1 é altamente reduzida;

Cancer SIRT1 é superexpressa em alguns canceres, como (Bradbury et al.,
cancer de prostata, leucemia mieldide aguda e cancer | 2005; Hida et al.,
de pele; 2007; Huffman et
SIRT1 possui uma baixa expressdo em outros tipos de | al., 2007; Wang
cancer, como glioblastoma, carcinoma de prostata e et al., 2008)
cancer de bexiga;

Metabolismo No modelo de DM2, existe uma redugéo da expressdo | (Costa Cdos et

de SIRT1 no inicio desta patologia;

Existe uma menor expressdo do mRNA de SIRT1 em

al., 2010; Fadini
et al., 2011;
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leucdcitos de pacientes de DM2; Kapoor et al.,

Ha uma menor expressdo de mMRNA de SIRT1 em 2009; Qiao &
tecido adiposo de humanos obesos e em modelos Shao, 2006; Song
murinos de obesidade; et al., 2011b)

Expresséo reduzida de SIRT1 em células
mononucleares periféricas do sangue de pacientes com

sindrome metabdlica

1.2.5 SIRT1 e estresse oxidativo

A sirtuina SIRT1 parece regular e ser regulada pelo estresse oxidativo celular. Esta
proteina reduz a carga de estresse oxidativo através da deacetilacdo de FOXO3, que por
sua vez aumenta a expressdo das moléculas antioxidantes catalase e MnSOD. Desta forma,
em resposta ao estresse oxidativo, SIRT1 deacetila fatores de transcricdo FOXO,
permitindo que estes ativem a expressdo de genes pro-sobrevivéncia celular, induzindo
parada de ciclo celular e resisténcia ao estresse oxidativo (Brunet et al., 2004).

Existem evidéncias de que quando ha estresse oxidativo, como na presencga de extrato
de fumaga de cigarro, existe uma menor expressdo de SIRT1 em ceélulas do epitélio
pulmonar, células endoteliais e macréfagos (Arunachalam et al., 2010; Yang et al., 2007a).
A exposicdo de fibroblastos humanos a peroxido de hidrogénio (outra forma de estresse
oxidativo) leva a redugdo do mRNA e da proteina de SIRT1, assim como reducgdo da
expressdo de uma proteina que estabiliza este MRNA (HuR) (Abdelmohsen et al., 2007).
Em condic@es de hiperglicemia, a via SIRT1-FOXO é inibida e ocorre a produgéo de ROS.
A ativagdo de SIRT1 através do composto resveratrol é capaz de reverter este processo,
suprimindo a produgdo de ROS através da ativacdo da via SIRT1-FOXO (Yun et al.,
2012).

Outro grupo de pesquisadores demonstrou que, em resposta a especies reativas de
oxigénio intracelulares, SIRT1 deacetila, e assim regula a localizagdo subcelular de p53,
impedindo sua translocacdo ao nucleo e permitindo sua translocacdo para a mitocondria,
tendo como consequéncia final a liberagdo do Citocromo C para o citoplasma, que inicia a
cascata de apoptose (Han et al., 2008).

Quando ha dano de DNA, como no estresse oxidativo, existe um recrutamento de
SIRT1 para sitios de quebras de dupla-fita de DNA (O'Hagan et al., 2008; Oberdoerffer et
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al., 2008). Portanto, dependendo do tipo de estresse celular, as sirtuinas parecem ser
influenciadas de formas alternativas que podem envolver desde a reducéo da sua expressao

até a ativacdo de cascatas que culminam na parada do ciclo celular ou em apoptose.

1.2.6 O papel de SIRT1 no sistema imune e na inflamacéo

Existem duas vias essenciais para sinalizagéo intracelular da inflamacé&o e que possuem
importantes fungdes no sistema imune inato e adaptativo. Estas séo as vias de sinalizagdo
por NF-kB e por AP-1 e ambas sdo reguladas pela sirtuina SIRT1. Ambas as moléculas sdo
fatores de transcrigdo envolvidos na regulagdo da expressdo de diversos genes, com
relevancia na estimulacdo de citocinas inflamatdrias e ativagao da resposta imune.

A sirtuina SIRT1 parece possuir fungdes importantes na inflamagdo. Uma forma pela
qual SIRT1 afeta a inflamacdo ¢ através da deacetilacdo e supressao do fator de transcri¢do
AP-1, que resulta na redugdo da expressdo de genes alvos deste fator que estdo envolvidos
na inflamagdo, como a Ciclooxigenase2 (COX2). Com a redugdo de COX2, existe uma
menor formagdo do mediador inflamatdrio Prostaglandina E, (PGE;) em macrdfagos. Esta
depressdo de PGE, é associada com uma melhor funcdo dos macrdfagos através de
fagocitose e agdo tumoricida (Zhang et al., 2010b). A deacetilagdo de AP-1 por SIRT1
regula negativamente a ativacéo de linfécitos T. Um estudo demonstrou que camundongos
nulos para SIRT1 apresentaram alta ativacdo de linfocitos T e perda da tolerancia
periférica (mecanismo de controle periférico de linfocitos autorreativos) e o aumento da
expressdo de SIRT1 induziu a deacetilagcdo de AP-1 e resultou em anergia destas celulas
(Zhang et al., 2009). Portanto, o fator de transcricdo AP-1 também estd envolvido na
funcéo celular de linfocitos T, sendo essencial na manutengdo da anergia clonal de células
T.

Outros estudos envolvendo modelos murinos knockout e knockdown de SIRT1
revelaram que estes animais apresentavam alta ativagdo do fator NF-«xB e alta liberagéo de
citocinas, ao passo que a ativacdo de SIRT1 inibia esta liberacdo de mediadores
inflamatorios mediada por NF-kB em macrdfagos (Rajendrasozhan et al., 2008; Schug et
al., 2010). Através da ativacdo de SIRT1 em macrofagos, existe uma menor expressdo de
genes pro-inflamatorios, o que reduz a inflamacgdo cronica (ver Figura 14 adaptada de
(Schug et al., 2010)).
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Figura 14. Ativacdo de SIRT1 reduz a expressdo de genes pro-inflamatérios em macréfagos.
Adaptado de (Schug et al., 2010).

Quando a expressdo de SIRT1 é comparada entre linfocitos T, é observado que os
maiores niveis de expressao sao encontrados em células T anérgicas, seguidas de células T
ativadas e por fim de linfocitos T virgens, que possuem o0s menores niveis de SIRT1
(Zhang et al., 2009). A anergia periférica de linfocitos T € um mecanismo que previne o
desenvolvimento de autoimunidade, onde proteinas supressoras sdo expressas quando ha
ligacdo de um TCR com autoantigeno ligado a0 MHC na auséncia de sinal coestimulatorio.
SIRT1 é uma destas proteinas responsaveis por manter a tolerancia periférica, visto que a
transcricdo de SIRT1 é induzida pela sinalizagdo anérgica de linfocitos T mediada pela
interacdo dos fatores FOXO3a e ERG2/3 que se ligam no promotor de SIRT1 e permitem
sua transcrigdo (Gao et al., 2012). Este mesmo estudo indicou que, durante a ativagdo de
linfocitos T, a citocina IL-2 sequestra FOXO3a e suprime SIRT1, permitindo a
proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T. Desta maneira, a presenca de IL-2 reverte a
tolerancia periférica de linfdcitos T.

Linfécitos T de camundongos com dele¢do in vitro para SIRT1 séo hiperproliferativos,
secretam mais IL-2, IFNy e IL-5, e sdo ativados sem a necessidade de coestimulacdo com a
molécula CD28 (Zhang et al., 2009). Esta hiperativacao € devida a perda da supressao das
vias NF-kB e AP-1 (Kong et al.). A sirtuina SIRT1 também interage com uma proteina
muito importante para a replicacdo do virus HIV, a proteina Tat. Esta é capaz de se ligar ao
dominio catalitico de SIRT1 e, assim, bloquear sua atividade. Com a inibicdo de SIRT1,
NF-kB se torna hiperacetilado nos linfocitos T CD4+ infectados e ocorre um aumento de
genes celulares e virais que induzem hiperativacdo destes linfdcitos e proliferagdo do HIV

(Kwon et al., 2008). SIRT1 também suprime a transcri¢do de Bclafl, fator necessario para
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a ativacdo e proliferacéo de linfdcitos T, através da inibicdo de NF- kB e da deacetilagdo
de residuos de lisinas em histonas localizadas no promotor do gene Bclafl (Kong et al.,
2011).

Além da inibicdo de NF-kB por SIRTI através da deacetilagcdo, existem outros
mecanismos pelos quais SIRT1 suprime a atividade transcricional deste fator. SIRT1
também é capaz de interagir com a transcricdo de genes alvo de NF-«B por se colocalizar
nestes sitios em complexo com a subunidade p65 deste fator e a acetiltransferase p300
(Kong et al., 2011). SIRT1 também interage com o correpressor transcricional TLE1 para
suprimir os genes-alvo de NF-kB (Ghosh et al., 2007). Além disso, em resposta a citocinas
inflamatorias, a subunidade p65 de NF-xB aumenta a transcrigdo do mRNA de SIRT1, que
diminui a atividade de p65, formando um mecanismo de retroalimentacdo (Kong et al.,
2011).

SIRT1 também deacetila Xbpl, que € um componente da unfolded protein response
(UPR) necessario para a maturagdo de linfocitos B em plasmdcitos e para a secregdo de
interferon B (IFNPB) por macrdfagos (Reimold et al., 2001; Zeng et al., 2010). Foi
verificado que esta deacetilagdo de Xbpl suprime a producdo de IFNP, e como
consequéncia ha inibigdo da ativagdo de células do sistema imune inato (Wang et al.,
2011).

Foi descoberto recentemente que SIRT1 deacetila e inibe STAT3 (Nie et al., 2009) e,
desta forma, possui papel na mediacdo da diferenciagdo de linfécitos CD4+. O fator
STAT3, que esta envolvido com um fen6tipo pro-inflamatdrio de linfocitos T, regula genes
que medeiam a diferenciagdo destes linfocitos Th em linfocitos Th2 ou Thl7 quando
estimulado por citocinas (Yang et al., 2007b). Adicionalmente, STAT3 é responsavel pelo
aumento da migracdo de linfocitos T para sitios de inflamacdo através da elevacdo na
expressdo da molécula CCLS5 por estas células (McLoughlin et al., 2005).

As moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC 1) sdo
importantes na estimulagdo de linfocitos T CD4+ e estdo presentes em células
apresentadoras de antigenos (APCs). Para ocorrer a expressdo do MHC |1, € necessério que
o fator CHITA (MHC Il Transactivator) recrute e forme um complexo protéico que medeia
a transativacdo do promotor de MHC II, permitindo sua transcrigdo. Um estudo

demonstrou que CTIIA é deacetilado pela sirtuina SIRT1, e esta modificacdo estabiliza

45



este fator, reforgando a transativagdo de MHC II. A transcricdo deste MHC depende da
deacetilagéo ativa de CTIIA por SIRT1 (Wu et al., 2011).

Outra forma pela qual SIRT1 afeta o sistema imune é através da deacetilagdo do fator
Foxp3. Foxp3 é um fator de transcri¢do essencial para a diferenciacdo de linfocitos T em
linfocitos Treg. Quando Foxp3 esta hiperacetilado, este fator se torna mais estavel e menos
susceptivel & degradacdo. O tratamento de linfocitos T com nicotinamida (inibidor de
SIRT1) resultou em maior acetilagdo de Foxp3, niveis mais elevados de Foxp3 e maior
niamero de celulas Treg com capacidade supressora em humanos e camundongos (van
Loosdregt et al., 2010).

A Figura 15 ilustra a participacdo de SIRT1 no sistema imunolégico, salientando seus

alvos e consequéncias de sua atuacao.

Participacdo da Sirtuina SIRT1 no Sistema Imunolégico

Consequéncias no Sistema Imunolégico
—> Suprime NF-xB

Inibig8o da hiperproliferagdo e hiperativagdo de linfécitos T CD4+
Redugdo de citocinas inflamatdrias de macrofagos e fibroblastos

—> Suprime AP-1

SIRTL +—> Suprime Xbpl  —3Inibicio da produgio de IFNP por macréfagos

—3 Suprime STAT3 —3.STAT3 é necessario para migraco de linfécitos T
STAT3 também é necessario para a diferenciacdo em Th2 e Th17

~—3> Suprime Foxp3 —3Menor estabilidade e maior degradagéo de Foxp3
Menor capacidade supressora de linfocitos Treg

—> Estabiliza CTIIA —3Permite a transativagio de MHC classe Il em APCs

Figura 15. Participagdo de SIRT1 no sistema imunolégico.

Estudos com camundongos knockout para SIRT1 demonstraram que estes tinham, com
grande frequéncia, inflamagao nas palpebras quando jovens e, aos dois anos, apresentavam
um fenotipo caracteristico de lapus, com hiperativacdo de linfdcitos T, grande quantidade
de anticorpos anti-nucleares, deposicdo de imunocomplexos de IgM e IgG nos rins e no
figado (Sequeira et al., 2008; Zhang et al., 2009). Entretanto, foi demonstrado que somente

a delecdo de SIRT1 em linfocitos T CD4+ de camundongos ndo alterou a ativacéo,
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proliferacdo e producdo de citocinas por estas células; adicionalmente, foi indicado que a
delecdo de SIRT1 em linfdcitos T regulatorios destes camundongos reforgou as fungdes
imunossupressoras destes linfocitos Treg, resultando em uma maior aceitagdo de enxertos
cardiacos com incompatibilidade de MHC (Beier et al., 2011). A divergéncia entre estes
estudos pode ser atribuida ao fato que possivelmente a expressdo de SIRT1 em todo o
organismo afete o desenvolvimento do sistema imune.

As funges anti-inflamatdrias de SIRT1 j& foram bem documentadas, mas ainda ndo é
claro como esta sirtuina é regulada em condigdes inflamatérias e em doengas autoimunes.
Com o tratamento da citocina pré-inflamatéria TNF-a em células do masculo liso vascular,
houve uma elevacdo nos niveis de mRNA e da proteina de SIRT1 devido a ligacdo de NF-
kB no promotor de SIRT1 (Zhang et al., 2010a). Em um estudo de Niederer e
colaboradores, foi visto que SIRT1 também é superexpressa em fibroblastos do tecido
sinovial de pacientes com a doenga inflamatéria autoimune artrite reumatdide (RA)
(Niederer et al., 2011). Neste trabalho, o tratamento destes fibroblastos e de mondcitos
sanguineos com TNF-a elevou os niveis de mMRNA e proteina de SIRT1 e foi observado
que os niveis dessa proteina também afetaram positivamente a produgdo de mediadores
pro-inflamatdrios IL-6 e IL-8. SIRT1 também parece possuir atividade pro-inflamatdria
nos mondcitos de RA, visto que a maior expressdo de SIRT1 induz a produgdo de TNF-a
por estas células, dependente da via NF-kB. Outro grupo de pesquisadores demonstrou que
0 tratamento com o inibidor de sirtuinas Sirtinol reduziu a resposta inflamatoria em
resposta a TNF-a através da supressdo de SIRT1 em células endoteliais microvasculares da
derme (Orecchia et al., 2011). Em contraste, em um estudo realizado por Zhu e
colaboradores, o tratamento de fibroblastos com resveratrol induziu a ativacédo de SIRTL,
que deacetilou e suprimiu a atividade de NF-kB e a expressdo de moléculas pro-
inflamatérias na presenca de TNF-a, exercendo efeitos anti-inflamatérios (Zhu et al.,
2011). Em outro trabalho, foi verificado que o modelo de colite induzida por sulfato de
sodio dextran em camundongos é associado a menores niveis de SIRT1 e ativacdo de NF-
kB e o tratamento destes camundongos com resveratrol reverteu a colite através do
aumento da expressdo de SIRT1 (Singh et al., 2010). Desta forma, os efeitos de SIRT1
sobre a inflamacéo e vice-versa parecem ser regulados por processos complexos. A forma

pela qual processos inflamatorios regulam a expressdo de SIRT1 junto da regulacdo de
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diferentes substratos celulares por esta enzima parece depender do tipo celular e das

condicdes fisiopatoldgicas envolvidas.

1.2.7 SIRT1 e Lapus Eritematoso Sistémico

No item 1.1.9 (Epigenética) salientamos que camundongos lupus-prone apresentam
uma hipoacetilacdo global das histonas H3 e H4 de linfocitos T CD4+ (Garcia et al., 2005).
Um estudo realizado por Hu e colaboradores em 2008 indicou que existe um aumento da
expressdo do mRNA de SIRT1 em linfécitos T CD4+ de pacientes com lUpus eritematoso
sistémico, acompanhado pela reducéo da acetilacdo global de H3 e H4 nesta células em
comparacdo a controles (Hu et al., 2008). Este mesmo estudo mostrou que o nivel de
acetilacdo global de H3 estd inversamente correlacionado com o indice de atividade da
doenca SLEDAI. Em 2009, este mesmo grupo de pesquisa demonstrou que também ha um
aumento da expressdo de mRNA e da proteina SIRT1 em linfocitos T CD4+ esplénicos de
camundongos propensos a lupus MRL/Ipr (Hu et al., 2009). Ao tratar estas celulas com
pequenos RNAs de interferéncia (SIRNA) para SIRT1, foi observado que com a
diminuicdo da expressdo de SIRT1, os niveis globais de acetilacdo de H3 e H4
aumentaram; a injecdo de SIRT1-siRNA também resultou na redugdo de niveis de
anticorpos anti-dsDNA e melhora do perfil renal. Estes resultados sugerem que a
superexpressdo de SIRT1 contribui para o mecanismo patogénico de lGpus e que sua
inibicdo pode ser terapéutica.

Como mencionado anteriormente, na presenca de TNF-a, a deacetilagdo de NF-kB por
SIRT1 parece sensibilizar as células a apoptose e pacientes com LES possuem niveis
elevados de TNF- o no soro (Aringer et al., 2002; Yeung et al., 2004). No trabalho de
Habib e colaboradores, foi demonstrado que linfécitos T de pacientes com LES sdo mais
susceptiveis & apoptose na presenca de TNF-a que controles saudaveis (Habib et al., 2009).
Além do possivel papel de SIRT1 na deacetilagdo global de histonas (Hu et al., 2009),
pode-se também especular que SIRT1 esteja envolvida na patogénese de LES por
deacetilar e suprimir NF-xB, permitindo maior sensibilizacdo a apoptose por TNF-a em
linfocitos T.

Em resumo, apesar de alguns estudos serem controversos, pode-se visualizar que
SIRT1 parece ser um elemento crucial para regulacdo do sistema imune normal e para a

patogénese de doencas autoimunes como o LES. A manutencdo dos niveis de SIRT1
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parece ser necessaria para a prevencdo do desenvolvimento de LES, visto que com o
knockout de SIRT1 hd o desenvolvimento da autoimunidade semelhante a ldpus em
camundongos, com perda da tolerdncia periférica, hiperativagdo de linfocitos T, presenca
de anticorpos antinucleares e deposi¢do de imunocomplexos em rins e figado. Entretanto,
apds o desenvolvimento da doenca, pode-se observar que existe um aumento da expressdo
de SIRT1 em linfocitos T CD4+, tanto de camundongos como de pacientes, e esta
expressdo elevada reflete em niveis de hipoacetilacdo de histonas H3 e H4, sendo que o
status de acetilagdo desta primeira se correlaciona negativamente com a atividade da
doenca. Desta forma, SIRT1 parece contribuir para a etiologia, para a patogénese e para a
morbidade associada ao lipus de maneiras ainda ndo tdo claras. Torna-se, portanto,
necessaria uma analise de variantes genéticas de SIRT1 a fim de esclarecer o papel desta

molécula na susceptibilidade ao LES, assim como na morbidade associada a esta patologia.

2. Objetivos

O presente projeto de mestrado possui como objetivos gerais a investigagdo do
papel de polimorfismos da regido promotora do gene SIRT1 na susceptibilidade a lGpus
eritematoso sistémico. Os objetivos especificos principais consistem na avaliacdo das
frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs12778366 e rs3758391 e das
frequéncias dos haplétipos formados pelos respectivos polimorfismos em pacientes com
LES e controles saudaveis, assim como a analise de correlagbes entre pardmetros clinicos e
estas variantes genéticas. Como objetivos especificos secundarios, serdo avaliadas também
as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas, juntamente com as correlacbes de
pardmetros clinicos dos polimorfismos de baixa frequéncia alélica localizados
proximamente aos respectivos SNPs: rs10740280, rs143094735, rs71971907,
rs146157701, rs140114858, rs142146381. Além disso, este serd o primeiro estudo de
associacdo envolvendo polimorfismos do gene SIRT1 e a susceptibilidade a uma doenca

inflamatdria autoimune sistémica — LES.
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SIRT1 promoter polymorphisms as clinical modifiers on systemic lupus

erythematosus

Camila Rosat Consiglio, Juliana da Silveira Schauren, Odirlei André Monticielo, Ricardo

Machado Xavier, Jodo Carlos Tavares Brenol, José Artur Bogo Chies.

Abstract:

Obijective. Silent mating type Information Regulator 2 homolog 1 (SIRT1) is a deacetylase
protein that participates in several physiological processes with importance in
transcriptional silencing, apoptosis, immune system regulation and inflammation. Systemic
lupus erythematosus (SLE) is an inflammatory autoimmune disease in which upregulated
expression of SIRT1 on CD4+ T lymphocytes of active patients has been reported. Also,
global hypoacetylation of histones H3 and H4, with H3 hypoacetylation was correlated
with a higher disease activity index. SIRT1 promoter SNPs rs12778366 and rs3758391
may account for differential expression of this molecule and the role of these variants was

investigated in SLE susceptibility and morbidity.

Methods. Genomic DNA was extracted from peripheral blood of 367 SLE patients and 290
healthy controls. SIRT1 SNPs rs12778366 and rs3758391 were amplified through PCR and

genotyped through sequencing.

Results. No statistically significant differences were observed between patients and
controls for allelic, genotypic or haplotypic frequencies. Nevertheless, SIRT1 rs3758391
SNP was not in Hardy-Weinberg equilibrium, presenting an excess of CC and TT

homozygous both in patients and controls. SLE patients with TT and CT genotypes
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displayed a higher chance of developing lupus nephritis (Pcorr=0.012, OR=2.04 95% ClI
1.32 — 3.14) and presented a higher disease activity index (Mean rank 170.95 vs 137.26,

Pcorr=0.006) when compared with CC homozygous patients.

Conclusion. Our results suggest that SNP rs3758391 modifies SLE morbidity, with
rs3758391 T allele being a risk factor for nephritis and a higher SLEDAI. Nevertheless, it
remains to be elucidated how the SIRT1 rs3758391 variation functionally influences SLE

severity.
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Introduction:

Silent mating type Information Regulator 2 homolog 1 (SIRT1) is a NAD+-
dependent deacetylase that has been shown to play important roles in calorie restriction,
aging, metabolism and apoptosis — reviewed in (1). SIRT1 can be observed in the nucleus
and cytoplasm of a variety of tissues and it has been reported that this enzyme is able to
promote deacetylation of lysine residues (K) on histones (H), such as H1K26, H3KO9,
H3K14, H3K56 and H4K16, resulting in transcriptional silencing (2-4). Additionally,
SIRT1 also deacetylates non-histone proteins and transcription factors, many of which
affect the immune system and inflammation — reviewed in (5). Deacetylation of AP-1
transcriptional factor by SIRT1 results in lower production of ciclooxigenase-2 and
prostaglandin E2 in macrophages (6) and T cell anergy induction and decreased production
of IL-2 by T cells (7). SIRT1 also deacetylates the p65 subunit of NF-«xB, suppressing its
transcriptional activity (8). As a consequence, cells become sensitized to TNF-a-induced
apoptosis (8), macrophages and fibroblasts have a reduction in proinflammatory gene
expression and cytokine release (9, 10) and endothelial cells diminish the expression of
adhesion molecules (11). SIRT1 is also implicated in establishing peripheral tolerance, as
SIRT1 levels are higher in anergic T cells (7) and its transcription has been demonstrated
to be induced by anergic T cell signaling (12). Moreover, Sirtl knockout mice exhibit loss
of peripheral tolerance, hyperactivation and hyperproliferation of T lymphocytes, presence
of antinuclear autoantibodies (ANA) and immune complex deposition in kidneys and liver,

displaying a lupus phenotype (7, 13).

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory disorder that
involves autoantibody production, immune complex deposition and tissue inflammation

and damage. SLE has a multifactorial etiology, being characterized by heterogeneous
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manifestations that may affect a diversity of tissues and systems, such as the skin, joints,
kidneys, hematopoietic and central nervous system. SLE has an incidence rate of 4.8 to 8.7
cases per 100.000 habitants in Brazil (14, 15) and is more frequent among women and
individuals with African ancestry (16, 17). Hu et al have observed increased SIRT1 mRNA
levels and global hypoacetylation of histones H3 and H4 in CD4+ T lymphocytes of active
SLE patients (18). Also, global H3 acetylation levels inversely correlated with SLE disease
activity index (SLEDAI). This trend was also observed in MRL/Ipr lupus-prone mice and
SIRT1-siRNA treatment of splenic CD4+ T lymphocytes resulted in higher H3 and H4
acetylation levels, reduction of autoantibodies and attenuation of kidney damage in these

mice (19).

SIRT1 is located on chromosome 10 (10g21.3) and polymorphic variants of this
gene have been studied in the susceptibility of several disorders, such as metabolic and
neurodegenerative diseases (20-22). Promoter region variants may account for differential
SIRT1 expression, rendering individuals susceptible to certain pathologies (20, 23-25). Due
to the involvement of SIRT1 in the immune system, inflammation and SLE pathology, the
aim of this study was to analyze the SIRT1 promoter region polymorphisms rs3758391 and
rs12778366 in relation to genetic susceptibility to SLE and its importance to SLE clinical
manifestations. This is the first study to address a potential role of SIRT1 on genetic

susceptibility in an inflammatory autoimmune disease.

Material and methods:

Patients

Blood samples were collected from 367 SLE patients from the Division of

Rheumatology of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) in Porto Alegre, RS,
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Brazil. The patients were diagnosed according to the American College of Rheumatology
(ACR) revised criteria for SLE. SLEDAI was applied to patients as a measure of disease
activity. Blood samples of 290 healthy controls were also collected from blood donors of
HCPA, Porto Alegre, RS, Brazil. The protocol of this study was approved by the Ethics
Committee (CEP-HCPA 00-145 and 05-063) and written informed consent was obtained

from all individuals studied.

Genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples by salting out
technique. Specific primers were designed for the SIRT1 gene promoter region
encompassing rs3758391 and rs12778366 SNPs: SIRT1-F 5
CAGAGGGATTGGTATGAAGGAACGC 3’ and SIRT1-R S’
AGCCCTTCCACTTTCCTCTCTCCCT 3’. Polymerase chain reaction (PCR) was
performed in a 25 pL reaction with final concentrations as follows: 1x PCR Buffer, dNTP
0.4 mM, MgCl, 1.5 mM, 10 pmol/uL of each primer, 1U of Platinum Taq DNA
Polymerase and 100ng of genomic DNA. The initial denaturation cycle was performed at
94°C for 5min, followed by 40 cycles of 94°C for 45s, 63.4°C for 30s and 72°C for 1min
and a final extension cycle of 72°C for 5min. The PCR products of 911 bp were quantified
by Low Mass (Invitogen-Life Technologies, Sdo Paulo, Brazil) in 1% agarose gels and
samples concentrations of 10-50 ng/pL were selected. PCR products were then sequenced
using SIRT1-F primer in an ABI 3730 XL DNA Sequencer according to the
manufacturer’s manual. Genotyping of the sequenced data was performed through
sequencing FinchTV software version 1.4.0 and the results were manually checked. Two
main polymorphisms, rs12778366 and rs3758391, were analyzed due to previously

described influence in differential SIRT1 expression. The sequencing data also allowed
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analysis of SNPs rs10740280, rs143094735, rs71971907, rs146157701, rs140114858 and
rs142146381. The variant rs140114858, although evaluated and identified as polymorphic

in the present work, is no longer described on SNP databanks.
Statistical Analysis

Statistical analysis were performed using SPSS Software (SPSS Inc., Chicago, IL)
and WinPepi (26). The significance level of analysis was set at a = 0.05 (two tailed).
Hardy-Weinberg (HW) expectations, allelic and genotypic frequencies were compared
using chi-squared tests, using Yates correction when necessary. Haplotype frequencies
were estimated by MLocus Software (27). Clinical manifestations of SLE were analyzed
by chi-square tests. Bonferroni correction for multiple comparisons was applied when the
resulting P value was significant. Mean rank of first SLEDAI scores (i.e., the SLEDAI at

diagnosis) were compared using Kruskall-Wallis and Mann-Whitney tests.
Results:

A total of 367 SLE patients and 290 healthy controls were analyzed for SIRT1
promoter rs3758391 and rs12778366 polymorphisms. Mean age of patients was 45.9 +
14.5 years and of controls was 44.2 + 8.4 years at blood withdrawal. Mean age of patients
at diagnosis was 32.5 + 13.7 years. Table 1 displays clinical and demographic features of

patients and controls.

As genotypic frequencies did not differ among ethnicity and gender in SLE patients
and controls for both SIRT1 rs12778366 and rs3758391 polymorphisms (the major variants
evaluated in the present study), the data was compared taking all patients as a single group,
without stratification. No departures from Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) were

detected when comparing SIRT1 rs12778366 genotypes in patients and controls (X?=0.55,
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P=0.46; X°=0.28, P=0.60, respectively). Nonetheless, a deviation of the HWE was
observed in both patients and controls regarding SIRT1 rs3758391 SNP, with an excess of
CC and TT homozygous in both groups (X?=4.89, P=0.027; X?=6.02, P=0.014,
respectively). Considering that, sequences were manually checked in order to avoid

sequencing errors due to specific DNA tertiary structures.

Systemic lupus erythematosus clinical features were accessed to investigate the
genetic influence of SIRTL1 in disease activity and morbidity. Preliminary analysis of
SIRT1 rs12778366 SNP in SLE disease outcome revealed an association with SLE
photosensitivity; nonetheless, significance was lost after correction for multiple
comparisons. Initial analysis of SIRT1 rs3758391 polymorphism indicated an association
between this SNP and SLE clinical manifestations of SLEDALI, discoid rash, nephritis and
immunological disorder, the last being ascribed to anti-Sm and anti-Ro autoantibodies
(data not shown). However, after correction for multiple comparisons, only the
associations of SLEDAI and nephritis remained statistically significant (Table 2). Patients
bearing SIRT1 rs3758391 TT and CT genotypes presented a higher mean first SLEDAI
than CC homozygous (Pcorr=0.024, mean SLEDAI 3.87 + 4.82, 3.51 £ 499 and 1.92 +
3.07, respectively — table 2). Since SLEDAI did not follow a normal distribution, non-
parametric tests were applied. As patients with TT and CT genotype did not differ
statistically among first SLEDAI mean rank, they were analyzed together in a dominant
model. The results indicated that carriers of the T allele display a higher SLEDAI mean
rank than CC patients (170.95 vs 137.26, Pcorr=0.006 — table 2). Additionally, we
observed a higher frequency of nephritis among SLE patients carrying the rs3758391 T
allele when compared with CC homozygous patients (Pcorr=0.012, OR=2.04 95% CI 1.32

—3.13, table 2).
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Analysis of allelic and genotypic frequencies of SIRT1 rs12778366 SNPs in
patients and controls indicated no association with SLE susceptibility (P=0.287 and
P=0.558, respectively; table 3). Also, no differences were detected between patients and
controls concerning SIRT1 rs3758391 variants (Pgenotype=0.877, Pallele=0.707, table 3).
The SIRT1 rs12778366 and rs3758391 variants were shown to be in mild linkage
disequilibrium (R%patients=0.219 and RZcontrols= 0.252). When comparing haplotypic
frequencies of SIRT1 rs12778366 and rs3758391 variants, we observed three haplotypes T-
T, C-T and T-C; moreover, haplotypic frequencies did not differ between patients and

controls (P=0.75; table 3).

Further investigation was performed concerning low frequency allele
polymorphisms present on the region covered by the sequenced SIRT1 promoter amplicon.
Polymorphisms rs10740280 (-1759), rs143094735 (-1476), rs71971907 (-1442),
rs146157701 (-1289), rs140114858 (-1213) and rs142146381 (-1142) were detected. SNPs
rs71971907 and rs142146381 were monomorphic in patients and controls, while the
remaining variants presented allele frequency of maximum 0.52%, ascribed to the presence
of rare heterozygous (data not shown). Worthy of note, the only two SLE patients with
SIRT1 rs143094735 CT genotype were positive for neurologic disorders. Moreover, one of
these patients was also negative for the presence of antinuclear antibody, a quite unusual

finding among SLE patients.
Discussion:

In the present study, we investigated the role of the SIRT1 promoter region
rs12778366 and rs3758391 polymorphic variants in SLE susceptibility and clinical

outcome. The involvement of SIRT1 in peripheral tolerance, inflammation, apoptosis and
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transcriptional silencing indicates a possible participation of this molecule in the SLE
etiopathogenesis. This study was the first to address the influence of genetic variants of the

SIRT1 gene in the development of an autoimmune disease.

Among the clinical features analyzed, our results pointed to a role of SIRT1 in
disease outcome, as the frequency of SIRT1 rs3758391 variant was statistically different
considering SLEDAI and nephritis. Patients that presented the rs3758391 T allele had
higher mean rank in SLEDAI than C homozygous (170.95 vs 137.26, Pcorr=0.006). A
protective effect of SIRT1 rs3758391 SNP has also been observed in other conditions
besides lupus severity. For example, the CC genotype was more frequent among healthy
aged as compared to younger subjects (OR=3.04, P=0.027) (28). Also, rs3758391
heterozygous presented lower hazard ratio for cardiovascular mortality in elderly subjects
(HR=0.77, P=0.018) (29). The SIRT1 rs3758391 polymorphism is located in the promoter
region, at a p53-binding site, close to a HIC1 binding sequence (24). The T allele binds
with more affinity to p53 and is less susceptible to HIC1-induced repression under nutrient
stress (24). In this context, TT and CT genotypes lead to increased SIRT1 expression in
skeletal muscle of overweight individuals under 6 months of calorie restriction when
compared to the CC genotype. Since it has been shown that active SLE patients present
CD4+ T lymphocytes that express higher levels of SIRT1 mRNA, global hypoacetylation
and also have a higher SLEDAI score that correlates with H3 hypoacetylation (18), and
that SIRT1-siRNA treatment of CD4+ T lymphocytes of lupus-prone mice enhances global
acetylation levels of H3 and H4, reduces levels of anti-dsDNA antibodies and improves
kidney damage (19), it is tempting to speculate that the association found between SIRT1
rs3758391 T allele with a higher SLEDAI may be explained by higher levels of SIRT1 in

CD4+ T lymphocytes, possibly having an impact on histone hypoacetylation. Also, since
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SLE patients present higher serum levels of TNF-a (30) and T lymphocytes more
susceptible to TNF-a-induced apoptosis (31) and as SIRT1 can deacetylate NF-«B,
sensitizing cells to TNF-a-induced apoptosis (8), SIRT1 expression may be involved with
a higher SLEDAI through induction of apoptosis. However, the correlation between the T
allele and a higher SIRT1 expression is controversial, since using a luciferase reporter gene
assay, Rai et al. were unable to evidence any difference on SIRT1 expression in relation to

rs3758391 genotypes (23).

Another indication of SIRT1 genotype contribution to disease burden was
highlighted by the fact that rs3758391 T allele carriers also presented a higher risk of
developing nephritis when compared to patients with the CC genotype (OR=2.04,
Pcorr=0.012, 95% CI 1.32 — 3.13). Lupus nephritis is a SLE clinical manifestation that
may result from deposition of preformed serum immune complexes and binding of
autoantibodies to glomerular antigens in situ, resulting in intense kidney inflammation. As
aforementioned, it is possible that, under SLE conditions, the SIRT1 rs3758391 T allele
differentially induces SIRT1 expression, influencing on histone global acetylation levels in
CD4+ lymphocytes, production of autoantibodies, kidney damage and SLEDAI. This

mechanism remains to be elucidated through further functional studies.

Additionally, the influence of SIRT1 in renal function may lie on its ability to
deacetylate non-histone substrates in this organ, since its expression has already been
shown to exert protective effects in the kidneys in different situations (32-34). Nonetheless,
it remains to be determined whether SIRT1 expression is nephroprotective in lupus
nephritis patients and how the rs3758391 polymorphism influences SIRT1 gene expression

in this organ.
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According to our data, SIRT1 promoter rs12778366 and rs3758391 polymorphisms
are not associated with SLE susceptibility in a Southern Brazilian population, as shown by
no differences in allelic, genotypic and haplotypic frequencies between patients and
controls (rs12778366: Pallele=0.287, Pgenotype=0.558; rs3758391: Pallele=0.877,
Pgenotype=0.707; Phaplotype=0.75). Previous studies have investigated the role of the
SIRT1 rs12778366 SNP in several disorders, having found no association with this
polymorphism and diabetic nephropathy, major depressive disorder, schizophrenia, bipolar
disorder and metamphetamine-induced psychosis (25, 35-37). The SIRT1 rs3758391 T
allele has been associated with type 2 diabetes (OR=1.36, P=0.022) (20). On the other
hand, the SIRT1 rs3758391 polymorphism has been studied in the context of aging by
different research groups, with controversial results of its influence on longevity (28, 29,
38). It is relevant to highlight that, in our population, while the rs12778366 SNP was in
HWE, the rs3758391 genetic marker deviated from HW expectations in both patients and
controls, due to a rise in the frequency of TT and CC homozygous. The aforementioned
studies of SIRT1 rs3758391 variant all reported no departures from HWE in the Dutch,
German and Han Chinese populations. Our excess of both homozygous could be an
indicative of a disruptive selection in the Southern Brazilian population. Notwithstanding,
it is also possible that this finding is a result of linkage disequilibrium (LD) with another
polymorphism of the SIRT1 gene. In fact, this variant has been described to be in LD with
other SNPs throughout the SIRT1 gene (29, 38). As there are no reports of other studies on
SIRT1 polymorphic variants in Brazil, other Brazilian population should be investigated in
order to determine whether this homozygous excess is exclusively found in this region of

Brazil.
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The frequency of SIRT1 rare promoter variants have also been accessed in the
present study. Worthy of note, the only two SLE patients with SIRT1 rs143094735 CT
genotype were positive for neurologic disorders. Moreover, one of these patients was also
negative for the presence of antinuclear antibody, a quite unusual finding among SLE
patients (among our 364 patients, only 2 were negative for the presence of antinuclear
antibodies). Rare variants may exert substantial effect on the susceptibility of a trait and, as
highlighted by Manolio et al, identification of rare variants may be important to elucidate
possible functional regions of the genome and to help explain the missing genetic variance

underlying complex diseases (39).

In conclusion, our results indicate that although the SIRT1 gene rs3758391 and
rs12778366 polymorphisms do not seem to influence lupus susceptibility, rs3758391 T
allele is a risk factor for higher disease activity and lupus nephritis development and,
therefore SIRT1 can be viewed as a clinical modifier of SLE. Nonetheless, functional
studies should be addressed in order to elucidate how the SIRT1 rs3758391 polymorphism

is truly affecting SLE morbidity.
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Table 1 Clinical and demographic features of patients and controls

Features N? (%) Mean = SD
Controls Woman 91/287 (31.4) -

Controls European-derived 234/290 (80.7) -

Age controls 264 442 +8.4
SLE Woman 336/365 (92.1) -

SLE European-derived 276/364 (75.8) -

Age SLE 365 459+ 145
Age SLE diagnosis 364 325+£137
Malar Rash 200/365 (54.8) -

Discoid Rash 53/365 (14.5) -
Photosensitivity 276/365 (75.6) -

Oral/ nasal ulcers 130/365 (35.6) -

Arthritis 300/365 (82.2) -

Serositis 114/364 (31.3) -

Nephritis 158/365 (43.3) -
Neurologic disorders 43/365 (11.8) -
Hematologic disorders 284/365 (77.8) -
Immunologic disorders 250/363 (68.9) -

ANA 362/364 (99.5) -

SLEDAI 314 1.0° (0, 4.0)°

ANA, antinuclear antibody, SLEDALI, systemic lupus erythematosus disease activity index.
#Number of individuals with the feature/total analyzed.
"Median.

°Percentiles 25, 75.
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Table 2 SIRT1 rs3758391 SNP and SLE clinical manifestations

rs3758391 genotype TT CT CcC OR (95% CI) Pcorr
N (%) N (%) N (%)

First SLEDAI

Mean £ SD 387+4.82 351+499 1.92+3.07 0.024%

Mean Rank 172.42 170.30 137.26 0.006"°

Nephritis

Yes 28 (17.8) 77 (49.0) 52(33.1) 2.04(1.32-3.14) 0.012

No 30 (14.6) 72(35.1) 103 (50.2)

®Kruskal-Wallis test
®Mann-Whitney test

°TT and CT as risk genotypes
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Table 3 SIRTL allelic, genotypic and haplotypic frequencies in patients and controls.

Patients Controls P
N (%) N (%)
Genotype rs12778366
TT 290 (79.2) 220 (75.9) 0.558
CT 70 (19.1) 64 (22.1)
CC 6 (1.6) 6(2.1)
Allele rs12778366
T 650 (88.8) 504 (86.9) 0.287
C 82 (11.2) 76 (13.1)
Genotype rs3758391
TT 58 (15.9) 50 (17.4) 0.877
CT 149 (40.9) 115 (40.1)
CC 157 (43.1) 122 (42.5)
Allele rs3758391
T 265 (36.4) 215 (37.46) 0.707
C 463 (63.6) 359 (62.54)
Haplotype
rs12778366/rs3758391
TIT 93 (25.26) 71(24.38) 0.75
CIT 41 (11.17) 38 (13.10)
T/C 233 (63.57) 181 (62.52)
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4. Discussao

No presente estudo, foi investigado o papel dos polimorfismos rs12778366 e
rs3758391 do promotor de SIRT1 na susceptibilidade ao lUpus eritematoso sistémico e suas
manifestacBes clinicas. O envolvimento da molécula SIRT1 em processos como a
tolerancia periférica, inflamacéo, apoptose e silenciamento transcricional indicam uma
possivel participagdo desta molécula na etiopatogénese do LES. Este foi o primeiro estudo
de associacdo a analisar variantes genéticas do gene SIRT1 no desenvolvimento de uma

patologia autoimune.

Dentre os parametros clinicos avaliados dos pacientes, os resultados obtidos
indicaram um possivel papel para SIRT1 como uma molécula modificadora da doenca.
Inicialmente, foram observadas associacbes entre o polimorfismo rs12778366 e
fotossensibilidade e entre o SNP rs3758391 e erupcdo discoide, nefrite, distarbios
imunolégicos e SLEDAI. Apo6s corregdes para multiplas comparag@es, os dados apontam
para um envolvimento de SIRT1 na atividade da doenca e na manifestagdo clinica de
nefrite. Pacientes portadores do alelo T do polimorfismo rs3758391 do gene SIRT1
apresentaram um ranking médio de SLEDAI mais elevado em relacdo aos pacientes
homozigotos para o alelo C (170,95 vs 137,26, Pcorr=0,006). O efeito protetor deste SNP
também j4 foi observado em outras condicOes além da severidade de lapus. O genétipo CC
foi descrito como mais frequente entre individuos com envelhecimento saudavel
(OR=3,04, P=0,027) (Zhang et al., 2010c). Outro estudo demonstrou que heterozigotos,
mas ndo homozigotos TT, apresentaram menor risco para mortalidade cardiovascular em
individuos idosos (HR=0,77, P=0,018) (Kuningas et al., 2007).

E possivel que em situacBes fisiopatoldgicas variaveis, o polimorfismo rs3758391
possa afetar diferencialmente a expressdo de SIRT1 e influir na sua atividade de
deacetilase sobre diversos substratos. A variante rs3758391 est4 contida em um sitio de
ligacdo & p53 com localizagdo proxima a uma sequencia de ligacdo a HIC1 no promotor de
SIRT (Nagvi et al., 2011). O alelo T deste SNP se liga com maior afinidade & p53 e €
menos susceptivel & repressdo induzida por HIC1 na condi¢do de estresse nutricional, o
que resulta em uma elevada expressdo de SIRT1 quando comparada ao genotipo CC

(Naqvi et al., 2011). Visto que linfocitos T CD4+ de pacientes com LES ativo
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apresentaram um aumento na expressdo de SIRT1, hipoacetilacdo global e altos escores
SLEDAI correlacionados com a hipoacetilagdo de H3 (Hu et al., 2008), e que o tratamento
com siRNA para SIRT1 em linfocitos T CD4+ de camundongos propensos a ltpus elevou
0s niveis de acetilacdo global de H3 e H4, reduziu os niveis de anticorpos anti-dsDNA e
melhorou o dano renal (Hu et al., 2009), pode-se especular que o alelo T, associado a
maiores indices SLEDAI, possa implicar em uma maior expressdo de SIRT1 em linfdcitos
T CDA4+ de pacientes com LES, resultando em uma consequente hipoacetilacdo global de
histonas H3 e H4, represséo transcricional e maior atividade da doenga. Entretanto, em um
estudo envolvendo um ensaio de gene repdrter com luciferase, Rai e colaboradores ndo
evidenciaram diferengas na expressdo de SIRT1 em relacdo aos genotipos do polimorfismo
rs3758391 (Rai et al.,, 2012). Portanto, uma andlise funcional desta variante pode
esclarecer a forma pela qual ela regula a expressdo de SIRT1 no contexto inflamatério de

lGpus e contribui para variagdo dos indices de SLEDAL.

Alternativamente, € possivel que a maneira pela qual uma elevada expresséo de
SIRT1 esteja envolvida com maiores indices SLEDAI seja através da promocéo de
apoptose. SIRT1 é capaz de deacetilar e suprimir NF-kB, permitindo maior sensibilizagdo
a apoptose por TNF-a em linfocitos T (Yeung et al., 2004). Pacientes com LES possuem
maiores niveis séricos de TNF-a (Aringer et al., 2002) e seus linfocitos T sdo mais
susceptiveis & apoptose na presenca de TNF-a que controles saudaveis (Habib et al., 2009).
Desta forma, é possivel que os maiores niveis de SIRT1 encontrados em linfocitos T CD4+
de pacientes estejam contribuindo para um aumento de células apoptéticas, com
consequente liberagdo do contetdo intracelular das mesmas, o que poderia facilitar a
producdo de autoanticorpos e elevar a atividade da patologia. A verificacdo deste possivel
mecanismo, assim como da influéncia do polimorfismo rs3758391 sobre a expressdo
diferencial de SIRT1, auxiliard a elucidacdo do papel desta proteina na morbidade

associada ao LES.

Outra indicacéo da contribui¢do genética de SIRT1 para o desfecho clinico de LES
foi 0 maior risco de desenvolvimento de nefrite entre pacientes portadores do alelo T em
relagdo aos pacientes homozigotos CC para o polimorfismo rs3758391 do promotor de
SIRT1 (OR=2,04, Pcorr=0,012, 95% IC 1,32 — 3,13). A nefrite lUpica é uma manifestagdo

clinica do LES cuja origem pode ser a deposicdo de imunocomplexos pré-formados no
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soro e ligacdo de autoanticorpos a antigenos glomerulares in situ, resultando em intensa
inflamacéo renal. Como mencionado anteriormente, existem evidéncias controversas sobre
a participagéo deste polimorfismo na expressdo de SIRT1 (Naqvi et al., 2011; Rai et al.,
2012). Porém, é possivel que esta variante polimdrfica modifique a expresséo de SIRT1 na
condicdo da patologia de LES de uma forma ainda ndo esclarecida, como através do
aumento de SIRT1 em linfocitos T CD4+ de pacientes, participando da promocdo de

hipoacetilacdo global de H3 e H4, aumento da producéo de autoanticorpos e dano renal.

Além da participacdo de SIRT1 na funcdo celular de linfocitos, esta enzima
também possui importante influéncia na funcdo renal, podendo ser resultante da sua
capacidade de deacetilar substratos ndo-histonas. J& foi evidenciado que a expressdo de
SIRT1 exerce efeito protetor sobre os rins por suprimir a apoptose através da reducéo dos
niveis de p53 acetilados (Fan et al., 2013). A ativagdo de SIRT1 melhora a funcdo renal
geral, enquanto a delecdo de uma copia do gene SIRT1 intensifica o dano renal em
camundongos com dano renal agudo (Fan et al., 2013). Adicionalmente, a expresséo de
SIRT1 atenua a apoptose dependente de ROS via deacetilacdo de p53 e a apoptose
dependente de TGF-B1 via deacetilagdo de Smad7 em células mesangiais do glomérulo
(Kume et al., 2006; Kume et al., 2007). Visto que camundongos knockout para SIRT1
exibem deposicdo de imunocomplexos e infiltracdo de linfocitos nos rins, pode-se
especular que a presenca de uma variante genética que resulte em baixos niveis de

expressdo de SIRT1 possa desencadear um fen6tipo semelhante predispondo a neffrite.

Além da presente associacdo do alelo T do polimorfismo rs3758391 de SIRT1 com
nefrite, este mesmo alelo j& foi associado a diabetes tipo 2 (OR=1,36, P=0,022) (Cruz et
al., 2010). Também foi demonstrado que o tratamento de camundongos diabéticos com
resveratrol ativou a via de sinalizagdo SIRT1-PGC-1a e preveniu o desenvolvimento de
nefropatia diabética (Kim et al., 2013). Além disso, rins de ratos modelo para diabetes tipo
2 apresentam expressao reduzida de SIRT1, o que resulta em elevados niveis de acetilagdo
de NF-kB, com consequente expressdo de genes pro-inflamatérios e inflamagdo renal
(Kitada et al., 2011). Outros estudos devem ser realizados a fim de esclarecer se este

contexto também é encontrado em rins de pacientes com lGpus.

Através dos resultados e trabalhos citados até 0 momento, seria possivel mencionar

que a expressdo de SIRT1 parece ter influéncias controversas na patologia de lGpus. Se por

72



um lado, a falta de SIRT1 em camundongos parece induzir uma sindrome semelhante a
lGpus, como uma maior expressdo desta molécula poderia estar implicada em maiores
escores da atividade da doenca? O que parece acontecer é que existe um balango adequado
para a expressdo desta proteina. Niveis muito baixos ou nulos no organismo acabam sendo
prejudiciais, da mesma forma que altos niveis de expressdo de SIRT1 em determinados
tecidos poderiam influenciar na capacidade desta enzima de regular outros substratos e
processos, como NF-kB e apoptose. Desta forma, apesar de muitos trabalhos indicarem
que SIRT1 é capaz de exercer uma funcdo anti-inflamatéria através da deacetilacdo de AP-
1 e NF- kB, um aumento da sua expressdo acima dos niveis considerados normais pode
influir em outras rotas de sinalizagdo, possivelmente resultando em desfechos que
desencadeiem mais inflamacdo. Adicionalmente, cabe ressaltar que, como SIRT1 &
expressa em uma grande variedade de tecidos, sua variavel expressdo poderd influenciar
diferentes cascatas de sinalizagcdo de maneira alternativa em cada tecido, podendo resultar

em distintos desfechos.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, os polimorfismos rs12778366 e
rs3758391 do gene SIRT1 ndo estdo associados a susceptibilidade ao lpus eritematoso
sistémico, visto que ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas nas
frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas entre pacientes e controles de Porto Alegre
(rs12778366: Palelo=0,287, Pgendtipo=0,558; rs3758391: Palelo=0,877,
Pgendtipo=0,707; Phapl6tipo=0,75). Entretanto, deve-se salientar que talvez tais
resultados estejam apenas refletindo que estas variantes genéticas ndo possuem um papel
na predisposicdo genética a LES nesta populacdo estudada e é possivel que o efeito seja
diferente em outras populagdes. Foi previamente descrito em um estudo com gene repdrter
que o alelo T do polimorfismo rs12778366 do gene SIRT1 esta associado a niveis mais
altos de expressdo em comparacgdo ao alelo C (Rai et al., 2012). A influéncia do SNP
rs12778366 também foi investigada na predisposi¢do a diversas patologias em estudos de
associacdo, mas ndo foi observada associacdo entre esta variante genética e nefropatia
diabética, transtorno depressivo maior, esquizofrenia, transtorno bipolar ou psicose
induzida por metanfetamina (Kishi et al., 2011a; Kishi et al., 2011b; Kishi et al.; Kishi et
al., 2010; Maeda et al., 2010). J& o papel do polimorfismo rs3758391 foi analisado no
processo de envelhecimento por diferentes grupos de pesquisa, e resultados conflitantes

foram encontrados a respeito de sua influéncia sobre a longevidade (Flachsbart et al.,
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2006; Kuningas et al., 2007; Zhang et al., 2010c). E relevante ressaltar que o
polimorfismo rs12778366 estava em equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo do
presente estudo, mas as frequéncias genotipicas do SNP rs3758391 desviaram daquelas
esperadas pelo equilibrio de HW, observando-se um excesso de homozigotos TT e CC em
pacientes e controles. Os estudos de associagdo com o polimorfismo rs3758391,
previamente mencionados, observaram frequéncias genotipicas de acordo com o esperado
para o equilibrio de HW em populacdes holandesa, alemd e chinesa Han. O excesso de
homozigotos encontrado na populagdo do sul do Brasil poderia ser um indicativo de
selecdo disruptiva. Entretanto, este achado pode também resultar de um desequilibrio de
ligacdo entre esta variante genética e outro polimorfismo no gene SIRT1, visto que este
SNP j4 foi descrito em desequilibrio de ligagdo com outros polimorfismos (Flachsbart et
al., 2006; Kuningas et al., 2007). Como ainda ndo existem outros estudos abordando a
frequéncia destas variantes genéticas no Brasil, seria interessante avalid-las em outras
populagdes brasileiras a fim de verificar se o excesso de homozigotos TT e CC descrito

também é encontrado em outras regides.

Neste trabalho, foram também avaliadas as frequéncias de variantes raras
polimorficas do promotor de SIRT1. E relevante salientar que 2 dos 364 pacientes
estudados eram negativos para a presenca de anticorpos antinucleares, manifestacéo clinica
muito comum entre pacientes com ldpus. Destes dois pacientes, um apresentou genotipo
heterozigoto para o polimorfismo rs143094735. Além disso, 0s dois pacientes
heterozigotos para o polimorfismo rs143094735 possuiam a manifestacdo clinica de
distarbios neuroldgicos. Variantes raras podem exercer efeitos substanciais na
susceptibilidade a uma caracteristica fenotipica. Como ressaltado por Manolio e
colaboradores, a identificacdo de variantes raras pode ter importancia na elucidagédo de
possiveis regides funcionais do genoma e pode esclarecer uma parcela da etiologia de

doengas complexas (Manolio et al., 2009).

Em conclusdo, os resultados apresentados indicam que, apesar de os polimorfismos
rs3758391 e rs12778366 do promotor do gene SIRT1 ndo parecerem ter influéncia sobre a
susceptibilidade ao lupus eritematoso sistémico, alelo T do polimorfismo rs3758391 foi
evidenciado como fator de risco para uma maior atividade da doenga e maior

desenvolvimento de nefrite lupica, indicando um papel para SIRT1 como molécula
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modificadora da doenga. N&o obstante, é importante que estudos funcionais sejam
realizados a fim de elucidar o mecanismo pelo qual o polimorfismo rs3758391 de SIRT1
afeta a morbidade associada ao lupus, assim como outros estudos de associagdo
envolvendo polimorfismos do gene SIRT1 sejam realizados para um melhor esclarecimento

sobre a influéncia genética desta molécula na predisposicéo ao LES.
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