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RESUMO

A doenca inflamatodria intestinal (DIl) e a esclerosistémica (ES) sado doencas
inflamatorias cronicas de dificil diagnostico etdraento. A etiologia da DIl e da ES
ainda ndo é completamente compreendida, mas saloggtsefatores genéticos,
imunoldgicos e ambientais estdo envolvidos na sataggnese. A DIl possui dois
principais subtipos clinicos: a doenca de Crohn)(P@ retocolite ulcerativa (RCU),
caracterizados pela inflamacéo do intestino delgddo colon. Evidéncias sugerem que
0 aumento do estresse oxidativo desempenha um jpapedftante na fisiopatologia da
DIl. A ES é uma doenga inflamatdria autoimune raratacterizada pela fibrose
progressiva da pele e de o6rgdos internos. A hipdtes que o aumento do dano
oxidativo pode iniciar o dano vascular e desencane&ventos patoldgicos observados
na ES vem sendo investigada. Genes e enzimas eo®iva metabolizacéo (Fase I) e
detoxificagdo (Fase 1) de xenobidticos sdo utidz® como marcadores de
susceptibilidade para o desenvolvimento de doeqggaspossuem fatores ambientais
como fatores de risco. Em uma reacdo de Faseehzasias do Citocromo P450 (CYP)
inserem um atomo de oxigénio em um substrato deéo<aneletrofilico e reativo,
criando um sitio para posterior conjugacdo pelasmeas de Fase Il. As enzimas
Glutationa S-tranferases (GST) de Fase Il catalisaconjugacdo da glutationa com
uma grande variedade de compostos eletrofilicdsxifieando substancias endégenas
e exdgenas. A atividade catalitica aumentada dasas CYP, bem como a falha na
detoxificagdo de metabolitos pelas GST pode caritripara 0 aumento do estresse
oxidativo. O objetivo deste estudo foi investigapapel de polimorfismos nos genes
que codificam enzimas de metabolizac&Y'P1A*2Ce CYP2E1*5B e detoxificacao
(GSTT1 nulpGSTML1 nuloe GSTP1 lle1l05Valna susceptibilidade a estas doencas. O
grupo de pacientes com DIl era constituido por i88/iduos e o grupo controle por
241 individuos, todos eurodescendentes. Na ESpag@ientes (99 eurodescendentes e
23 afrodescendentes) e 329 controles (241 euraudsces e 87 afrodescendentes)
foram analisados. Os polimorfismos C¥fPam genotipados por PCR-RFLP, enquanto
que os polimorfismos er®STT1le GSTM1foram genotipados por PCR multiplex e
PCR-RFLP par&STP1 As frequéncias alélicas e genotipicas foram coataes entre
pacientes e controles usando o teste de Qui-Quadfadespeito dos resultados das

analises em DI, as frequéncias alélicas e gemapios polimorfismo€YP1A1*2C
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CYP2E1*5B e GSTP1 llel05Val bem como as frequéncias genotipicas do
polimorfismo de presenca/auséncia @&TM1 foram similares nos trés grupos de
pacientes (DIl, DC e RCU) quando comparados aoagcoptrole (P>0,05). Observou-
se uma frequéncia significativamente aumentadaetidtgpo nulo dé&GSTT1nho grupo

de pacientes com DIl quando comparado ao grupaaten0,28 vs 0,18y? com Yates
P=0,02; OR=1,71 (IC 95% 1,09 -2,71)]. Quando s&pas 0 grupo de pacientes em
DC ou RCU, esta frequéncia permaneceu significatarde aumentada somente no
grupo de pacientes com RCU comparado ao grupoateri@,29 vs 0,182 com Yates
P=0,035; OR=1,84 (IC 95% 1,03 —3,24)]. Com relagése resultados das analises na
ES, uma frequéncia significativamente aumentadgeatwtipo*1A/*1A (P=0,03; 0,74
vs. 0,61) e do alel¢1A (P=0,013; 0,86 vs 0,78; OR=0,57, IC 95% 0,36-080)
polimorfismo CYP1A1*2C foi observada entre o0s individuos controles
eurodescendentes. Em contrapartida, a frequéncia alelo *2C estava
significativamente aumentada entre os pacientesnema etnia (P=0,013; 0,22 vs
0,14; OR=1,75, IC 95% 1,11-2,74). Com relacdo @guéncias alélicas e genotipicas
dos polimorfismosCYP2E1*5Be GSTP1 llel05Vale as frequéncias genotipicas do
polimorfismo de presenca/auséncia @&TM1, nenhuma diferenca significativa foi
observada quando os grupos de pacientes de amlsgias foram comparados aos
grupos controle (P>0,05). Uma frequéncia signifieahente aumentada do genotipo
nulo deGSTT1[0,29 vs 0,182 com Yates P=0,035; OR=1,85 (IC 95% 1,03-3,29)],
bem como uma alta frequéncia da dupla delecaGSIETIGSTM1[0,19 vs 0,082
com Yates P=0,007; OR=2,62 (IC 95% 1,25 -5,46)], dbservada no grupo de
pacientes comparado aos controles (eurodescenfelistas associacdes nao se
repetiram entre individuos afrodescendentes. Comldy nossos resultados sugerem
gue o gendtipo nulo dB8STTlesta associado a susceptibilidade a DIl e potleeimgiar

na definicdo do curso da doenca para a RCU. Al&sodio gendtipo nulo d8STT1
sozinho ou em combinacdo com o gendtipo nuldc& M1é um fator genético de
susceptibilidade para a ES, enquanto que o gen8tipF1lA ou a presenca do alelo
*1A do polimorfismo CYP1A1*2C pode exercer um papel protetor contra o

desenvolvimento da ES em individuos eurodescenslente

Palavras-chave:Doenca Inflamatéria Intestinal, Esclerose Sistémigitocromo P450,

Glutationa S-transferases, Polimorfismos.
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ABSTRACT

Inflammatory bowel disease (IBD) and systemic sdexr (SSc) are chronic
inflammatory diseases of difficult diagnosis arehtment. The etiology of IBD and SSc
is not completely understood but it is known thagnefic, immunologic and
environmental factors are involved in its pathogemeCrohn’s disease (CD) and
ulcerative colitis (UC) are the two major subtype$ IBD, characterized by
inflammation of the small intestine and/or colowidences suggest that the increase of
oxidative stress plays an important role in thehpphysiology of IBD. SSc is a rare
autoimmune inflammatory disease of the connectssaé characterized by progressive
fibrosis of the skin and internal organs. The hiests that the increase of oxidative
stress can initiate vascular damage and triggerpathological events in SSc has been
investigated. Genes and enzymes involved in masbalPhase 1) and detoxification
(Phase 11) of xenobiotics are used as markers s€eqiibility to the development of
diseases that have environmental factors as ristorla In a Phase | reactions, the
Cytochrome P450 (CYP) enzymes insert an oxygen aoasubstrate that making it
more electrophilic and reactive, and creating @ feit subsequent conjugation by Phase
Il enzymes. Phase Il Glutathione S-transferases T§bSenzymes catalyze the
conjugation of glutathione with a variety of eleghilic compounds, detoxifying
endogenous and exogenous substances. A higheyticagadtivity of CYP enzymes, as
well as the failure in detoxifying of metaboliteg ST enzymes may to contribute for
the increase of oxidative stress. The aim of thiglys was investigated the role of
polymorphisms in genes coding Phase | enzym&PLA*2Cand CYP2E1*5B and
Phase Il GSTT1null, GSTM1null and GSTP1lle105Va) in susceptibility to these
diseases. IBD group was constituted by 235 patiants the control group by 241
individuals, all European-derived. In SSc grou? patients (99 European-derived and
23 African-derived) and 329 controls (241 Europdanived and 87 African-derived)
were analyzed. The CYP polymorphisms were genotypedCR-RFLP, whereas
polymorphisms inGSTMland GSTT1were genotyped by multiplex PCR and PCR-
RFLP for GSTP1 Allelic and genotypic frequencies were comparetmMeen patients
and controls using the Chi-square test. ConcernBD, allelic and genotypic
frequencies o€YP1A1*2C CYP2E1*5BandGSTP1lel05Valpolymorphisms, as well
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as genotypic frequencies GSTM1presence/absence polymorphism were similar in all
groups patients (IBD, CD, and UC) and controls (B50) We observed a significantly
increased frequency da&STT1null genotype in IBD group as compared to controls
[0.28 vs. 0.18y 2 with Yates P=0.02, OR=1.71 (95% CI 1.09 — 2.7When patients
were classified in CD or UC group, this frequenesnained significantly increased only
among UC patients [0.29 vs. 0.382 with Yates P=0,035, OR=1.84 (95% CI 1.03 —
3.24)] as compared to controls. Regarding result$&S$c, a frequency significantly
increased of1A/*1A genotype (P=0.03; 0.74 vs. 0.61) &fid allele (P=0.013; 0.86 vs
0.78; OR=0.57, 95% CI 0.36-0.90) fro@YP1A1*2C polymorphism was observed
among European-derived controls. On the other hidnedfrequency of2C allele was
significantly increased among patients of sameietgmoup (P=0.013; 0.22 vs 0.14;
OR=1.75, 95% CI 1.11-2.74). The allelic and geniatypequencies olCYP2E1*5B
and GSTP1Ile105Val polymorphisms, as well as genotypic frequenciesG&TM1
presence/absence polymorphism were similar bet@&enpatients and controls of both
ethnic groups (P>0.05). We observed a significaimityeased frequency &STT1null
genotype [0.29 vs. 0.18,2 with Yates P=0.035, OR=1.85 (95% CI 1.03-3.2&3]well

as an increased frequency@$STT1IGSTM1double-null in SSc patients as compared to
controls [0.19 vs. 0.08; 2 with Yates P=0.007, OR=2.62 (95% CI 1.25 — §.4B))ese
associations were exclusive to European-derivetvishaals. In conclusion, our results
suggest that th&STT1 nullgenotype is associated with susceptibility to 180 may
influence in defining the course of the diseaseR@U. Furthermore, th&STT1null
genotype alone or combined wiBSTM1null genotype is a susceptibility genetic factor
to SSc, while theé1A/*1A genotype or the presence dfA allele fromCYP1A1*2C
polymorphism may plays a protector role in SSc tgeaent in Brazilian European-

derived individuals.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease, Systemic Sclerosisto€lyrome P450,

Glutathione S-transferases, Polymorphisms.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca Inflamatoria Intestinal: Doenca de Crohre Retocolite Ulcerativa

A doenca inflamatéria intestinal (DIl) € uma doemgiamatoria cronica, que
afeta o trato gastrointestinal, caracterizada pdlamacao do intestino delgado e/ou
colon, levando aos sintomas de diarreia recorreltteabdominal, sangramento retal e
perda de peso. Os dois principais subtipos clirdeoBIl sdo a doenca de Crohn (DC) e
a retocolite ulcerativa (RCU), ambas com o apareotm dos sintomas
predominantemente na idade adulta, entre os 20 and§ de idade, podendo afetar
também criancas e idosos (Xavier & Podolsky, 2@hg, 2008; Matricoret al, 2010;
Khor et al, 2011).

Embora a DC e a RCU sejam doencas inflamatériasaa® do intestino, elas
possuem caracteristicas Unicas que as diferenc@mnyg a localizagdo da inflamacéo no
trato gastrointestinal e alteracdes histologicaspagede intestinal (Matricoet al,
2010). Na DC, a inflamacéo pode envolver qualgeegido do trato gastrointestinal,
mas ela € geralmente encontrada no ileo ou naoregianal. Na RCU a inflamacéao
inicia no reto, distribuindo-se de uma forma camin podendo afetar a regido
periapendicial (Khoret al, 2011). Microscopicamente, a inflamacdo na DC é
transmural e descontinua, enquanto que na RCUamia¢do afeta apenas a camada
superficial da mucosa intestinal em um padrédo naoti(Matriconet al, 2010). As
caracteristicas histopatoldgicas da DC incluem eegagdo de macrofagos, que
frequentemente formam granulomas ndo caseososamioggue na RCU hé a presenca
de neutrdéfilos junto a lamina prépria e criptasd®reles formam micro-abscessos
(Xavier & Podolsky, 2007).

A DIl é muito incapacitante devido a fadiga assd&iaaos sintomas
inflamatdrios e a dor crbnica sentida pelos paegnA DIl afeta a qualidade de vida,
mas ndo o tempo de vida: a taxa de mortalidadeadeqtes ndo difere da taxa da
populacdo normal (Matricoet al, 2010).

O diagndstico da DIl é realizado com base em achatioicos, endoscépicos,
radiologicos e histologicos, porém nado existe undr@@ouro. O “Consenso da
Associacdo Europeia de Crohn e Colite” (do ingEsropean Crohn’s and Colitis
Organisatior), a classificacdo de Montreal e a classificac&ziia por Lennard-Jones

(1989) fornecem os critérios mais utilizados paegdstico e tratamento da doenca
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(Stangeet al, 2006a; Stanget al, 2008b; Baumgart, 2009). A tabela 1 apresenta as

caracteristicas clinicas, bioguimicas e patologicéitizadas para o diagndstico
diferencial entre a DC e a RCU (Baumgart & Sandp2007).

Tabela 1: Caracteristicas clinicas, bioquimicas e patol&giogaadas como
diferencial no diagnéstico da DC e RCU (Baumgagahdborn, 2007).

Retocolite ulcerativa

Doenca de Crohn

Caracteristicas clinicas

Hematoquezia Comum Rara
Passagem de muco ou pus pelGomum Rara

reto

Afeta o intestino delgado N&o, exceto ileite dauraf | Sim

Afeta o trato gastrointestinalN&ao Sim
superior

Manifestacdes extra intestinais Comum Comum
Obstrucado do intestino delgado Rara Comum
Obstrucdo do célon Rara Comum
Fistulas e doenca perianal N&o Comum
Caracteristicas bioguimicas

Anticorpos anti-citoplasma deComum Raro
neutrdéfilos

Anticorpos antiSaccharomyces Raro Comum
cerevisiae

Caracteristicas patologicas

Inflamacé&o transmural da mucosa N&o Sim
Anormal arquitetura das criptas Sim Incomum
Criptite e abscessos nas criptag Sim Sim
Granulomas N&o Sim
Fissuras ou les6es segmentadas Rara Comum

Visto as limitagcbes dos fatores clinicos para defpacientes em risco de

desenvolver complicacdes da doenca e determinarrespasta efetiva ao tratamento,

marcadores sorologicos tém sido explorados comadlitpres alternativos. Varios

anticorpos contra microorganismos e antigenos @®ptém sido extensamente
estudados na DC e RCU (Gologenal, 2012; Vermeireet al, 2012). Por exemplo,

anticorpos antBaccharomyces cerevisiastao presentes no soro de 60% dos pacientes

com DC e em menos de 5% dos pacientes com RCUiedi&rtduos sem DIl, podendo

ser um método a ser utilizado para a diferenciagdiee a DC e a RCU (Gologa al,

2012). Outros anticorpos, tais como anti-proteinad€ Escherichia coli anti-

Pseudomonas fluoresceng anti-flagelina sdo encontrados significativaraent

aumentados no soro de individuos com DC, quandopamdos com individuos
portadores de RCU ou com individuos sem DIl (Dubjret al, 2006). Em contraste,
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7

outros marcadores sorologicos, como é o caso deogus anti-citoplasma de
neutrofilos sdo notados por sua associacdo com R&hndo presente no soro de 60%
dos pacientes com RCU e em 20% dos pacientes com, D€&almente, em menos de
5% de individuos sem DIl (Dubinslet al, 2006, Vermeiret al, 2012). Embora esses
marcadores soroldgicos tenham sido investigado® demamentas de diagndstico, seu
verdadeiro valor clinico pode ser a sua associagdocomplicacdes da doenca, o que
poderia fornecer informacdes adicionais de progrmsDesta forma, mais estudos séao
necessarios para elucidar tais questdes (Dubieslat, 2006; Gologaret al, 2012;
Vermeireet al, 2012).

As terapias atuais utilizadas no tratamento da DRC& tém como objetivo
principal reduzir a inflamacao, mantendo o paciemeestado de remisséo, reparar as
lesbes, melhorar tatus nutricional e atenuar os efeitos secundarios dangioe
(Oliveiraet al. 2010; Pithadia & Jain, 2011)

A terapia nutricional, apesar de promover melhorapacientes com DC, é
frequentemente abandonada devido ao seu alto cakhm de ser ineficiente em
pacientes com RCU (Neuman & Nanau, 2012). Corirostes, aminossalicilatos e
agentes imunossupressores sdo os medicamentosutinaslos. Outras drogas como
metronidazol e diversos antibidticos ajudam em ragwasos, enquanto que a
colestiramina, o cromoglicato de sodio e os saseracais e de bismuto fornecem
terapias adicionais de eficacia ndo comprovadavé®di et al 2010; Pithadia & Jain,
2011)

A administragdo de anticorpos monoclonais humaozadm o potencial de
modificar as vias inflamatoérias envolvidas na pétagse da DIl, tendo como principal
alvo a citocina conhecida como fator de necrosetahalfa (TNFe). Embora diversas
citocinas estejam envolvidas na patogénese da doentNFe € uma das citocinas
mediadoras mais importantes da resposta inflanaatioritipo Thl, caracteristica da DC
(Pithadiaet al, 2011).

O tratamento cirdrgico segue padroes mais rigorosesndo apenas
recomendado quando os tratamentos citados antemdemfalham no alivio dos
sintomas. A cirurgia consiste em um Otimo método tdéamento para a RCU.
Entretanto, na DC a cirurgia é indicada apenas amda avaliacdo rigorosa das
complicacbes resultantes da doenca, tais como hagir perfuracdo e obstrucéo
intestinal (Oliveireet al., 2010).
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1.1.1 Epidemiologia

As maiores taxas de incidéncia e prevaléncia dess@dlreportadas no Norte da
Europa, Reino Unido e América do Norte. Taxas oo@in a aumentar, em baixa
incidéncia, em &reas tais como o Sul da Europaa Asi muitos paises em
desenvolvimento (Lakatost al, 2004; Lakatos, 2006; Baumgart & Carding, 2007,
Matriconet al, 2010).

A prevaléncia varia conforme a etnia, mas nao érehda dominancia de
género. Caucasianos e americanos descendentesricenad sdo mais afetados,
enquanto que a DIl é rara em hispéanicos e asiaticous Ashkenazi possuem o risco
de desenvolver DIl duas a quatro vezes maior quaodmparados a caucasianos nao
judeus. Na América do Norte, a taxa de prevalétaiBC para individuos hispanicos e
asiaticos é de, respectivamente, 4,1/100.000 é@®&00, que sdo muito menores do
gue as taxas reportadas para individuos brancoggcanos descendentes de africanos
(43,6/100.000 e 29,9/100.000, respectivamente).odpradamente, 1,4 milhdes de
americanos e 2,2 milhdes de europeus sao afetadasDpl (Baumgart & Carding,
2007; Matricoret al, 2010).

Um estudo realizado por Santana cols. (2007), nhiaBadlemonstrou que
pacientes com DC nédo brancos tinham diagndstice pracoce, além de apresentarem
aspectos mais severos da doenca, como o0 envolunamttrato gastrointestinal
superior. O estudo realizado por Oliveira e cd910) em um Hospital Universitario
do Estado de Minas Gerais, durante o periodo d& £92005 demonstrou que 363
internacdes hospitalares foram devido a DIl, disidas em 184 homens e 179
mulheres, ndo mostrando predominancia de sexo.

Na América Central e América do Sul, os dados epiolégicos sobre a DIl sdo
escassos, demonstrando a raridade da doenca straggidao adequados. No Brasil, o
Unico estudo que apresenta taxas de incidéncia@walpncia foi realizado na regido
Centro-Oeste do Estado de S&o Paulo por Victorieols. (2009). Os resultados
principais do estudo apontam que a taxa de incidéda DIl foi similar as taxas
observadas em outros paises da América Latinapsgnel a doenca foi predominante
em mulheres brancas e jovens, residindo na zorenarbA incidéncia da RCU foi
maior do que da DC, com taxas de 4,48/100.000 A@®)P00, respectivamente. As
taxas de prevaléncia atingiram os valores de 14081000 para a RCU e 5,65 /100.000
para a DC.
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Evidentemente sdo necessarios mais estudos paheocswsmos as taxas de
incidéncia e prevaléncia da DC e RCU em todas g®eag do Brasil, ainda mais
considerando-se que estudos epidemiologicos enpsoytaises apontam para um

aumento da incidéncia em paises em desenvolvimento.

1.1.2 Etiologia

A etiologia da DIl ainda ndo é totalmente comprédsmdno entanto, muitos
estudos tém contribuido para a compreensao da&redsg da DIl. Atualmente, sabe-se
que fatores genéticos e imunoldgicos de risco, bemo a exposi¢do a certos fatores
ambientais, aumentam o risco de desenvolvimentDIt&Xavier & Podolsky, 2007,
Cho, 2008; Matricort al, 2010; Khoret al, 2011; Scharl & Rogler, 2012).

1.1.2.1Fatores Imunoldgicos

O desafio chave do sistema imune intestinal € refgroa patbgenos enquanto
coexiste com bactérias comensais e antigenos merdabs. A inflamacao controlada
contra antigenos intestinais, a qual € perturbadalh parece inicialmente ser dirigida
pelas proprias bactérias comensais que residemanahiota intestinal (Cho, 2008). A
falta de uma resposta imune ou a ocorréncia de rnesgposta limitada e controlada
contra a microbiota intestinal e os antigenos teesitos € geralmente definida como
tolerancia imunoldgica (Baumgart & Carding, 200@érmardoet al, 2012).

No intestino, as células constituintes da imunidackta incluem células
epiteliais, células fagocitarias, como os macrddagos neutréfilos e as células
dendriticas (CD), enquanto que os linfocitos T espntam a populacdo de células da
imunidade adaptativa (Siegmund & Zeitz, 2011; Betaat al, 2012).

Na DII, as CD erroneamente reconhecem bactériagmsss como bactérias
patogénicas, desencadeando o seu transporte pdnafaye@dos mesentéricos. Esse
processo leva a mudanca do estado de tolerance yar estado de ativacao,
promovendo a diferenciacéo de células ThO em lukefetoras (Thl, Th2 e Thl7) e a
ativacao de células natural killer (NK) (BaumgarCéarding, 2007; Cho, 2008).

As respostas imunes Thl, Th2 e Th1l7 sdo caraddeszaor diferentes tipos de
citocinas secretadas, as quais desencadeiam ig@@mimcal persistente. Na DC,
observamos um aumento na producdo de citocinagiadas as respostas mediadas

pelas células Thl, como a interleucina-12 (IL-1232, IFN-y e TNF+e, bem como um
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aumento na producéo de citocinas Th1l7, como IL-1IZ-22. Interessantemente, na
RCU a resposta imune € menos polarizada, caraaderjzela producéo de células NK e
predominancia de citocinas Th2. Entretanto, a auigé&fe IL-4 e a presenca de IL-13 e
IFN-y no tecido do colon de pacientes com RCU, sugesgeegta doenca também pode
ser causada por danos a mucosa intestinal, vistoaqucélulas NK podem exercer
efeitos citotdxicos diretos em seus alvos e camiripara o dano tecidual (Baumgart &
Carding, 2007; Cho, 2008; Matricemal, 2010; Siegmund & Zeitz; 2011).

As citocinas séo sinalizadores chave do sistemaenmiestinal, pois elas sao
capazes de desencadear varias agles, incluindwagdat de leucocitos e quimiotaxia,
exocitose, producdo de metaloproteinases da mpaia a degradacdo e regular
positivamente o metabolismo oxidativo. O balancdreercitocinas pré e anti-
inflamatorias na mucosa intestinal € essencial palmeostase e, como discutido
acima, elas podem determinar a natureza da resipostee, que pode ser diferente na
DC e RCU (Figura 1). Devido as suas propriedad@saripulacdo de citocinas com o
objetivo de reduzir a severidade da doenca e magdmeda remissao, tem sido
amplamente estudada (Sanchez-Muébal, 2008; Tsianos & Katsanos, 2009{ik&s
etal, 2012).

Retocolite ulcerativa Doenga de Crohn

IL-5, IL-8, IL-13, IL-
25, IL-33, IL-35

IL-18, IL-27

Pré-inflamatérias

IL-1, TNF-a, IL-6, IL-12}
IL-17, IL-21, IL-23

\ IL-10, IL-22 /
IL-4, IL-19

Fibrose
IL-13, TGH3

Anti-inflamatérias

Figura 1: Citocinas relacionadas a patogénese da Doendaratlen e da Retocolite
Ulcerativa (modificada de f§keset al, 2012).

1.1.2.2 Fatores Genéticos

Muitas observacfes clinicas sugerem que fatoreétiges contribuem para a
susceptibilidade a DII. Estas observacdes incluegnaade variacdo na incidéncia e
prevaléncia da DC e RCU em diferentes etnias, @m&co de desenvolvimento da

doenca entre parentes de primeiro grau de indigichfetados e a maior taxa de
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concordancia entre gémeos monozigoticos (MZ) doemtiee gémeos dizigoéticos (DZ).
Diversos estudos tém sugerido que os parentesiereipy grau de uma pessoa afetada
tém um risco de quatro a vinte vezes maior de debamento da DIl do que os
individuos da populacdo normal (Podolsky, 2002, éi@l., 2011).

O primeiro estudo que estimou as taxas de concoamntre MZ e DZ foi
realizado na Suécia por Tysk e cols. (1988), modtraima maior taxa de concordancia
entre MZ do que em DZ, principalmente naqueles Bdn Outros estudos mostraram
uma taxa de concordancia entre MZ de 38% e 10% gp&&U. Para DZ a taxa de
concordancia observada é de 7% para DC e de 3%ag&l) (Thompsoet al, 1996;
Orholmet al, 2000). Estes trabalhos apontam que a contribwgefética é mais forte
na DC do que na RCU e a auséncia de uma herangdehagra simples sugere que
multiplos produtos génicos contribuem para o rideadesenvolvimento da DIl (Brant,
2011).

Nos ultimos 25 anos, muitos estudos tém sido @iz em busca de genes
candidatos para a DC e para a RCU. Apesar de tdisticaracteristicas clinicas,
aproximadamente 30% dos loci génicos relacionaddH ado compartilhados entre a
DC e a RCU, indicando que existem vias comuns parBos os subtipos da doenca
(Khor et al, 2012). Estudos de associacao do genoma (GWARgtes,Genome-Wide
Association Studiggornecem uma visao ampla da contribuicdo genélicaarios loci
gendmicos para doencas humanas e envolve a gegetipde um grande numero de
polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs, do inglésingle-nucleotide
polymorphismg que mostram variacdo genética em todo o genomaamal (Cho,
2008).

Atualmente, 99 loci génicos foram confirmados cateaisco para a DIl, sendo
que 28 sao compartilhados entre a DC e a RCUctai® 0s membros da IL-23 ou
fatores de transcricdo, como SMAD3, STAT3, ZMIZt-BEL (Figura 2), (Thompson
& Lees, 2011). Além disso, cerca de 50% dos locisdsceptibilidade tém sido
associados a outras doencas inflamatorias cromicastoimunes (Khoet al, 2011;
Scharl & Rogler, 2012).

Uma grande meta-analise realizada por Andeesal, (2011) envolvendo seis
GWAS, compreendendo um total de 6.687 casos e 8 @atitroles, todos descendentes
de europeus, aumentou de 18 para 47 o numero dgeiedémicos associados a RCU.

Neste estudo, foi estimado que 16% da herdabilid@dBCU pode ser explicada por
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estes loci e, além disso, foram identificados noyeses candidatos, que podem ser
importantes para a patogénese da doenca. Dentremoess genes candidatos
encontrados estadL-1R2 IL8RA/B IL-7R, DAP (proteina associada a apoptose),
PRDM1 (regulador transcricional de plasmacitos e reresanscricional do promotor
de IFN{), IRF5 (fator regulatério 5 do interferon )@NA12 (proteina G subunidade
alfa 12).

Genes RCU Genes DC

NOD2

GCKR

ECM1 IL-23R ATG16L1
ARPC2 IL18RAP ALC22A23
IL-10 IL/12/p40 PTPN22
N oo
IFN-y CDH1 JAK2

GPX4
IL-22 1L-26 STAT3 ZMIZ1 CCL2/CCL7/CCL1/
FCGR2A REL  PUS10 cCLs
IL-2/IL/21 IL-27  MHC ORMDL3
1p36 IBD5 CCNY NLRP3
13q13 PSMG1 IRGM éq%ﬁl équ
IL-17 MST1/3p21 gzl 0925
LAMBL 1901 21021 fpiz = 8q24

CARDS 1314  18qil

Figura 2: Genes/loci génicos especificos da RCU (azul), D@rngelho) ou
compartilhados entre elas (roxo) (modificada derijpgon & Lees, 2011).

Outra grande meta-andlise, realizada por Frankase (2010), também a partir
de seis trabalhos de GWAS, compreendendo 6.333 aaslb.056 controles, todos
descendentes de Europeus, demonstrou associacatl deci gendmicos a DC.
Aproximadamente, 23% da herdabilidade na DC podeesplicada por estes loci.
Assim como na meta-analise realizada para a RCuhsngenes candidatos surgiram,
como por exemploMUCL1 (codifica o constituinte principal do mucopNMT3A
(enzima metil-transferasefHADA (proteina com funcédo apoptétiddpFIP1 (proteina
envolvida na manutencdo do Complexo de GolgiCREB4 (fator regulatorio da
traducéo de proteinas e diviséao celular).

Embora estes estudos de GWAS nos mostrem novososatepestudo, é dificil
inferir se estes loci desempenham um papel na @agsg da DC e/ou RCU, visto que
estes podem desempenhar papeis especificos emaalganias, mas serem totalmente

neutros em outras. Por exemplo, o primeiro e maidhecido loci de susceptibilidade
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NOD2 (também conhecido comBARD15e IBD1), ndo parece exercer um papel na
populacdo da Asia. Além disso, como discutido acigsias variantes genéticas de
susceptibilidade descobertas até agora explicamaap20% a 25% da herdabilidade
encontrada (Scharl & Rogler, 2012). Também € valessaltar que alguns genes
associados a DIl estdo associados também a owteasak inflamatoérias e autoimunes
(Lees et al, 2011) podendo exercer efeitos contrastantes.eRemplo, a mesma
variante alélica R620W) codificada pelo gen®TPN22, que codifica uma proteina
tirosina fosfatase conhecida por regular negativiieena ativacdo de células T, é um
forte fator de risco para o desenvolvimento da eted mellitus tipo | e artrite
reumatoide (AR), mas é um alelo protetor para gIK@r et al, 2011).

Em 2001, o gendlOD2,localizado no cromossomo 16 foi identificado como o
primeiro gene de susceptibilidade a DNEOD2 pertence a familia dos receptores de
reconhecimento de padrdes do sistema imune ina® reconhecem peptidoglicanos
bacterianos. Muta¢cées com perda de funcadN@D2 podem resultar em alteracbes na
interacdo microbiota-hospedeiro através de variesamsmos, incluindo tolerancia
alterada a estimulacdo crbnica provocada pelaséfst comensais, depuracao
diminuida de agentes patogénicos orais e colorozaltérada da superficie da mucosa
devido a diminuicdo da producdo de defensinas pmdagas epiteliais (Cho, 2008;
Khor et al, 2011). No entanto, um estudo realizado por Mauet al, (2011)
demonstrou que variantes alélicas no ge@d2 e a variante protetoR381Qno gene
gue codifica o receptor da IL-23 ndo estdo assosiadDIl em individuos indianos,
apontando que outros genes podem desempenhar fungées importantes na
fisiopatologia da DIl nesta populacao.

A autofagia estd envolvida na homeostase intraaeldontribuindo para a
degradacédo e reciclagem de conteudos citosolicmganelas, bem como resisténcia
contra infec¢cdes e remocéo de patdgenos intracetul® genATG16L1é essencial
para todas as formas de autofagia. ApesaATt&16L1 ser expresso em todos 0s
tecidos, defeitos associados aos polimorfismossiéim descritos apenas junto ao trato
gastrointestinal, provavelmente devido a elevadgacenicrobiana nesse tecido, sendo
que a mutacad 300Afoi associada com o aumento do risco para a D@r(hal,
2011).

Um fato interessante é o efeito protetor de umante alélica incomum de um

polimorfismo que muda um aminoacido altamente awas®, Arg381GIn, no gerié-
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23R que apresenta menor frequéncia em pacientes donguando comparados a
controles saudaveis. Individuos heterozigotos tpnoxamadamente trés vezes mais
protecdo contra o desenvolvimento da DC, com untoefeenos pronunciado de
protecao contra a RCU (Cho, 2008).

Um estudo brasileiro realizado por Baptista e cd®008), variantes
polimorficas nos geneNOD2, IL-23R e ATG16L1em pacientes com DC e controles
doadores de sangue saudaveis, foram analisadds.d$&sdo, os alelos de risRG02W
e 3020insCno geneNOD2 foram associados a susceptibilidade a DC. Poo dadio, 0
alelo A do polimorfismo c.1142G>A (Arg381GIn) no gendL-23R mostrou forte
associagdo como um fator protetor contra a dodeahuma diferenca significativa foi
observada para alelos e gendétipos do gar@16L 1nesta populacao.

Outro importante estudo brasileiro foi realizadeo Queirozet al, (2009), em
Belo Horizonte, Minas Gerais. Observou-se uma &sgéa positiva entre
polimorfismos no receptor da-1 e noTNF-« com a RCU, bem como polimorfismos
no geneNOD2 na DC, destacando a importancia dos diferentefispgenéticos
associados a DC e RCU em diferentes populacdes.

Muitas pesquisas ja foram realizadas para elu@dabases genéticas da DI,
ficando claro que um conjunto de genes pode estaceado ao desenvolvimento da
doenca em dada populacdo. Deve-se considerar, mramipge alguns destes genes
podem influenciar apenas no desenvolvimento da DCd&@ RCU, o que poderia

explicar, em parte, as caracteristicas patologltsimtas destes subtipos clinicos.

1.1.2.3 Fatores Ambientais

A ideia de que fatores genéticos e ambientais ibmeim para a fisiopatologia
da DIl é amplamente aceita. De fato, esses fafmpdem interagir e modificar uns aos
outros, causando modificagBes epigenéticas e dadeaicdo vias metabdlicas nas quais
variantes polimérficas tornam-se importantes. Riroolado, variantes genéticas podem
influenciar na modificagcdo da composicdo da miotabintestinal (Scharl & Rogler,
2012).

A baixa incidéncia da DIl na Asia e na Africa comgma com a América do
Norte e Europa provavelmente reflete fatores geo®tie ambientais distintos. A
hipotese da higiene tem sido citada para explicaurnento da prevaléncia de varias

doencas autoimunes e inflamatorias, as quais @odarsultar da falta de exposicao
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inicial a agentes microbianos selecionados devidadancas nas condi¢cdes sanitérias
(Cho, 2008; Matricoret al, 2010). O saneamento excessivo poderia limiep@sicao

a antigenos ambientais e prejudicar a maturacamoie do sistema imune intestinal e
a inducao da tolerancia imune, a qual finalmenselte em uma inapropriada resposta
imune quando o individuo é exposto a esses antggeags tarde na vida (Baumgart &
Carding, 2007).

Como descrito no tépico 1.1.1, dados epidemiol@isogerem que ha uma
maior prevaléncia e incidéncia da DIl em paisedurica do Norte e da Europa do
que em paises da América do Sul, Asia e Africaue poderia indicar que ha uma
variagao na exposicao a fatores ambientais. Pon@re a industrializagéo parece ser
um fator ambiental de risco, pois taxas de inci@éastdo aumentando entre imigrantes
de regides de baixa incidéncia para regides deiratdéncia (Baumgart & Carding,
2007).

Um importante fator ambiental € o fumo, sendo diteordante entre a DC e a
RCU. Na RCU, o fumo parece ser um fator protet@pés o aparecimento da doenca,
poderia melhorar o seu curso, diminuindo a necadsidle colectomia (Bastida &
Beltran 2011). Em contraste, o fumo aumenta o rieadesenvolvimento da DC e
parece agravar o curso da doenca, estando ass@cfadmacao de fistulas e estenose,
aumentando a necessidade do uso de corticostereideslerando a necessidade de
nova cirurgia apos inducao cirdrgica de remissdaakenca (Baumgart & Carding,
2007).

A semelhanca da ileite granulomatosa na DC comsaulite mediada por
paramixovirus e a doenca de Johne caugaddlycobacterium avium paratuberculosis
(MAP) de gado deram origem a especulacdo de qu€ adde ser causada por uma
infeccdo. MAP tem sido identificada em tecidos esaague de individuos com DI,
embora existam explicacdes alternativas para astesdos (Sartor, 2005). MAP viaveis
séo encontradas no leite humano e no de vacaendo gliminadas de forma confiavel
por pasteurizacdo e, além disso, estdo amplamesttduidas no ambiente, incluindo
na agua potavel (Greenstein, 2003).

Estudos epidemioldogicos sugerem que a apendicextopuderia estar
protegendo contra a RCU, reduzindo o risco de tmi@@ ou a necessidade de terapia
imunossupressora em pacientes que tenham sofridmdigectomia antes do

diagndstico. O oposto € verdade para a DC, coneadagectomia sendo associada com
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um risco aumentado de desenvolvimento de esteklysa. explicacdo plausivel para
estes achados refere-se a hipétese da higieneatha ém desenvolver tolerancia
imunologica apés a apendicectomia (Radford-Smeithal, 2002; Anderssoret al,
2003).

1.2 Esclerose Sistémica

A esclerose sistémica (ES), também conhecida casuleredermia gkleros
duro; derma pele), € uma doenca inflamatéria crénica autoenuara do tecido
conjuntivo, caracterizada pela fibrose progresdavpele e de érgaos internos, afetando
varios sistemas (Agarwal & Reivelle, 2010). Assimmo em outras doencas
autoimunes, a ES afeta principalmente mulheres, camarecimento dos sintomas por
volta dos 45 anos, mas pode também afetar homgscas e idosos (Katsumatoal,
2011). A taxa de mulheres para homens varia d& 1'4:1 e tais diferencas tém sido
explicadas por fatores genéticos, hormonais eoedgtilvida (Nguyeet al, 2011).

Segundo LeRoyet al. (1988), dois grupos clinicos sdo convencionalmente
descritos para classificar os pacientes com basgedéla do envolvimento cutaneo: ES
cutanea limitada (EScl) e ES cutanea difusa (E®ca), as seguintes caracteristicas:
- EScl: Espessamento cuténeo limitado e alteracdes soaetdos dedos das porcdes
distais dos bracos e pernas, da face e do pesPoggressdo da doenca geralmente
ocorre meses ou anos apos o aparecimento do Fea@adRaynaud. O acometimento
visceral € mais tarde e menos grave e desenvoltinterdio de hipertensdo pulmonar
arterial. Ha associagdo com anticorpos anti-cerdarom (ACA). Prognadstico
relativamente bom, com sobrevivéncia de mais de @6%opacientes em 10 anos de
doenca. A sindrome CREST € um subgrupo dentro di &Bacterizada por calcinose,
fendbmeno de Raynaud, dismotilidade esofagica, resldetilia e telangiectasia.
- EScd: Espessamento da pele envolvendo a face, pescogoote simetricamente 0s
dedos, as maos, os bracos e as pernas. Inicimrdpidoenca apos o aparecimento do
Fendbmeno de Raynaud, com significativo acometimergoeral: pulmdes, coracéao,
trato gastrointestinal e/ou rins. Presenca de @i antinucleares (ANA) e auséncia
de ACA. Curso da doenca variavel, mas em geral pnagnostico, com sobrevivéncia
de 40% a 60% dos pacientes em 10 anos, sendo a fam grave da doencga.

Um terceiro grupo também tem sido proposto, cadbeaccomo sine-

esclerodermia (ESs). Os pacientes ndo tém sinasegaenciam o espessamento da
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pele em nenhum momento do curso da doenca e, &paearte, parecem néo ter ES.
No entanto, estes pacientes apresentam FendmdrRaydaud, hipertensédo pulmonar e
outras caracteristicas da ES, bem como ACA, ANAmtirtopoisomerase | (anti-Topo
I) (Hunzelmannet al, 2008). Para o diagnostico da sES, Poormoghimlse (2000)
propuseram gue os pacientes devem apresentaruasteegaracteristicas 1) Fenbmeno
de Raynaud, 2) ANA, 3) qualquer uma das seguinéescteristicas: hipomotilidade
esofagica distal, hipomotilidade do intestino ddigafibrose intersticial pulmonar,
hipertensdo pulmonar primaria (sem fibrose), enwwwnto cardiaco tipico da ES ou
falha renal consistente com a crise renal esclemtda, 4) nenhuma outra doenca do
tecido conjuntivo ou outra doenca cuja causa ségnol), 2) ou 3).

O fenbmeno de Raynaud consiste de espasmos denpegu&sos sanguineos
das maos sob exposicdo ao frio, resultando em beangento, cianose e em seguida,
rubor. Um episddio do fenbmeno de Raynaud podedsesencadeado por estresse
emocional, mas a associacdo com a exposicao adefvmestar presente para permitir o
diagndstico (Mayes, 2008).

Devido a heterogeneidade da doenca, o Colégio Aareide Reumatologia
(ACR, do inglésAmerican College of Rheumatolgdgrmulou, em 1980, os Critérios
Clinicos Preliminares para a Esclerose Sistémiah€dlh 2). Neste critério preliminar, o
individuo precisa preencher um critério principaldwis critérios secundarios. Nao sao
avaliadas alteracGes imunoldgicas ou vascularee ngterio.

A maior dificuldade de diagnosticar a ES ocorre @stagios iniciais da doenca,
antes do desenvolvimento de manifestagfes cut@w@dsntes. Atualmente, sabemos
gue a auséncia de envolvimento cutaneo nao exdigignostico de ES, pois mudancas
imunologicas e capilaroscopicas aparecem, de fadofase inicial da doenca. A
sorologia autoimune exata e a avaliacdo capilapisad@e pacientes que apresentam o
fenbmeno de Raynaud tém identificado muitas pessoascaracteristicas de ES que
ndo preenchem os critérios preliminares do ACRcr@&rios do ACR permitem apenas
o diagndstico de ES nos estagios avancados daal(@egakowsket al, 2005).
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Tabela 2: Critérios Clinicos Preliminares para a EsclerosstéBiica do Colégio

Americano de Reumatologia de 1980

A. Critério Principal

» Esclerodermia proximal: espessamento, enrijecimerto endurecimento
simétrico da pele dos dedos das méaos e da pelemaiexem relacdo as
articulagcbes metacarpo-falangianas ou metataraoganas. As alteracoes
podem acometer toda a extremidade, face, pescdngono® (torax e abddmen);

B. Critério Secundario

» Esclerodactilia: alteracdes cutaneas citadas adimigadas aos dedos das maos;

» Cicatrizes puntiformes ou perda de substancia digmg digitais: areas atroficas
cicatriciais nas polpas digitais ou perda de pdigdal por isquemia;

* Fibrose pulmonar bi-basilar: padrao reticular bilat de densidades lineares ou
lineo-nodulares, mais pronunciados nas bases do®@s em chapa comum de
torax. Pode assumir a aparéncia de pulmao "emdavuoel”. As alteracdes néo
podem ser atribuiveis a lesdo pulmonar primaria;

Em 2001, LeRoy & Medsger propuseram um critérioapar classificacéo
precoce da ES, sugerindo que as mudancas imuna$ogi@o caracterizadas pela
presenca de autoanticorpos especificos, bem condanmgas capilaroscépicas, tais
como a presenca de mega capilares, areas avascelane capilares espessos. A
identificacdo destas alteracdes permite o diaggwgtiecoce da doenca e avaliacdo de
prognéstico.

Autoanticorpos sdo comuns em pacientes com ES korano seu papel na
patologia da doenca seja desconhecido, eles s&motgue diz respeito a classificacédo
dos pacientes nos grupos citados acima, podendeetanfornecer informacdes sobre
diagnostico e prognostico (Cepeda & Reivelle, 206@zkinget al, 2008).

ANA sdo detectados no soro de até 95% dos paciemtes ES. As trés
principais classes de autoanticorpos especificosE8asdo: ACA, anti-topo | e
anticorpos anti-RNA polimerase Il (anti-RNAP Ii{Meyer et al, 2007). ACA estdo
presentes em até 90% dos pacientes com EScl, alspeste naqueles com a sindrome
CREST. ACA sao raramente encontrados em individaadaveis ou em pacientes com
outras doencas do tecido conjuntivo e estdo askuxia um alto risco de desenvolver
hipertensdo pulmonar e tipicamente relacionam-senébom prognéstico (Cepeda &
Reivelle, 2004; Grassegget al, 2008; Gabrielliet al, 2009). Anticorpos anti-topo |
sao observados em 20% dos pacientes EScd e estimadss a um aumento do risco
de fibrose pulmonar grave e a mortalidade elev@almente estdo ausentes em

individuos saudaveis ou com outras doencas aut@siugm fato interessante é que
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anticorpos anti-topo | e ACA sdo mutuamente exchssie raramente coexistem,
ocorrendo em cerca de 0,5% dos pacientes com EPed@e& Reivelle, 2004,
Grasseggeet al, 2008; Castro & Jimenez, 2010). Anticorpos antiA® Il estdo
presentes em 20% dos pacientes EScd e estdo aesoaiarise renal esclerodérmica,
mas raramente estao presentes em pacientes cogadmgmonar significativa (Steen,
2005; Parkeet al, 2008).

A ES provavelmente é a mais grave e incapacitasetrel as doencas
autoimunes. Atualmente, as opc¢oes terapéuticasagagasao limitadas. Tendo em vista
que a ES é uma doenca heterogénea com um cursevisipel, o tratamento deve ser
individualizado para cada paciente. Os agentepéatieos devem tratar os aspectos
inflamataorios, vasculares e fibroticos da doencar@e, 2008).

Segundo o Ministério da Saude do Brasil (2012)jogamedicamentos sao
utilizados para as diferentes manifestacdes cBniladoenca. Manifestagfes cutaneas
podem ser tratadas com metotrexato e a ciclofogamA penicilamina auxilia na
melhora das manifestacdes cutaneas da EScd. Adiildee a nifedipina, sdo utilizados
no tratamento do fendbmeno de Raynaud. Devido a ftalternativas farmacoldgicas,
a azatioprina é o imunossupressor mais utilizadmatamento da progresséo da fibrose
pulmonar na ES. Para o tratamento da crise rerd¢redérmica, os inibidores da
enzima conversora de angiotensina sdo os medicasneoim melhores resultados,
sendo o captopril 0 agente mais utilizado. A mememida € o farmaco utilizado para
a melhora da motilidade esofagica e plenitude igastenquanto que o omeprazol ajuda

a reduzir o refluxo gastroesofégico.

1.2.1 Epidemiologia

A prevaléncia de ES varia muito de acordo com dgdes, mas a existéncia
destas grandes diferencas entre algumas regides ggwvdconsequéncia de variagdes
metodoldgicas (Ranque & Mouthon, 2010), como defiaida doenca, metodologia de
apuracao dos casos além de diferencas nas regiégsaficas (Nikpouet al, 2010).

Na Europa, a incidéncia de ES varia de 0,85 a ¥bsioasos/milhdo/ano com
prevaléncia de 10,6 a 910 casos/milh&o. Taxasaiesilde incidéncia e prevaléncia sao
reportadas na América do Norte e Oceania. Estudos diferentes grupos étnicos

sugerem taxas de incidéncia e prevaléncia de 3,5 wezes mais altas para individuos
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afro-americanos e descendentes de pessoas do Nartafrica e Subsaarianos,
comparadas com individuos brancos (Piedral, 2012).

Muitos estudos tém obtido diferentes resultados cetacdo as taxas de
incidéncia da ES, dependendo do critério que foizatlo para o diagndstico. Por
exemplo, em um estudo realizado na Espanha, quaddmndstico foi baseado apenas
nos critérios do ACR, a incidéncia da doenca follAecasos/milhdo/ano e quando foi
utilizado o critério para o diagnéstico precoceEf proposto por LeRoy e Medsger
(2001), a taxa de incidéncia foi de 23 casos/mirém (Arias-Nunezet al, 2008)
destacando a importancia da definicho da doenca papbtencdo das taxas de
frequéncia.

Surtos geograficos de ES tém sido descritos eroy@aises, sugerindo o papel
de fatores ambientais locais ou fatores genétiRasmidue & Mouthon, 2010). Um dos
clustersmais importante foi reportado por Arnett e col996) em uma tribo nativa
americana de Oklahoma, os indios Choctaws. A p¥aea muito alta de ES (4690
casos/milh&do) foi estimada com base em 14 casas&ados ao longo do periodo
1990-1994 nos indios Choctaws ndo miscigenados.a Egtevaléncia foi
significativamente maior quando comparada a deogn@hoctaws miscigenados (310
casos/milh&o) e esta ultima foi maior que a obskryra indios Choctaws nao nativos
de Oklahoma (95 casos/milhdo). A forma difusa denda foi observada em 92% dos
pacientes. Nenhuma exposi¢cdo ambiental espeadfiieméontrada neste estudo.

Vérios estudos nos EUA reportaram que individuagasetém uma maior taxa
de incidéncia especifica por idade e apresentammefmais grave da doenca do que os
individuos brancos (Ranque & Mouthon, 2010). Nad@strealizado por Mayest al
(2003), em Detroit nos EUA, a incidéncia em muleenegras com ES foi de 31
casos/milhdo, enquanto que para mulheres brancatef@7 casos/milhdo. A forma
difusa acometia 60% dos casos de mulheres neg@&tedos casos de mulheres
brancas com ES. Além disso, um estudo realizadd\petert e cols. (2006) reportou
que individuos negros tinham o inicio da doenc¢armpecoce que individuos brancos e
foram significativamente mais propensos a ter m#odifusa da doenca.

O primeiro e Unico estudo epidemioldgico sobre anaSAmérica Latina foi
realizado por Rosa e cols. (2011), em Buenos Ama#rgentina. A taxa de incidéncia
e prevaléncia da EScl e da EScd foi de 15,2 e ad40scpor milhdo e 6,1 e 57 casos por

milhdo, respectivamente. As taxas observadas nessmlo sdo similares aquelas
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reportadas para populacdes dos EUA, bem como dankspe Australia, também

encontrando mais mulheres afetadas do que homens.

1.2.2 Etiologia

A complexa patogénese da ES sugere que um Unmog@ahético ou ambiental
ndo pode por si s6 desencadear o aparecimento etegcaldNikpouret al, 2010).
Atualmente € aceito que a doenca resulta de coaplexeracbes entre um ou mais
fatores ambientais e a predisposicdo genética dividuo (Jimenez & Derk, 2004;
Varga & Abraham, 2007; Bolster & Silver 2008; Cas& Jimenez, 2010).

1.2.2.1 Fatores Imunolégicos

A caracteristica da ES é o acumulo de colagenotmsproteinas da matriz
extracelular resultando em fibrose e disfuncaaltesdi Este processo pode resultar em
fibrose pulmonar, dismotilidade esofagica, ma-at@mrintestinal ou fungéo cardiaca
prejudicada (Katsumotet al, 2011).

A doenca vascular € um componente inicial e imptetana ES (Abraham &
Varga, 2005). Estudos de microscopia e imuno-histogta de bidpsias da pele de
varios estagios clinicos da doenca indicam queesdek patologicas iniciais na pele
resultam de mudancas na funcdo das células eraistelina ultraestrutura da micro-
vasculatura. Esse evento € seguido pela infiltradgiacélulas inflamatérias e dano
endotelial progressivo, incluindo a redugdo no mante capilares, espessamento das
paredes arteriais e fibrose da camada intima deepeg artérias (Get al, 2008). O
dano microvascular pode ser resultado de dano®msliog indiretos por anticorpos anti-
células endoteliais (AECAS, do inglémti-endothelial cell antibodi¢sos quais séo
frequentemente detectados no soro de pacientesEQMAECAs podem induzir as
células epiteliais a expressar moléculas de adpsdi@lteram a migracdo de leucdcitos
e podem levar ao dano de células endoteliais et@gmpYamamoto, 2011).

A endotelina-1 (ET-1) € um produto derivado de ledluendoteliais com
propriedades vasoconstritoras, sendo que niveigm@tacios de ET-1 podem impedir o
relaxamento de vasos sanguineos. Além disso, a porhiove a sintese de colageno
pelos fibroblastos, fornecendo a ligagdo entreszulapatia e a fiborose. Em pacientes
com EScd com fibrose generalizada e naqueles coml ESdoenca pulmonar

hipertensiva, tem se observado elevados niveis &dltlvel, sugerindo que ela pode ser
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um marcador de fibrose e dano vascular, ressaltandmportancia da ET-1 na
patogénese da ES (Yamamoto, 2011).

Existem evidéncias do envolvimento do sistema imma¢o e adaptativo na
patogénese da ES (Abraham & Vargas, 2005). A delsefp autoimune inclui a
ativacdo de linfécitos, que leva a producdo de aticorpos, liberagdo anormal de
citocinas e quimiocinas e desregulacédo da imunidaata (Steen e Medsger, 2007,
Katsumoteet al, 2011).

Muitos estudos sugerem que as respostas inflarmstoria ES sao
predominantemente do tipo Th2, pois foi observage em tecidos de pacientes com
ES sofrendo fibrose os niveis de citocinas IL-410Le IL-13 estavam aumentados. E
importante ressaltar que a IL-4 aumenta a produigh@olageno nos fibroblastos e
induz a producédo de TGF{fator de crescimento transformante beta), quesparvez
aumenta a sintese de varios tipos de colagendspglizanos e fibronectinas (Zuber &
Spertini, 2006). Andlises de micro arranjos de deitos do sangue periférico de
pacientes mostraram niveis elevados de GATA-3, mportante fator de transcricdo
gue coordena as repostas Th2 (Katsurebtd, 2011).

Interessantemente, também foi observado um aunmerstaiveis de IL-17 no
soro e na pele de pacientes com ES. Esta citocode pestar relacionada a
imunopatogénese da ES induzindo a proliferacaoilmi®blastos e promovendo a
producao de TGB-e IL-1, que por sua vez também séo capazes deifralproducao
de coldgeno. Outras moléculas, como o fator decionesto derivado de plaquetas
(PDGF, do inglésplatelet-derived growth fatpr moléculas de adesdo e o fator de
crescimento do tecido conjuntivo (CTGF, do inglésnnective tissue growth facjor
também sdo encontradas em niveis aumentados nalesgacientes em comparagcao a
individuos saudaveis (Zuber & Spertini, 2006).

Os linfocitos T, macréfagos e mastécitos estdo gmtes em um numero
aumentado ou em um estado ativado na pele dardfidadpacientes com ES. Além
disso, células B periféricas ativadas sé@o encoméragm um numero elevado nos
pacientes com ES em comparacao a individuos sasd&sgecélulas B contribuem néo
apenas para a producdo de anticorpos, mas tambréna divacdo e diferenciacdo de
linfécitos T e para a producao de varias citociYasnamoto, 2011).

Recentemente, o receptor do PDGF tem recebido naiéacdo, dado os

achados sobre os anticorpos anti-RPDGF (receptéatdode crescimento derivado de
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plaquetas) em pacientes com ES, pois esses amt$catipam a cascata RAS-ERK-1/-2,
que leva a geracdo de espécies reativas de oxi¢feai8) nos fibroblastos. De fato,

evidéncias em relacdo ao aumento do estresse igridaim sido observadas na ES e
muitos estudos tém revelado niveis diminuidos dexadantes e niveis aumentados de
marcadores de estresse oxidativo no soro de pasieai ES (Katsumott al, 2010).

Um recente modelo animal de ES descrito por Sexettcols. (2009) apoia o
papel de ROS na patogénese da ES. Neste estudpden)subcutaneas de agentes
oxidantes, em diferentes doses, correlacionaramese os subtipos EScl e ESdI.
Injecbes subcutaneas do agente oxidante perotoni@varam ao desenvolvimento de
fibrose na pele e anticorpos similares aos ACA,apgerem no fenotipo EScl. Injecbes
de um poderoso agente oxidante, o hipoclorito,Zitdm a fibrose cutanea e pulmonar,
bem como anticorpos similares aos anti-topo | olaskrs na EScd. O soro dos
camundongos tratados com hipoclorito e o soro a@#epgs com EScd contém altos
niveis de produtos oxidados que desencadeiam aigiodendotelial de 1D, e a
proliferacéo de fibroblastos.

A identificacdo da injuria inicial que leva ao aailllmde ROS, bem como o
papel de ROS na patogénese da ES vem sendo imdEstiROS e substancias
eletrofilicas e reativas sdo formadas durante sdpimcessos metabdlicos, podendo
causar dano endotelial e aumento na ativacao deegiks, levando a regulacéo positiva
de moléculas de adesao e citocinas inflamatorifibregénicas, incluindo PDGF e
TGF{ (Yamamoto, 2009). Se ROS iniciam o dano vascularrgsulta no fendmeno de
Raynaud, na perda da tolerancia a antigenos espscef na eventual fibrose tecidual
ou se a injuria causada pelo fendmeno de Raynaadilgeracdo de ROS e desencadeia
estes eventos patoldgicos € uma pergunta que aewdssita de mais estudos para ser
respondida (Katsumotet al, 2010; Yamamoto, 2011).

1.2.2.2atores Genéticos

A influéncia da genética na ES tem sido investigatabora apenas 1,6% dos
pacientes tenha um parente de primeiro grau corfri&® relativo de 13 a 15) e a taxa
de concordancia entre MZ seja baixa (Varga, 2008).um Unico estudo publicado por
Feghali-Bostwick e cols. (2003), a taxa de conaoc@ifoi baixa e ndo superior em MZ
comparando a DZ (4,6% para MZ e DZ). No entantoncdéncia de ANAs foi
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positivamente mais alta em MZ do que DZ (90% versi#%), sugerindo, pelo menos,
uma tendéncia maior para a doenca entre MZ.

Embora a ES nédo seja uma doenca herdada do modtelaen, o acimulo de
evidéncias indica um importante papel da genétecausceptibilidade e progresséo da
doenca. A aplicacdo da gendmica funcional, estddoSWAS e pesquisas com genes
candidatos tém identificado associa¢des com a ESo Anomento, os SNPs implicados
em tais associa¢cfes incluem aqueles em genesceodds para fatores regulatorios
vasomotores, marcadores de células B, quimiocinagceptores de quimiocinas,
citocinas (Varga, 2008), fatores de crescimento egis sreceptores, proteinas
antioxidantes e proteinas da matriz extracelulas. associacdes genéticas mais
significativas sdo observadas entre genes HLA danti leucocitario humano) e a
presenca do perfil de autoanticorpos, que ocorremtas) vezes em subconjuntos
clinicos especificos da ES (Abraham & Varga, 2005).

A associacdo entre os gendtipos de HLA-II e o bddiautoanticorpos na ES
tem sido reportada em muitos estudos. Os haplo@iRB1*01-DQB1*0501sd0 0s
mais comuns em pacientes com ACA, enquanto queapktiposHLA-DRB1*11—
DQB1*0301tém sido associados com anti-topo | (Romenal, 2011).

Um grande estudo realizado por Arnett e cols. (2@bdn pacientes brancos,
negros e hispanicos portadores de ES determinelagéo de alelos HLA classe Il com
a producao de autoanticorpos especificos. No gdeppacientes brancos e hispanicos,
uma forte associagdo positiva foi encontrada pasaatelos HLA-DRB1*1104
DQA1*0501e DQB1*030] sendo que estes alelos formam um haplétipo qubémn
foi associado a susceptibilidade para ES, bem aartros aleloPQB1 (além dg*0301
e *0501) codificando um residuo néo leucina na posicag[XBB126*epi). Por outro
lado, o haplétipo HLA-DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*0202-DRB1*1501foi
negativamente associado a susceptibilidade a ES. il€acdo ao grupo de pacientes
negros, os aleloslLA-DRB1*0804 DQA1*0501e DQB1*0301foram associados com
0 maior risco de desenvolver ES.

O primeiro GWAS em ES foi realizado por Zhou e c{®609), envolvendo 137
pacientes coreanos e 564 individuos controles,oseqtoduzido em individuos norte
americanos (1107 pacientes e 2747 controles, t@degasianos). Em pacientes

coreanos, as regides HLA-DPB1 e DPB2 continhamoosrhais susceptiveis nesses
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individuos. Em pacientes caucasianos dos EUA ossSNPHLA-DPB1 e/ou DPB2
foram fortemente associados com autoanticorpog@mdi | e ACA.

O GWAS realizado por Radstake e cols. (2010), cora populacdo caucasiana
incluiu um total de 2296 pacientes com ES e 51dividuos controle. Considerando
que a ES é uma doenca autoimune relativamente agpapulacdo deste estudo era
composta por quatro grupos de pacientes, origisd@os EUA, Espanha, Alemanha e
Holanda. Os resultados obtidos confirmam o papslgémedHLA, STAT4e IRF5 na
predisposicao genética a ES, sendo que estes enkeém sdo conhecidos por serem
fatores de risco para muitas outras doencas aut@sntAlém disso, um novo loci de
susceptibilidade né&o identificado anteriormente regdo do gen€D247 (1g22-23;
rs2056626), uma substituicdo intrénica d& G foi descoberto. A analise do GWAS
foi realizado para verificar quais genes estavamtrituindo para as diferentes
manifestacdes clinicas da doenca no grupo comdeE8idl, bem como a relagdo com a
presenca de ACA e anti-topo I. Os resultados m@strajue polimorfismos nos genes
IRF8 (rs11642873) &RB10(rs12540874) associaram-se com a susceptibiliddeiecl
e um polimorfismo no gen®OX5(rs11047102) foi associado a positividade para ACA
Na regido HLA, os autores observaram combinac@icad no loci HLA-DQB1 com
ACA, no loci HLA-DPA1 com anti-topo | e eMOTCH4 com ACA e anti-topo |
(Gorlovaet al, 2011).

Allanore e cols. (2011) realizaram GWAS usando darassle caso-controle da
Franca, Italia, Alemanha e do Norte da Europa. @sres identificaram trés novos loci
de risco para a ESORS1CIRHOBe TNIP1, além de confirmar a associa¢cdo com as
variantes emSTAT4 IRF5 e CD247 A figura 3 mostra os genes envolvidos na
patogénese da ES e em seus subtipos, bem comoagiaetom o perfil de
autoanticorpos (Martiat al,, 2012).

Polimorfismos no gen8TAT4 que codifica o transdutor de sinal e ativador do
fator de transcricdo 4 ja foram associados a pagsgedo lUpus eritematoso sistémico
(LES) e AR (Broeret al, 2012). O aleld do polimorfismors7574865n0 geneSTAT4
foi associado com a EScl, mas ndo com a forma alifis doenca em individuos
europeus (Ruedeat al, 2009). A mesma associacao foi encontrada end@stom uma
populacao de japoneses (Tsucheyal, 2009) e em outros dois estudos, um na Franca
(Dieudéet al, 2009a) e o outro nos EUA (Gowhal, 2009), corroborando o papel dos

polimorfismos emSTAT4na patogénese da ES. STAT4é um importante fator de
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transcricdo envolvido na regulacdo do balanco dasitas Th1/Th2 e é expresso por
varios tipos celulares, como monécitos, CD e magdé$ e € positivamente regulado

pela IL-12., além de estar relacionado a ativag@diltoblastos e a fibrose (Goueh
al., 2009; Broeret al, 2012).
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HLA-DRB1*1104

] CcD247
anti-Topo |

HLA-DPB1*1301

PSORS1IC1

TNIPT
HLA-DRB1*0701

PTPN22

Figura 3: As associacfes genéticas mais fortes descritdsSna em seus subtipos
clinicos (EScl e ESdI) ou nos mais frequentes pehéi autoanticorpos (ACA ou anti-

topo 1). A fonte em tamanho maior significa maiss@ciacdo (modificada de Marth
al., 2012).

O gendRFb5 (fator regulatério 5 do INF) esta relacionado sposta imune inata
e possui variantes polimorficas que podem estaoleicas na patogénese da ES. O
IFN-1 € um importante regulador da resposta imuagie tem funcdes pleiotrépicas
em praticamente todos os tipos de células somafibsstin et al 2011). O
polimorfismo rs2004640 e o haplotipo rs377385-rgBdM-rs10954213 no geheF5

foram associados a forma difusa da ES em um edtadoés e em estudo japonés
(Dieudéet al,, 2010b; Itoet al, 2009).
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O polimorfismo R263Q (G788A,; rs33996649) no géhEPN22foi associado
como um fator protetor no LES, enquanto que o aleldo polimorfismo R620W
(C1858T; rs2476601) foi associada a susceptibiédadES. Interessantemente, este
alelo também confere susceptibilidade a AR e abetés mellitus tipo 1, mas é um
alelo protetor para a DC (Khet al, 2010).

Ainda sdo necessarios mais estudos para a com@oedaggenética na ES, mas
ja sabemos que se trata de uma doenca poligénptaicgropica, sendo que muitas
variantes polimorficas ja foram associadas a ouloescas autoimunes, seja como fator

de susceptibilidade ou protegao.

1.2.2.3Fatores ambientais

Com base em surtos da doenca e em estudos epidgitia, durante muitos
anos diversos fatores ambientais foram estudadosekagéo a ES. Dentre os agentes
ambientais estudados estdo: exposicao a silicayanses, ao cloreto de vinil, ao dleo
toxico, ao triptofano, ao gadolinio, a bleomicina @entazocina (Barnes & Mayes,
2012). As associacfes mais significativas sado dedes com relacdo a silica e a
solventes organicos (Nikpoat al, 2010). Nao se sabe através de qual (ais) ma&eanis
(s) os agentes ambientais poderiam levar ao delsemento de doencas autoimune,
mas acredita-se que eles estimulem o sistema imansando inflamacgéo e aumento da
producao de anticorpos (Oliver & Silman, 2009).

O papel da silica como um fator de risco para av&8 sendo estudado ha
muitos anos, baseado em uma série de casos detieSpedreiros e mineradores de
ouro (Nikpouret al, 2010). Embora muitos estudos tenham reportaslocesgdo entre
a ES e a exposicdo a silica, ainda nédo esta clabayseu papel na patogénese da
doenca (Farhaét al, 2011). Em uma meta-analise realizada por McGormncols.
(2010), com base em 16 estudos publicados entr@ 2005, os autores observaram
gue ha um risco aumentado de desenvolvimento danE&omens expostos a silica,
mas nao em mulheres.

Um grande numero de estudos caso-controle temtaglzoque a exposicao
ocupacional a solventes em geral estd associad&® sk homens e mulheres.
Removedores e diluidores de tinta, solventes mseedilenotricloro, tricloroetileno,
gasolina, hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbosehalogenados, solventes BTX

(contendo benzeno, tolueno ou xileno), tém sidp@stos como sendo os solventes de
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maior risco, mas o seu papel ndo é consistente estestudos (Range¢ al, 2010).
Em um estudo realizado por Nietert e cols. (1998),autores reportaram que, em
homens, a ES desenvolveu-se principalmente ap@sig&o a solventes organicos, em
particular ao tricloroetileno, mas essa associaganfoi observada em mulheres. Em
outros dois estudos, a exposi¢cao ao tricloroetifenoelacionada ao desenvolvimento
da ES, fasciite eosinofilica e doencas do teciajuativo semelhantes a ES (Lockely
al., 1987; Diotet al., 2002).

Casos de mulheres com implantes de silicone nos sgie desenvolveram ES
comecaram a aparecer na literatura médica dos Eb\ amos de 1980. Como
consequéncia da publicacdo desses casos, muo®este caso-controle e pelo menos
quatro estudos retrospectivos de doencas do temaguntivo incluindo a ES e
implantes de silicone foram realizados, mas nenteportou aumento de risco para o
desenvolvimento da ES (Ranqe¢ al, 2010). Em uma meta-analise, ndo houve
evidéncia de associacdo entre implantes de sili®mgualquer doenca do tecido
conjuntivo (Nikpouret al, 2010).

Deve ser enfatizado que estudos com base em edpasigpacional sao dificeis
de serem realizados. Por exemplo, a exposicdovarget € frequentemente investigada
usando um questionario sobre determinados tipexplesicdo, ocupa¢des anteriores ou
atividades em horario livre em que os pacientesaerh em contato com os solventes.
Essa pratica geralmente introduz um viés, poisamseptes tendem a atribuir a sua
doenca a algum tipo de exposicao anterior. No émtanmetodologia tem melhorado
nos ultimos anos, com um agente de saude ocuphcisaizzando testes “cegos” e
entrevistas estruturadas (Rangti@l, 2010).

Devido a associacdo do tabagismo com a suscegditddi a AR, um estudo
realizado por Chaudhary e cols. (2011) comparowscgsreados pela idade com
individuos saudaveis, mas nao encontrou o tabagmm um fator de risco para o
desenvolvimento da ES. No entanto, os autores tegpan que o tabagismo pode ser
um agravante para a severidade da doenca.

A hipotese de que agentes infeciosos podem levateaenvolvimento da ES
tem sido estudada. Alguns pesquisadores sugerena gueducao de autoanticorpos
especificos na ES é o resultado de uma respostgddipor antigenos causada por
mimetismo molecular. Este conceito propde que arg@s contra antigenos proprios

sao produzidos porgue esses antigenos contém epigope compartilham similaridade
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estrutural com proteinas bacterianas e viraisnNmopatogénese da ES, a infeccao por
herpesvirus, retrovirus e citomegalovirus, entrrasu tem sido sugerida como um

possivel agente causador (Ragti@al, 2010; Katsumotet al, 2010).

1.3 Genes Codificantes de Enzimas de Metabolizacédetoxificacao

Estamos constantemente expostos a um grande ndalmesenobidticos durante
0 curso de nossa vida. Nosso corpo é capaz decimrenexposicdo de xenobidticos
através da sua detoxificacdo por um complexo sstemimatico, que deve funcionar
adequadamente para minimizar o potencial de dasaelwobioticos (Liska, 1998).

Uma grande variedade de xenobidticos € biotransfdao organismo em
compostos que muitas vezes sdo mais toxicos da quenposto que o originou ou,
ainda, eles sdo convertidos em metabdlitos ndecdéxjue podem ser excretados. A
susceptibilidade a acdo dos xenobiodticos podeesada a polimorfismos em genes que
codificam enzimas envolvidas na bioativacdo/detoiio de xenobidticos,
influenciando na habilidade de remocdo de toxinas codrpo e, assim, pode
desempenhar um papel na etiologia ou exacerbacauouitas condi¢cdes cronicas e
doencas (Liska, 1998; Autrup, 2000).

A biotransformacéo de xenobioticos, incluindo dygacorre geralmente em
duas fases: a Fase | (oxidacao) e a Fase Il (cacfny. A figura 4 traz os processos de
biotransformacéo possiveis.

As reacOes de Fase | incluem a transformacdo decommposto em um
metabdlito mais reativo e eletrofilico, geralmemtserindo um grupamento funcional
(oxigénio molecular). As principais enzimas de Fhageertencem a superfamilia de
heme-enzimas do Citocromo P450 (CYP). As enzima® G¥o responsaveis pelo
metabolismo de xenobidticos e endobidticos e estAeolvidas em uma ampla
variedade de processos de biossintese (Jamtaala 2010). As enzimas CYP podem
gerar grupos funcionais que posteriormente sen@moam sitio para conjugagdo com
as enzimas de Fase ll, as glutationa S-transfe(&®¥). As reacdes de Fase Il sdo
necessarias para a biotransformacéo de um comgmston produto solivel em agua e,

consequentemente, passivel de excre¢do (Betiala 2009).

38



1.3.1 Genes de Fase I: a Superfamilia do Citocronfi50

CYP é uma superfamilia de mono-oxigenases queisatatedominantemente
reacdes oxidativas. As reacdes de Fase | do megatmotle xenobidticos sao realizadas
pelas enzimas do CYP. Em uma tipica reacao de IFaseenzimas CYP inserem um
atomo de oxigénio molecular em um substrato, usadd®H como um cofator,
criando um sitio para posterior conjugacdo pelasmas de Fase Il (Liska, 1998;
Jancoveet al, 2010).

Metabdlito
eletrofilico

o I Oxidacéo : " 4
Xenobidtica | —» . CYPs :_’ Nel” ~ e
|
\ : Conjugacao :
! GSTs |
FASE ||

v

Metabdlito

¢V
< ;
Y /—47 conjugado

v

Excrecac

Figura 4: Possiveis vias de biotransformacao de xenobiéfrooslificada de Guecheva
& Henriques, 2003; Wilkinson & Clapper, 1997).

O genoma humano contém pelo menos 50 genes CYHivilitbos em 10
familias diferentes. Essas enzimas estdo envolvidasnetabolismo de substancias
endogenas, como os acidos graxos, esteroidesaglarsiinas, leucotrienos e aminas
biogénicas, enquanto que substratos xenobiotiahseim drogas e compostos quimicos
téxicos do ambiente. O figado geralmente expressatividade de enzimas CYP, mas
todos os tecidos expressam essas enzimas de unedrani@cido especifica (Autrup,
2000; BoZineet al, 2009).

Uma caracteristica importante das enzimas CYP eitlad na biotransformacéao
de xenobidticos é que elas sdo induziveis. A induéduma importante reacdo
adaptativa contra as toxinas ambientais. A expoeskis enzimas CYP pode ser
controlada nos niveis de transcricdo e traduca®NMNAm e em nivel pés-traducional
(Bozinaet al, 2009).
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O sistema CYP é dividido em trés principais grupOsprimeiro inclui as
familias de 5 a 51, que possuem uma alta afinigedesubstratos enddgenos e séo
altamente conservadas durante a evolucdo. O seguapo inclui as familias de 1 a 3,
com menor afinidade por estes substratos e menee@da durante a evolugdo. O
terceiro grupo inclui a familia 4, que metaboliz&das graxos e substratos relacionados
e alguns xenobidticos (Autrup, 2000; Bozétal, 2009).

As familias 1 a 3 séo responsaveis por até 80%metabolizacdo de drogas
clinicamente usadas e desempenham importante papektabolismo de xenobidticos
(Autrup, 2000; Bozinat al, 2009). Muitas das enzimas CYP da familia 1 &iBesn
variabilidade catalitica interindividual e isso poder decorréncia de polimorfismos
genéticos ou de variaveis niveis de expressaopup000).

As enzimas mais importantes no metabolismo de drog@o CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4, considerando que as nis@E® mais importantes
responsaveis pela biotransformacdo de quimicoperiedmente a ativacdo metabdlica
de pré-carcindégenos sdo CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, 2@ CYP2ELl e CYP3A4
(Bozinaet al, 2009).

1.3.1.1 O gen€YP1Al

O geneCYP1Alesta localizado no cromossomo 15g24.1 e contéenéseins e
seis introns abrangendo 5.810 pb. (Urtadl, 2009). A enzima CYP1Al € expressa
em tecidos extra-hepaticos, principalmente em t¢scapiteliais, catalisando o primeiro
passo no metabolismo de hidrocarbonetos policklarométicos, levando a formagéo
de moléculas eletrofilicas carcinogénicas, alératalisar a oxidacdo de muitos outros
xenobidticos, como teofilina, cafeina, 7-etoxiredioa e de algumas substancias
endogenas, tais como Prestradiol e estrona Além de metabolizar xenolaétia
enzima CYP1Al realiza reagfes de sintese de calksésteroides e outros lipidios
(Bozinaet al, 2009).

O geneCYP1Alnéo € expresso constitutivamente, sendo altamedtzivel
(Corcheroet al, 2001). A ativacao da transcricdo do généP1Alinicia com o agente
indutor (xenobidtico a ser metabolizado) ligando@® receptor intracelular de
hidrocarbonetos de arila (AhR, do inglésyl hydricarbon receptgr que transloca-se
para o nucleo, dimeriza com o translocador nudeaAhR e interage com elementos

cis-ativadores chamados de elementos responsiw@na@bioticos (XREs, do inglés,
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xenobiotic responsive element®calizados em uma regi@pstreamdo geneCYP1A1l
No geneCYP1Alhumano, a regido dipstreamflaqueadora contém, pelo menos, sete
XRESs nos primeiros 1.300 pb. (BoZiegal, 2009; Corcheret al, 2001).

Mais de 11 alelos do geri@YP1Alja foram descritos em humanos, dos quais
CYP1A1*2B, *2C, *3, *4, *5, *6, *7, *8, *9 e *11 metram mudanca de aminoacidos.
Ainda néo esta totalmente claro se essas mudaercasiidoacidos alteram a atividade
catalitica da enzima, mas estudos mostram que algurariantes podem codificar
enzimas mais indutiveis ou com maior atividadeliteta (Bozinaet al, 2009).

Ha diferencas na frequéncia de variantes polingsfido geneCYP1Alem
diferentes etnias. A varian@YP1A1*2A(ou polimorfismoMspl ou ml), que consiste
de uma transicdo de T para C, localizalg@nstreanto sitio de poliadenilacdo é mais
frequente em japoneses do que em caucasianosiahted YP1A1*3consiste de uma
mudanca de T para C na posicdo 3205 (também chadegwmlimorfismom3) e é
especifica de africanos. A varian®P1Al1*4com troca de aminoacido de treonina
para asparagina no cédon 461 tem sido relacionadsaagrande atividade enzimatica e
apresenta frequéncia em caucasianos de cerca qB@&aet al, 2009; San Joset
al., 2010). A varianteCYP1A1*2C também conhecida como polimorfisnma2 ou
lle462Val no éxon 7, é o resultado de uma transi¢do derd @ano nucleotideo 4889,
resultando na troca de aminoacido de Isoleuciea tra Valina (Val) no codon 462. O
alelo *Val mostra quase duas vezes mais atividataliica do que o alelo *lle
(Autrup, 2000). Esta variante é rara em caucasjanas é encontrada em cerca de 20%
dos japoneses, sendo encontrada principalmente esequilibrio de ligacdo com a
varianteCYP1A1*2A(San Joset al, 2010).

No Rio Grande do Sul, um estudo realizado por Gasgals. (2004) reportou a
frequéncia de 11% da variar@'P1A1*2Cem individuos eurodescendentes, sendo esta
mais alta, porém néo estatisticamente significaticaque a observada em populacdes
europeias. Em individuos afrodescendentes, a freiuéessa variante variou de 12% a
15%.

1.3.1.2 O gen€YP2E1

O geneCYP2Elabrange cerca de 11.000 pb., esta localizado araagsomo
10g24.3-qter e € composto por 9 éxons e 8 intodificando uma proteina de 493
aminoacidos (Gemmet al, 2006; Liuet al, 2009; Liacet al, 2011).
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A enzima CYP2EL é expressa no figado com altasecragdes na regido
centrolobular, sendo altamente induzivel por alc@YP2E1l esta envolvida no
metabolismo e ativacdo de muitos compostos de lm@go molecular, sendo que mais
de 70 quimicos diferentes sdo metabolizados pareasama, incluindo alcool, cetonas,
aldeidos, compostos aromaticos, drogas, nitrosamnipanzeno, cloreto de vinil e
solventes halogenados, como o tricloroetileno (Baét al, 2009). Durante a reacao de
metabolizacdo por CYP2EL, ha a geracdo de RO$apieam causar estresse oxidativo,
desencadeando a peroxidacao lipidica, inativacgwateinas, aumento da expresséo de
citocinas, dano ao DNA mitocondrial, levando a maglular (Gemmat al, 2006).

Polimorfismos funcionais no ger@YP2Elexibem variacao interindividual na
susceptibilidade a varias doencas e diferenteostsp terapéuticas. A frequéncia das
variantes difere consideravelmente entre grupogasn(Dekaet al, 2010). Dez
variantes polimérficas no ge@Y P2E1ja foram relatadas e muitas estdo localizadas na
regido promotora ou em introns (Gemetal, 2006).

Os polimorfismos mais importantes no g&¥P2Elestédo localizados na regido
5 reguladora da transcricdo. Sao eles o polimodiscom troca de base—XT na
posicdo -1019, onde ha a perda do sitio de restda@&nzimasd e o polimorfismo G
—>C na posigéo -1293, sendo que os individuos homtmsgara o alelo C apresentam
o sitio de restricdo para a enzifsl. Esses polimorfismos estdo em desequilibrio de
ligacdo e esta variante polimérfica é conhecidac@WP2E1*5B estando associada
com um aumento de até dez vezes na transcricderdo(§ozineet al, 2009; Dekaet
al., 2010). A frequéncia da varian@e P2E1*5Bvaria consideravelmente em diferentes
etnias: em populacdes asiaticas varia de 24% a 806%gaucasianos de 2% a 3% e em
afro-americanos de 0,3% a 7% (Genenal, 2006; Dekaet al, 2010).

Em estudo realizado em Porto Alegre, Rio Grandé&dlp por Kvitko e cols.
(2006), os pesquisadores reportaram a frequéndig0dé da variant€ YP2E1*5Bem
uma populacado de individuos saudaveis eurodescesgdesendo que esta frequéncia é

similar a frequéncia observada em populacdes dapayKatoet al, 1992).

1.3.1.3 Polimorfismos enCYP1A1 e CYP2EL1 e a susceptibilidade a doengas
Existem muitos estudos que associam variantes pdloas nos geneSYP1A1l
e CYP2Elcom o desenvolvimento de cancer e doencas inftamaat cronicas e

autoimunes.
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Polimorfismos no gen€YP1Alja foram associados ao desenvolvimento de
diversos tipos de céncer, como por exemplo, cameerpulmdo em asiaticos e
caucasianos (Zhaet al, 2011), cancer de prostata em chinesesefLal, 2012),
leucemia aguda e cancer cervical em chineses (£hail, 2012). Entretanto, alguns
estudos mostram resultados contrarios, ndo encalatr@ssociacdo com cancer de boca
(Balaji et al, 2012) e cancer de mama em mulheres da indiatigaet al, 2011).

A associacao de polimorfismos no ged¥P1Altambém tem sido observada
em doencas inflamatorias cronicas, como o LES g@ongses (Horiuchet al, 2009;
Kiyohara et al, 2012), mas ndo em chineses (Zhatgal, 2010). Em um estudo
realizado na Alemanha por von Schmiedeberg e ¢899), os autores reportaram que
o alelo *Val do polimorfismdle426Valestava associado ao desenvolvimento do LES,
mas nao foi observada diferenca significativa mapolimorfismoMsp. Em relacéo a
outras doencas cronicas inflamatorias, um estuglzaelo por Inoue e cols. (2012) em
pacientes com sindrome de Sjogren demonstrou qudelidada expressdo do AhR e,
consequentemente, elevada expressdo da enzima QYRA4Asaliva de pacientes
quando comparado ao grupo controle.

Existem também diversos estudos que associam pifismos no gen€YP2E1
e o risco de desenvolvimento de céancer, incluindareer de figado em chineses (Tian
et al, 2012), neoplasias malignas de diferentes origehdares e cancer de figado em
indianos (Dekaet al.,, 2010) e cancer de pulm&o em japoneses (Ueratidy 1991).

Com relagcao a polimorfismos no ge@¥ P2Ele a susceptibilidade a doencas
inflamatorias, o estudo de Liao e cols. (2011) repo associagdo do haplétipo
rs8192772-rs2480256/TG com a susceptibilidade ab. N0 nosso grupo, um estudo
realizado por Glesse N (dados né&o publicados),rt@paima maior frequéncia da
variante CYP2E1*5Bem individuos afrodescendentes com LES quando aada a
frequéncia do grupo controle, sendo que individuges possuem essa variante tem um
risco aumentado em até trés vezes de desenvolicamga.

Em um estudo realizado na Russia, Korytina e ¢d305) demonstraram que a
combinacédo do alelo *2C no ge@P1Ale do alelo *5B no gen€YP2E1lparece
exercer um papel importante na susceptibilidad@engh pulmonar grave e de vias
areas em criangcas com bronquite crénica e pneumbem como alta frequéncia do
genotipo nulo d&STT1
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1.3.2 Genes de Fase Il: a Familia Glutationa S-transferas

As principais enzimas de detoxificacdo de Fasedld s Glutationa S-
transferases (GST), presentes em diversos orgasidPoo exemplo, existem cerca de
48 genes que codificam GSTs no nematddaenorhabditis elegan®6 no mosquito
Aedes aegyp® mais de 70 na planBopulus trichocarpdJosephy, 2010).

Duas familias distintas de genes codificam as G&Themanos: uma familia
codifica enzimas que sdo solluveis e diméricas, artquque outra familia codifica
enzimas associadas a membrana. GST sollveis e dirare estdo amplamente
distribuidas por todo o corpo, sendo encontradasigamlo, pancreas, cérebro, rins,
testiculos, coragdo, pulmdes, intestino delgadcscold esquelético, prostata e bacgo
(Jancoveet al, 2010).

Cerca de 16 genes codificam enzimas citosoélicas/s@ e pelo menos 6 genes
codificam enzimas expressas em membranas. As G3HIvesd sdo expressas
principalmente no citoplasma, mas também estaeptes no nucleo, mitocondrias e
peroxissomos (Jancoea al,, 2010).

Em humanos, oito familias de genes codificam GSTvees: Alfa no
cromossomo 6, Mu no cromossomo 1, Theta no cromus&2, Pi no cromossomo 11,
Zeta 1 no cromossomo 4, Sigma no cromossomo 4, &éppalizacdo cromossdmica
desconhecida, mas acredita-se que é expressao@dntia) e Chi (também chamada
de Omega) no cromossomo 10 (Straepal, 2001).

As enzimas GST sdo abundantes no trato gastrongkbsporém, a sua
distribuicdo varia consideravelmente e a sua adede expressdo é influenciada pela
dieta, exposicao a drogas e condi¢des clinicaxpfessédo de GSTP1 e GSTM1 é mais
baixa no célon do que no intestino delgado, fat® pode explicar a rara incidéncia de
neoplasias no intestino delgado, pois as enzimdalissan a detoxificacdo de
carcindégenos e compostos eletrofilicos luminais. fiefacdo as outras enzimas GST,
GSTP1 é a isoforma mais expressa no colon humamolosque GSTM1 também é
abundante nos colondcitos. A diminuicdo da ativedaids enzimas GST do célon
proximal ao célon distal é consistente com a dét@gédo diminuida de xenobidticos e
aumentado risco de céancer, sendo que o nivel de @STrato gastrointestinal
correlaciona-se inversamente com o risco de carcedlon (Kaminsk & Zhang, 2003;
Circu & Aw, 2011).
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Muitos compostos eletrofilicos sdo formados pelédanéo de xenobidticos
catalisados pelas enzimas CYP e outras oxidasescto originadas do metabolismo
celular normal, como as prostaglandinas e estesditlncovat al, 2010). As enzimas
GST catalisam a conjugacdo da glutationa com uraadgr variedade de compostos
eletrofilicos, detoxificando substancias endégenazdgenas, protegendo o organismo
de compostos toxicos e carcinogénicos e do conatxestresse oxidativo derivado da
acdo destes compostos (Liska, 1998; Autrup, 2080¢alaet al, 2010; Laborde,
2010). Além disso, as GST podem proteger os tedi@odanos oxidativos devido a
produtos secundarios do estresse oxidativo (Hetyals 2005).

A relacdo entre polimorfismos nos genes que cadifi@as GST e o risco de
desenvolvimento de doencas tem sido examinada emdgrnumero de situacdes
(Josephy, 2010). Atualmente, tem se dado maiocatea polimorfismos nos genes da
familia Mu, Theta e Pi e acredita-se que variagteeéticas contribuem para diferencas
interindividuais na resposta a xenobiéticos (Aut2@00; Jancovat al, 2010).

1.3.2.1 Os gene&STT1 eGSTM1

Os genesGSTT1e GSTT2pertencem a familidgGSTT e estdo localizados no
cromossomo 22 separados por cerca de 50 kb. Egtes gossuem estruturas similares,
sendo compostos de cinco éxons com fronteiras imn idénticas (Stranget al,
2001). O geneGSTT1 (22911.2) possui duas variantes alélicas: uma idonat
(GSTT1*1) e outra ndo funcional (GSTT1*0), senddaesltima frequentemente
referida como alelo nulo. O alelo nulo origina-seadmpleta delecdo do gene, sendo
que individuos homozigotos para o alelo nulo ngwessam a enzima (Mt al., 2009;
Ramalhinhoet al, 2011). Essa delecdo origina-se de eventos demieoacao
homologa envolvendo duas sequéncias altamenteithegetque flanqueiam o gene,
resultando na perda de 54 kb que contém todo o@g&nd 1(Parl, 2005).

No cromossomo 1p13 localizam-se em tandem 5 gemetagse Mu (5’-GSTM4-
GSTM2-GSTM1-GSTM5-GSTM3-3’). No ger8STM1(1p13.3), os alelos GSTM1*0,
GSTM1*A e GSTM1*B s&o os mais estudados. GSTM1*&8TM1*B diferem em
uma base no éxon sete e codificam mondmeros qoeaforenzimas homo e hetero-
diméricas ativas. Assim como o ge@&STT1l GSTM1 apresenta um alelo nulo
(GSTM1*0) e individuos homozigotos para esse alélo expressam a enzima (Strange

et al, 2001; Ramalhinhet al, 2011). Essa delecdo também ocorre devido a@&velet
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recombinacdo homaologa entre sequéncias que flaamgueigene, eliminando 16 kb, os
quais contém todo o ge@STM1(Xu et al, 1998).

Os substratos para as GST sdo compostos capareagitecom o motivo tiol da
glutationa. Estes substratos podem servir parajagacao com mais de uma familia de
GST, como o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno que é des@®mo um substrato universal
para as GST, exceto para GSTT1, porém alguns g&aiisos (Autrup, 2000; Hayes,
2005; Jancovat al, 2010; Josephy, 2010). Moléculas relativamentgueeas, como
derivados do cloreto de metileno, dibrometo desetilou isopreno, bem como drogas
citostaticas, hidrocarbonetos e hidrocarboneto®dealados sdo substratos para a
enzima GSTT1 (Josephy, 2010). A enzima GSTM1 é etidh por detoxificar 6xidos
de areno, incluindo a forma carcinogénica finabdazo(a)pireno, benzo(a)pireno diol-
epoxido, além de desempenhar um papel na detaéficda forma carcinogénica final
da aflatoxina B1, 7,8-epoxido de aflatoxina B1 @pt 2000).

A frequéncia de individuos homozigotos para coatello deGSTT1e/ouGSTM1
exibe grande variacao étnica. De 15% a 20% dosasanms, 60% dos asiaticos e 24%
dos africanos sdo homozigotos para o alelo nulGS€T1 enquanto que 49% a 55%
dos caucasianos, 27% a 35% dos africanos e 53%sittscos sdo homozigotos nulos
para GSTM1 Aproximadamente 8% dos caucasianos e 4% dosaafsc sdo
homozigotos nulos para ambos os genes (Autrup,; 2080 et al, 2001; Whiteet al.,
2008; Economopoulos & Sergentanis, 2010).

Em um estudo realizado por Kvitko e cols. (200enqmopulagbes de individuos
afrodescendentes e eurodescendentes saudaveigaélegre, Rio Grande do Sul, foi
reportada a frequéncia de homozigotos nulos @@8aTle GSTM1 Para individuos
eurodescendentes, a frequéncia de homozigotos maAEGSTT1le GSTM1 foi,
respectivamente, de 21,1% e 50%, enquanto queipdirdduos afrodescendentes a

frequéncia foi de 28% e 34%, respectivamente.

1.3.2.20 geneGSTP1

O geneGSTPlesta localizado no cromossomo 11913 e € amplaneeptesso
em tecidos epiteliais. Até o momento, quatro aldram identificados, GSTP1*A
(e’ Ala™* ser®), GSTP1*B (vat®™ Ala''* Sef®), GSTP1*C (1%, val**
Ser®®) e GSTP1*D (11&% Ala''% (Autrup, 2000; Mayes, 2005). O alelo *A é o alelo

selvagem, enquanto que o alelo *B resulta de uarssitdo A>G no nucleotideo 313
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do éxon cinco, mudando o aminoéacido de lle paraakcodon 105. O alelt, além

de apresentar a mesma transicao observada pagtdBalinclui uma transicao €T

no éxon seis, mudando também o aminoacido de e \¢a, no codon 114. Por fim, o
alelo*D apresenta apenas a transicao eeTGho éxon seis, mudando o aminoacido de
Ala para Val, no cédon 114 (Mayes, 2005).

Apesar de todas essas substituicdes de base s ttecaminoécidos, apenas a
transicdo de A G no éxon cinco (polimorfismdlel05Va) tem sido associada a
atividade enzimatica alterada. Este residuo estéddsi no sitio de ligacdo com os
substratos eletrofilicos e esta variante pareceateidade especifica e afinidade
alterada, sendo que a enzima de individuos comtigen¥al/Val parece ter uma
atividade de detoxificacdo reduzida, quando congaae tipo selvagem, dependendo
do substrato (Autrup, 2000; Hayes, 2005; éaal, 2005; Moet al, 2009; Ramalhinho
et al, 2011).

Assim como par&YP1Ale CYP2E] as frequéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos no geneéGSTP1 variam consideravelmente entre as populacdes. A
frequéncia do alelo *Val em caucasianos, afro-araens e asiaticos é de,
respectivamente, 31%, 54% e 17% (Wiital, 2008).

No estudo ja citado acima sobre a frequéncia do®higotos nulos d&STT1e
GSTMlem afrodescendentes e em eurodescendentes deARegite, Rio Grande do
Sul (Kvitko et al, 2006), os autores também reportam as frequémgeastipicas e
alélicas do polimorfismoGSTP1 llel05Val Em individuos afrodescendentes, a
frequéncia do alelo *Vval foi de 0,42, enquanto gaea individuos eurodescendentes,

frequéncia foi de 0,28.

1.3.2.3 Polimorfismos emGSTT1, GSTM1 e GSTP1 e a susceptibilidade a
doencas

Existe muito interesse nas possiveis implicacoe®Iqgacas associadas a
polimorfismos nos genes que codificam as enzimas$, @8tretanto, muitos estudos
descrevem resultados conflitantes. Apesar dissagd@s de caso-controle tém reportado
associagdo dos genotipos nulosGRTT1le GSTM1 bem como o gendtipdal/Val de
GSTP1com o aumento do risco de desenvolvimento de @dsef®utrup, 2000; Hayes,
2005; Moet al,, 2009; Ramalhinhet al,, 2011).
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Estudos sugerem associacbes com o gendétipo nuloG8&M1 e a
susceptibilidade ao cancer de prostata e osteossarem pacientes de Sdo Paulo (Mo
et al, 2009; Salinas-Souz al, 2010);GSTT1e GSTM1nulos e cancer colon-retal em
caucasianos e nodulos na tireoide em pacientes aéani@ (Economopoulos &
Sergentanis, 2010; Remst al., 2010). A combinagdo d&STT1GSTM1 nulos e o
genotipo Val/Val de GSTP1ja foi associado ao cancer de mama em portuguesas,
engquanto que o gendtipo nulo @8TM1e o gendtipo/al/Val de GSTP1foi associado
ao cancer de mama em iranianas (Ramalhattad, 2011; Hashenet al, 2012).

Polimorfismos nos genes que codificam as enzima$ @&bém ja foram
associados a doengas autoimunes. Rohr e cols. )(26p8rtaram uma associacao
significativa entre o genotipo nulo @&STT1e o risco de artrite idiopatica juvenil em
pacientes do Rio Grande do Sul, sendo que est@iasdo foi ainda mais forte no
grupo de pacientes com os subtipos mais gravesealzxd. No Japao, Kiyohara e cols.
(2012) encontraram associacao do gendtipo nulB®IEM1na susceptibilidade ao LES
em fumantes. Entretanto, em um estudo realizadagiaterra (Ollieret al, 1996), os
autores ndo encontraram diferencas nas frequégerastipicas dé&sSTTle GSTM1
comparando pacientes com LES e controles, mas varaer uma associacdo do
fenotipo de autoanticorpos anti-Ro e anti-La coaita frequéncia de individuos nulos
paraGSTM1ou GSTT1comparados a pacientes com LES com qualquer patfid de

autoanticorpos.

1.3.3 Genes e enzimas de Fase | e Fase Il: associacoes bdl e ES

Na DIl, o dano oxidativo direto a mucosa intestimalo agravamento da
inflamacdo sao dois importantes aspectos decosredte estresse oxidativo. A
inflamacdo aumenta a geracdo de ROS, que por fgedem estar envolvidas na
regulacdo positiva de citocinas inflamatorias, mymo ao aumento de infiltrados de
células inflamatérias. Esses eventos podem cointiilaua a génese e/ou progressao da
doenca (Zhu & Li, 2012).

A falha na detoxificacdo de compostos eletrofilioosa exagerada capacidade
de biotransformacéo de xenobidticos em composttsoélicos leva ao aumento da
producdo de ROS, podendo causar danos a mucosénatgRoediger, 1997). Ao

longo dos anos, estudos tém investigado o papel pdbdisnorfismos em genes
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codificantes do sistema de biotransformacdo de biéticos na susceptibilidade e/ou
progressao da DII.

O primeiro estudo que verificou 0s niveis de exgaesle GSTM1 no sangue de
pacientes com RCU e DC foi realizado por Hertergigcols. (1994). Os autores
demonstraram que em pacientes com RCU o nivel geess@do da enzima era
significativamente menor em individuos com apareaitm precoce da doenca,
frequentemente levando a necessidade de colecton@ia, nenhuma associacéo foi
reportada para a DC. Em 1998, Sido e cols. re@ontdraixa expressado de glutationa na
mucosa inflamada de pacientes com DIl, porém, tsresindo fizeram distincdo entre
as classes de enzima expressas.

Sabe-se que o sistema de enzimas GST €& expressdvels mais baixos no
colon distal (sigma) do que no cdlon transverso.UEmestudo envolvendo individuos
saudaveis, Hoensch e cols. (2006) reportaram gerpeessdo de GSTP1 diminuia
significativamente do célon proximal ao célon distAlém disso, os niveis de
expressdo de GSTP1 foram mais altos em mulheres valiias do que em mulheres
mais jovens, enquanto que em homens nenhum efgitdicativo foi encontrado em
relacdo a expressdo de GSTP1 e a idade. Ness®,estidutores sugerem que as
mulheres estdo mais protegidas contra danos oxada¢im fungcdo da acao das enzimas
GST do que os homens, sendo que isso poderia lmantpara a baixa incidéncia de
cancer colon-retal em mulheres.

Um estudo realizado por Berkhout e cols. (2006)okmu 18 pacientes com
RCU que sofreram anastomose ileo-anal com bolsd, ilen tratamento cirargico
recomendado para pacientes que nao responderamavaloente aos tratamentos
convencionais. Essa cirurgia consiste da retiratid tlo intestino grosso, mantendo-se
o esfincter anal. Faz-se uma bolsa com a partal digtintestino delgado, que é ligada
ao canal anal, permitindo a evacuagdo através de. ateste trabalho, os autores
reportaram uma diminuigdo nos niveis de GSTAL enAZdnucosa da bolsa ileal. Os
niveis de GSTP1 foram altos na bolsa, mas em cagarcom a sindrome da alca
aferente, os niveis de GSTP1 foram baixos, indicatdixa capacidade de
detoxificagdo na bolsa ileal, podendo contribuirapa desenvolvimento de cancer. Os
autores também verificaram a frequéncia do polirsimd de presenca/auséncia de
GSTM1 mas ndo encontram diferencas significativas rexpi€ncias genotipicas entre

0S pacientes e um grupo controle de individuosaaaisl.
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Em 1995, Duncan e cols. realizaram um estudo eardly pacientes com DII,
dividindo-os em trés grupos: DC, RCU distal (infegho envolvendo apenas o lado
esquerdo do colon), RCU total e um grupo de indiosd saudaveis. Os autores
reportaram maior frequéncia do genotipo homozigoito de GSTT1no grupo de
pacientes com RCU total (35%) do que no grupo cdammaa distal da doenca (17%) e
no grupo controle (18%). Diferencas na capacidaeletoxificacdo de xenobiodticos
desconhecidos, que causam danos a mucosa integiod#m estar envolvidas na
patogénese da DII, bem como influenciar nos ditexefenétipos da doenca.

Existe um modelo de colite induzida em camundorags/és da administracdo
de dextran sulfato de sédio (DSS). Em um estudizae® por Clapper e cols. (1999),
camundongos foram submetidos a quatro ciclos deng&tracdo de DSS na agua para
beber, a fim de desenvolver colite nesses anim@s. autores confirmaram o
desenvolvimento da colite e verificaram que houdénginuicdo dos niveis de GSTT e
GSTM no colon dos animais.

No estudo realizado por de Jong e cols. (2003),0leando pacientes
caucasianos com DC, a frequéncia de variantes ¢@dicas dos gene£YP1Al
GSTT1 GSTM1e GSTP1foram analisadas. Os autores ndo encontrarameddas
estatisticamente significativas nas frequénciaécak e genotipicas dos polimorfismos
ml e lle426Val do geneCYP1Al auséncia/presenca deSTTle GSTMle o
polimorfismolle105Valde GSTP1no grupo de pacientes quando comparado ao grupo
controle. A analise combinada de individuos hormupig) nulos par&STT1le GSTM1
comparados a individuos que possuiam pelo menoalelmselvagem d&STT1le/ou
GSTM1também foi realizada, mas nao foram encontradasedicas significativas.

Andlises também foram realizadas em uma populaghana por Mittal e cols.
(2007). Nesse trabalho, o gendtipo nuloGeTM1foi mais frequente em individuos
com RCU do que em individuos controle, consideraqu®mo gendtipo nulo d8STT1
foi mais frequente em individuos com RCU e DC quarmmparado ao grupo controle.
Os autores também realizaram a andlise combinadaacino estudo anterior e
observaram maior frequéncia do genotipo duplo MBRTTIGSTM1 no grupo de
pacientes RCU e DC em comparacdo com o grupo ¢epngomentando ainda mais o
risco de desenvolver a doenca.

Com a finalidade de entender a interacdo dos ge®tlieGSTT1 GSTMle

GSTP1le o metabolismo de um farmaco utilizado no trataméa DIl, Stocco e cols.
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(2007) realizaram um estudo envolvendo pacientatados com azatioprina. A
azatioprina € um farmaco amplamente utilizado cagente imunossupressor em
varias doencas inflamatdrias cronicas, incluind2lasendo capaz de manter a doenca
em remissdo, mas efeitos adversos sdo observadosrean15% a 38% dos pacientes
tratados, necessitando assim a interrupcdo dadera@zatioprina é convertida em 6-
mercaptopurina através da reacdo com a glutatiopalimorfismos nos genes que
codificam as GST podem alterar o metabolismo ddssga, levando a aumento do
estresse oxidativo e de efeitos adversos. Nessdogsbs autores observaram menor
frequéncia do gendtipo nulo d&STM1nos pacientes que sofreram efeitos adversos,
sendo que este genodtipo parece exercer um efeitetgr na incidéncia dos efeitos
adversos induzidos pela azatioprina. Além diss@resenca do gendtipo nulo de
GSTM1foi associada a menor probabilidade de desenvehtionde linfopenia durante
o tratamento com azatioprina. Nenhuma associagambfervada para os genétipos de
GSTT1leGSTP1

Recentemente, Karban e cols. (2011) investigarassaciacdo dos genotipos de
GSTT1le GSTMlem 606 pacientes israelenses (453 com DC e 153R©b) e 528
individuos saudaveis, como controles. Os autoregrghram uma alta frequéncia do
genotipo nulo deGSTT1no grupo de individuos controles judeus (23,5%rabes
muculmanos (22%), quando comparados a individuasale drusos (7%), mas nao
encontraram diferencas nas frequéncias dos gesotipGSTM1entre esses grupos.
Comparando o grupo de pacientes com 0 grupo cenfpor etnias, os autores
encontraram alta frequéncia do gendétipo nul&&3 T1e baixa frequéncia do gendtipo
nulo deGSTMlem pacientes arabes muculmanos. Nenhuma difefengdservada
guando os pacientes eram separados em grupo comauDRCU. Neste estudo, os
autores sugerem que 0 genotipo nulo @8TT1 pode estar associado a DIl e,
contraditoriamente, o gendtipo nulo @8 TM1pode conferir protecdo contra a doenca.

Ye e cols. (2011), na China, realizaram um estedoutando 270 pacientes com
RCU e 623 individuos saudaveis. Os autores observaraior frequéncia do genotipo
nulo deGSTM1e GSTT1e o gendtipd/al/Val de GSTP1no grupo de pacientes quando
comparado ao grupo controle. Quando os pacientamfeeparados de acordo com as
caracteristicas clinicas da doenca, a frequénci@SIeT Lnulo e GSTP1Val/Val, mas
nao GSTM1nulo, foi mais alta em pacientes com a forma Hd#adoenca do que a

forma total, mas nenhuma variante foi associadev@rglade da doenca.
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O estudo caso-controle mais recente que investigouassociacao de
polimorfismos nos genes que codificam as enzimaB €Mu GST foi conduzido por
Buyukgoze e cols. (2012). Os pesquisadores observamaior frequéncia dos
genotipos nulos deGSTT1 e GSTM1 em pacientes comparados aos controles,
evidenciando, assim, em mais um estudo a impodéadesses polimorfismos na
susceptibilidade a DIl e seus subtipos.

Existem mais estudos investigando o papel dos pdiismos nos genes CYP e
GST em relacdo a DIl do que em relacdo a ES. Ogmanestudo caso-controle com o
objetivo de investigar a associacdo desses genasac&S foi realizado por von
Schmiedeberg e cols. (1999). Os autores investigarpapel dos polimorfismasl e
lle426Val no geneCYP1Alem pacientes com ES e em individuos saudaveiseNes
estudo, ndo foram observadas diferencas signifatinas frequéncias alélicas e
genotipicas dos polimorfismos estudados no gruppagentes quando comparado ao
grupo controle.

O estudo de Tew e cols. (2001) verificou a possiastociacdo dos
polimorfismos de presenca/auséncia dos ge@&I Tl e GSTM1 em pacientes
caucasianos com ES, com no maximo cinco anos dacdpealém de tentar
correlacionar gendtipos e alelos com diversas tariaticas clinicas e bioquimicas da
doenca. A frequéncia dos genotipos nulos GETT1 e GSTM1 sozinhos ou em
combinacéo nao diferiu significativamente quandmgarado o grupo de pacientes com
0 grupo controle. Entretanto, pacientes homozigatdes paraGSTM1foram menos
propensos do que aqueles com pelo menos um aletoohal deGSTM1a terem
anticorpos anti-RNP, mas esta diferenca ndo faiifstgtiva apos a correcdo para
comparacdes multiplas. Pacientes homozigotos nala® paraGSTT1quanto para
GSTM1tinham uma forte tendéncia a apresentar autoapticcACA e historico de
doenca dermatolégica ndo maligna, mas essa diter@do foi significativa. Os
resultados desse trabalho sugerem que as doent@Rmes sdo heterogéneas a
respeito de fatores genéticos e que as variant@n@bcas de susceptibilidade em
genes candidatos ndo contribuem sozinhas parargalomas podem modificar a sua
expressao clinica.

Também em 2001, um estudo investigou a associagolinorfismos no gene
CYP2Ele a exposicao a solventes organicos na suscefaiel a ES em trés grupos:

pacientes com ES que foram expostos a solventémioog antes de desenvolver a
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doenca (n=7), pacientes que ndo foram expostoshe&nses organicos antes do
desenvolvimento da doenca (n=71) e um grupo deithtds saudaveis ndo expostos,
como controle (n=106). Povey e cols. (2001) obsamaque o alelcCYP2E1*3
localizado na regido 5’ reguladora, foi encontradodois dos sete pacientes que foram
expostos, além disso, todos os sete pacientesgaeare o0 aleloCYP2C19*EM
localizado no éxon cinco, comparados a 89% doseptss com ES sem exposicéo.
Apesar do numero de individuos expostos ser bagoautores sugeriram que estes
alelos podem estar envolvidos na susceptibilidadeSaem individuos expostos a
solventes organicos.

O estudo de Tikly e cols. (2004) foi realizado carparticipagédo de pacientes
negros, originarios da Africa do Sul. Os autore rdbservaram diferencas
significativas nas frequéncias dos gendtipos nadeszSTTle GSTM1le nem nas
frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfisleb05Valde GSTP1 Entretanto, os
autores encontraram associacao do ae®IM1*B apresentando baixa frequéncia
entre os pacientes, evidenciando um possivel gap&dtor contra a doenca, mas esta
associacdo ndo foi observada para o al@B®TM1*A Interessantemente, o alelo
GSTM1*Adifere doGSTM1*Bem apenas um aminoacido, mas estudodtro nao
mostram qualquer diferenca funcional nas enzimasgs pmbos codificam enzimas
ativas. Alternativamente, a associacdo descritaspalitores pode ser resultado do
desequilibrio de ligagcdo com outro polimorfismo ndentificado no gen&STM1ou
em algum outro gene relacionado.

Como discutido anteriormente, a fibrose pulmonargincipal causa de morte
entre os pacientes com ES. Shirahama e cols. (28alzaram um estudo envolvendo
pacientes com ES portadores de doenca pulmonastinial (DPI) e pacientes com ES
sem DPI e analisaram alteracdes de certas proteéssado bronco-alveolar desses
pacientes. Quando os autores compararam o perfiprdeinas no material dos
pacientes com DPI e no material de pacientes semeddPontraram um aumento no
nivel de expressao de trés proteing:macroglobulin,al-antitrypsin e proteina A
surfactante pulmonar, bem como a diminuicdo dosigittas enzimag2-proteinas de
choque térmico e GST no grupo de pacientes com E¥3as proteinas podem ter um
papel na patogénese ou prognostico da ES envolvandoenca pulmonar, mas
evidentemente sdo necessarios mais estudos pardaelo papel dessas proteinas na

patogénese da doenca.
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As doencas inflamatorias cronicas, como a DIl eSa &0 um problema de
saude e afetam pessoas no mundo todo. A etiolaggtasl doencas ainda ndo esta
totalmente compreendida, mas sabe-se que fatonésiges, imunoldgicos e ambientais
estdo envolvidos na sua patogénese. Nao ha cumaeptas doencas, mas atualmente
existem tratamentos que visam melhorar a qualidadeda dos pacientes e manter a
doenca em remisséo, mas muitos individuos ndomedspo bem aos tratamentos.

A genética tem um papel muito importante nessasg®se Muitas variantes
polimorficas ja foram estudadas e parece Obvio glas possam influenciar a
patogénese e/ou progressao dessas doencas emsjmpputacdes, mas ndo em outras,
destacando a importancia de estudos genéticos\anrsasé populacdes, com o objetivo
que realizar a caracterizacao imunogenética damagws fim de obter resultados que
possam ajudar no melhor entendimento dos mecanisdas doencas e o0
desenvolvimento de terapias mais efetivas.

Diante destas consideracdes, estamos propondoaater&zacdo de variantes
polimorficas nos genes de metabolizacdo e detexidic em pacientes com DIl e ES.
No Brasil, ainda ndo foram realizados estudos d®cicado destes polimorfismos
analisados em conjunto na DIl e na ES, portantotefessante determinar se existe
associacdo em nossa populacdo e comparar a estadiaados em outras populagdes.
A identificacdo de fatores genéticos implicadospa#ogénese destas doencas pode,
futuramente, auxiliar no estabelecimento de diatigasse progndsticos mais confiaveis

e, além disso, podem contribuir para avancos tatios.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo geral invastigeapel dos polimorfismos
dos genes codificantes de enzimas do CitocromoORe4ta Glutationa S-transferase na
susceptibilidade a Doenca Inflamatéria IntestinBbdnca de Crohn e Retocolite
Ulcerativa) e a Esclerose Sistémica, atraves ddsanda presenca e frequéncia das
variantes alélicas destes genes em amostras denfescicom DC, RCU e ES e em

individuos controle saudaveis.

2.2 Objetivos Especificos

» Analisar os polimorfismos de presenca/auséncsagdmessSTMle GSTTle
o polimorfismollel05Val no geneGSTP1lda Glutationa S-transferase em pacientes
com DII, DC, RCU, ES e controles.

* Analisar os polimorfismodle462Val (CYP1A1*2G no geneCYPl1lAle
CYP2E1*5Bno geneCYP2E1do Sistema Citocromo P450 em pacientes com DIl, DC
RCU, ES e controles.

e Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas mimorfismos entre
pacientes e controles.

» Comparar as frequéncias das variantes polimérfestudadas com dados

clinicos e laboratoriais dos pacientes, buscandeipeis associagdes.
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Abstract

Background: Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UCg dhe two major
subtypes of inflammatory bowel disease (IBD). Ewitls suggest that the oxidative
stress plays an important role in pathophysiolo§yB®. The increased capacity in
metabolizing xenobiotics and/or the failure in thetoxification of metabolites may
cause direct damage to the intestinal mucosa, 4sasvéo be involved in deregulation
of inflammatory responses. Genetic polymorphismbiatransformation enzymes may
alter its catalytic activity and modulate the rafdBD development.

Aim: This study aimed to investigate the frequencyGXP1A1*2C CYP2E1*5B,
GSTM1 null GSTT1 null and GSTP1 Ilel05Vapolymorphisms in IBD patients and
healthy controls.

Methods:A total of 235 IBD patients (132 CD and 103 UCp &1 healthy controls
were analyzed. Molecular identification @@YP1A1*2C CYP2E1*5B and GSTP1
lle105Val polymorphisms was performed by Polymerase Chaiactmn-Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) assay. G8&T1null andGSTM1null
polymorphisms were analyzed by PCR in multiplex.

Results:Allelic and genotypic frequencies &@YP1A1*2C CYP2E1*5Band GSTP1
lle105Val polymorphisms, and the genotypic frequencYa&TM21null polymorphism,
did not differ statiscally between patients andtome. However, we observed a higher
frequency ofGSTT1null homozygous in IBD and UC patients as compareamirols.
Conclusions: This study suggests that t&@STT1null genotype is a susceptibility
genetic factor to IBD development and it may beolmed in definition of course of

disease to UC in European-derived patients frontl&on Brazil.

Keywords: Inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, Utteracolitis, Genetic
polymorphism, Cytochrome P450, Glutathione S-trarasfes.
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Introduction

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UQ) dre two major subtypes of
inflammatory bowel disease (IBD). IBD is characted by inflammation of colon
and/or small intestine, which results in recurreirrhea, abdominal pain, rectal
bleeding, and weight loss [1, 2]. Although CD an€ Wre inflammatory chronic
diseases affecting the gastrointestinal tract, ethare some characteristics that
differentiate them: the inflammation in CD is tsamural and discontinuous, affecting
principally the ileum and perianal region; in UQhet inflammation is located
superficially in colon, in a pattern continuous (8. The etiology of IBD is not
completely clarified, but several studies have gbuated to understanding of the IBD
pathogenesis. Currently, it is known that genetid anvironmental factors may trigger
immunological alterations and increase the riskB@f development [2-5].

Enzymes related to biotransformation of xenobiotos often used as genetic
markers of susceptibility to the development anogpession of diseases in which the
exposition to environmental factors is involved .Téle biotransformation of
xenobiotics can occurs in two phases, dependingenifobiotic [7]. The Phase |
reactions are performed by Cytochrome P450 (CYRYyrams, which insert an atom
oxygen molecular in a xenobiotic substrate, makingore electrophilic and reactive,
as well as creating a site for subsequent conjoigdty Phase Il enzymes [7, 8hase
Il reactions are catalyzed by Glutationa S-traresfes (GST) through the conjugation of
glutathione with a variety of electrophilic compaisn often derived from Phase |,
which make these metabolites become more solubleam be excreted [9, 10].

The CYP1Algene is located at 15g24.1 chromosome and corgairen exons
and six introns [11]. ThEYP1A1*2C polymorphism is characterized by a transition of
A to G at nucleotide 4889 in exon 7, that resuitam amino acid change of isoleucine
(lle) to valine (Val) at codon 4621€462Va). The variant2C, that codifies the amino
acid Val, shows an almost two-fold higher catalyiczyme activity than th&lA
variant [8]. It was previously reported that enzgnwarrying*2C allele generate an
increase in oxidative stress thus to its highealgtt activity [12]. TheCYP2E1gene is
located on chromosome 10g24.3-gter and consigtgnefexons and eight introns [13].
One of the most important polymorphisms@{P2E1gene, as knows &YP2E1*5B
(Pst), is located in 5' transcription regulatory regi@t position —1293 [8]. The

substitution of G to C results in an increase upetefold in gene transcription, and it

58



has been associated to an increase in the gememttielectrophilic substances and
oxidative stress [13-15].

Important substrates of GST enzymes include elpbilic metabolites derived
from the catalytic activity of CYP enzymes, as waf numerous by-products of
oxidative stressGSTT1lgene is located at chromosome 22q11.2, wheB%BEM1is
codified by a gene located on chromosome 1p13.3 [Mie deletion ofGSTT1land
GSTM1genes is common in human populations, and indalgddwho are homozygous
null to deletion oflGSTT1and/orGSTM1genes do not express the respective enzyme [8,
10, 16]. GSTP1gene is located at chromosome 11gl13 and it hasm@ortant
polymorphism on exon 5. A transition A to G at reatide +313 results in a change of
amino acid of lle to Val at codon 108e105Va) [16]. This residue is located at the
binding site with the electrophilic substrates #mel variant'Val can confers an affinity
and specificity altered depending on the xenobidite-18].

The mechanism which initiates the inflammation BDIremains unknown [3—
5]. However, the inflammatory process of intestimalicosa can be triggered by an
imbalance between the generation of oxidative steesd antioxidant enzyme action
[19]. Genetic polymorphisms may alter the catalgiitivity of Phase | and 1l enzymes,
resulting in disequilibrium between the productminelectrophilic substances and the
activity of detoxification [8, 15]. The failure ithe detoxification of electrophilic
compounds and reactive oxygen species (ROS), atiggihfrom biotransformation of
xenobiotic, and/or the increased capacity in mdiaibg xenobiotics may cause direct
damage to the intestinal mucosa, as well as to nwehed in deregulation of
inflammatory responses [20, 21].

The aim of this study was to investigate the fremyeof CYP1A1*2C and
CYP2E1*5Bpolymorphisms of Cytochrome P450, aB&TT1 null GSTM1 null and
GSTP1 lle105Vapolymorphisms of Glutathione S-transferases in igdients and its
clinical subtypes, CD and UC, comparing to heattbgtrols from Southern Brazil.

Methods
Patients and controls

This study was conducted using convenience sangflgmtients and healthy
controls. A total of 235 patients, from Hospital@gnicas de Porto Alegre and Hospital
Séo Lucas PUCRS, both localized in Porto Alegre, eitere diagnosed with IBD and
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included in this study (125 women and 110 men). @uedred thirty-two patients
presented CD (66 women, 66 men) and 103 patieatepted UC (59 women, 44 men).
The mean age of patients was 43.9+13.2 (mean+S&psya&he diagnosis of IBD was
based on standard clinical, radiological, and kagfic criteria [22] and in accordance
with the consensus on IBD published by the Eurofgramn’s and Colitis Organization
[23, 24]. Patients with other types of colitis wepecluded from this study. The control
group was comprised by 241 healthy blood donorsn@®en and 161 men). The mean
age of controls was 44.09+7.34 years. Blood sampére collected after authorization
of the ethical committees of both institutions amdnformed consent of individuals.

Patients and controls were classified as Europeaneat according to
phenotypic characteristics of individuals, as julld®y the researcher at the time of
blood collection, and data about the ethnicity afgmts/grandparents reported by the
participants. The issue concerning skin color-basasssification criteria that is used in
Brazil is well documented and has been alreadysasseby our group in previous
studies [25, 26].

The total number of individuals genotyped for th@ymorphism analyzed is
indicated in each table. Due to technical probleimsome cases the sample size was

reduced.

CYP1A1 and CYP2E1 Genotyping

The DNA used for molecular techniques was obtaifiech 5 mL peripheral
blood samples collected with EDTA and purified thgh the salting-out method as
described by Lahiri e Nurnberger [2T)NA samples were stored at -20°C.

Molecular identification ofCYP1A1*2Cand CYP2E1*5Bwas performed by
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment tteRglymorphism (PCR-RFLP)
assay. TheCYP1A1*2C polymorphism was genotyped using the primers a@dR P
conditions previously described [28]. The amplif@dduct (204 bp) was digested with
the enzymdBsrDI and in presence of the restriction site, fragreerit149 bp and 55 bp
were formed. The genotyping @fYP2E1*5Bpolymorphism was performed according
to Kato et al [29]. The presence of restrictiore Bi$tl yielded two fragments of 290 bp
and 120 bp. The genotypes were determined thrduglvisualization on 3% agarose

gel.
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GSTT1, GSTM1, and GSTP1 Genotyping

The GSTT1 nulland GSTM1null polymorphisms of Glutathione S-transferase
were genotyped using the amplification method byRPE& multiplex, with specific
primers[30—32], and PCR-RFLP was performed @B TP1 lle105Vabolymorphism as
described previously [6]. An aliquot of amplifiedropuct was analyzed by
electrophoresis in 3% agarose gel to verify theeabs or presence &8STT1(480 bp)
andGSTM1(215 bp) genes. The amplified fragmenG8TP1(176 bp) was used as an
internal control in this reaction. After the visizaltion of theGSTTl1and GSTM1
genotypes, an aliquot of this PCR product was degely the restriction enzyniBsma
in order to determine the genotypes @STP1 llel05Valpolymorphism [31]. The
fragments of 91 bp and 85 bp formed after the emtyndigestion were visualized in

8% polyacrylamide gel stained with ethidium bromide

Statistical analysis
Allelic and genotypic frequencies were estimatedliogct counting. Chi-Square

test was performed to compare the genotypic frecjgenobserved in patients and
controls groups with the Hardy-Weinberg expectatioas well as to compare
CYP1A1*2C CYP2E1*5B and GSTP1 llel05Valgenotypic frequencies between
patients and controls. Chi-Square test with Yatestection was performed to compare
the frequency of presence/abse®@8TTland GSTM1polymorphisms, as well as to

compareCYP1A1*2C CYP2E1*5Band GSTP1 Ilel05Vadllelic frequencies between

patients and controls. Odds Ratio (OR) estimatiith @5% confidence interval (95%

Cl) was also calculated. All data were analyzechvBiPSS software and WinPepi.
Significance level was established at P<0.05 (tsied). Analyses were performed

with all patients grouped under IBD or subdividedGD and UC patients.

Results

CYP1A1*2C CYP2E1*5B and GSTP1llel05Val genotypic and allelic
frequencies, as well a&STT1land GSTM1homozygous null genotypes frequencies
analyzed in our control group are similar to freagies reported previously for a
healthy population from Porto Alegre with Europeatestry [33].

For all groups of patients and control§YP1A1*2C CYP2E1*5B and
GSTP1lle105Vagienotypic frequencies were according to expecyeddrdy-Weinberg
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equilibrium, except th€YP2E1*5Bfrequencies in the group of IBD patients (P=0.04).
The methodology employed for analysis of presehseiace of polymorphis/@STT1
andGSTM1do not allows distinction between heterozygous waitd-type homozygous
genotype, therefore Hardy-Weinberg equilibrium wasapplied in these cases.

Data resulting from analysis @@YP1A1*2Cand CYP2E1*5Bpolymorphisms
are showed in Table 1. The genotypic and allelieqdiencies ofCYP1A1*2C
polymorphism did not differ between IBD patientslaiontrols (P= 0.933 and P=1.000,
respectively), as well as was observed to CD (B9®and P= 0.758, respectively) and
UC patients (P= 0.866 and P= 0.974, respectivayjampared to controls. Concerning
to genotypic frequencies @YP2E1*5Bpolymorphism, no significant difference was
observed between IBD, CD, UC patients and contfBls 0.336, P= 0.213 and P=
0.758, respectively). Allelic frequencies also diot differ between the three patients
groups and controls (IBD P=0.430; CD P= 0.224EdadP =1.000).

Concerning to results obtained from analysis of egeencoding phase i
enzymes (Table 3), the genotypic frequencie&8TP1*lle105Valpolymorphism did
not present any significant difference betweengpdsi and controls (IBD P= 0.536, CD
P=0.351, UC P=0.715), as well as to allelic femtties (IBD P= 0.640, CD P= 0.283,
UC P=0.759).

Table 4 presents data from analysis performedHhergenotypic frequencies of
GSTT1 nulland GSTM1 null polymorphism comparing patients and controls. The
frequency ofGSTT1homozygous null in IBD group was significantly heg than the
frequency observed in the control group [0.28 I80P=0.02; OR=1.71 (95% CI 1.09
—2.71)]. When the IBD group was subdivided in C[dl &C, the statistical significance
was observed only regarding to UC patients compaoedontrols [0.29 vs 0.18;
P=0.035; OR=1.84 (95% CI 1.03-3.24)]. Although tlfrequency of GSTT1
homozygous null was higher in CD patients as cosetpao controls, it was not
statistically significant [0.27 vs 0.18; p= 0.083R 1.62 (95% CI 0.94-2.76)]. The
frequency of th&3STM1homozygous null genotype did not differ between patients
group and controls (IBD P= 0.389; CD P=0.286; UMB49). A combined analysis
was also performed comparing individuals that ark for both GSTTland GSTM1
genes. Individual that had at least one functicadbdle of GSTT1or GSTM1 were
classified as other genotypes in our analysesr@mtgous and wild-type homozygous).

As results, we observed a high frequency of douabléindividuals in IBD, CD and UC
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patients groups as compared to controls, but noifignt association was observed
(P=0.115, P=0.217, P=0.190; respectively).

Discussion

We investigated the role of polymorphisms in geoeding Cytochrome P450
and Glutathione S-transferases enzymes in the tifsitiey and clinical progression of
IBD in 235 patients and 241 healthy controls Euewpderived. Evidences suggest that
the oxidative stress plays an important role inghthophysiology of IBD, resulting in
direct oxidative damage to the intestinal mucosd exacerbation of inflammatory
responses [19-21].

Polymorphic variants in CYP and GST genes can eneodymes with altered
or absent catalytic activity and modulate the 0$kBD development [11-12, 14-17].
Researches have been performed with different ptipns and some results showed
controversial. In this study, we observed a higheguency of th&STT1 nullgenotype
in IBD patients as compared to controls, as demnaiest by a study with a cohort of
Arab Muslim [34] and Indians IBD patients [35]. Hewer, when our sample of IBD
patients was subdivided under UC or CD groups,itkecased frequency @&STT1
homozygous null was significant only in UC patierithis result is in agreement with a
study performed by Duncan et al [36] with Caucadih patients, and by other two
studies with UC patients from China [37] and Tuinki88]. Unlike our results, the
studies realized in India, China, and Turkeported association o6STM1 null
genotype to UC. This discrepancy in results mayekplained by different genetic
backgrounds of these populations, whereas the iatsocof GSTM1 nullgenotype was
not demonstrated in two studies with CD and UC @aian populations of Europe [36,
39].

It is known that stressors, originated from metanol of xenobiotics, are
involved in activation pathway of Nuclear Factopga Beta (NFR<B), an important
transcription factor responsible for regulatinglanimatory responses [40]. A higher
activation of NF«B can induce transcription of several genes codigtpkines,
including those involved in the pathogenesis of IH®1]. Based on these
considerations, it is plausible to suggest thatabeumulation of toxic metabolites not
detoxified by GSTT1 enzyme may to generate direatnae to the intestinal

epithelium. Furthermore, these metabolites notditol may activate the NReB and
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stimulate the transcription of inflammatory medratinvolved in the pathogenesis of
IBD, as well as specific genes related to UC, thereontributing to definition of the
course of the disease to UC.

RegardingGSTP1 lle1l05Vabpolymorphism, in the present study, allelic and
genotypic frequencies were similar in the threeugsoof patients as compared to the
controls. This result is in agreement with a prasistudy reported by de Jong €38,
which involved CD Caucasian patients. Unlike ousutts, a Chinese study7]
observed a significant higher frequencyail/Val genotype among UC patients than in
the controls, especially those with the distal faidisease. The results reported by this
study suggest that th&STP1 Illel05Valpolymorphism may plays a role in
susceptibility to UC in individuals of Chinese asirg, but not in individuals with
European ancestry.

The polymorphisms in Phase | genes were not asedcia IBD susceptibility
or clinical progression in the present stu@y.P1A*2Cpolymorphism showed similar
frequencies between three patients groups and atentand our results are in
accordance with a study performed with CD Europpatients [39]. Therefore, the
CYP1A*2C polymorphism seems not be associated to susdéptitBD and the
subtypes UC and DC in individuals European or \Eititopean ancestry.

This study was the first to investigate the roleCOfP2E1*5Bpolymorphism in
IBD, but no association was observed. Interestiniky genotypic frequencies observed
in IBD patients were not in agreement with the etpeé frequencies for Hardy-
Weinberg equilibrium. An acceptable explanation tbors imbalance may be the
possible and relevant role of this polymorphismaigsample of unhealthy individuals
[42], whereas the *5B/*5B mutant genotype was obsgwith a frequency higher than
expected. TheCYP2E1*5B polymorphism is harbored in 5' transcription redgoity
region. It was reported that the transversio® G increases up to ten-fold in gene
transcription, and consequently it results in ahbrgcatalytic activity of enzyme [13—
15].

The small sample size is a limitation of the présetudy. Whereas a
convenience sample of 235 IBD patients and 241tlinealontrols was studied, the
statistic power to identify a significant differenbetween the groups was up to 66%.
Although IBD had higher rates of incidence and plemce in certain parts of the world

[43], in Brazil it is still an uncommon disease [44
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To our knowledge, this is the first study that exad the association of the
genetic polymorphisms in biotransformation enzymwiesenobiotics in a sample of IBD
Brazilian patients. As conclusion, this study swgggehat th&5STT1null genotype is a
susceptibility genetic factor to IBD and it may ioolved in definition of course of

disease to UC in European-derived individuals fl@outhern Brazil.

Potential conflicts of interest: None.
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TABLES

Table 1 Genotypic and allelic frequencies GYP1A1*2Cpolymorphism in IBD, CD

and UC patients as compared to healthy controls

IBD (n=235) CD (n=132) UC (n=103) Controls (n=238)
CYP1A1*2C N (%) N (%) N (%)
Genotypes
*1AIF1A 96 (73) 79 (77) 177 (74)
*1A*2C 33 (25) 22 (21) 57 (24)
*2C/*2C 3(2) 2(2) 4(2)
Alleles
*1A 225 (85) 180 (87) 411 (86)
*2C 39 (15) 26 (13) 65 (14)
IBD (n=223) CD (n=128) UC (n=95) Controls (n=236)
CYP2E1*5B N (%) N (%) N (%)
Genotypes
*1A*1A 119 (93) 84 (88) 207 (87.7)
*1A/*5B 8 (6.2) 10 (11) 28 (11.9)
*5B/*5B 1 (0.8) 1(1) 1 (0.4)
Alleles
*1A 246 (96) 178 (94) 442 (94)
*5B 10 (4) 12 (6) 30 (6)

No significant difference between the gro(f2s0.05).
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Table 2 Genotypic and allelic frequencies GETP1 lle105Vapolymorphism in IBD,

CD and UC patients as compared to healthy controls

IBD (n=235) CD (n=132) UC (n=103) Controls (n=237)

GSTP1 lle105Val N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotypes
lle/lle 111 (47) 67 (51) 44 (43) 102 (43)
lle/Val 101 (43) 54 (41) 47 (46) 114 (48)
Val/Val 23 (10) 11 (8) 12 (11) 21 (9)
Alleles
*lle 323 (0.69) 188 (0.71) 135 (0.66) 318 (0.67)
*Val 147 (0.31) 76 (0.29) 71 (0.34) 156 (0.33)

No significant difference between the groups (P50.0
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Table 3 Frequencies o&5STT1 null GSTM1null and double-null genotypes in IBD,

CD and UC patients as compared to healthy controls

IBD (n=235) CD (n=132) UC (n=103) Controls (n=241)

(N, %) (N, %) (N, %) (N, %)
Genotypes
GSTT1 null 65 (285 35 (27§ 30 (29§ 44 (18)
GSTT1 non-null 170 (72) 97 (73) 73 (71) 197 (82)
GSTM1 nufl 136 (58) 79 (60) 57 (55) 129 (54)
GSTM1 non-null 99 (42) 53 (40) 46 (45) 112 (46)
GSTT1 nulk GSTM1 nufi 31(13) 17 (13) 14 (14) 20 (8)
Other genotypes 204 (87) 115 (87) 89 (86) 221 (92)

#1BD vs. controlsy? with Yates P=0.02; OR=1.71 (95% CI 1.09 -2.71)
® UC vs. controlsy? with Yates P=0.035; OR=1.84 (95% CI 1.03 —3.24)

°No significant difference between the groups (P5).0

71



3.2 Artigo em fase de preparacdo a ser enviadoviataecientificaMolecular and

Celular Biochemistry

GENETIC POLYMORPHISMS OF CYTOCHROME P450 AND
GLUTATHIONE S-TRANSFERASES ENZYMES IN SYSTEMIC SCLE ROSIS

PATIENTS

Tassia Flores Rech, Markus Bredemeier, Jodo Cdidosres Xavier, Katia Kvitko,

José Artur Bogo Chies

T.F. Rech, K. Kvitko, J.B. Chies
Department of Genetics, Universidade Federal doGRande do Sul. Bento Gongalves

Avenue 9500, Porto Alegre — Brasil

M. Bredemeier, J.C. Xavier
Rheumatology Division, Hospital Conceicédo, Portcedgkk, Brazil. Francisco Trein

Avenue, 586, Porto Alegre — Brasil

Correspondence to:

José Artur Bogo Chies e-mail: jabchies@terra.bom.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Depamtémnde Genética, Instituto de
Biociéncias. Av. Bento Goncalves 9500 - Prédio 8433Rab. 212

Agronomia - Porto Alegre, RS — Brasil

Fone 51-3308-6740. Fax 51-3308-7311

CEP 91501-970

72



Abstract

Systemic sclerosis (SSc) is a rare chronic autoimeannflammatory disease,
characterized by vascular and immune dysfunctiddc 8tiology is not completely
understood, but it probably results from interatsi®oetween environmental factors and
the genetic predisposition of the individual. Ewvides suggest that the oxidative stress
may cause the initial injury that triggers the mddigical events in SSc. Genetic
polymorphisms in biotransformation enzymes may raltee catalytic activity of
enzymes and modulate the potential of activatiod detoxification of xenobiotics,
resulting in an increase of oxidative stress. la pnesent study, we investigated the
frequency of CYP1A1*2C CYP2E1*5B, GSTM1 null GSTT1 null and GSTP1
llel05Val polymorphisms in 99 SSc patients and 241 healibwytrols. Molecular
identification of CYP1A1*2C CYP2E1*5Band GSTP1 lle105Vapolymorphisms was
performed by Polymerase Chain Reaction-Restridiagment Length Polymorphism
(PCR-RFLP) assay. THe8STT1null andGSTM1 nullpolymorphisms were analyzed by
PCR in multiplex. Allelic and genotypic frequencies CYP2E1*5B and GSTP1
llel05Val polymorphism, as well as the genotypic frequencdsGSTM1 null
polymorphism were similar between patients androbtWe observed a significantly
higher frequency of 2C/*2C genotype and2C allelefrom CYP1A1*2Cpolymorphism
among patients as compared to controls. Furthermardrequency significantly
increased was observed regard@§TT1homozygous null genotype and double-null
for both GSTTland GSTM1lgenescomparing patients and controls. As conclusions,
this study suggests that the presence6f allele fromCYP1A1*2Cpolymorphism and
the GSTT1null genotype alone or combined wiBSTM1null is a genetic susceptibility

factor to SSc.

Keywords: systemic sclerosjscytochrome P450, glutathione S-transferases, geneti
polymorphisms.
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Introduction

Systemic sclerosis (SSc) is a rare chronic autoimeminflammatory disease of
the connective tissue, characterized by vasculdrimmune dysfunction that results in
progressive fibrosis of the skin and internal oggHn 2]. SSc etiology is not completely
understood, but evidences suggest that the digeasés from interactions between
environmental factors and the genetic predispositmf the individual [2, 3].
Autoantibodies are a marked feature of autoimmugseages. Although its role in the
pathology of SSc is unknown, they are useful to dlassification of patients on the
subtypes of disease: diffuse cutaneous SSc (dc&8itgd cutaneous SSc (IcSSc), and
SSc sine scleroderma (ssSSc), beyond provide iafoom about diagnosis and
prognosis [4]. Antinuclear antibodies (ANA) are etded in up to 95% of SSc patients.
Anti-centromere antibodies (ACA) and anti-topoisoase | antibodies (anti-Scl-70) are
the classic ANA found and are present in up to ¥i%atients with IcSSc and in up
20% dcSSc patients, respectively [4, 5].

Genes and enzymes involved in biotransformatioreniobiotics are often used
as markers of susceptibility to the development@mnprogression of diseases in which
its etiology is related to exposure to environmefatetors [6]. The biotransformation of
xenobiotics generally occurs in two phases [7]. 9@hhreactions are performed by
Cytochrome P450 (CYP) enzymes, which insert an atxygen molecular in a
substrate, creating a site for subsequent conjugaly Phase Il enzymes [7, 8]. Phase |l
reactions are catalyzed by Glutationa S-transfer§s&T) through the conjugation of
glutathione with a variety of electrophilic metaibe$, often derived from Phase |,
detoxifying endogenous and exogenous substances T8¢ ability to remove
electrophilic substances can be due to geneticnpaiyhism in gene coding enzymes
involved in Phase | and Il of biotransformatiorxehobiotics [7, 10].

The CYP2Elgene is located on chromosome 10qg24.3-gter ansisterof nine
exons and eight introns [11]. One of the most irtgodr polymorphisms, as known as
CYP2E1*5B(Pst), is characterized by a replacement of G to @aaition -1293 in the
5' transcription regulatory region [7]. The varidbB was associated with an increase
up to ten-fold in gene transcription [11-13]. TG¥P1Algene is located at 15024.1
chromosome and contains seven exons and six infiegf}sIn exon 7, at nucleotide
4889, a transition of A to G results in a varianbwn asCYP1A1*2C which presents

an amino acid change of isoleucine (lle) to valial) at codon 462Ie462Va). The
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variant*2C shows an almost two-fold higher catalytic enzynovdy than the*lle
variant [7]. It was previously reported that enzgnearrying*2C allele can generate an
increase in oxidative stress thus to its highealgat activity [15].

GSTs are important enzymes that detoxify reactivetabolites frequently
derived from the catalytic activity of CYP enzymes, well as numerous by-products
from oxidative stres<GSTT1gene is located at chromosome 22q11.2, wheée&aRVi1
is codified by a gene located on chromosome 1p[i®B The deletion of5STT1and
GSTM1genes is common in human populations, resultirtgerabsence of enzymes [7,
10, 16]. GSTP1lis a polymorphic gene located on chromosome 11@t8exon 5, a
transition A to G at nucleotide +313 results in leamge of amino acid lle to Val
(lel05Va) [16]. This residue is located at the binding sitéh the electrophilic
compounds and the variat¥al to confer altered affinity and specificity to striases
[16-18].

The oxidative damage may be responsible for bathcttissue injury and the
generation of specific autoantigens in SSc [19]hiyh concentrations, reactive oxygen
species (ROS) react quickly with proteins, lipidsarbohydrates, and nucleic acids,
often inducing functional alterations [20]. Inde@djdences suggest that the oxidative
stress may be involved in SSc development sine&s observed a decrease in serum
levels of antioxidants enzymes and an increaseaskens of oxidative damage in SSc
patients [21-23].

In the present study, we investigated the frequeatyCYP1A1*2C and
CYP2E1*5Bpolymorphisms of Cytochrome P450 aB&TP1 lle105ValGSTM1 null
and GSTT1 null polymorphisms of Glutathione S-transferases in Sfdients
comparing to healthy controls from Southern Braadl,well as the possible association

of these variants with clinical and laboratoriatigres of the disease.

Methods
Patients and Controls

A total of 99 SSc patients were prospectively eatdd between April 2000 and
December 2004. Patients were referred from themlagoalogy units of 4 clinical centers
in the Porto Alegre city, Rio Grande do Sul, BraZihe mean age of patients was 49.7
+ 14.9 years. The sample was constituted by patieith longstanding or recently

diagnosed disease. All patients met the Americalle@® of Rheumatology (ACR)
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criteria for SSc [24] or the criteria suggestedleyRoy and Medsger [25] for diagnosis
of early forms of SSc. The patients with overlagpisyndromes were excluded.
However, patients with definite diagnosis of SSec@ding to the ACR criteria) who
presented secondary inflammatory myopathy or Sjogrgyndrome were not excluded
from the analysis.

The control group was comprised of 241 unexposathfected healthy blood
donors. The mean age of controls was 44.09 + 7e24sy Patients and controls were
classified as European-derived according to phgmotgharacteristics of individuals
(color and hair type and skin color), as judgedthy researcher at the time of blood
collection, and data about the ethnicity of pargnédparents reported by the
participants. The issue concerning skin color-badasksification criteria that is used in
Brazil is well documented and has been alreadysasseby our group in previous
studies [26, 27]. This study was approved by thieidst Committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. All patients and contrsilgned a written informed consent

before participating in this study.

Clinical evaluation

Clinical disease characteristics recorded and tloeeplures used to diagnosis
were described by Bredemeier et al [28]. Pulmonhrgh-resolution computed
tomography (HRCT) was performed in most patient$.HRCT scans were assessed
for radiologic evidence of interstitial diseasedigmd-glass opacities, reticular pattern,
and honeycombing) by 2 radiologists. Patients alsderwent spirometry and carbon
monoxide diffusing capacity (DLCO) test. Forcedavitapacity (FVC) and DLCO were
considered reduced when < 80% and < 75% of preticadéues, respectively. Patients
with honeycombing, reticular pattern, ground-glagmcities, or reduced FVC were
considered to have interstitial lung disease (ILDJppler echocardiography was used
to estimate the pulmonary systolic arterial presqiSAP). Patients with PSARIO

mm Hg were considered to have pulmonary arteripehgnsion (PAH).

CYP1A1 and CYP2E1 Genotyping

The DNA used for molecular techniques was obtaifiech 5 mL peripheral
blood samples collected with EDTA and purified thgh the salting-out method as
described by Lahiri e Nurnberger [2BINA samples were stored at -20°C.
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Molecular identification ofCYP1Al1*2Cand CYP2E1*5Bwas performed by
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment tteRglymorphism (PCR-RFLP)
assay. TheCYP1A1*2C polymorphism was genotyped using the primers a@dR P
conditions previously described [30]. The amplif@@dduct (204 bp) was digested with
the enzymdBsrDI and in presence of the restriction site, fragmeaitl49 bp and 55 bp
were formed. The genotyping GfYP2E1*5Bpolymorphism was performed according
to Kato et al [31]. The presence of tRst restriction site yielded two fragments of 120
bp and 290 bp. The genotypes of both the polymemsiwere determined through the

visualization on 3% agarose gel.

GSTT1, GSTM1, and GSTP1 Genotyping

The GSTT1 nulland GSTM1 null polymorphisms were genotyped using the
amplification method by Polymerase Chain ReactP@R) in multiplex, with specific
primers, and PCR-RFLP f&aSTP1 lle105Vapolymorphism as described previously
by Rohr et al [6]The primer sequences used were as previously egpf82—-34]. An
aliquot of amplified product was analyzed by elegtroresis in 3% agarose gel to
verify the absence or presenceGS$TT1(480 bp) andsSTM1(215 bp) genes, and the
amplified fragment ofGSTP1(176 bp), which was used as an internal contrdhis
reaction. After this procedure, a second aliquathefamplified product o6STP1was
digested by the restriction enzyniBsmd as described by Harries et al [33]. The
fragments of 91 bp and 85 bp formed after the emtiyndigestion were visualized in

8% polyacrylamide gel stained with ethidium bromide

Statistical analysis

Allelic and genotypic frequencies were estimated digect counting. The
genotypic frequencies of polymorphism were compared Hardy—Weinberg
expectations using Chi-Square test. In order to pam the frequenc¥sSTT1land
GSTM1 null polymorphisms, as well as to compae&dP1A1*2C CYP2E1*5Band
GSTP1 llelO5Vahkllelic frequencies between patients and contrGlsi-Square test
with Yates’ correction was performedYP1A1*2C CYP2E1*5BandGSTP1 lle105Val
genotypic frequencies were compared between patiant controls through Chi-
Square test. OR estimative with 95% confidencennale(95% CI) and the adjusted
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residuals were also calculated. All data were amalywith SPSS software and
WinPepi. Significance level was established at PsQtwo-tailed).
The total number of individuals genotyped is intkchin each table. Due to

technical problems, in s some cases the samplevsigeeduced.

Results

CYP1A1*2C CYP2E1*5B and GSTP1llel05Val genotypic and allelic
frequencies, as well a&STT1land GSTM1homozygous null genotypes frequencies
analyzed in our control group are similar to freagies reported previously for a
healthy population from Porto Alegre with Europeatestry [35].

The observedCYP1A1*2C CYP2E1*5B and GSTP1 Ilel05Valgenotypic
frequencies were according to expected for HardyaWérg equilibrium in both
patients and controls groups. The methodologyzetlifor the analysis of th@STT1
and GSTM1 null polymorphisms do not allows distinction betweenldvype
homozygous and heterozygous genotypes, thereforgyHsdeinberg equilibrium was
not applied in this case.

Demographic, clinical and laboratorial data of $fatients are shown in Table
1. Table 2 presents data from analysi€¥P1A1*2CandCYP2E1*5Bpolymorphisms.
Significant differences were observed regardingoggic and allelic frequencies of
CYP1A1*2C polymorphism between patients and controls (P=0ad8 P=0.013,
respectively). The analysis of adjusted residulatsved that the frequency dIA/*1A
genotype was significantly increased among contislsompared to patients (0.74 vs.
0.61; P=0.019), as well as the frequencyl allele (0.86 vs 0.78; OR=0.57, 95% ClI
0.36-0.90). Concerning genotypic and allelic freques of CYP2E1*5B
polymorphism, no significant difference was obsdrv@P= 0.210 and P=0.233,
respectively).

A similar frequency of alleles and genotypes froBSTP1 llel05Val
polymorphism was observed between SSc patientshealthy controls (P= 0.415 and
P=0.251, respectively). Table 4 presents the aisatgscerning the influence &STT1
null and GSTM1 nullpolymorphisms in SSc susceptibility. The frequentyGSTT1
homozygous null individuals was significantly higreenong SSc patients as compared
to the control group (0.29 vs 0.18, P=0.029; OR31%% CI 1.05-3.16). Genotypic

frequencies ofSTM1 nullpolymorphism did not differ significantly betwegatients
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and controls (P=0.157). A combined analysis wasop®ed comparing individuals null
for both GSTT1land GSTM1genes with individuals that had at least one fonet
allele of GSTT1lor GSTM] referred to as “other genotypes” in our analys&s.
significant higher frequency of double-null indiv@s was observed among SSc
patients as compared to healthy controls (0.19.08,0P=0.007; OR=2.62, 95% CI
1.25-5.46).

Ultimately, we analyzed the demographic, cliniad laboratorial data of SSc
patients stratified in accordance with the genaypeCYP and GST polymorphisms
analyzed. A significant association was observatteming the frequency 6LA/*5B
genotype fromCYP2E1*5Bpolymorphism and the presence of anti-Scl70 (PE9D,0
whereas no one patient with this genotype presemesitivity to anti-Scl-70.
Furthermore GSTM1non-null genotype was observed in 97% of patients veduced
DLCO (P=0.027). However after applying Bonferromrmection, the significant P-
values were not maintained.

The original sample of SSc patients and healthytrosnwas constituted of
individuals African-derived and European-derivedisl known that the frequency of
these polymorphisms in CYP and GST genes diffegsifstantly between distinct
ethnic groups [35]. For this reason, all analysesewperformed subdividing the control
group according to their ethnic origin. Howevere gample of SSc patients and healthy
controls African-derived was small (23 patients &7dcontrols), which it implies in a
very low statistical power to analyses. Therefare,compared the allelic and genotypic
frequencies of polymorphisms studied between pistiand controls (data not shown),
but without analyzing clinical data of patients. Assults, we did not found any
association of CYP and GST polymorphisms with S&xaptibility in this sample of
African-derived individuals (P>0.05).

Discussion

Oxidative stress has been reported as an impdgetur for the development of
SSc, whereas it may contribute to the early pathiokd manifestations of the disease
[21-23]. To investigate the association of polynisms in genes coding
biotransformation enzymes in susceptibility to S®e, analyzed 99 SSc patients and

241 healthy controls European-derived.
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A frequency significantly higher was observed relgeg *1A/*1A genotype and
*1A allele fromCYP1A1*2Cpolymorphism among healthy controls. It was presigu
reported that2C allele increases the catalytic activity of enzyinewhich it results in
a higher metabolizing activity, generating largeoants electrophilic metabolites [7].
Furthermore, intermediary compounds can be formeobugh the activity of
metabolizing by CYP enzymes, and these compoundsbeamore toxic than the
original substance metabolized [36, 37]. The onlydyg that investigated the role of
CYP1A1*2Cpolymorphism in susceptibility to SSc did not fouay association [38].
Thereby, the1A/*1A genotype may be a protect factor for SSc susabtilsince the
presence of this genotype is associated to a loaetivity of metabolizing of
xenobiotics.

Concerning theCYP2E1*5B polymorphism, this was the first study that
investigated its role in SSc, but no associated eserved. However, a study realized
by Povey et al [39] reported that th8 allele from CYP2E1*3 polymorphism, also
localized at the 5’ regulatory region of gene, whserved in two of seven SSc patients
that had been exposed to organic solvents befaaajmment of the disease. Therefore,
other polymorphisms i€YP2E1gene may influence the SSc development.

No association was observed regardi®@pTP1 Ilel05Valpolymorphism
between patients and controls. In contrast, a spelyormed by Palmer et al [40]
observed an increased frequency of both heterosygod homozygous carriers of the
*Val allele among SSc patients. Théal variant appears to confer reduced catalytic
activity as compared ttlle variant, decreasing its affinity for electrophitompounds
and its ability of detoxification, which potentialtesults in an accumulation of these
compounds [7, 10].

Concerning theGSTM1 null polymorphism, no significant difference was
observed on our analysis. However, we observedjmfisantly higher frequency of
GSTT1lhomozygous null individuals among SSc patiente ¢bmbined analysis also
revealed a higher frequency of double-null indiaduamong patients as compared to
controls. Previous studies investigated the roléG8TTland GSTM1genes in SSc
susceptibility, but no association were observegceming these polymorphisms [19,
40]. However, in the study performed by Palmerlethee combination oGSTT1null,
GSTM1null andVal/Val GSTP1genotypes (GST-) was correlated positively with th
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presence of carotid artery disease among SSc tmtlaut no association was reported
concerning GST- frequency in SSc susceptibility.

ROS and electrophilic metabolites can damage tldetbelium, as well as up
regulate the production of inflammatory and fibrmoige cytokines and adhesion
molecules [22]. A hypothesis to explain the resaftshis study is that individuals who
do not express the GSTT1 enzyme have an increaskdof developing SSc, as
compared to individuals with at least one functialkele of GSTT1 This risk increases
to almost 5 half-fold in presence GSTM1null genotype. Therefore, the inefficiency in
detoxifying by GSTT1 and GSTM1 enzymes may contabior the direct injury to
endothelial cells and be involved in the triggefsame of the vascular abnormalities
observed in SSc, as well as immunological altenatiand fibrosis. On the other hand,
the *1A/*1A genotype fromCYP1A1*2C polymorphism may to protect from SSc
development, due its ability to produce minor antswi electrophilic metabolites.

To our knowledge, this is the first study that exssd the association of the
genetic polymorphisms in genes of CYP and GST eesyima sample of SSc Brazilian
patients. The small sample size is a limitationtloé present study, whereas the
statistical power to detect significant differencgas up 42%. However, we should
consider the scarcity of information about thisedse and its low frequency in Brazil,
highlighting the need for epidemiological studies.

In conclusion, this study suggests tle&TT1null genotype alone or combined
with GSTM1 null genotype is a susceptibility genetic factor $Sc, whereas the
*1A/*1A genotype from CYP1A1*2C polymorphism may to protect from SSc

development in Brazilian European-derived individua
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TABLES

Table 1 Demographic, clinical, and laboratorial data 8c$atients

Features SSc patients (n=99)
Age (years) mean +-SD 49.7 +£14.9
Female sex 87 (88)
Raynaud’s phenomenon 99 (100)
Mean disease duration 12.17 +10.44
Subtypes
dcSSc 25 (25.3)
IcSSc 59 (59.6)
SSSSc 15 (15.1)
Calcinosis 22 (22.2)
Telangiectases 67 (67.7)
ANA > 1:80 85 (85.9)
Anti-centromere antibodies 40 (40.4)
Anti-topoisomerase | antibodies 22 (22.2)
Pulmonary fibroses 52 (52.6)
Reduced FVC 33(36.3)
Interstitial lung disease on HRCT 62 (66)
Pulmonary arterial hypertension 12 (13.3)
Reduced DLCO 77 (85.6)

Data are presented as numbers (percentages irtlpeses), except as otherwise indicated.
"Data not available for all patients.

dcSSc: diffuse cutaneous SSc; [cSSc: limited cuasneSSc; ssSSc: sine-scleroderma SSc;
ANA: anti-nuclear antibodies; FVC: forced vital emity; DLCO: carbon monoxide diffusing
capacity; HRCT: high resolution computed tomography
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Table 2 Genotypic and allelic frequencies dfYP1A12C and CYP2E1*5B

polymorphismsn Southern Brazilian SSc patients and controls.

Patients (n=99)

Controls (n=238)

CYP1A1*2C N (freq.) N (freq.)
Genotypes
*1A/X1A 61 (0.61F 177 (0.74)
*1A*2C 33 (0.33) 57 (0.24)
*2C/*2C 5 (0.05) 4 (0.02)
Alleles’
*1A 155 (0.78) 411 (0.86)
*2C 43 (0.22) 65 (0.14)
Patients (n=90) Controls (n=236)
CYP2E1*5B N (freq.) N (freq.)
GenotypeSs
*1A/*1A 73(0.81) 207 (0.88)
*1A/*5B 17 (0.19) 28 (0.12)
*5B/*5B 0 (0.00) 1 (0.004)
Alleles’
*1A 163 (0.91) 442 (0.94)
*5B 17 (0.09) 30 (0.06)

& SSc patientgs. controlsy? P=0.03. Adjusted residuals P=0.019

b SSc patients vs. contrgldwith Yates P=0.013; OR=0.75 (95% CI 0.36—-0.90)

¢ dNo significance difference between groups P>0.05



Table 3 Genotypic and allelic frequencies GSTP1 llel05Vapolymorphism inSSc

patients and healthy controls

Patients (n=99) Controls (n=237)
GSTP1 lle105Val N (freq.) N (freq.)
Genotypes

lle/lle 35 (0.35) 102 (0.43)
lle/Val 53 (0.54) 114 (0.48)
Val/Val 11 (0.11) 21 (0.09)
Alleles’

*lle 123 (0.62) 318 (0.67)

*Val 75 (0.38) 156 (0.33)

2P No significance difference between groups P>0.05
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Table 4 Frequencies oGSTTL1 null GSTM1 null and double-nulbenotypes in SSc

patients and healthy controls

Patients (n=99) Controls (n=241)

N (freq.) N (freq.)
GSTT1
GSTT1 null 29 (0.29) 44 (0.18)
GSTT1 non-null 70 (0.71) 197 (0.82)
GSTMZ
GSTM1 null 62 (0.63) 129 (0.53)
GSTM1 non-null 37 (0.37) 112 (0.47)
GSTT1+ GSTM1
GSTT1 + GSTM1 null 19 (0.19) 20 (0.08)
Other genotypes 80 (0.81) 221 (0.92)

8SSc vs. controlg? with Yates P=0.035; OR=1.85 (95% CI 1.03 —3.29)
®SSc vs. controlg? with Yates P=0.157

°SSc vs. controlg? with Yates P=0.007; OR=2.62 (95% CI 1.25 —5.46)
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4. DISCUSSAO DA DISSERTACAO

CYP e GST na DlI

A DIl possui dois principais subtipos clinicos, & @ a RCU, definidos assim
com base em caracteristicas clinicas, histologrea#ylogicas e endoscépicas. Como a
DC e a RCU possuem caracteristicas Unicas que fagerdiiam, isto pode ser
consequéncia de diferentes mecanismos fisiopataéginvolvidos em cada subtipo da
doenca. Atualmente, estd muito bem documentadoimfeeacbes complexas entre
fatores genéticos e ambientais estdo envolvidauagpatogénese (Xavier & Podolsky,
2007; Cho, 2008; Matricomt al, 2010; Khoret al, 2011; Yeet al, 2011; Scharl &
Rogler, 2012).

Enzimas envolvidas na biotransformacdo de xenao®tiexercem um papel
muito importante protegendo 0 nosso organismo dossidecorrentes da exposicao a
fatores ambientais (Liska, 1998; Autrup, 2000). Asceptibilidade a acao dos
xenobidticos pode ser devida a caracteristicastigaséndividuais, sendo que a falha
na detoxificacdo de compostos eletrofilicos ou aagerada capacidade de
biotransformacdo de xenobidticos em compostos ofilliétos leva ao aumento da
producdo de ROS (Roediger, 1997), podendo deserapemh papel na etiologia ou
exacerbacdo de doencas. Além disso, evidénciasesngplie a producdo aumentada de
compostos eletrofilicos e ROS pode causar danesodir mucosa intestinal, levando
também a exacerbacgdo de processos inflamatériodlafnacdo aumenta a geracao de
ROS e estresse oxidativo, que por sua vez podemarggpsitivamente a expressao de
citocinas inflamatorias, levando a um “circulo gg0” (Zhu & Li, 2012). Estes eventos
podem contribuir para a génese e/ou progressaoaied.

Este trabalho foi o primeiro a investigar o papelvariantes polimérficas nos
genesCYP1Ale CYP2E1(Fase I), e nos gen&STT1 GSTM1le GSTP1(Fase II) em
individuos com DIl e individuos saudaveis eurodedeates do Sul do Brasil. Outros
estudos ja foram realizados com pacientes europhirgeses, indianos e turcos, sendo
que os resultados séo controversos.

A frequéncia do polimorfismo de presenca/ausénei&8TTle GSTM1 bem
como as frequéncias alélicas e genotipicas dosnpdismos GSTP1 llel05Val
CYP1A1*2Ce CYP2E1*5Bno grupo de individuos saudaveis do presente @€sidio
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de acordo com as frequéncias previamente reporpadasvitko et al (2006) para uma
populacdo caucasiana saudavel de Porto Alegre.

No presente estudo, uma frequéncia significativdenanmentada do genétipo
nulo de GSTT1foi observada entre os pacientes com DIl quandopapsado aos
controles, e este resultado esta de acordo corhtim®® para uma amostra de pacientes
arabes muculmanos e indianos (Karlearal, 2011; Mittalet al, 2007). No entanto,
quando nossa amostra de pacientes foi subdivididdD€ e RCU, a frequéncia de
individuos homozigotos nulos pafaSTT1foi estatisticamente significativa apenas
entre os pacientes com RCU. Este resultado estéatdo com um estudo realizado por
Duncan e cols. (1995) com pacientes caucasianos RGid. De fato, ndo foram
observadas diferencas significativas na frequénai@a polimorfismo de
presenca/auséncia deSTM1 entre 0s grupos de pacientes e 0 grupo controle no
presente estudo, em contraponto aos resultadodoshbpielos estudos realizados com
individuos indianos, chineses e turcos, onde otgeméaulo deGSTM1foi associado a
susceptibilidade a RCU. A discordancia dos nossssltados pode ser explicada pelos
diferentesbhackgroundgyenéticos das populacdes estudadas, sendo qeecagéo do
gendtipo nulo deGSTM1né&o foi observada em outros dois estudos com igasie
caucasianos da Europa com RCU e DC (Dumta, 1995; de Jongt al, 2003).

Os resultados obtidos no presente trabalho, beno @@resultados reportados
previamente por outros pesquisadores, sugerem gieiduos com 0 genotipo
homozigoto nulo d&SSTT1tém um risco aumentado para o desenvolvimentolta D
sendo que este gendtipo pode estar envolvido naigief do curso da doenca para a
RCU. Uma hipétese para esta associacdo € que oukxlge estressores, como
compostos eletrofilicos reativos e ROS, juntamete outros fatores genéticos de
susceptibilidade e a exposicdo a fatores ambienp@dem causar danos diretos a
mucosa do intestino e levar ao desenvolvimento ta Ibteressantemente, ja foi
reportado que ROS, bem como outros estressorés, @svolvidos na via de ativacao
do Fator Nuclear kappa Beta, NF-kB (do ingl@sc¢lear factor kappa BejaNF-kB &
um importante fator de transcricdo que regula r&sgoinflamatoérias, sendo que a
ativacdo inapropriada de NF-kB ja foi associada witas doencas inflamatorias e
cancer, como por exemplo, aterosclerose, artritee Moenca de Alzheimer (Rahman
& Fazal, 2011). No epitélio intestinal, N estd envolvido na homeostase

imunologica e na modulacdo da permeabilidade deeibarintestinal. No entanto, a
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hiperativacdo de NkB pode induzir a transcricdo de varios genes quificam
citocinas envolvidas na patogénese da DIl, levanddlamacao cronica e recorrente,
considerando que o aumento de ROS nos tecidos ipoeeplicar parcialmente a
ativacdo cronica de NkB na DIl (Biasiet al, 2013). Com base neste referencial
tedrico, é plausivel sugerir que acumulo de congsostetrofilicos e ROS (derivados de
algum xenobidtico ndo identificado neste estudod w@toxificados pela enzima
GSTT1, poderia causar danos ao epitélio intestiAlm disso, estes metabolitos
podem ativar o fator NF-kB e estimular a transaigde genes que codificam
mediadores inflamatérios envolvidos na patogéneaeDdl e genes especificos
relacionados a RCU, desta maneira direcionandosm@a doenca para a RCU (Figura
5).

Fatores ambientais
Fatores genéticos e imunoldgicos
Xenaobidbticos

. . . CYP1A1
Metabdlitos eletrofilicos e reativos, ROS

FASE

FASE Il

i

GSTP1

T Lesdo n§
Detoxificagdo NF-kB, outros Estresse , epitélio
GSTT1 * oxidativo intestinal

GSTM1 x
Excregéo

<«

Estimula citocinas pré-inflamatérias l
Inflamacgéo o Dl
Perfil inflamatério da RCU > RCU

Figura 5: Hip6tese de como o acumulo de compostos elaétadie ROS pode levar ao
desenvolvimento da DII, direcionando o curso dandagara a RCU.

A respeito do polimorfism&STP1 llel05Valno presente estudo as frequéncias
alélicas e genotipicas foram similares entre os fAupos de pacientes quando
comparados ao grupo controle (Tabela 2 do artige$@foi previamente reportado no
estudo de Jongt al Contrariamente ao estudo chinés @{al 2011), a frequéncia de

individuos com o genotipdal/Val de GSTP1foi significativamente maior no grupo de
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pacientes RCU do que no grupo controle e, alénod&sfrequéncia desse gendtipo foi
maior em individuos sofrendo de RCU distal do quieisd, sugerindo que este
polimorfismo desempenha um papel na susceptibéidadRCU em individuos de
ascendéncia chinesa, mas ndo em individuos eusrddstes, mais uma vez
salientando a importancia de considerar os difeseshackgroundsgenéticos das

populacdes.

O estudo de Jongt al foi o primeiro a avaliar o papel do polimorfismo
CYP1Al1*2Cna susceptibilidade a DIl. Assim como o estudodaano presente
trabalho, as frequéncias genotipicas e alélicabefdal do artigo) ndo foram
significativamente diferentes quando comparamo$éss grupos de pacientes com o
grupo controle, sugerindo, até o momento, que pdtenorfismo ndo desempenha um
papel na susceptibilidade e/ou progressao da DII.

Este estudo foi o primeiro a investigar o papepdbmorfismoCYP2E1*5Bna
DIl. Nossas analises ndo apontaram para difereegtatisticamente significativas entre
as frequéncias alélicas e genotipicas dos tréogrp pacientes quando comparados ao
grupo controle (Tabela 1 do artigo). Interessantgejeas frequéncias genotipicas
observadas no grupo de pacientes com DIl ndo estdeaacordo com as frequéncias
esperadas para o Equilibrio de Hardy-Weinberg. énaicacdo plausivel para este
desequilibrio pode ser o possivel e relevante pagmte polimorfismo em uma amostra
de individuos ndo saudaveis (Balding, 2006), camaitdo que o gendtipo mutante
*5B/*5B foi observado com uma frequéncia maior do queparagda. O polimorfismo
CYP2E1*5Besté localizado na regido 5’ reguladora da trég@ur Estudos anteriores
reportaram que a transversdo d@G aumenta em até dez vezes a transcricao do gene,
0 que pode resultar em uma alta atividade catalitec enzima e aumento do estresse
oxidativo nas células (Uematstial, 1991; Liuet al, 2009; Dekaet al., 2010).

O tamanho amostral pequeno € uma limitacdo do messtudo, no entanto,
apesar de a DIl ter altas taxas de incidéncia\ef@ecia em certas partes do mundo, no
Brasil ela ainda é uma doenca pouco comum. Setgaessante correlacionar dados
clinicos e laboratoriais dos pacientes com os @g@wgjt pois como demonstrado em
outros estudos, estas variantes polimérficas podstar associadas a diferentes
caracteristicas da doenca, como gravidade e lacalizda inflamacéo.
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Em conclusdo, o presente estudo sugere que o penailo deGSTT1é um
fator genético de susceptibilidade para a DIl eepestar envolvido na definicdo do

curso da doenca para a RCU, em individuos brassleurodescendentes.

CYP e GST na ES

A ES é uma grave doenca autoimune com subtiposcadinbaseados no
envolvimento cutaneo: EScl, EScd e ESs (LeBio#l.1988; LeRoy & Medsger, 2001;
Hunzelmannet al, 2008). Assim como na DIl, a etiologia da ES w@étotalmente
conhecida, mas a sua complexidade sugere que dageréticos, ambientais e
imunoldgicos participam da sua patogénese (Vargdo&ham, 2007; Bolster & Silver
2008; Castro & Jimenez, 2010). Diversos estudositestigado o papel da genética
na predisposicdo a ES e polimorfismos em genegrgnf associados a doencga, como
por exemplo, nos genéd A, STAT4IRF5, PTPN220O estresse oxidativo vem sendo
reportado como um fator importante para o deseimmehto da ES, visto que poderia
contribuir para as primeiras manifestacées patob®ida doenca (Katsumogd al,
2010; Yamamoto, 2011).

Variantes polimorficas nos genes CYP e GST podedificar enzimas com
atividade catalitica alterada ou ausente e, destmaf modular o risco de
desenvolvimento de diversas doencas (Uenettsil, 1991; Moet al, 2001; Stranget
al., 2001; Hayeet al, 2005; ; Liuet al, 2009; Sharmet al, 2010; Unsakt al, 2009;
Deka et al, 2010; Ramalhinh@t al, 2011). Com o objetivo de verificar se existe
associacao de polimorfismos em genes codificardemndimas de biotransformacéo de
xenobidticos na susceptibilidade a ES, foram amalos 139 pacientes com ES, sendo
99 eurodescendentes e 23 afrodescendentes, bem3@9madividuos saudaveis, como
controles, sendo 241 eurodescendentes e 87 afeouiEstes.

A amostra original de pacientes com ES e contrsdeslaveis era constituida de
individuos afrodescendentes e eurodescendentes-sBalgue a frequéncia dos
polimorfismos estudados nos genes CYP e GST dsageificativamente entre os
grupos étnicos (Gaspat al, 2004). Por este motivo, todas as analises foeatizadas
subdividindo o grupo de pacientes e controles dedaccom a sua origem étnica. No
entanto, a amostra de pacientes com ES e consaletaveis afrodescendentes era
muito pequena (23 pacientes e 87 controles), oimpédca em um poder estatistico

muito baixo para as analises. Portanto, n0s commeaas frequéncias alélicas e
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genotipicas dos polimorfismos estudados entre pisee controles (dados néo
mostrados), mas sem analisar os dados clinicopadentes. Como resultados, ndo
foram observadas qualquer associacdo dos polimméisem CYP e GST com a
susceptibilidade a ES nesta amostra de individinodescendentes (P>0,05).

A Tabela 1 do artigo apresenta os dados clinicesodraficos e laboratoriais
dos pacientes eurodescendentes com ES.

No presente estudo, uma frequéncia significativdenanmentada do genétipo
*1A/*1A, bem como do alelslA do polimorfismoCYP1A1*2Cfoi observada entre os
individuos do grupo controle. Em contrapartida,reqdiéncia do aleld2C estava
significativamente aumentada entre os pacientes E&n(Tabela 2 do artigo). Foi
previamente reportado que o al&RC aumenta a atividade catalitica da enzima, o que
resulta em uma alta atividade de metabolizacdoanger grandes quantidades de
metabdlitos eletrofilicos (Autrup, 2000). Além dissos compostos intermediarios
formados através da atividade de metabolizacdoedasnas CYP podem ser mais
toxicos do que a substancia original que foi mdiabda (Shimada, 2006; Hussah
al., 2014). O unico estudo que investigou o papepdimorfismo CYP1A1*2Cna
susceptibilidade a ES n&o encontrou qualquer assowi(von Schmiedebery al,
1999). Assim, o genotipdlA/*1A pode ser um fator genético de protecdo contra o
desenvolvimento da ES, uma vez que a presenca gexsftipo esta associada a uma
baixa atividade de metabolizacdo de xenobidticos.

N&o foram observadas diferencas nas frequéncidisaslée genotipicas do
polimorfismo CYP2E1*5Bentre pacientes e controles (Tabela 2 do artigsie E o
primeiro estudo que investigou a possivel assogidgdpolimorfismoCYP2E1*5Bno
desenvolvimento da ES. No entanto, em um estudizada por Povey e cols. (2001),
o alelo*3 do polimorfismoCYP2E1*3 também localizado na regido 5 reguladora do
geneCYP2E] foi observado em dois dos sete pacientes quenferaostos a solventes
organicos antes do desenvolvimento da doenca. Embao tenhamos observado
associacdo do polimorfisnfoYP2E1*5Bna ES, ndo se deve excluir a possibilidade de
gue outros polimorfismos neste gene possam inflaeno desenvolvimento da doenca.

Nenhuma associacdo foi observada com relagdo aonqgrbbmo GSTP1
llel05Val entre pacientes e controles no presente estudeel@&8 do artigo). Em
contraste, em um estudo realizado por Palmer e ¢B093), foi observada uma

frequéncia aumentada de ambos os heterozigotoshemszigotos para o alekyal
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entre pacientes com ES. A variantéal parece conferir uma atividade catalitica
reduzida as enzimas quando comparada a varik@tediminuindo a sua afinidade por
compostos eletrofilicos e a sua habilidade de de&tagéo, resultando no acumulo
destes compostos (Autrup, 2000 Hageal, 2005).

Uma maior frequéncia de individuos homozigotos swupmra GSTT1 foi
observada no grupo de pacientes com ES (Tabela arttygp). Com relacdo ao
polimorfismoGSTM1nulo, nenhuma associacao foi observada. A anébisdinada de
homozigotos para ambas as delecfesG88T1le GSTM1 mostrou uma frequéncia
significativamente aumentada de individuos duplesimo grupo de pacientes quando
comparado ao grupo controle. O estudo de Beval (2001) verificou a possivel
associacdo dos polimorfismos de presenca/ausénsigyehesGSTTle GSTMlem
pacientes caucasianos com ES, mas este ndo repsgociacdo. Entretanto, pacientes
homozigotos nulos par&STM1foram menos propensos do que aqueles com pelo
menos um alelo funcional d@STM1a terem anticorpos anti-RNP, mas esta diferenca
nao foi significativa ap0s a correcdo para comp@ac multiplas. Pacientes
homozigotos nulos tanto pa@STT1lquanto par&GSTM1tinham uma forte tendéncia
de possuirem autoanticorpos ACA, mas essa difereamghém né&o foi significativa.
Palmeret al (2003) também analisaram os polimorfismos deemgarauséncia de
GSTT1e GSTM1lna susceptibilidade a ES e reportam frequénciastigecas similares
entre pacientes e controles. No entanto, a coméinaps genotipo&STT1 nulo,
GSTM1nulo e GSTP1Val/Val (GST-) correlacionou-se positivamente com a doenca
arterial coronariana na ES, embora a frequénciadieiduos GST- tenha sido similar
entre pacientes e controles.

ROS e metabdlitos eletrofilicos podem causar dan@®radotélio, bem como
aumentar a producdo moléculas de adesdo e citosiflamatérias e fibrogénicas
(Yamamoto, 2011). A hipétese para explicar os tadok do presente estudo é que
individuos que ndo expressdo a enzima GSTT1 temrisco aumentado para o
desenvolvimento da ES quando comparados a indigique possuem pelo menos um
alelo funcional deGSTT1 Este risco aumenta para quase Cinco vezes e maeia
presenca do gendtipo nulo @&STM1 Portanto, a ineficiéncia na detoxificacdo de
substancias eletrofilicas e reativas pelas enzi@@$§T1 e GSTM1, poderia levar ao
dano direto as células endoteliais e estar enwlna desencadeamento de algumas

anormalidades vasculares observadas na ES, bem masnalteracdes imunologicas e
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na fibrose. Por outro lado, o gendtipbA/*1A do polimorfismoCYP1A1*2Cpoderia
proteger do desenvolvimento da ES, devido a sudidede em produzir uma menor
quantidade de metabdlitos eletrofilicos.

Este é o primeiro estudo que examinou o papel diim@rfismos em genes que
codificam enzimas CYP e GST em uma amostra de ithadg brasileiros com ES. O
tamanho amostral reduzido, principalmente no gdgmdividuos afrodescendentes, é
uma limitacdo do presente estudo, no entanto, devesonsiderar que a ES é uma
doenca rara, inclusive no Brasil, e que carecestigles epidemioldgicos.

Concluindo, o presente estudo sugere que o gendtilwodeGSTT1sozinho ou
em combinagdo com o genotipo nulo@8TM1é um fator genético de susceptibilidade
para a ES em individuos eurodescendentes. Por laatog o gendtipd1lA/*1A ou a
presenca do alelo*1A do polimorfismo CYP1A1*2C poderia proteger do
desenvolvimento da ES.
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