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RESUMO

Objetivo: Investigar potenciais associacdes de quatro substituicoes do gene NAT2
(N-acetiltransferase 2) e do fendtipo acetilador de NAT2 com o lipus eritematoso sistémico
(LES) e os fenétipos clinicos.
Meétodos: A andlise molecular das substituicées 481C>T, 590G > A, 857G>A e 191G>A do
gene NAT?2 foi feita com a técnica de PCR-RFLP, usando DNA extraido de amostras de sangue
periférico obtidas de pacientes com LES (n=91) e controles (n=97).
Resultados e conclusdes: O gendtipo 857GA foi mais prevalente entre pacientes com LES ndo
brancas (OR=4,01, IC 95% =1,18-13,59). O alelo 481 T apresentou associacdo positiva com as
alteracdes hematolédgicas que envolvem mecanismos autoimunes, especificamente anemia
hemolitica autoimune ou trombocitopenia autoimune (OR=1,97; IC 95% =1,01-3,81).

© 2016 Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma

licenga CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Polymorphisms in NAT2 (N-acetyltransferase 2) gene in patients
with systemic lupus erythematosus

ABSTRACT

Objective: To investigate potential associations of four substitutions in NAT2 gene and of
acetylator phenotype of NAT2 with systemic lupus erythematosus (SLE) and clinical phe-
notypes.

Methods: Molecular analysis of 481C > T, 590G > A, 857G > A, and 191G > A substitutions in the
NAT2 gene was performed by PCR-RFLP technique, using DNA extracted from peripheral
blood samples obtained from patients with SLE (n=91) and controls (n=97).

Results and conclusions: The 857GA genotype was more prevalent among nonwhite SLE pati-
ents (OR=4.01, 95% CI=1.18-13.59). The 481T allele showed a positive association with
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hematological disorders that involve autoimmune mechanisms, specifically autoimmune
hemolytic anemia or autoimmune thrombocytopenia (OR =1.97; 95% CI=1.01-3.81).

© 2016 Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC
BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma sindrome autoi-
mune, cronica e sistémica. O acometimento de diversos
tecidos e érgaos é resultante de processos inflamatérios croni-
cos gerados pela deposicdo de imunocomplexos decorrentes
da producdo elevada de autoanticorpos. Embora a etiologia
do LES ainda ndo esteja completamente esclarecida, estudos
apontam para uma complexa interacdo entre determinantes
genéticos e ambientais.! Irradiacdo ultravioleta, medica-
mentos, agentes infecciosos, tabagismo e diversos agentes
quimicos tém sido descritos como potenciais fatores de risco
para essa doenca.” Estudos em diversas populacées demons-
traram que o habito tabégico tem associacdo positiva com o
LES, com razdes de chances entre 1,6 e 6,6.27 Além de influ-
enciar o desenvolvimento de LES, o habito tabagico também
tem sido associado a manutencédo de atividade da doenca e a
menor resposta ao tratamento com antimaldricos.*#

A associacdo entre fatores genéticos e lipus, especifi-
camente o lipus induzido pela hidralazina, foi avaliada
primeiramente em 1970. Foi observada uma relacdo entre
a enzima N-acetiltransferase 2 (NAT2), capaz de acetilar o
medicamento, e o lipus, com uma maior propor¢do do fené-
tipo acetilador lento entre os portadores da doenca.” Uma
dose cumulativa menor de procainamida também se mostrou
capaz de induzir ldpus em pacientes com fenétipo acetila-
dor lento quando comparados com pacientes com fenétipo
acetilador rapido.'® Em outro estudo, no qual se considerou
o habito tabagico e o fendtipo da enzima NAT?2, envolvida na
acetilacdo de componentes da fumaca do cigarro, o maior risco
(2,26 vezes) de desenvolvimento de LES atribuido a pacien-
tes fumantes em relacdo aos ndo fumantes foi ainda maior
(6,44 vezes) quando o fenétipo lento da enzima NAT2 foi
observado.?

As enzimas N-acetiltransferases (NATs) participam da
segunda fase do metabolismo de xenobidticos e a reacdo de
acetilacdo pode ocorrer por duas vias distintas: por meio da O-
-acetilacdo, apés a agdo da enzima de primeira fase citocromo
P450 (CYP450), e pela N-acetilagdo, quando a enzima atua
sobre o composto em uma etapa anterior a acdo da CYP450.
Ambas as vias podem resultar na formacao de aduto de DNA.™

Existem duas isoformas de enzimas N-acetiltransferases
humanas, NAT1 e NAT2, que sdo diferentemente expressas
de acordo com o tecido e que apresentam especificidade para
substratos distintos.!’* A acetilagdo de compostos arométi-
cos e aminas heterociclicas, como o 4-aminobifenil, presente
na fumaca do cigarro,’* por meio da transferéncia do grupo
acetil de uma molécula de acetil-CoA para o grupo amino livre
do composto, é promovida preferencialmente pela NAT2.'#

A isoforma NAT2 é codificada pelo gene NAT2, que estd
localizado no cromossomo 8 (8p22), juntamente com o
gene NAT1 e o pseudogene NATP. O gene NAT2 é altamente

polimérfico e a diversidade dos alelos descritos resulta da
combinacdo de mutacdes pontuais de bases seleciona-
das (SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms)."> O fendtipo
da enzima pode ser determinado por SNPs existentes na
regido codificadora do gene, que influenciam a afinidade
pelo substrato, a atividade catalitica e/ou a estabilidade da
proteina resultante.'® Dentre as alteracdes nucleotidicas
comumente usadas para inferir o fendtipo acetilador de
NAT?2, destacam-se 481C>T (rs1799929), 590G > A (rs1799930),
857G > A (rs1799931) e 191G > A (rs1801279).%1718

Devido a importancia do tema em questdo e a auséncia
de pesquisas brasileiras, neste estudo foi feita a avaliacdo
da presenca de quatro substituicdes no gene NAT2 (481C>T,
590G > A, 857G>A e 191G>A) e do fendtipo da enzima NAT2
em pacientes com lipus eritematoso sistémico residentes no
Rio de Janeiro. Nossa populacao de estudo foi estratificada de
acordo com o habito tabégico e caracteristicas étnicas. Nas
nossas anadlises, foram consideradas ainda algumas caracte-
risticas clinicas da doenca.

Material e métodos
Populagdo de estudo

A populacao de estudo foi selecionada a partir de um grupo
de mulheres participantes de um estudo anterior, que incluiu
sequencialmente pacientes com LES (conforme os critérios
de classificagdo do Colégio Americano de Reumatologia),
acompanhadas regularmente na Disciplina de Reumatologia
da UERJ, e mulheres sem ldpus, que haviam compare-
cido para consulta ginecolégica de rotina em um setor da
mesma universidade.'®?°

Aspectos clinicos e sociodemograficos, incluindo
informacgbes sobre cor da pele/etnia da participante e de
seus pais, por autodeclaracdo, e habito tabagico foram
obtidos por meio da aplicacdo de um questiondrio semi-
estruturado. Os pacientes e controles foram classificados
como brancos quando o individuo e seus pais eram brancos
por autodeclaragdo e como ndo brancos quando o indivi-
duo e/ou pelo menos um dos pais era pardo ou negro por
autodeclaracdo. Dados clinicos especificos foram obtidos a
partir de revisdo de prontuario.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE/UERJ #321 e
#909) e todas as pacientes foram incluidas somente apés a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
previamente aprovado.

Anadlise molecular dos polimorfismos de NAT2

O DNA genémico foi extraido a partir das amostras
de sangue periférico de acordo com Vargas-Torres et al.
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(2014).”" A andlise das substituicbes 481C>T, 590G>A,
857G>A e 191G>A do gene NAT2 foi feita com a téc-
nica de reacdo de polimerase em cadeia-polimorfismo
de comprimento de fragmentos de restricio — PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Poly-
morphism), de acordo com Huang et al. (1999),"” com algumas
modificacées. A amplificacdo do DNA gendémico foi feita
com os seguintes iniciadores: 5-GGAACAAATTGGACTTGG-3'
e 5-TCTAGCATGAATCACTCTGC-3' (Life Technologies). Apés
a amplificacdo, aliquotas do produto de PCR foram dige-
ridas separadamente com as enzimas de restricdo Kpnl
(481C>T) e BamHI (590G > A), seguida de andlise eletroforética
em gel de agarose, e Mspl (857G > A) e Taql (191G > A), seguida
de andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida. Apés a
eletroforese, os géis foram corados com brometo de etideo e
os produtos das digestdes foram visualizados sob luz UV. Para
avaliacdo da reprodutibilidade da técnica, 10% das amostras
foram selecionadas aleatoriamente e reavaliadas.

Classificagdo fenotipica

Neste trabalho, foi usada a classificagdo bimodal,’ em que
os fenétipos intermedidrio e radpido sdo agrupados em uma
Unica categoria. Assim, a presenca e a auséncia do alelo
WT (auséncia das quatro substituicoes de NAT2, 481C>T,
590G>A, 857G>A e 191G>A) definem os fendtipos rapido
e lento, respectivamente. Na pratica, amostras sem alguma
das quatro alteracdes ou heterozigotas para apenas uma
das substituicdes foram consideradas como tendo fendti-
pos acetiladores rapidos. J4 as amostras homozigotas em
apenas uma das substituicbes foram classificadas como
fenétipos acetiladores lentos. A definicdo dos fendtipos de
amostras apresentando duas ou mais alteragdes foi feita
considerando-se todas as combinacdes possiveis de alelos
e verificando sua frequéncia na nossa populacdo, conforme
a andlise de estimativa de haplétipos feita a partir das
frequéncias das substitui¢des individuais, como descrito pos-
teriormente. Combinac¢des com pelo menos um haplétipo
raro, com frequéncia estimada menor do que 0,01, foram con-
sideradas improvaveis e foram descartadas.

As amostras sem resultado para uma das quatro
substitui¢des analisadas cujo genétipo faltante ndo interferi-
ria no fenétipo definido pelas outras trés substituicdes foram
incluidas no estudo.

Analise estatistica

O teste t de Student foi usado para analisar as diferencas entre
médias e desvios padrao e foi feito com o software GraphPad
Prism versdo 6.05 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

A populacdo de estudo foi testada em relagcdo ao principio
de Hardy-Weinberg pelo teste de qui-quadrado (x?), admitiu-
-se grau de liberdade igual a 1, por meio do software SNPStats
(Institut Catala d’Oncologia, Barcelona, Spain).??

As diferencas entre as frequéncias genotipicas e alélicas
dos grupos de casos e de controles foram avaliadas pelo teste
de x? ou teste exato de Fisher. As razdes de chances (OR - odds
ratio) e os intervalos de confianca (IC 95%) foram determina-
dos para estimar a magnitude da associacao das substitui¢oes
de NAT2 com a presenca de lipus eritematoso sistémico,

usando, quando possivel, os modelos genéticos codominante,
dominante e recessivo. O alelo mais frequente e o gendtipo
homozigoto desse alelo foram considerados como referéncias.
Esses testes foram feitos com o software GraphPad Prism ver-
sd0 6.05 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

As andlises de interac¢des entre gendtipos ou fendtipos de
NAT?2, habito tabagico, caracteristicas étnicas e o diagnéstico
de LES, possiveis associac¢des entre gendtipos ou fendtipos de
NAT?2 e diversas caracteristicas clinicas do LES, assim como a
estimativa de haplétipos a partir das frequéncias dos gené-
tipos correspondentes as quatros substituicées, foram feitas
com o software SNPStats (Institut Catala d’Oncologia, Barce-
lona, Spain).?? Foram considerados significativos valores de p
menores do que 0,05.

Resultados

Nossa populacéo de estudo foi composta por 188 participan-
tes, 91 pacientes com LES (grupo de casos) e 97 mulheres sem
LES (grupo controle). As médias de idade (+ desvio padrao)
das pacientes com LES (40,6 + 11,1 anos; 20-69 anos) e dos con-
troles (36,9 & 10,8 anos; 17-66 anos), no momento de inclusao
no estudo, foram significativamente diferentes (p=0,0214).
Embora as distribuicdes por faixa etdria nos dois grupos
também tenham se mostrado diferentes (p=0, 0168), aproxi-
madamente 60% das mulheres pertencentes aos dois grupos
apresentaramidade entre 30 e 49 anos. O percentual de mulhe-
res ndo brancas se mostrou diferente entre os dois grupos
de estudo, com valor de p marginal (p=0,0539). As caracte-
risticas clinicas mais importantes observadas nas pacientes
portadoras de LES podem ser observadas na tabela 1.

Foram avaliadas 188 amostras de DNA, correspondentes a
nossa populacdo de estudo, em relacdo as quatro substituicdes
de NAT2. Os perfis de digestdo representativos de cada uma
das andlises podem ser visualizados na figura 1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas das pacientes

portadoras de lipus eritematoso sistémico avaliadas
no estudo

Dados clinicos

Idade ao inicio dos sintomas (MD + DP) 27,84+10,9
Tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e 20,04+28,3
o diagnéstico de LES (MD + DP) (meses)

Critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) (%)
Eritema malar 78,0
Lesoes discoides 15,4
Fotossensibilidade 72,5
Ulcera oral 53,8
Artrite 84,6
Pleurite 33,0
Pericardite 28,6
Altera¢bes hematologicas? 39,6
Anemia hemolitica 446
Psicose 14,3
Convulsao 5,5
Alteragdes renais (proteinuria) 78,0
FAN positivo 60,4

o

Foi agrupada como alteragao hematolédgica a reducgao de plaque-
tas, linfécitos e leucécitos.
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Figura 1 - Andlise molecular de quatro substituicdes no gene NAT2. (A) Fotografia de um gel de agarose 2% com brometo de
etideo para analise da substitui¢cdo 481C>T. Linha 1 -controle negativo da reacdo de digestio (amplicon integro); Linha 2 -
amostra representativa do genétipo NAT2 481CG (dois alelos com sitio de restri¢do da Kpnl); Linha 3 - amostra representativa
do genétipo NAT2 481CT (apenas um dos alelos com sitio de restri¢do da Kpnl); Linha 4 - amostra representativa do
genétipo NAT2 481TT (dois alelos sem sitio de restrigdo da Kpnl); Linha 5 - padrio de peso molecular (GeneRuler™ 100bp
DNA Ladder, ready to use - Fermentas). (B) Fotografia de um gel de poliacrilamida 6% corado com brometo de etideo para
analise da substitui¢do 590G > A. Linha 1 - controle negativo da reacdo (amplicon integro); Linha 2 - amostra representativa
do genétipo NAT2 590GG (dois alelos com sitio adicional de restricdo da Taql); Linha 3 - amostra representativa do genétipo
NAT2 590GA (apenas um dos alelos com sitio adicional de restricdao da Taql); Linha 4 — amostra representativa do genétipo
NAT2 590AA (dois alelos sem sitio adicional de restri¢do da Taql); Linha 5 - padrio de peso molecular (GeneRuler™ 100bp
DNA Ladder, ready to use -Fermentas). (C) Fotografia de um gel de agarose 1% corado com brometo de etideo para anilise da

substituicdo 857G > A. Linha 1 - controle negativo da reagao

de digestdo (amplicon integro); linhas 2 e 5 - amostras

representativas do gendtipo NAT2 857GG (dois alelos com o sitio adicional de restri¢do da BamHI); Linhas 3 e 4 — amostras
representativas do genétipo NAT2 857GA (apenas um dos alelos com o sitio adicional de restricio da BamHI); Linha 6 -
padréo de peso molecular (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, ready to use - Fermentas). (D) Fotografia de gel de poliacrilamida
5% corado com brometo de etideo para analise da substituicdo 191G > A-. Linha 1 - amostra representativa do genétipo
NAT2 191GA (apenas um dos alelos com sitio de restricdo da Mspl); Linhas 2 e 3 - amostras representativas do genétipo
NAT2 191GG (dois alelos com sitio adicional de restricio da Mspl); Linhas 4 - controle negativo da reac¢io de digestio
(amplicon integro); Linha 5 - padrio de peso molecular (GeneRuler™ 1 kp DNA Ladder, ready to use - Fermentas).

O grupo controle obedeceu ao principio de Hardy-Weinberg
com respeito as substituicdes analisadas (tabela 2). As
distribui¢coes genotipicas e alélicas correspondentes as qua-
tro substitui¢cdes do gene NAT2, assim como as distribui¢oes
fenotipicas de NAT?2 (tabela 2) e as frequéncias dos haploti-
pos (tabela 3) ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre casos e controles.

A populacdo de estudo foi subdividida, de acordo com
as caracteristicas étnicas, em dois subgrupos, brancas e ndo
brancas. Néo foi observada diferenca significativa nas anélises
relacionadas as substituicoes 481C>T, 590G > A e 191G>A ou

o fenétipo de NAT2. No entanto, com relacdo a substituicdo
857G>A, o gendtipo GA foi mais prevalente no grupo de
pacientes com LES em relagdo aos controles apenas entre
as participantes ndo brancas (OR=4,01, IC 95%=1,18-13,59;
p=0,023) (tabela 4).

A populacdo de estudo foi ainda estratificada de acordo
com o habito tabagico (fumantes ou ex-fumantes e ndo
fumantes). Nao foi observada qualquer associacdo dessa
variavel, juntamente com os genétipos de NAT2 ou o fenétipo
acetilador da enzima, com o diagnéstico da doenca (dados nao
mostrados).
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Tabela 2 - Distribui¢oes genotipicas e alélicas relativas a cada uma das quatro substitui¢oes do gene NAT2 e o fenétipo

acetilador nos grupos de casos (pacientes lipicas) e controles

Substituicdo/Fendtipo acetilator Genoétipo/alelo/fenétipo

Casos (n=91)

Casos vus. controles
OR (IC 95%)

Controles? (n=97)

n (%) ou (f) n (%) ou (f)

CC

CT

TT
CT+TT
C

T

NAT2 481C>T

GG

GA

AA
GA+AA
G

A

NAT2 590 G>A

GG

GA

AA
GA+AA
G

A

NAT2 857 G>A

GG

GA

AA
GA+AA
G

A

NAT2 191 G>A

Rapido

Fenétipo acetilador
Lento

40 (44) 34 (35) 1,00
39 (43) 46 (48) 0,72 (0,39-1,35)
12 (13) 16 (17) 0,64 (0,27-1,53)
51 (56) 62 (65) 0,70 (0,39-1,26)
119 (0,65) 114 (0,59) 1,00
63 (0,35) 78 (0,41) 0,77 (0,51-1,18)
53 (59) 66 (68) 1,00
32 (36) 27 (28) 1,48 (0,79-2,76)
5 (6) 4(4) 1,56 (0,40-6,09)
37 (41) 31 (32) 1,49 (0,82-2,71)
138 (0,77) 159 (0,82) 1,00
42 (0,23) 35 (0,18) 1,38 (0,84-2,29)
70 (84) 88 (93) 1,00
13 (16) 7(7) 2,34 (0,88-6,17)
0 0 N/A
13 (16) 7(7) 2,34 (0,88-6,17)
153 (0,92) 183 (0,96) 1,00
13 (0,08) 7 (0,04) 2,22 (0,86-5,71)
87 (96) 81 (91) 1,00
4(4) 7 (8) 0,53 (0,15-1,89)
0 1(1) N/A
4(4) 8 (9) 0,47 (0,14-1,61)
178 (0,98) 169 (0,95) 1,00
4(0,02) 9 (0,05) 0,42 (0,13-1,40)
45 (53) 48 (53) 1,00
40 (47) 43 (47) 1,00 (0,56-1,82)

f, frequéncia alélica; n, n° de pacientes; N/A, ndo se aplica.

O total de amostras com dados relativos aos quatro polimorfismos de NAT2 e ao fenétipo acetilador podem diferir do total de amostras analisadas,

devido a existéncia de resultados insatisfatorios.

2 Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg: NAT2 481C>T (p=1,00); NAT2 590G > A (p=0,50); NAT2 857G >A (p=1,00); NAT2 191G>A (p=0,19)

(SNPStats).

As andlises mencionadas anteriormente foram feitas
apenas no grupo de pacientes com lipus considerando
as seguintes caracteristicas clinicas: presenca de eritema
malar, lesdes discoides, fotossensibilidade, Gilcera oral, artrite,
pleurite, pericardite, anemia hemolitica autoimune, trom-
bocitopenia autoimune, psicose, convulsdo, proteintria e
FAN positivo. O alelo 481T se mostrou mais prevalente
em pacientes com alteragdoes hematolégicas (anemia hemo-
litica autoimune ou trombocitopenia autoimune) quando

comparadas com aquelas que ndo apresentavam essa carac-
teristica (OR=1,97; IC 95%=1,02-3,82; p=0,0477). Nao se
observou qualquer associacdo entre as demais substituicoes
de NAT2 ou o fenétipo de NAT?2 e as caracteristicas clinicas
das pacientes (dados ndo mostrados). Na andlise que incluiu
o habito tabagico, o grupo de pacientes com LES foi sub-
dividido em fumantes atuais e nao fumantes, incluindo os
ex-fumantes. O habito tabagico, isoladamente, mostrou-se
associado as lesdes de lupus discoide (OR=8,62, IC 95%=2,

Tabela 3 - Distribuicoes de haplétipos do gene NAT2 nos grupos de casos (pacientes lipicas) e controles

Haplétipo de NAT2 Casos (f) Controles (f) Casos vs. controles
481C>T 590G>A 857G>A 191G>A OR (IC 95%)
T @ @ © 0,3231 0,3990 1,00
C e @ @ 0,3595 0,3405 1,25 (0,76-2,06)
C A @ © 0,2170 0,1653 1,67 (0,94-2,95)
C e A @ 0,0476 0,0360 1,89 (0,61-5,88)
C @ @ A 0,0139 0,0435 0,63 (0,18-2,12)
T G A G 0,0231 0 N/A

f, frequéncia haplotipica; N/A, nao se aplica.

Os haplétipos com frequéncia menor do que 0,01 nao foram considerados.




526 REV BRAS REUMATOL.2016;56(6):521-529

Tabela 4 - Andlise de interacio entre os genétipos relativos as substitui¢Ges no gene NAT2 ou o fenétipo de NAT2, a

origem étnica nos grupos de casos (pacientes lipicas) e controles

Substituicao/fenétipo Cor da pele/etnia Genodtipo/fendtipo Casos Controles Casos vus. Controles
acetilador n (%) n (%) OR (IC 95%)
Branca C/C 12 (36) 6 (27) 1,00
C/T 19 (58) 11(50) 0,86 (0,25-2,95)
NAT2 481 T T/T 2 (6) 5 (23) 0,20 (0,03-1,35)
> Nao branca C/C 28 (48) 28 (38) 1,00
/T 20 (35) 35 (47) 0,57 (0,27-1,22)
T/T 10 (17) 11 (15) 0,91 (0,33-2,48)
Branca G/G 18 (55) 17 (77) 1,00
G/A 14 (42) 4 (18) 3,31 (0,91-12,06)
A/A 1(3) 1 (5) 0,94 (0,05-16,34)
NAT2 590G >A Nio branca G/G 35 (61) 49 (65) 1,00
G/A 18 (32) 23 (31) 1,10 (0,52-2,33)
A/A 4(7) 3 (4) 1,87 (0,39-8,87)
Branca G/G 27 (90) 19 (86) 1,00
G/A 3 (10) 3 (14) 0,70 (0,13-3,87)
NAT2 857G>A s 0 0 L
g Nao branca G/G 43(81) 69 (95) 1,00
G/A 10 (19) 4 (5) 4,01 (1,18-13,59)*
A/A 0 0 N/A
Branca G/G 32 (97) 20 (95) 1,00
G/A 1(3) 1(5) 0,62 (0,04-10,57)
NAT2 191G>A ol 0 0 A
> N&o branca G/G 55 (95) 61 (90) 1,00
G/A 3(5) 6 (9) 0,55 (0,13-2,32)
A/A 0 1(1) N/A
Branca Rapido 17 (55) 11 (52) 1,00
- ) Lento 14 (45) 11 (48) 1,21 (0,41-3,63)
F 1
enctipo acetilador Nao branca Rapido 28 (52) 37 (54) 1,00
Lento 26 (48) 32 (46) 0, 93 (0,46-1,90)

n, n° de pacientes; N/A, néo se aplica.

Brancas, mulheres e seus pais brancos por autodeclaracdo. Nao brancas, mulheres e/ou pelo menos um dos pais pardo ou negro por

autodeclaracao.
Resultado significativo se encontra em negrito.
@ Teste de Fisher: p=0,0230.

40-30,96; p=0,0011) e proteindria (OR=0,17, IC 95% = 0,05-0,59;
p=0,0056). No entanto, a analise conjunta dos genétipos de
NAT2, ou fendtipo acetilador, e o hébito tabagico nao reve-
lou qualquer associacdo com as caracteristicas clinicas das
pacientes portadoras de LES (dados nao mostrados).

Discussao e conclusao

As variantes de NAT2 (N-acetiltransferase 2) tém sido ampla-
mente estudadas para avaliar: a sua distribuicao entre grupos
étnicos distintos, o que pode estar relacionado também a
exposicao a diferentes fatores ambientais; e sua associacdo
com uma vasta gama de doencas, incluindo as de origem
autoimune. Neste trabalho, avaliamos a possivel existéncia de
associacdo entre os polimorfismos 481C >T, 590G > A, 857G > A
e 191G > A do gene NAT?2 e o lipus eritematoso sistémico.

Os estudos de associacao entre NAT2 e o LES descritos na
literatura, em geral, consideram o fenétipo acetilador, e nao
os polimorfismos de NAT?2 isoladamente. Considerando que
as substituicoes analisadas neste trabalho podem interferir
nos niveis de expressdo génica por meio de mecanismos de

regulacdo pos-transcricionais (481C > T), alterar a estabilidade
da enzima (590G>A e 191G>A) ou modificar a seletividade
e a atividade catalitica (857G>A),'® a andlise de associagio
foi feita também com cada uma das substituicdes de modo
isolado. Entretanto, nossos resultados revelaram auséncia de
associagdo entre as quatro substitui¢oes de NAT2 ou o fenétipo
acetilador de NAT2 e a doenga (tabela 1). A estimativa de haplé-
tipos também nédo revelou qualquer associagcdo com o LES
(tabela 2), embora tenha auxiliado na classificacdo fenotipica
das amostras, como mencionado anteriormente. Trabalhos
recentes também tém usado esse recurso para inferir os fené-
tipos de NAT? a partir dos dados de genotipagem.?>%

Os polimorfismos no gene NAT2 analisados apresentam
distribuicoes alélicas diferentes entre diversas populagdes.
Sabbagh et al. (2011) fizeram um levantamento das frequéncias
de diversos polimorfismos de NAT2, e também de seu fenétipo,
em todo o mundo.”> A distribuicdo mundial da frequén-
cia dos polimorfismos avaliados neste estudo encontra-se
na tabela 5. As frequéncias observadas no grupo controle
se assemelham aquelas encontradas em diversos continen-
tes. O alelo NAT2 191A apresentou frequéncia de 0,02, igual
a observada na América, enquanto a frequéncia do alelo
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Tabela 5 - Frequéncias dos alelos menos frequentes de NAT2 (481 T, 590A, 857A, 191A) observadas em diversas

populacoes

Populacao Substitui¢do de NAT2
857G>A 481C>T 590G>A 191G>A

Africa® 0,04 0,30 0,25 0,09
Europa?® 0,03 0,44 0,27 0,01
Asia? 0,12 0,18 0,27 0
América® 0,20 0,25 0,11 0,02
Oceania? 0,04 0,04 0,32 0
Este estudo® 0,08 0,35 0,23 0,02

2 Sabbagh et al., 2011. Dados de controles especificos para cada um dos modelos de doenca incluido no grupo de casos.

b Pacientes do grupo controle.

NAT?2 590A foi similar & observada na Africa (0,23 e 0,25, res-
pectivamente). J4 os alelos NAT2 481T (0,35) e NAT2 857A
(0,08) apresentaram frequéncias intermedidrias em relacdo
as encontradas na Africa e na América. A populagdo do Rio
de Janeiro, assim como a populacdo brasileira em geral, é
resultante da mistura de grupos étnicos, em particular afri-
canos, europeus e amerindios nativos. Estudos demonstram
que a populacdo do Rio de Janeiro apresenta, aproximada-
mente, 31% de marcadores de ancestralidade caracteristicos
de africanos, 55% de europeus e 14% de amerindios.?® Nessa
mesma populacao, foi observado que individuos brancos, por
autodeclaracdo, apresentavam 86% de ancestralidade euro-
peia e 13% de ancestralidade africana ou amerindia. J& os
individuos autodeclarados ndo brancos, pardos ou negros,
tinham 24% e 49% de ancestralidade africana e 67% e 43%
de ancestralidade europeia, respectivamente.”’ Esses dados
evidenciam o maior grau de miscigenacdo presente em par-
dos e negros autodeclarados. O alto grau de heterogeneidade
étnica da nossa populacao de estudo poderia explicar os valo-
res préximos, mas nao iguais, aqueles observados em outras
populacoes.

Na literatura, existem relatos sobre a associacao de
polimorfismos de NAT2 com diversas doencgas, tais como
diferentes tipos de céncer,”® periodontite’” e doencas
autoimunes,>3%3! que tém o habito tabdgico como fator de
risco ambiental.??3? J4 foi observada uma associagdo entre o
fenétipo acetilador de NAT?2, o tabagismo e o LES.? Entretanto,
na populacdo brasileira ndo ha estudo acerca da associacdo
dos polimorfismos no gene NAT2 e/ou do fenétipo acetilador
com essa doenga, especialmente em fumantes. Embora diver-
sos autores considerem que a exposi¢ao aos componentes
do tabaco possa constituir um “gatilho” para o desenvol-
vimento do LES,”” tivemos acesso as informacdes sobre o
habito de fumar por ocasido da coleta das amostras biol6-
gicas, e ndo a época de abertura da doenca. Por isso, nossa
populacdo de estudo foi subdividida em dois subgrupos de
acordo com o habito tabédgico, fumantes ou ex-fumantes e
nao fumantes. Nossos resultados nao revelaram qualquer
associacdo entre essas variaveis e a doenca (dados ndo mos-
trados). E importante ressaltar que no momento em que
uma paciente é diagnosticada recebe a orientacdo de ndo
fumar, o que pode ter criado um viés na analise. De fato, um
namero menor de fumantes e ex-fumantes foi observado no
grupo de casos, 0 que ndo estd relacionado a uma protecdo
do habito tabagico em relacdo ao desenvolvimento da doenca.

Cabe destacar que dados adicionais de tabagismo, incluindo o
tempo de exposi¢do e a quantidade de macos de cigarro/dia,
no momento do primeiro sinal de manifestacdo da doenca,
poderiam contribuir para as andlises feitas, considerando a
possibilidade de diversos componentes da fumaca do cigarro
serem diferencialmente metabolizados em funcdo do fené-
tipo acetilador. Porém, o momento do inicio da doenca é um
aspecto complexo de ser estabelecido. £ frequente um periodo
de muitos meses entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico
da doenca.

Além da diferenca na frequéncia dos polimorfismos de
NAT2 em diferentes populacdes, a incidéncia de LES é maior
em pacientes etnicamente miscigenados.” Por isso, neste
estudo avaliamos se havia associacdo entre a distribuicdo
dos polimorfismos de NAT2 e o LES em pacientes com essa
caracteristica étnica. Usamos a autodeclaracdo e informacoes
sobre a cor de pele parental (pai e méae) para definir a ori-
gem étnica das pacientes, como reportado na literatura,’! mas
reconhecemos que outros métodos poderiam se apresentar
mais adequados. Resultados significativos foram observados
apenas em relacdo ao polimorfismo NAT2 857G > A. O gendtipo
NAT2 857GA representou potencial de risco para a doenca em
mulheres ndo brancas (tabela 4). A substituicdo NAT2 857G > A
tem como consequéncia, na proteina, a troca do aminoa-
cido glicina por glutamato (G286E). Essa alteracdo modifica
0 acesso ao sitio ativo da enzima, o que resulta em diminuicdo
da seletividade e da capacidade catalitica.’® Portanto,
o polimorfismo NAT2 857G>A estd relacionado a reducdo
no metabolismo de aminas arométicas e heterociclicas.’® A
substituicdo 857G > A estd presente em 11 alelos de NAT2, dos
quais dois apresentam fenotipo acetilador lento e os demais
ainda néo tiveram seus fen6tipos definidos.?? O fenétipo ace-
tilador lento poderia conferir maior risco para o LES, uma vez
que o organismo permaneceria por mais tempo exposto, por
exemplo, a componentes da fumaca do cigarro.

Cabe destacar que as varidveis origem étnica e gendtipos
de NAT2 857G > A nao se mostraram isoladamente associadas
ao LES. Entretanto, a literatura aponta para uma maior inci-
déncia de LES em individuos etnicamente miscigenados,' e,
em uma populacdo de Ilhéus (Bahia/Brasil), o genétipo 857GA
se mostrou mais prevalente em negros, quando comparados
com brancos e amerindios.>* A ancestralidade da populacdo
do Rio de Janeiro se assemelha aos valores estimados para
a populacdo do Nordeste brasileiro.”>3> Entretanto, tem sido
sugerido que os grandes centros urbanos, como o Rio de



528

REV BRAS REUMATOL.2016;56(6):521-529

Janeiro, apresentam padrdes de misturas étnicas ainda mais
diversos.?®

Os érgdos acometidos e a intensidade das manifestacoes
clinicas em pacientes com LES caracterizam a gravidade da
doenca e de alguma forma direcionam a sele¢do do esquema
terapéutico. O Unico resultado significativo na andlise de
interacdo dos polimorfismos de NAT2 ou do fenétipo acetila-
dor com caracteristicas clinicas do LES foi a maior prevaléncia
do alelo 481 T em pacientes com altera¢cdes hematolégicas,
especificamente anemia hemolitica autoimune ou tromboci-
topenia autoimune (dados ndo mostrados). A reducao desses
tipos celulares pode estar associada a imunossupresséao,
gerada pela gravidade da doenca ou pelo uso de medicamen-
tos imunomoduladores.*® Até o momento néo hé indicios do
modo como os genétipos com o alelo 481T de NAT2 possam
influenciar na reducdo dessas células sanguineas. Necessita-
-se, sem duvida, de maiores investigac¢oes.

No entanto, ao se considerar apenas o habito tabagico,
foi observada correlacdo com a presenca de lupus dis-
coide (OR=8,62; IC 95% 2,40-30,96; p=0,0011) e proteiniria
(OR=0,17; IC 95% 0,05-0,59; p=0,0056). Em diversos estudos,
as altera¢oes dermatolégicas presentes em pacientes com LES
foram associadas ao tabagismo e, como citado anteriormente,
o tratamento dessas lesdes em fumantes parece exigir doses
mais altas de antimalaricos, em comparacao com aqueles que
nao fumam.?’~3° No nosso estudo, o nimero reduzido de paci-
entes com LES e fumantes (n=7) ndo nos permitiu inferir se
o hébito tabagico de fato influenciou na abordagem farma-
coldgica. O hébito tabagico é associado também a altera¢oes
renais, como a proteintria e a nefropatia.*° No entanto, neste
estudo, das 71 pacientes com proteinudria apenas sete eram
fumantes atuais, 13 eram ex- fumantes e a maioria nunca
fumou.

Na populacéo brasileira, sdo poucos os estudos sobre as
distribuicdes genotipicas e alélicas de NAT2, além de ndo haver
relatos a respeito da associacdo de polimorfismos em NAT2
e o LES. Nosso trabalho é pioneiro nessa area e o entende-
mos como formulador da hipétese de um potencial papel dos
polimorfismos de NAT2 como fator associado a doenca em
nosso pais e eventual associa¢do com fendtipos clinicos espe-
cificos. Entretanto, mais estudos que envolvam populac¢oes
maiores sdo necessdarios para confirmar a associagcdo entre
o polimorfismo NAT2 857G>A e o lipus eritematoso sisté-
mico em mulheres brasileiras autodeclaradas ndo brancas,
incluindo idealmente a caracterizacdo étnica com o uso de
marcadores de ancestralidade.
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