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LISTA DE ABREVIATURAS

ACR: American College of Rheumathology

Anti-dsDNA: Anticorpo contra fita dupla de Acido Desoxirribonucleico
Anti-Ro/SSA — Anticorpo contra o antigeno Ro (proteina pequena ligada ao RNA)
APCs: Células Apresentadoras De Antigenos

BANK1: B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1

BLK: Tirosina Quinase do Linfécito B

CCR2 e 5: Receptor de Quimiocinas do tipo CC 2 e 5

CD: Cluster De Diferenciagao

CDA40L ou CD154: Ligante de CD40

CRP: Proteina C Reativa

CTLA4: Antigeno 4 de Linfécito T Citotoxico

DNA: Acido Desoxirribonucleico

EBNA: Proteina do Virus Epstein-Barr

ETS1: V-ETS avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1
Fab: Porcao de Ligagao ao Antigeno

Fc: Fracdo Constante (cristalizavel)

FcyR: Receptores para Imunoglobulina Gama

GWASSs: Estudos de Associacao Genbémica

HH: Haplogrupos Humanos

HIV-1: Virus da Imunodeficiéncia Humana

HLA DR/DQ: Antigeno Leucocitario Humano DQ/DR

HLA-DRB1: Antigeno de Histocompatibilidade Pertencente ao Antigeno
Leucocitario Humano de Classe Il

IFIH1: Interferon-induced Helicase C domain-containing protein 1
IFNa: Interferon alfa

IFN-y: Interferon gama

Ig: Imunoglobulina

IKZF1: IKAROS family zinc finger 1

IL: Interleucina



IP-10: Proteina Induzivel por IFN-y

IRF: Fator Regulador de Interferon

ITGAM: Integrina Alfa M

ITPR3: Receptor de Inositoltrifosfato tipo 3

JAZF1: Juxtaposed with another zinc finger gene 1

LES: Lupus Eritematoso Sistémico

LRRC18-WDFY4: Leucine-rich repeat containing 18-WD repeat and FYVE
domain-containing protein 4

LYN: V-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral-related oncogene homolog
MAPK: Proteina Quinase Ativada por Mitdégeno

MASPs: Serinoproteases Associadas a MBL

MBL: Lectinas Ligadoras de Manose

MCP-1 ou CCL2: Monocyte Chemotactic Protein-1

MHC: Complexo Principal de Histocompatibilidade

MIP: Proteina Inflamatéria de Macrofagos

mMRNAs: RNAs mensageiros

mTOR: Mammalian Target of Rapamycin

NCF2: Fator Citosolico de Neutrofilos 2

NK: Natural Killer

PDCD1: Morte Celular Programada 1

pDCs: Células Dendriticas Plasmocitoides

PRDM1-ATG5: PR domain zinc finger protein 1- autophagy-related 5 homolog
PTPN22: Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 22
PTX3: pentraxina longa 3

PXK: PX domain containing serine/threonine kinase

CCL5 ou RANTES: Regulated and Normal T Cell Expressed and Secreted ou
Chemokine (C-C motif) ligand 5

RasGRP3: RAS guanyl releasing protein 3

RNA: Acido Ribonucleico

SAP: Componente Amiloide P do Soro

SDI: indice de Dano do SLICC/ACR

SLAM: Medida de Atividade do Lupus Sistémico



SLC15A4: Membro 4 da Familia 15 de Carreadores de Soluto
SLEDAI: indice de Atividade do Lupus Eritematoso Sistémico

SLICC: Systemic Lupus International Collaborating Clinics

STAT4: Transdutor de Sinais e Ativador da Transcricao

TCR: Receptor de Linfécitos T

TGF-B: Fator de Transformacao do Crescimento - Beta

TLRs: Receptores do Tipo Toll

TNFAIP3: Proteina Induzida por Fator de Necrose Tumoral Alfa
TNFSF4: Membro 4 da Superfamilia de Receptores de Fatores de Necrose
Tumoral

TNIP1: Proteina 1 que Interage com TNFAIP3

TYK2: Tirosina Quinase 2

UBEZ2L3: Ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3

UHRF1BP1: Proteina Ligadora de UHRF 1

XKR6: XK, Kell blood group complex subunit-related family, member 6



RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune
inflamatdria crénica que possui uma etiopatogénese complexa. Diversos fatores
participam da patogénese da doenga, dentre eles alteragdes no balango de
citocinas e quimiocinas. As quimiocinas e seus receptores sdo fundamentais na
regulacdo da migracéo de leucécitos durante a inflamacao e acredita-se que elas
possam ter um papel importante na patogénese de doencgas autoimunes, inclusive
no LES. Diversos estudos abordaram o papel de quimiocinas e seus receptores
no LES, porém, principalmente se tratando dos receptores de quimiocinas CCR5
e CCR2, nao existe um consenso. Devido a falta de consenso em relacdo ao
papel dos receptores de quimiocinas na patogénese do LES e considerando a
necessidade de mais estudos nesta area, o presente trabalho tem por objetivo
investigar o possivel papel de polimorfismos na regiao promotora do CCR5 no
desenvolvimento do LES, comparando as frequéncias dos genétipos e haplétipos
entre pacientes e controles, e analisar o possivel envolvimento destes
polimorfismos nas manifestagdes clinicas/laboratoriais da doenga. O estudo
incluiu 382 pacientes com LES (289 Euro-descendentes e 93 Afro-descendentes)
e 375 controles (243 Euro-descendentes e 132 Afro-descendentes) genotipados
para os polimorfismos CCR2-641 G>A (rs1799864), CCR5-59353 C>T
(rs1799988), CCR5-59356 C>T (rs41469351), CCR5-59402 A>G (rs1800023) e
CCR5-59653 C>T (rs1800024) através de PCR-RFLP e sequenciamento,
respectivamente. Dados prévios de nosso grupo em relacdo ao CCRb5delta32
foram incluidos no estudo para a inferéncia dos haplétipos e como um possivel
fator de confusdo na regressao binaria logistica. Os resultados obtidos indicam
que, em pacientes Euro-descendentes, as frequéncias reduzidas o polimorfismo
CCRb5delta32 e o haplétipo HHG*2 observadas em pacientes quando comparados
com controles foram associadas com a doenga (p=0,001; OR 3,5; 95%CI 1,6-7,5
e 2,0% vs. 7,2%; presiqua=2,9E-5; respectivamente). Em pacientes Afro-
descendentes, as frequéncias dos haploétipos HHA/HHB, HHC e HHG*2 foram

diferentes em pacientes e controles (10% vs. 20,5%, Presiqual = 0,003; 29,4% vs.



17,4%; Presiqua=0,003 e 3,9% vs. 0,8%; Presiaua=0,023; respectivamente). Em
relacdo as manifestacdes clinicas da doencga, a presenga do CCR5delta32 foi
confirmada como um fator de susceptibilidade para nefrite classe IV em pacientes
Afro-descendentes e no grupo de pacientes como um todo (Pcorrigido=0,012; OR
3,0; 95%Cl 3,0-333,3 € Pcorrigido=0,0006; OR 6,8, 95%CI 1,9-2,48;
respectivamente). Em conclusdo, o presente estudo indica que polimorfismos na
regiao promotora do CCR5 podem atuar como modificadores no LES. Os
resultados observados reforcam o papel do polimorfismo CCR5delta32 como um
fator de protecao para o desenvolvimento do LES em Euro-descendentes e como
um fator de susceptibilidade a nefrite classe IV em pacientes Afro-descendentes.
Além disto, também foram descritos a reducdo da frequéncia dos haplotipos
HHA/HHB e o aumento da frequéncia dos haplétipos HHC e HHG*2 em pacientes
Afro-descendentes, que possivelmente podem estar associados com uma maior
expressao do CCR5 em subtipos especificos celulares e com uma menor

expressao deste receptor de maneira geral.

Palavras-chave: CCRS5, polimorfismos da regido promotora do CCRS,

CCR2, Lupus, Lupus Eritematoso Sistémico.
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ABSTRACT

Systemic Lupus erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory
autoimmune disease, characterized by a complex etiopathogenesis. Many factors
are known to participate in the pathogenesis of SLE, including alterations in the
cytokines or chemokines balance. Chemokines and their receptors are central
players in the regulation of leucocytes chemotaxis in inflammation and they are
thought to have an important role in the pathogenesis of autoimmune diseases,
including SLE. Several studies have addressed the role of chemokines and their
receptors in SLE, however there is no consensus regarding their involvement on
the pathogenesis of the disease. Given the lack of consensus considering the role
of chemokine receptors in SLE pathogenesis and the need for more studies in this
area, the present work aims to investigate a possible role of the CCRS promoter
region polymorphisms in the development of SLE comparing the frequencies of
the genotypes and haplotypes with ethnically matched controls and analyze if
there is a possible involvement of the polymorphisms in the clinical outcome of the
disease. This study included 388 SLE patients (289 classified as European-
derived and 93 as African-derived) and 375 controls (243 European-derived and
132 African-derived) genotyped for the CCR2-641 G>A (rs1799864), CCR5-59353
C>T (rs1799988), CCRb5-59356 C>T (rs41469351), CCRb5-59402 A>G
(rs1800023) and CCR5-59653 C>T (rs1800024) polymorphisms though PCR-
RFLP and direct sequencing, respectively. Previous data from CCR5delta32 were
included in the study to infer the haplotypes and also as a possible confounding
factor in the binary logistic regression. Our results indicated that, in European-
derived patients, CCR5delta32 and the HHG*2 haplotype reduced frequencies in
patients when compared to controls were associated with the disease (p=0.001;
OR 3.5; 95%CI 1.6-7.5 and 2.0%, vs. 7.2% residual p= 2.9E-5, respectively). In
African-derived patients, the HHA/HHB, HHC and HHG*2 haplotype frequencies
differed between patients and controls (10% vs. 20.5%, residual p= 0.003; 29.4%
vS. 17.4%, residual p=0.003 and 3.9% vs. 0.8%, residual p=0.023; respectively).

Considering the clinical manifestations of the disease, CCR5delta32 presence was
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confirmed as a susceptibility factor to class IV nephritis in the African-derived
group and when patients were considered together (pcorrected=0.012; OR 3.0;
95%CI 3.0-333.3 and pcorrectea= 0.0006; OR 6.8; 95%CI 1.9-2.48, respectively). In
conclusion, this study indicates that CCR5 promoter polymorphisms are important
disease modifiers in SLE. Present data reinforces CCR5delta32 polymorphism as
a protective factor for the development of the disease in European-derived
patients and as a susceptibility factor for class IV nephritis in African-derived
patients. Furthermore, we also describe a reduced frequency of HHA/HHB and an
enhanced frequency of HHC and HHG*2 haplotypes in our African-derived
patients, which potentially could reflect in a higher expression of CCR5 in specific

cell subsets and in a lower expression of CCR5 overall.

Keywords: CCRS5, CCR5 promoter polymorphisms, CCR2, Lupus,

Systemic Lupus Erythematosus.
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1. INTRODUGAO

1.1. Lapus Eritematoso Sistémico (LES)

As primeiras descricdes desta doenga relatavam lesdes na pele
semelhantes a mordida de um lobo (Hochberg, 2003). Neste contexto, a palavra
lupus, derivada da palavra em latim “lupus” que significa lobo, foi utilizada para
dar nome a enfermidade. Apesar de nao haver relagao entre a doenca Lupus € a
mordida de lobo, esta denominacido se manteve.

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune
inflamatoéria cronica que pode acometer diversos tecidos. A doengca é
caracterizada pela atividade anormal de células B e T (Doérner, 2011; Moulton,
2011), pela producédo de autoanticorpos e pela formacdo e deposigdo de
imunocomplexos. O LES pode afetar praticamente qualquer 6rgao, sendo mais
grave quando afeta os rins e o sistema nervoso (Borchers, 2010). A gravidade da
doenca difere entre os pacientes, variando desde apenas um pequeno
envolvimento cutaneo até o dano grave de 6rgaos, e a atividade da doenga varia
entre periodos de atividade e remissao (Borchers, 2010). A doenca afeta
principalmente mulheres em idade reprodutiva, podendo no entanto afetar

pessoas de ambos géneros e em qualquer idade.

1.2. Epidemiologia

A determinacao da incidéncia e prevaléncia do LES se torna dificil por
diversos fatores. Muitos dos estudos sdo baseados em populagdes pequenas,
baseados em intervalos curtos de tempo e ha auséncia de um padrdo de
diagnéstico, portanto, dados de incidéncia e prevaléncia do LES devem ser
interpretados com muita cautela (Borchers, 2010). De forma geral, a incidéncia
do LES varia de 1,0/100.000 habitantes/ano na Dinamarca (Laustrup, 2009) a
8,7/100.000 habitantes/ano no nordeste do Brasil (Vilar, 2002). Dados de
incidéncia de paises com sistemas publicos de saude costumam ser mais
confiaveis e variam de 1,0 a 4,8/100.000 habitantes/ano (Borchers, 2010). A

13



prevaléncia do LES varia muito, podendo chegar a 207,0/100.000 em Afro-
caribenhos (Hopkinson, 1994).

No Brasil, apesar de existir um sistema publico de saude, existem poucos
dados de incidéncia e prevaléncia divulgados em revistas indexadas e os dados
publicados envolvem pacientes dos sistemas de saude publico e privado. Vilar e
colaboradores observaram uma incidéncia de 8,7/100.000 habitantes/ano
(14,1/100.000 habitantes/ano em mulheres e 2,2/100.000 habitantes/ano em
homens) em Natal, uma cidade do nordeste brasileiro (Vilar, 2002). Neste estudo,
a média de idade foi 31,8 anos em mulheres e 35,0 anos em homens. Em um
estudo recente realizado no Sul do Brasil por Nakashima e colaboradores, a
incidéncia observada foi de 4,8/100.000 habitantes/ano, sendo que todas as
pacientes eram do sexo feminino, e a média de idade foi de 41,5 anos
(Nakashima, 2011).

A incidéncia de casos varia entre os géneros e, em geral, a propor¢cao € em
torno de 9 mulheres afetadas para cada homem afetado. Além da variacdo no
género, existe uma grande variagado entre etnias. Em um estudo realizado nos
Estados Unidos da América, as taxas de incidéncia em “brancos” foram de 0,4 em
homens e 3,5 em mulheres e em Afro-americanos foram de 0,7 em homens e 9,2
em mulheres, evidenciando a diferenca entre género e etnia (McCarty, 1995). Em
relacdo ao continente Africano, aparentemente, os africanos nativos parecem
apresentar menores taxas de incidéncia e prevaléncia de LES do que Afro-
descendentes de populagdes miscigenadas, no entanto, estas menores taxas
podem ser uma consequéncia da falta de estudos nesta area (Borchers, 2010).
Este aparente “gradiente” vem sendo debatido devido a publicagcdo de estudos
recentes que indicam que o LES ndo é tdo raro na Africa como se pensava
anteriormente (Wadee, 2007; Adelowo, 2009).

Apesar de diversos tratamentos melhorarem o prognoéstico da doenga, o
LES nao tem cura, e seu curso pode variar desde remissao permanente ao o6bito.
Um grande estudo europeu analisou uma coorte de 1.000 pacientes durante 10
anos (Cervera, 2003). Este estudo observou uma probabilidade de sobrevivéncia
de 92% em 10 anos. Este numero foi menor em pacientes que apresentaram

envolvimento renal e as causas de morte mais comuns nos primeiros 5 anos
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foram LES ativo e infec¢gdes. Em outro estudo realizado nos Estados Unidos da
América, foi observado que pacientes negros (que tinham maior envolvimento
renal) e pacientes com as piores condi¢gdes socioecondmicas, apresentavam uma
doenga mais agressiva e maior mortalidade (Reveille, 1990) citado por (O'Neill,
2010). As taxas de sobrevivéncia vém aumentando nos ultimos 40 anos (O'Neill,
2010). Essa melhora nas taxas, muito provavelmente, deve-se a evolugao da
medicina, tanto no desenvolvimento de tratamentos quanto no aperfeicoamento

dos métodos diagndsticos.

1.3. Manifestagoes clinicas do LES

O LES é uma doenga reumatoldgica, entretanto suas manifestagdes
clinicas podem ser muito amplas e atingem muito mais do que apenas o tecido
conjuntivo. Para facilitar o diagnodstico, critérios de classificacdo foram criados
pelo American College of Rheumathology (ACR) em 1982 (Tan, 1982) e revisados
em 1997(Hochberg, 1997). Segundo esta classificagdo, para ser diagnosticado
com LES, o individuo deve manifestar no minimo 4 dentre os 11 critérios definidos
pelo ACR (ANEXO 1), serialmente ou simultaneamente, em qualquer intervalo de
observacdo. Em 2012, uma nova revisdo foi publicada, baseada no SLICC
(Systemic Lupus International Collaborating Clinics) com o intuito de melhorar os
critérios de classificagdo da doencga (Petri, 2012). Nesta ultima versao, o paciente
deve conter no minimo 4 critérios (ANEXO 2), incluindo pelo menos 1 critério
clinico e 1 critério imunoldgico OU o paciente deve ser diagnosticado com nefrite
comprovada por bidpsia na presenca de anticorpos antinucleares ou anticorpos
contra fita dupla de DNA (anti-dsDNA).

Para medir o indice de atividade da doeng¢a ndo ha consenso, podendo ser
utilizados o indice de Atividade (SLEDAI ou SLEDAI-2K se utilizada a versao
revisada)(Bombardier, 1992; Gladman, 2002), o Consenso Europeu para Medida
de Atividade do Lupus (ECLAM)(Vitali, 1992) e a Medida de Atividade do Lupus
Sistémico (SLAM, SLAM-r, Bilag ou Bilag 2004 se a versao revisada € usada)
(Symmons, 1988; Liang, 1989; Bae, 2001; Isenberg, 2005; Borchers, 2010). Para
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medir o dano do LES é utilizado o SLICC/ACR “Damage Index” (SDI) (Gladman,
1996).

As manifestagcbes mais comuns do LES sdo as renais, imunoldgicas,
cutdneas, conjuntivas, hematolégicas e neurolégicas. Estas manifestagbes
também podem variar de acordo com a etnia do paciente (Lau, 2006). Um
exemplo desta variagao ocorre na nefrite lUpica, na qual a ascendéncia africana &
um conhecido fator de risco, inclusive em Afro-descendentes do norte do Brasil
(Pedroza, 2011). A nefrite lupica € uma das manifestagbes mais graves do LES,
ocorre em torno de 50% dos pacientes e € associada a um progndstico ruim
(Borchers; Guo). Ela pode ser dividida em seis classes, que podem ser
diferenciadas por biopsia renal: classe | (mesangial minima), Il (mesangial
proliferativa), Il (focal), IV (diffusa), V (membranosa) e VI (esclerosante
avancada) (Weening, 2004). Dentro desta classificacéo, a classe | & considerada
a mais leve e a classe IV é a classe que confere o pior progndstico.

Os principais sintomas do LES séo fadiga, dores de cabega, articulagdes
dolorosas ou inchadas, febre, anemia, edemas, dor no peito ao inspirar o ar
profundamente, eritema em forma de borboleta no rosto, fotosensibilidade, perda
de cabelo, problemas de coagulagdo do sangue, dedos brancos ou azuis no frio
(fendbmeno de Raynaud) e ulceras na boca ou nariz. Por ser uma doenca muito
heterogénea, o LES é frequentemente confundido com outras doengas, portanto é
sempre importante que o paciente procure um reumatologista na presenga de um
ou mais destes sintomas.

Devido a heterogeneidade do LES, o tratamento deve ser indicado de
acordo com as caracteristicas da doenca que o paciente apresenta. Em geral, os
medicamentos mais utilizados no LES sdo os anti-inflamatérios ndo esteroidais,
os antimalaricos, os glicocorticoides e os imunossupressores (Tsokos, 2011),
além disto, o tratamento sintomatico também é importante. Novas terapias vém
sendo desenvolvidas com o intuito de serem menos toxicas e mais efetivas
(Tsokos, 2011).

1.4. Etiologia
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Os estudos que existem até hoje indicam que o LES é uma doenca
genética complexa que necessita atingir um limiar para sua expresséao, entretanto,
a variancia nesta expressdo indica que outros fatores, como ambientais,
imunologicos e epidemiolégicos, também afetam as manifesta¢des clinicas da
doenca (Croker, 2005).

O LES se desenvolve durante um periodo de tempo que pode levar anos.
Sugere-se que 0s seguintes passos ocorram: a) predisposicdo genética, b)
género e fatores de predisposicdo adicionais, c) estimulos ambientais que
desencadeiam respostas imunoldgicas, d) surgimento de autoanticorpos, €) falha
na regulacao dos autoanticorpos pelos linfocitos T e B e inicio das manifestagdes
clinicas, f) inflamacao crénica e dano oxidativo como causas de lesao tecidual
(Gualtierotti, 2010).

A seguir serdo descritos os principais fatores envolvidos na etiologia do
LES:

1.4.1. Fatores genéticos

Estudos com gémeos indicam que o LES é causado tanto por fatores
genéticos como por fatores ambientais (Block, 2006). A taxa de concordancia
entre gémeos monozigéticos € de 24%, enquanto em gémeos dizigdticos esta
taxa de concordancia é de 2% (Deapen, 1992). No entanto, segundo Croker e
Kimberly, a taxa de concordéncia entre gémeos monozigéticos varia de 24-58%,
enquanto irmaos fraternos tem uma taxa de concordancia de 10% (Croker, 2005).

Muitos genes de predisposigdo ao LES s&o conhecidos. Na tabela 1 séo
descritos os principais genes de risco para o LES e seu potencial impacto

funcional.
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Tabela 1: Principais genes associados ao desenvolvimento do LES. Modificado

de Gualtierotti e colaboradores (Gualtierotti, 2010).

Genes de risco para o

desenvolvimento de LES Potencial impacto funcional

HLA DR/DQ Apresentacao de antigenos

C1q, CRP, MBL e FCYR2A/3A/3B Remogao de residuos (material apoptético e
imunocomplexos)

BLK, CTLA4; Stat 4, PDCD1, PTPN22, Funcionamento das células do sistema

FCyR2B, TCRC imunoldgico

IRF3, IRF5; TYK2 Imunidade inata

IL6; IL10; TNF-a Citocinas

ITPR3 Geragao de energia

ITGAM Adesao leucécitos a células endotéliais

Até o ano de 2012, os Estudos de Associagdo Génomica (GWASS)
identificaram mais de 30 loci associados ao LES (Guerra, 2012). A
heterogeneidade clinica da doenca é refletida pela diversidade de vias que
contém os loci descritos pelos estudos genéticos, tais como a via da apoptose, a
resposta imune inata, a ubiquitinacdo e a fagocitose. Dentre os loci reportados,
muitos atuam no sistema imune e estdo envolvidos tanto na imunidade inata
quanto na adaptativa. Entretanto, apesar de os GWASs serem responsaveis por
um grande passo na descoberta de genes envolvidos na susceptibilidade ao LES,
os loci até hoje descritos respondem por menos de 10% da herdabilidade
genética da doenga (Gateva, 2009).

Os loci identificados por terem atingido significancia estatistica (1.0E-8) em
GWAS sao: ITGAM (integrina alfa M), FcyR (Receptores para imunoglobulina
gama), PRDM1-ATG5 (PR domain zinc finger protein 1- autophagy-related 5
homolog), TNFAIP3 (Proteina Induzida por Fator de Necrose Tumoral Alfa),
TNIP1 (Proteina 1 que Interage com TNFAIP3), UBE2L3 (Ubiquitin-conjugating
enzyme E2L 3), ETS1 (V-ETS avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog
1), IKZF1 (IKAROS family zinc finger 1), CD44, BANK1 (B-cell scaffold protein
with ankyrin repeats 1), BLK (Tirosina Quinase do Linfécito B), LYN (V-yes-1
Yamaguchi sarcoma viral-related oncogene homolog), RasGRP3 (RAS guanyl
releasing protein 3), NCF2 (Fator Citosolico de Neutrdéfilos 2), STAT4 (Transdutor
de Sinais e Ativador da Transcri¢gao), PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase non-

receptor type 22), TNFSF4 (Membro 4 da Superfamilia de Receptores de Fatores
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de Necrose Tumoral), HLA-DRB1 (antigeno de histocompatibilidade pertencente
ao Antigeno Leucocitario Humano de classe IlI), SLC15A4 ( membro 4 da Familia
15 de Carreadores de Soluto), IRF5 (Fator Regulador de Interferon-5), IRF7 (Fator
Regulador de Interferon-7), IRF8 (Fator Regulador de Interferon-8), IFIH1
(Interferon-induced helicase C domain-containing protein 1), TYK2 (Tirosina
Quinase 2), LRRC18-WDFY4 (Leucine-rich repeat containing 18-WD repeat and
FYVE domain-containing protein 4), PXK (PX domain containing serine/threonine
kinase), JAZF1 (Juxtaposed with another zinc finger gene 1), UHRF1BP1
(Proteina Ligadora de UHRF 1), XKR6 (XK, Kell blood group complex subunit-
related family, member 6), IL10 (Interleucina 10) (Gateva, 2009; Guerra, 2012).
Estes loci de risco podem ser categorizados dentro de diferentes vias
potencialmente envolvidas na patogénese do LES que serdo descritas no item
1.5.

Convém ressaltar que, apesar de muitos genes envolvidos na
susceptibilidade ao LES terem sido encontrados, em geral, eles tém efeitos
pequenos no risco da doenga (OR 1,3 - 2,2), pouco se sabe sobre as interagdes
gene-gene e gene-ambiente e existe pouca informagdo sobre como as
manifestacbes clinicas da doenga se correlacionam com estas variantes
genéticas (Gualtierotti, 2010). Além disso, desde a descoberta de que a
epigenética e os microRNAs podem ter um papel na patogénese do LES, o
estudo das bases genéticas do LES se tornou cada vez mais complexo
(Gualtierotti, 2010).

1.4.2. Fatores ambientais

Fatores ambientais como infecgcbes, por exemplo, malaria e parasitas
endémicos, podem modular a resposta do sistema imunoldgico gerando proteg¢ao
contra doengas autoimunes como o LES (Borchers, 2010). Por outro lado, em
individuos geneticamente predispostos, fatores ambientais podem servir como
gatilho para o desenvolvimento da doenca (Borchers, 2010). Este € o caso
descrito para infec¢des virais por parvovirus (Aslanidis, 2008) e citomegalovirus
(Sekigawa, 2002). Além disso, certas proteinas virais semelhantes a antigenos

préprios podem causar reagdo cruzada com antigenos proprios como, por
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exemplo, a proteina EBNA do virus Epstein-Barr que pode gerar uma reagao
cruzada com o antigeno préprio Ro, um alvo comum para autoanticorpos no LES
(Toussirot, 2008).

O LES também pode ser induzido por medicamentos, sendo os mais
conhecidos a procainamida, a hidralazina e a quinidina (Rahman, 2008). A
exposicao a luz ultravioleta, a compostos quimicos, como, por exemplo, toxinas
presentes no cigarro, e a alimentos também sao fatores ambientais conhecidos
(Herrmann, 2000; Gualtierotti, 2010).

A taxa elevada de mulheres que desenvolvem o LES e a exacerbacéo da
doenca durante o periodo reprodutivo deixam clara a influéncia hormonal no
desenvolvimento da doenga (Schwartzman-Morris). Estudos relatam a influéncia
do estrogeno e de seus receptores no LES, porém ainda sao necessarios muitos
estudos para que os mecanismos pelos quais estes horménios atuam no

desenvolvimento da doencga sejam esclarecidos (Kassi, 2010).

1.4.3. Fatores imunolégicos

Pacientes com LES manifestam uma série de defeitos no sistema
imunoldgico que levam a uma perda da tolerancia imunolégica. De forma geral, os
principais defeitos presentes em pacientes e em modelos murinos sado a) alta
capacidade de produgéo de autoanticorpos, b) falta de regulagao de linfocitos B e
T e c¢) falha nos mecanismos de remogédo de autoantigenos e imunocomplexos
(Mageed, 2003). A maneira pela qual estes defeitos no sistema imunolégico

contribuem para a patogénese da doenga sera discutida a seguir no item 1.5..

1.5. Patogénese do LES

1.5.1. Defeitos na apoptose

Em pacientes com LES, um grande numero de células apoptoticas se
acumula em diversos tecidos, inclusive nos centros germinativos (Shao, 2011).
Falhas no mecanismo de remocado destas células podem levar ao acumulo e

precipitacdo de restos celulares, provocando uma resposta inflamatoria cronica
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que pode levar a perda da tolerAdncia ao préprio e, consequentemente, a
autoimunidade (Munoz, 2010; Shao, 2011).

A apoptose € o processo de morte celular programada que pode ser
desencadeado por estimulos intrinsecos ou extrinsecos (Munoz, 2010). Uma
caracteristica marcante da apoptose € a formacado de vesiculas cobertas por
membrana na superficie celular (Munoz, 2010). Estas vesiculas impedem que o
material do interior da célula circule livremente pelo organismo agindo com
estimulo para o sistema imune. As células apoptéticas secretam ativamente sinais
que atraem macréfagos e repelem neutréfilos (Lauber, 2004; Chalaris, 2007;
Gude, 2008; Peter, 2008; Bournazou, 2009; Elliott, 2009). Os macréfagos
reconhecem principalmente os residuos de fosfatidilserina externalizados pela
célula apoptética, ha um remodelamento de seu citoesqueleto e a célula
apoptotica é fagocitada (Fadok, 1992). Apds a fagocitose da célula apoptdtica, os
macrofagos liberam citocinas anti-inflamatérias como TGF-B (fator de
transformagdo do crescimento - beta) e IL10 que criam um ambiente anti-
inflamatdério nos locais de morte celular (Voll, 1997). Uma das principais
carateristicas da apoptose consiste no fato de a membrana celular permanecer
intacta, porém, se o processo de remocao dos restos celulares da célula que
sofreu apoptose falhar, a célula apoptdtica entra em processo de necrose
secundaria e ha liberagao de seu conteudo intracelular podendo ocasionar perda
da tolerdncia imunologica (Peter, 2008; Munoz, 2010). A liberacdo de
autoantigenos desencadeia a producgéo de citocinas inflamatdrias e interferon a
(IFNa), o que promove a perda de tolerancia de linfécitos, a producdo de
autoanticorpos e a deposi¢cao de imunocomplexos (Munoz, 2010; Guerra, 2012).
Estes imunocomplexos podem se ligar a receptores de baixa afinidade FcyRlla,
expressos em células dendriticas plasmocitéides (pDCs) (Guerra, 2012). Quando
endocitados pelas pDCs, o DNA, o RNA e as proteinas associadas a estes acidos
nucléicos apresentados por estes imunocomplexos ativam os receptores Toll-like
7/9 (TLR7/9) que estimulam a producédo de IFN pelas pDCs (Elkon; Marshak-
Rothstein, 2007). Esta producao de IFN propaga a inflamacgao cronica e a perda

da tolerancia, que sao caracteristicas marcantes do LES (Guerra, 2012).

21



Polimorfismos em genes envolvidos na via da apoptose como ITGAM, que
codifica a cadeia a da integrina-aMB2 envolvida na fagocitose e adesdo de
leucécitos, e FCyR, receptores da porcdo Fc da imunoglobulina G, ja foram
associados ao desenvolvimento do LES, porém o exato mecanismo de sua
patogénese ainda nao esta bem esclarecido (Guerra, 2012).

Outras proteinas relevantes no processo de autoimunidade que estao
relacionadas com a apoptose sdo as pentraxinas, moléculas que participam da
resposta imune inata e modulam a ativagao do sistema complemento restringindo
o potencial inflamatdrio e imunogénico dos detritos celulares, entretanto seu exato
mecanismo de acéo € elusivo (Manfredi, 2008). A proteina C reativa (CRP) e o
componente amildide P do soro (SAP) sdo pequenas pentraxinas produzidas pelo
figado em resposta a IL-6 (interleucina 6) (Munoz, 2010). Nos tecidos periféricos,
PTX3 (pentraxina longa 3) é induzida em resposta a citocinas e ativagéo de TLRs
(Garlanda, 2005). CRP, SAP e PTX3 sao proteinas de fase aguda e ligam-se aos
detritos celulares remanescentes da apoptose (Manfredi, 2008). Niveis reduzidos
destas proteinas, principalmente a CRP foram descritos em pacientes com LES e
a dosagem de anticorpos contra CRP e SAP foi correlacionada com escores de
atividade da doencga (Kravitz, 2006).

1.5.2. Defeitos no sistema do complemento

O sistema complemento é uma das primeiras linhas de defesa do sistema
imune inato e possui trés principais atividades: defesa do organismo contra
infecgdes, integragao entre o sistema imune inato e adaptativo e eliminagéo de
imunocomplexos e detritos celulares (Walport, 2001; Zipfel, 2009; Ricklin, 2010).
Ele atua através de trés principais vias: a via classica, a via da lectina e a via
alternativa (Ricklin, 2010). De forma geral, estas vias culminam na formagao de
C5 elou C3 convertase que geram os produtos C5a, C5b, C3a e C3b. C3b
promove a opsonizagao de bactérias enquanto C3a é uma anafilotoxina que
promove a quimiotaxia de mastdcitos e a contracdo de células da musculatura lisa
(Rawal, 2008). C5a é uma importante anafilotoxina que promove a quimiotaxia e
ativacao de neutrofilos e fagocitos e C5b inicia a formagao do complexo citolitico

que causa a lise de bactérias e patégenos (Rawal, 2008).
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A via classica é ativada principalmente por aglomerados de anticorpos IgM
ou IgG como, por exemplo, os imunocomplexos, mas também pode ser ativada
por microorganismos ou por células apoptoéticas que nédo foram corretamente
eliminadas. A ligagcdo de antigenos a porgdo Fab dos anticorpos altera a
conformagdo da regido Fc, permitindo a ligagcdo de C1q que desencadeia a
ativagdo da via classica (Kravitz, 2006). C1g também pode desencadear a
ativacdo da via classica ao se ligar a outras proteinas como SAP, CRP e
lactoferrina, e ao se ligar a alguns tipos de virus, células ou polidnions (Kishore,
2000). Deficiéncias na via classica do sistema complemento sao fortes fatores de
susceptibilidade para o desenvolvimento de LES, sendo que a maior associagcao
estda relacionada a deficiéncia do componente C1q (Gullstrand, 2009).
Deficiéncias nos componentes C2 e C4, que também participam da via classica,
também ja foram associadas ao desenvolvimento de LES (Truedsson, 2007).

A via da lectina é semelhante a via classica, porém sdo as lectinas
ligadoras de manose (MBLs) e ficolinas que reconhecem predominantemente
padrdes de carboidratos e iniciam esta via (Ricklin, 2010). As MBLs se associam
a serinoproteases formando serinoproteases associadas a MBL (MASPs) que dao
sequéncia a via das lectinas. Diversos estudos relatam associagcao entre
polimorfismos no gene da MBL-2 e o desenvolvimento de LES (Sandrin-Garcia;
Monticielo, 2008; Glesse, 2010; Monticielo, 2010; Panda, 2013; Xu, 2013).

A via alternativa é iniciada através da hidrélise de C3 em C3H,O que vai
gerar uma C3 convertase culminando na formagao dos produtos C3a, C3b e C5
convertase (Ricklin, 2010) previamente citados. Estudos sugerem que a ativacao
da via alternativa do complemento € um mecanismo importante na lesdo tecidual

na nefrite lupica (Nowling, 2011).

1.5.3. Desregulacgao de linfécitos T

Os linfocitos T sdo fundamentais na patogénese do LES, pois regulam as
respostas dos linfocitos B e infiltram-se nos tecidos, gerando dano tecidual
(Moulton, 2011). Os linfécitos T sado extremamente importantes na imunidade

celular. Existem diversos subtipos de linfécitos T que possuem funcbes
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fundamentais no sistema imune, e alteracdes nestas funcdes podem levar ao
surgimento ou agravamento do LES.

Os receptores de linfocitos T (TCRs) sao os principais receptores destes
linfécitos. As cadeias a e B do TCR sao acopladas as cadeias 0, €, vy, e  da
molécula CD3 formando o complexo do TCR. Este complexo é responsavel pelo
reconhecimento de antigenos acoplados ao complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) que sao apresentados pelas células apresentadoras de antigenos
(APCs). Alteracdes nestes complexos podem levar a hiperestimulagdo de
linfocitos T, processo importante na patogénese do LES.

“Rafts” lipidicos (também conhecidos sob a tradugéo de jangadas ou balsas
lipidicas) sdo microdominios presentes na membrana celular, ricos em colesterol,
que transportam complexos TCR-CD3 e moléculas de sinalizagdo associadas
(Moulton, 2011). Em linfécitos T normais, a estimulacdo do TCR leva a
agregacao destes “rafts” para ajudar na sinapse imunoldgica, permitindo
interacbes com as células apresentadoras de antigenos (Moulton, 2011). Em
pacientes com LES foi observado que os rafts se apresentavam pré-agregados,
facilitando a ativacdo da célula e também tinham sua composicido de moléculas
alterada (Moulton, 2011).

CD44 é uma molécula de adesdo presente na membrana dos linfocitos T que
permite sua migragcao para os tecidos periféricos (Moulton, 2011). Células T de
pacientes com LES apresentam grandes quantidades das isoformas v3 e v6 de
CD44 que se correlacionam com a atividade da doenga nestes pacientes (Crispin,
2010). Os linfécitos T ativados expressam o ligante de CD40 (CD40L ou CD154)
que atua no auxilio aos linfocitos B que expressam a molécula CD40 através da
ligacdo CD40-CD40L (Moulton, 2011). Os linfécitos T de pacientes com LES
apresentam, apos ativagao, expressdo aumentada e prolongada de CD40L
(Koshy, 1996). Reciprocamente, os linfocitos B pré-ativados podem estimular os
linfoécitos T, o que aumenta a expressdo de CD40L (Moulton, 2011). Os linfécitos
T desregulados interagem com os linfocitos B, levando estes a produzir
autoanticorpos (Moulton, 2011). Além disso, em linfocitos T de pacientes com LES
também foram descritas alteracbes na expressao ou funcionamento de moléculas

de vias de sinalizagao intermediarias, como a via da Proteina Quinase Ativada por
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Mitégeno (MAPK) e do Mammalian Target of Rapamycin (mTOR), e em outras
moléculas coestimulatérias como a Molécula de ativacido de sinalizacdo de
linfécitos e o Coestimulador Induzivel de Linfocitos T (Moulton, 2011).

Os linfocitos T de pacientes com LES produzem baixas quantidades da
citocina proinflamatéria IL-2 e também produzem pouca resposta em relacéo a
esta citocina. (Alcocer-Varela, 1982). Embora esta relagdo parega contraditéria, a
IL-2 é indispensavel para o funcionamento de células T regulatérias que sao
fundamentais na manutengcdo da tolerancia imunoldégica e no controle de
respostas imunoldgicas aberrantes ou excessivas (Setoguchi, 2005). Além da IL-
2, niveis elevados das citocinas proé-inflamatérias IL-17 e IL-23, que séao
secretadas por linfocitos T auxiliares, foram encontrados em pacientes com LES e
relacionados a gravidade da doenga (Wong, 2008).

Um desequilibrio entre os subtipos dos linfocitos T auxiliares (Th1, Th2 e
Th17) e T regulatérios parece estar envolvido na patogénese do LES, pois um
direcionamento para uma resposta Th17 foi observado em pacientes com LES
(Dolff, 2011). As principais citocinas secretadas pelos linfécitos Th1, Th2 e Th17

sao interferon-y (IFN-y), IL-4 e IL-17, respectivamente.

1.5.4. Hiperreatividade de linfécitos B

Linfécitos B sdo responsaveis pela producdo de anticorpos e,
consequentemente, sao células fundamentais na patogénese de doengas
autoimunes. Historicamente, o interesse da pesquisa em linfécitos B no LES era
focado na producao de autoanticorpos, entretanto, além de serem responsaveis
pela produgao de autoanticorpos, os linfécitos B possuem outras fungdes, como
apresentagao de antigenos, ativacao e coestimulacgao de linfécitos T, produgao de
citocinas e imunorregulagcao (Jacob, 2010). Estas caracteristicas tornam os
linfécitos B importantes alvos terapéuticos no LES (Jacob, 2010).

Dentre os diversos autoanticorpos presentes no LES, muitos tém
importancia clinica substancial. Por exemplo, anticorpos anti-DNA de dupla fita
(anti-dsDNA) e anti-Sm s&o altamente especificos no LES, sendo pertinentes
marcadores diagnodsticos. Além disto, anti-dsDNA também s&o importantes

marcadores de nefrite lupica (Bastian, 2002; Jacob, 2010). Anticorpos anti-

25



proteina P ribossomal tem correlacdo com doenga neuropsiquiatrica, anticorpos
anti-cardiolipina sao relacionados com aumento no risco para trombose
intravascular, anticorpos anti-Ro (SS-A) em maes sao correlacionados com
bloqueio cardiaco congénito em recém-nascidos e anticorpos anti-
ribonucleoproteinas (anti-RNP) sao caracteristicos de doenga mista do tecido
conjuntivo (Jacob, 2010).

Evidéncias recentes tém demonstrado que o LES pode se desenvolver
independente da presenca de autoanticorpos, porém a doenga nao se desenvolve
na auséncia de linfécitos B, ressaltando a importancia destas células na
patogénese da doenga (Jacob, 2010). Em pacientes com LES, linfécitos B podem
processar autoantigenos e apresenta-los para linfécitos T, iniciando uma resposta
autoimune (Mamula, 1994). Linfécitos B altamente autorreativos se acumulam em
pacientes com LES e em modelos murinos (Jacob, 2010).

Os linfécitos B podem coestimular linfécitos T através de diversas
moléculas coestimulatorias. A coestimulagdo CD40-CD40L é muito importante no
LES. O bloqueio ou a deficiéncia da coestimulacdo CD40-CD40L em modelos
murinos reduziu a produgéo de anticorpos anti-dsDNA (Jacob, 2010). Além disso,
no estudo conduzido por Kato e colaboradores, pacientes com LES apresentaram
niveis elevados de CD40L solavel no plasma e estes niveis estavam
correlacionados aos titulos de anticorpos anti-dsDNA e a atividade da doenca,
indicando que o CD40L soluvel pode mediar a ativagao dos linfécitos B (Kato,
1999). Em dois estudos em pacientes com nefrite lUpica tradados com anticorpos
monoclonais contra CD40L houve redugdo dos niveis de anticorpos anti-dsDNA
(Huang, 2002; Boumpas, 2003).

Além das fungdes de producéao de anticorpos, apresentacao de antigenos e
coestimulacao de linfocitos T, os linfécitos B também contribuem para a resposta
imunoldgica através da producgéo de citocinas (Jacob, 2010). Quando os linfocitos
B sdo estimulados serialmente através do receptor de linfécito B e da molécula
CD40, ha indugao da producédo de IL-6, TNFa e de linfotoxinas, uma combinacao
capaz de amplificar as respostas dos linfécitos B e T (Duddy, 2004). Entretanto,

quando ha apenas a estimulagcao néo apropriada de CD40, a célula falha em
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produzir citocinas pré-inflamatérias e passa a secretar IL-10, suprimindo a
resposta imunologica (Duddy, 2004).

A associacdo entre o TNFa e o LES ainda é controversa, entretanto
estudos recentes reforcam o papel de polimorfismos no gene do TNFa no
desenvolvimento de LES (Dourmishev; Lee eSong). Tanto o TNFa, o IFNa e a IL-
6 produzidos pelos linfécitos B sao especialmente importantes no dano terminal
de o6rgaos, como, por exemplo, os rins (Jacob, 2010). Além disso, estudos em
humanos e modelos animais estabeleceram claramente o IFNa como um gatilho
para o LES (Koutouzov, 2006).

1.5.5. Quimiocinas e seu envolvimento no LES

As quimiocinas sao citocinas quimiotaticas diferencialmente expressas em
tecidos inflamados ou linféides, que atraem as células do sistema imunolégico
como linfécitos T e B, células dendriticas, granuldcitos e mondcitos através de
receptores de quimiocinas diferencialmente expressos na membrana destas
células (Sallusto, 2000). Duas caracteristicas marcantes das quimiocinas séo a
redundancia e a promiscuidade, ou seja, em geral: a) nenhuma quimiocina é
exclusiva para uma unica populagdo de leucdcitos, b) uma determinada
populagdo de leucdcitos possui receptores para diferentes quimiocinas; ¢) uma
mesma quimiocina pode se ligar a mais de um tipo de receptor; e d) diferentes
quimiocinas podem se ligar a um mesmo receptor (Colobran, 2007).

Estudos recentes tém demonstrado a importancia de quimiocinas e seus
receptores na regulagdo da migragao de leucocitos para 6rgao especificos e na
inflamacao, o que sugere a importancia destas moléculas na patogénese de
doencas autoimunes, inclusive no LES (Katschke, 2001; Lit, 2006; Schiffer, 2009;
Wong, 2010; Yu, 2012). As principais quimiocinas descritas por seu envolvimento
na patogénese do LES sdo: CXCL13, MCP-1 (proteina quimioatatica de
mondcitos 1, também conhecida como CCL2) e CCL5 ou RANTES (regulada sob
ativacao, expressa e secretada por células T normais).

A quimiocina CXCL13 é um dos principais reguladores da migragao de
linfécitos B e seu envolvimento na patogénese do LES ja foi demonstrado em

estudos com humanos e modelos animais, sendo principalmente correlacionada
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com a atividade da doenga (Schiffer, 2009; Wong, 2010). Além de CXCL13,
outras quimiocinas da familia CXC também foram relacionadas com o LES como
a CXCL1, CXCL9, CXCL8 e CXCL10 (Yu, 2012).

A quimiocina MCP-1 atrai mondcitos, linfocitos T, células NK (“Natural
Killer”) e basdfilos (Loetscher, 1994). Estudos em pacientes com LES indicam que
alteragdes nos niveis de MCP-1 estdo associados com a atividade da doencga e
com a producdo de beta-quimiocinas, € que o polimorfismo MCP-1-2518 esta
moderadamente associado com a susceptibilidade genética ao LES (Kaneko,
1999; Lit, 2006; Lima, 2007).

Outra importante quimiocina citada em diversos estudos por estar
potencialmente envolvida na patogénese do LES é CCL5. Niveis plasmaticos
elevados de CCL5 foram observados em pelo menos quatro estudos realizados
em pacientes com LES (Eriksson, 2003; Lit, 2006; Vila, 2007; Lu, 2012). Um
estudo recente conduzido por Zhao e colaboradores observou que um nivel baixo
da expressao do microRNA-125a, um regulador negativo de CCL5, contribui para
uma maior expressao de CCL5 em pacientes com LES (Zhao, 2010). Além disto,
esta quimiocina também foi correlacionada com nefrite lupica em diversos estudos
(Chan, 2006; Lit, 2006; Stasikowska, 2007; Tian, 2007; Xie, 2011).

1.6. Receptores de quimiocinas

As quimiocinas exercem seu efeito biologico através da ligagao a
receptores de superficie celular, os receptores de quimiocinas. Estes receptores
pertencem a familia da rodopsina de receptores de superficie celular com sete
dominios transmembrana acoplados a proteina G e sua principal fungéo é o
trafego de linfocitos e os processos dependentes desta movimentacéo, que sao a
vigilancia imunoldgica, as respostas inatas e adaptativas e a inflamagao (Springer,
1994; Murphy, 2000). Cada receptor de quimiocinas parece ter um papel
especifico, determinado por seu padrao de expressdo em subtipos especificos de
leucécitos e pela especificidade temporal e espacial da expressao de seus
ligantes (Murphy, 2000).
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A nomenclatura dos receptores de quimiocinas ¢é baseada na
subclassificagdo das familias de quimiocinas. Embora os receptores reconhegam
mais de uma quimiocina, eles sdo normalmente restritos a uma subclasse,
portanto, a nomenclatura dos receptores de quimiocinas é baseada na subclasse
de quimiocinas pela qual o receptor tem especificidade (Murphy, 2000). As
quimiocinas sao subclassificadas por sua estrutura, de acordo com o numero de
cisteinas conservadas, nos quatro grupos principais CXC, CC, C e CX3C, nos
quais a nomenclatura sistematica € baseada (Murphy, 2000). Para os receptores
de quimiocinas, em geral, esta mesma nomenclatura é usada, acrescida de um
“R” no final e um numero.

Estudos sugerem que diferentes receptores de quimiocinas estejam
envolvidos na patogénese do LES. O estudo realizado por Eriksson e
colaboradores relatou diversas alteracbes na expressdao dos receptores de
quimiocinas em linfocitos T de pacientes com LES (Eriksson, 2003). Neste estudo
foi observada uma reducao na expressao dos receptores CCR6 em pacientes e
uma reducdo na expressdao de CXCR5 em pacientes com a doenca ativa. Além
disso, foi observado um aumento na expressdo de CXCR2 e CCR1 em pacientes
com a doenga ativa, um aumento na expressao das quimiocinas MIP-13, MCP-1,
SDF-1a, IP-10 e CCL5 em pacientes e um aumento na expressao de CXCR3 e
CCR3 em pacientes com envolvimento renal.

Em outro estudo realizado por Li e colaboradores, os niveis de expressao
de mRNAs (RNAs mensageiros) de receptores de quimiocinas foram avaliados
em pacientes com LES (Li, 2010). Neste estudo, foram observados niveis
elevados do mRNA do CCR5 e do CX3CR1em pacientes com LES, sendo que os
niveis de expressao do mRNA do CX3CR1 foram maiores em pacientes com a
doencga ativa, menores em pacientes com a doenca inativa, decrescendo ainda
mais em controles. Também foram observados niveis elevados de mRNAs dos
receptores CCR2, CCR3, CCR4, CCR6, CX3CR1, CXCR5, XCR1, e IL-4R em
pacientes com a doenga ativa quando comparados com pacientes com a doencga
inativa.

Diversos outros estudos relatam alteragcées nos niveis de expressao de

receptores de quimiocinas em pacientes com LES e em modelos animais (Lee,
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Shiao; Lu; Hase, 2001; Amoura, 2003; Perez de Lema, 2005; Enghard, 2009;
Steinmetz, 2009; Wang, 2009; Wang, 2010), indicando um possivelpapel destes
receptores na patogénese da doenca.

Um processo importante para a atividade de certos receptores de
quimiocinas consiste na sua capacidade de homo e heterodimerizacdo. Este
processo pode ser desencadeado pela ligagdo de quimiocinas a seus receptores
(Rodriguez-Frade, 2001) ou pode ser constitutivo (Salanga, 2009) e evidéncias
indicam que ele ocorre principalmente com os receptores CXCR1, CXCR2,
CXCR4, CCR2, CCR5 e DARC (Salanga, 2009). E evidente que estes processos
sao relevantes para a fisiologia celular e na patogénese de doencas, entretanto
ainda existem muitas duvidas a serem esclarecidas em relagéo a estas interacdes
(Salanga, 2009).

O presente trabalho tem como enfoque principal os receptores de
quimiocinas do tipo CC, especificamente o CCR2 e o CCR5. O gene dos
receptores de quimiocinas do tipo CC, CCR1 a CCRY5, localizam-se em um cluster
dentro do cromossomo 3 na regiao 3p21.3-p24 (Samson, Soularue, 1996). Na
figura 1, modificada de Mangano e colaboradores, podemos observar a
localizagdo destes genes no cromossomo 3 (Figura 1B) e possiveis haplétipos
formados na regiao promotora do CCR5 (Figura 1A) (Mummidi, 2000; Mangano,
2001).

A Brs
HH CCR2 Regido cis-regulatdria do CCRS5 CCR5 ORF g L ;l
Sistema 8
1 A29G G208T G303A T627C C630T A676G C927T
V641 2 58755 58934 59029 59353 59356 59402 59653 Wt —+A32 g e
3 -2733 -2554 -2459 -2135 -2132 -2086 -1835 E -?!,: T
HHA 64V A G G T c A c Wt g 2 T
HHB 64V A T G T c a c Wt el el T
HHC 64V A T G T c G (& Wt s g - =
HHD 64V A T G T T A [o! Wt Lol B
HHE 64V A G A c c A c Wt
HHF*1 64V A G A c c A T Wt E
HHF*2 641 A G A c c A T Wt n }
HHG*1 64V G G A c c A c Wt &= {‘
HHG*2 64V G G A c c A c A32 Lo

Figura 1: llustragdo esquematica dos haplétipos do CCR5. Na figura 1A: diferentes
haplétipos do CCR5 que incluem a ORF do CCR2. Neste trabalho a nomenclatura dos

polimorfismos sera abordada de acordo com o sistema 2 presente na figura. Figura 1B:
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representacdo do cromossomo 3, evidenciando dois exemplos de haplétipos na regido
3p21. Modificado de (Mangano, 2001).

1.6.1. CCR2

O receptor de quimiocinas CCR2 foi descrito em 1994 por Yamagami e
colaboradores (Yamagami, 1994). O CCR2 €& expresso em mondcitos,
macréfagos, células dendriticas derivadas do sangue, células NK, baséfilos,
linfécitos T e B e pode se ligar as quimiocinas MCP-1, 2, 3 e 4, sendo altamente
especifico para MCP-1 (Myers, 1995; Frade, 1997). Este receptor possui duas
isoformas, CCR2A e CCR2B, geradas por “splicing” alternativo de um mesmo
gene e que diferem na sua cauda C-terminal, sendo que CCR2B parece ser a
isoforma mais comum (Charo, 1994; Wong, 1997; Murphy, 2000). Em linhagens
celulares transfectadas estaveis CCR2B parece ser bem transportado para a
superficie celular enquanto CCR2A foi encontrado predominantemente no
citoplasma (Wong, 1997). Também em células transfectadas com o CCR2, a
sinalizagdo do receptor se manifestou como mobilizacado intracelular de calcio e
inibicdo da adenilil ciclase culminando na quimiotaxia de leucdcitos (Myers, 1995).

Polimorfismos no gene do CCR2 foram associados com diversas doencgas
(Navratilova, 2006). Um importante polimorfismo no gene do CCR2 é o CCR2641,
formado por uma mutacdo de troca de sentido na qual a substituicdo de uma
guanina por uma adenina leva a substituicdo na proteina de uma valina na
posicdo 64 por uma isoleucina (Smith, 1997). Em um estudo realizado por
Nakayama e colaboradores, foi observado que a expressdao de CCR2A-64I| foi
significativamente maior do que a expressdo do CCR2A sem a mutagao enquanto
0s niveis de expressao nao se alteraram com a presenca do polimorfismo em
CCR2B (Nakayama, 2004). Além disso, CCR2A-64l liga-se ao receptor CCR5,
gerando a coprecipitagcado destas proteinas e redugao na expressao de CCR5 na
superficie celular (Nakayama, 2004). A frequéncia do polimorfismo CCR2-64l
varia entre populagdes de diferentes origens étnicas, sendo de aproximadamente
13,2% na Europa e 17,2% na Africa (Martinson, 2000). No Brasil, a frequéncia do
polimorfismo fica em torno de 11% em afro-descendentes (Vargas, 2005).

Além do estudo conduzido por Li e colaboradores, citado anteriormente,

que relata niveis elevados do mRNA do CCR2 em pacientes com a doenga ativa
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quando comparados com pacientes com a doenga inativa, outros estudos relatam
um possivel envolvimento deste receptor de quimiocinas na patogénese do LES.
No estudo conduzido por Amoura e colaboradores, niveis reduzidos de linfocitos
TCD4+ e CD8+, CCR2+ e TCD4+,CXCR3+ foram observados na circulacdo de
pacientes com doencga ativa (Amoura, 2003). Em outro estudo, conduzido por
Malafonte e colaboradores, foi observada uma associacdo do alelo V (alelo
selvagem do CCR2), com doencga renal menos agressiva € uma associagao do
polimorfismo MCP-1-2518 com nefrite lupica (Malafronte). No entanto, no estudo
conduzido por Aguilar e colaboradores, nenhuma associagao foi encontrada entre
os polimorfismos CCR2-641 e CCR5delta32 e susceptibilidade a doenca e nem
entre o polimorfismo CCR2-641 e manifestagbes clinicas (incluindo nefrite)
(Aguilar, 2003). Em modelos animais, dois estudos realizados em murinos relatam
associacao entre a presenga do CCR2 e dano renal (Perez de Lema, 2001; Perez
de Lema, 2005). Estes resultados indicam a necessidade de mais estudos

relacionados ao receptor de quimiocinas CCR2 em pacientes com LES.

1.6.2. CCR5

O CCRS5 humano foi descrito em 1996 primeiramente por Samson e
colaboradores (Samson, Labbe, 1996), e em seguida por dois outros grupos
independentes (Combadiere, 1996; Raport, 1996). Neste mesmo ano, o CCRS5 foi
descrito por diferentes grupos como cofator para a entrada do HIV-1(virus da
imunodeficiéncia humana-1) nos linfocitos T (Alkhatib, 1996; Choe, 1996; Deng,
1996; Doranz, 1996; Dragic, 1996) e desde entdo, surgiram diversos estudos
sobre este receptor. O CCR5 é um importante receptor de quimiocinas expresso
em macréfagos, mondcitos, neutrdfilos, células dendriticas e linfécitos T e B e
seus principais ligantes sao MIP13, MIP1a e CCL5 (Combadiere, 1996; Raport,
1996; Samson, Labbe, 1996; Murphy, 2000).

O gene do CCRS5 foi descrito em 1997 por Mummidi e colaboradores
(Mummidi, 1997). Este gene possui varios sitios de inicio de transcricdo e seu
produto passa por um complexo splicing alternativo, dando origem a varios
transcritos que diferem na regido 5 nao traduzida. O gene é organizado em

quatro éxons e dois introns, sendo que os éxons dois e trés nao sao interrompidos
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por introns, os éxons quatro e parte do éxon trés sao compartilhados por todas as
isoformas e a fase aberta de leitura localiza-se no éxon quatro. O gene parece
possuir dois promotores distintos, um a montante do éxon um e outro a jusante,
que inclui a regido “intrénica” entre os éxons um e trés, que parece ter atividade
constitutiva. O produto final do gene é um polipeptideo de 355 aminoacidos
(Murphy, 2000).

Diversos polimorfismos foram descritos no locus do CCR5 (Mummidi, 1997;
Mummidi, 2000). O polimorfismo mais conhecido do CCR5 é o CCR&delta32, que
consiste em uma delecao de 32 pares de base, a qual induz resisténcia a infeccao
pelo HIV-1 (Dean, 1996; Liu, 1996; Samson, Libert, 1996; Zimmerman, 1997).
Esta delegdo resulta em uma mudanga da fase de leitura e gera proteinas
truncadas que nao chegam a superficie celular e nem sado detectadas no
citoplasma (Liu, 1996). A distribuicdo do polimorfismo CCR5delta32 é bem
variavel entre populacbes de diferentes origens étnicas, sendo que as maiores
frequéncias sao encontradas nas populagbes de origem europeia e as menores,
encontradas em populagdes de origem africana e asiatica (Martinson, 1997). A
frequéncia do polimorfismo na Europa é de aproximadamente 6%, enquanto na
Africa esta frequéncia é praticamente nula (Martinson, 2000). No Brasil, a
frequéncia do polimorfismo varia de 3,8% a 9,3% em euro-descendentes e de
0,8% a 5,6% em afro-descendentes (Chies, 2003; Carvalho, 2004; Scheibel,
2008; Boldt, 2009).

A variagao na regiao cis regulatéria do CCR5 é bem alta e, baseado nessa
variagdo, haplétipos puderam ser organizados em sete haplogrupos humanos
(HH) evolutivamente diferentes designados HHA, -B, -C, -D, -E, -F e -G (Mummidi,
2000), como podemos observar na Figura 1. Esta organizacdo permite uma
padronizacdo da nomenclatura dos polimorfismos no CCR5, facilitando a
interpretacdo dos estudos. A variante A do polimorfismo CCR5-59029 G>A
(rs1799987), contido nos haplogrupos HHE, -F e -G, foi associada a maior
eficiéncia transcricional do gene (McDermott, 1998; Mummidi, 2000).

Além da conhecida associacao entre o CCR5 e o HIV-1, este receptor de
quimiocinas foi vastamente estudado em outras doencas e muitos destes estudos

tiveram associacdes positivas como, por exemplo, nas doencas inflamatérias
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artrite reumatéide (Gémez-Reino, 1999; Kohem, 2007), artrite idiopatica juvenil
(Scheibel, 2008), doenga de Crohn (Herfarth, 2001), anemia falciforme (Chies,
2003), doenga renal terminal (Borkar, 2011), asma (Al-Abdulhadi, 2010) e,
inclusive, LES (Mamtani, 2008).

O papel do CCR5 no LES ainda é controverso, entretanto, apesar de
alguns estudos nao terem encontrado associagao entre o CCR5 e a patogénese
da doenga, Mamtani e colaboradores demonstraram uma associagdo entre os
haplétipos HHE e HHG*2 e o risco de desenvolver LES e uma tendéncia de
HHF*1 em direcdo a protecdo (Mamtani, 2008). Além disso, Aguilar e
colaboradores sugeriram um leve aumento na producdo de autoanticorpos, no
desenvolvimento de nefrite e na gravidade da doenga em portadores do
CCR5delta32 (Aguilar, 2003). Em um estudo prévio de nosso grupo (Schauren JS
et al. dados ndo-publicados), pacientes mulheres euro-descendentes
apresentaram menor frequéncia do alelo CCR5delta32 quando comparados com
controles e em afro-descendentes a presenca do alelo foi associada a nefrite
grave. Em relagdo a nefrite, um estudo em camundongos demonstrou que a
deficiéncia de CCR5 agrava a glomerulonefrite através do recrutamento de
linfécitos T pelo CCR1 (Turner, 2008). Em suma, o CCR5 parece ser um
modificador no LES, porém estudos ainda sdo necessarios para elucidar seu
possivel papel na patogénese desta doenca.

Os resultados dos estudos publicados até hoje em relagdo ao envolvimento
do CCR2 e do CCR5 na patogénese do LES séao conflitantes. No entanto, eles
indicam que estes receptores sdo relevantes no desenvolvimento da doenca.
Devido a importancia dos receptores de quimiocinas na resposta imunoldgica e
seu potencial papel na patogénese do LES, mais estudos sao necessarios para
desvendar sua real fungéo na patogénese da doenca. Neste contexto, o presente
estudo visa analisar polimorfismos nos genes dos receptores CCR2 e CCR5 e
sua possivel associacdo com o desenvolvimento e com as manifestagdes clinicas

e laboratoriais do LES.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Tendo em vista a importancia do receptor de quimiocinas CCRS5 na
resposta imune, este estudo tem por objetivo analisar potenciais implicacbes de
variagées nos genes dos receptores de quimiocinas CCR5 e CCR2 em pacientes
com LES.

2.2. Objetivos especificos

Investigar o possivel papel dos polimorfismos CCR5-59353 C>T
(rs1799988), CCR5-59356 C>T (rs41469351), CCR5-59402 A>G (rs1800023) e
CCR5-59653 C>T (rs1800024), localizados na regido promotora do gene CCR5,
na susceptibilidade ao LES através da comparacao das frequéncias genotipicas

destas variantes em pacientes e controles.

Investigar o possivel papel do polimorfismo CCR2-V641 G>A (rs1799864)
na susceptibilidade ao LES através da comparacao das frequéncias genotipicas
destas variantes em pacientes e controles.

Realizar a analise dos haplétipos CCR2/CCRS.

Verificar uma possivel associacido dos polimorfismos com manifestacdes

clinicas da doenca.
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ABSTRACT

Given the lack of consensus considering the role of chemokine receptors in
Systemic Lupus Erythematosus (SLE) pathogenesis and the need for more
studies in this area, the present work aims to investigate a possible role of the
CCRS5 promoter region polymorphisms in the development of SLE comparing the
frequencies of the genotypes and haplotypes with ethnically matched controls and
analyze if there is a possible involvement of the polymorphisms in the clinical
outcome of the disease. This study included 382 SLE patients (289 classified as
European-derived and 93 as African-derived) and 375 controls (243 European-
derived and 132 African-derived) genotyped for the CCR2-641 G>A (rs1799864),
CCR5-59353 C>T (rs1799988), CCR5-59356 C>T (rs41469351), CCR5-59402
A>G (rs1800023) and CCR5-59653 C>T (rs1800024) polymorphisms though
PCR-RFLP and direct sequencing, respectively. Previous data from CCR5delta32
were included in the study to infer the haplotypes and also as a possible
confounding factor in the binary logistic regression. Our results indicated that, in
European-derived patients, CCR5delta32 and the HHG*2 haplotype reduced
frequencies in patients when compared to controls were associated with the
disease (p=0.001; OR 3.5; 95%CI 1.6-7.5 and 2.0%, vs. 7.2% residual p= 2.9E-5,
respectively). In African-derived patients, the HHA/HHB, HHC and HHG*2
haplotype frequencies differed between patients and controls (10% vs. 20.5%,
residual p= 0.003; 29.4% vs. 17.4%, residual p=0.003 and 3.9% vs. 0.8%, residual
p=0.023; respectively). Considering the clinical manifestations of the disease,
CCRb5delta32 presence was confirmed as a susceptibility factor to class IV
nephritis in the African-derived group and when patients were considered together
(Pcorrected=0.012; OR 3.0; 95%CI 3.0-333.3 and pcorrectea= 0.0006; OR 6.8; 95%Cl
1.9-2.48, respectively). In conclusion, this study indicates that CCR5 promoter
polymorphisms are important disease modifiers in SLE. Present data reinforces
CCRb5delta32 polymorphism as a protective factor for the development of the
disease in European-derived patients and as a susceptibility factor for class IV
nephritis in African-derived patients. Furthermore, we also describe a reduced
frequency of HHA/HHB and an enhanced frequency of HHC and HHG*2
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haplotypes in our African-derived patients, which potentially could reflect in a
higher expression of CCR5 in specific cell subsets and in a lower expression of
CCRS5 overall.

Keywords: CCR5, CCR5 promoter polymorphisms, CCR2, Lupus,

Systemic Lupus Erythematosus.
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1. INTRODUCTION

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory
autoimmune disease characterized by abnormal activity of B and T cells [1, 2],
autoantibodies production and immunocomplex deposition leading to tissue
damage. The clinical manifestations of the disease include renal, hematological,
immunological, neurological, cutaneous, cardiovascular and arthritis. The disease
affects mainly women in reproductive age, in a frequency of around 9 women to 1
men. In Brazil, there are few data regarding the incidence of SLE. Available data
indicate that incidence ranges from 4.8/100,000 inhabitants/ year [3] to
8.7/100,000 inhabitants/ year in the northeast [4]. The disease seems to be more
frequent in African-derived individuals and less frequent in native Africans [5, 6].

The etiology of SLE is complex, nevertheless, genetic, immunological and
environmental factors are known to participate in the etiology of the disease. Many
factors are known to participate in the pathogenesis of SLE, for instance, defects
on apoptosis, alterations on the complement system and abnormal function of T
and B cells, including alterations in the cytokines or chemokines balance [2, 7-14].
Chemokines and their receptors are central players in the regulation of leucocytes
chemotaxis in inflammation and they are thought to have an important role in the
pathogenesis of autoimmune diseases, including SLE [15-17].

Several studies have addressed the role of chemokines and their receptors
in SLE, however there is no consensus regarding their involvement on the
pathogenesis of the disease. The chemokine receptors CCR2 and CCR5 and
some of their ligands MCP-1, MIP-13 and CCL5 have already been suggested to
have a role in SLE pathogenesis [13, 15, 17-20]. CCR2 and CCR5 are important
chemokine receptors of the CC chemokines family localized in a cluster on
chromosome 3 in the 3p21.3-p24 region [21]. CCR2 is expressed on monocytes,
macrophages, blood derived dendritic cells, T and B cells, Natural Killer cells and
basophils, and its main ligands are MCP-1, 2, 3 and 4, with high specificity for
MCP-1 [22, 23]. CCR5 is expressed on monocytes, macrophages and dendritic, T
and B cells, and its main ligands are MIP183, MIP1a and CCL5 [24-27].
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CCRS5 role in SLE pathogenesis is still controversial, however, despite the
lack of association of this receptor with SLE pathogenesis in some studies,
Mamtani et al. described an important association of the CCR5 promoter region
human haplotypes (HH) HHE and HHG*2 with a risk of developing SLE and a
tendency of the HHF*1 towards protection [17]. Furthermore, Aguilar et al.
suggested a slight increase in the production of autoantibodies, in nephritis
development and in disease severity in patients bearing the CCR5delta32 allele
[28]. Moreover, according to a previous work of our group (Schauren JS et al.,
unpublished data), SLE European-derived women presented a lower frequency of
the CCRb5delta32 allele when compared to ethnically matched controls and the
presence of the allele was associated to severe nephritis in African-derived
patients.

Given the lack of consensus considering the role of chemokine receptors in
SLE pathogenesis and the need for more studies in this area, the present work
aims to investigate a possible role of the CCRS promoter region polymorphisms in
the development of SLE comparing the frequencies of the genotypes and
haplotypes with ethnically matched controls and analyze if there is a possible

involvement of the polymorphisms in the clinical outcome of the disease.

2. METHODS

2.1. Study populations

Patients group included 382 individuals (289 classified as European-derived
and 93 as African-derived) and was provided by the Rheumatology Clinic of the
“Hospital de Clinicas de Porto Alegre”(HCPA). Control group included 375 healthy
blood donors (243 European-derived and 132 African-derived), of these, 301 from
Rio Grande do Sul (RS) and 74 from Rio de Janeiro (RJ). Both patients and
controls were recruited by convenience sampling. Ethnical classification was
based on the physical appearance as judged by the researcher at the time of
blood collection and on data about the ethnicity of parents/grandparents reported
by the participants. The self-reported “color” classification frequently used in Brazil

is well documented in different studies [29-31], including previous studies of our
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group [32, 33]. It is noteworthy that, in Southern Brazilian populations from the
same region addressed in this study, the individuals classified as White have a
mean European ancestry of 85.5% and ~1% of African ancestry, while individuals
classified as Brown and Black, have approximately 45% of African, 44% of
European and 11% of Amerindian ancestry [29]. This study also revealed that the
genomic ancestry of individuals from different geographical region of Brazil is more
uniform than expected.

SLE patients were diagnosed according to the revised American College of
Rheumatology criteria [34, 35]. The clinical and laboratory variables assessed in
this study were: photosensitivity, malar rash, discoid rash, oral or nasal ulcers,
arthritis, serositis -pleuritis or pericarditis-, nephritis and neurological disease -
seizures or psychosis. The laboratory evaluation included the presence of
hematological disorders -hemolytic anemia, leukopenia, lymphopenia or
thrombocytopenia-, immunological disorders and positive antinuclear antibody
(ANA). SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) [36] and
SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics) damage index [37]
were applied to each patient as a measurement of disease activity and cumulative
damage, respectively. Lupus nephritis classification was performed according to
the World Health Organization (WHO) classification from 1982, revised in 2003
[38] and renal biopsy recommendation criteria were persistent protein excretion
greater than 500 mg/day and/or an active urinary sediment with hematuria,
typically dysmorphic, and cellular casts [39]. Class |V nephritis was included in the
analyses of clinical manifestations, as our previous work indicates that
CCRb5delta32 African-derived carriers presented a higher predisposition to this
class of nephritis.

The present study was approved by the ethic committee from the

HCPA/UFRGS and informed consent was obtained from all subjects.

2.2. PCR and Genotyping
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DNA samples were extracted by salting out method{Lahiri, 1991 #1191} and
stored at -20°.

The CCRS5 promoter region polymorphisms CCR5-59353 C>T (rs1799988),
CCR5-59356 C>T (rs41469351), CCR5-59402 A>G (rs1800023) and CCR5-
59653 C>T (rs1800024) were amplified in each sample by Polymerase Chain
Reaction (PCR) using the primers LK84 and LK87 previously described [40, 41].
Amplification was performed in a final volume of 30 pl containing 5 mM each of
dNTP; 37.5 mM MgCI2; 5 pmol/ul of each primer; 1 unit of Platinum Taq DNA
Polymerase in 10X PCR-specific buffer (Invitrogen-Life Technologies, Sao Paulo,
Brazil) and 10 to 100 ng of genomic DNA. The initial denaturation cycle was
carried out at 94°C for 5 minutes; followed by 35 cycles at 95°C for 30s; 60°C for
30 s; 72°C for 1 minute and by a final extension step at 72°C for 5 minutes. The
amplification product was quantified (10 to 50 ng/ul) by Low Mass (Invitogen-Life
Technologies, S&o Paulo, Brazil) in 1% agarose gel. Each PCR product was
purified and sequenced using LK84 primer in an ABI 3730 XL DNA Sequencer
according to the manufacturer's manual by Macrogen Korea (Macrogen Inc.).
Genotyping was performed by interpretation of chromatogram peaks through
FinchTV Software Version 1.4.0.

The CCR2-641 G>A (rs1799864) polymorphism was genotyped through
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) assay using BsaBI
restriction endonuclease as defined by Smith et al. [42] and the assay was

performed as described by Vargas et al. [43].

2.3. Statistical analysis

Due to the lack of some clinical and/or laboratory data in the medical
records, some analyses may not include all the individuals genotyped in this work.
The genotypic frequencies of the polymorphisms in the promoter region of the
CCRY5, including CCR2, were compared with Hardy-Weinberg expectations using
chi-square tests. Comparisons of the polymorphisms frequencies by ethnicity in
control and patient groups were performed using Binary Logistic Regression
controlling for gender. For susceptibility analyses, we considered the presence or

absence of the polymorphic variant designated as carriers and non-carriers,
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respectively. These frequencies were compared between patients and controls,
between control groups from RS and RJ and between patients with or without a
given clinical or laboratory feature using Binary Logistic Regression controlling for
possible confounding factors. Ranks for SLICC and SLEDAI were analyses by
Mann-Withney tests. Statistical analyses were performed using the softwares
SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) and WinPepi [44].

Haplotypes were estimated by Milocus software and included the
polymorphisms CCR2-64l, CCR5-59353, CCR5-59356, CCR5-59402, CCRS5-
59653 and CCRb5delta32 (whose genotypes were previously obtained by our
group - Schauren JS et al., unpublished data). Haplotype frequencies were
compared between patients and controls in European and African-derived groups
by chi-square tests.

Significance level was established as a=0.05 (two-tailed) and Bonferroni

correction for multiple comparisons was applied when the p value was significant.

3. RESULTS

3.1. Patients and controls

Due to the known differences in the disease incidence [5] and in the CCR5
promoter region genotypic frequencies [45] among different ethnicities, in this
study, analyses were stratified or controlled by the most frequent ethnicities in our
population, European and African ancestry.

Patients group comprised 350 women and 32 men. The average age of
patients was 45.4 £ 15.1 years and mean age at diagnosis was 32.6 + 13.9 years.
The median value for the SLEDAI accessed at the first evaluation was 1.0 (0 and
4.0 for percentiles 25 and 75, respectively) and the SLICC index was 1.0 (0 and
2.0). Other clinical characteristics are shown in Table 1. Comparisons between
European-derived and African-derived patients concerning disease manifestations
have already been addressed in this cohort by Monticielo et al. [46]. The
comparisons indicated that European-derived group presented more
photosensitivity and lower proportion of individuals presenting

leukopenia/lymphopenia and the autoantibodies anti-Ro/SS-A and anti-La/SS-B
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[46]. Furthermore, it was observed that male patients presented a higher
frequency of nephritis than female patients, although the number of male patients
in this group is relatively small.

Control group consisted of 90 women and 260 men and the mean age of
controls was 41.4 £10.1 years. All analyses involving control group were controlled
by this factor. Comparing the genotypic frequencies of all polymorphism
addressed in this study, controlling for gender and age, control groups from RS
and RJ did not differ statistically, so we joined this groups and considered control

group as one.

3.2. Genotypes

Genotypic frequencies of the polymorphisms in patients and controls are
presented in table 2. All groups were in Hardy-Weinberg equilibrium, exception
made for CCR5-59653 frequencies in European-derived control group and in the
whole group (data not shown). We observed that in the control group, the
frequencies of the CCR5-59353, CCR5-59356 and CCR5-59402 polymorphisms
were different between European and African-derived groups (pcorrectea=0.018,
Pcorrected=0.004 and Pcorrected<0.001, respectively). In SLE group, only the CCR5-
59356 polymorphism frequency differed between European and African-derived

groups (Peorrected=0.002).

3.3. Susceptibility analyses

As our previous work indicate CCRb5delta32 (32 bp deletion which
generates a truncated protein that does not reach the cell surface) as a protective
factor to development of SLE, we included this polymorphism, ethnicity, gender
and potential interactions as possible confounding factors in the binary logistic
regression analyses. The final model included CCR2-641, CCR5-59353, CCR5-
59356, CCR5-59402, CCR5-59653 and CCR5delta32 polymorphisms, gender and
ethnicity. In the analysis considering patient and control groups as a whole, the
genotypic frequencies of the CCR2-64l, CCR5-59353, CCR5-59356, CCR5-
59402 and CCR5-59653 did not differ between these groups while only female

gender and the CCR5delta32 wild type homozygous (wt/wt) were associated with
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the disease, as shown in table 3 (p<0.001; OR 25; 95%CI 15.8-39.4 and p=0.010;
OR 2.5; 95%CI 1.2-5.0, respectively). When splitted by ethnicity, the analysis of
European-derived groups also indicated female gender and CCR5delta32 wt/wt
association with the disease (p<0.001; OR 22; 95%CI 13.3-36.4 and p=0.001; OR
3.5; 95%CI 1.6-7.5, respectively), meanwhile, in the African-derived group, only
female gender was associated with the disease (p<0.001; OR 58.4; 95%CI 16.8-
203.2) (table 3).

3.4. Clinical manifestations

The prevalence of the clinical and laboratory features of SLE patients was
compared considering the presence or absence of each variant allele and
controlling for confounding factors. Considering patient group as a whole and
splitting the analysis by ethnicity, only the CCR5delta32 presence was confirmed
as a susceptibility factor to class IV nephritis in the African-derived group and
when patient group was considered as a whole (Pcorrected=0.012; OR 3.0; 95%CI
3.0-333.3 and pcorrected= 0.0006; OR 6.8; 95%CI 1.9-2.48, respectively). European-
derived patients showed the same tendency, however, after correction, the
analysis lost its significance. None of the clinical and laboratory features included
in the analyses was significantly associated to any of the other polymorphic

variants.

3.5. Haplotypes

Linkage disequilibrium (LD) between polymorphisms for patients and
controls are presented in table 4. LD was considered significant when p<0.05 and
Lewontin Normalized Coefficient D’=1. None of the polymorphisms in LD
presented complete LD (r?<0.50). All groups presented LD between the CCR5-
59353 and CCR5-59356, which was expected due to the vicinity of these
polymorphisms (3bp distance). Beyond the data presented in table 4, we observed
that in the LD analyses between the CCR5-59353, CCR5-59356, CCR5-59402
and CCR5-59653 polymorphisms almost all combinations had a D’>0.9.

A set of seven evolutionary distinct human haplotypes in the promoter

region of the CCR5 gene have already been described, namely HHA, HHB, HHC,
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HHD, HHE, HHF (F*1, F*2), and HHG (G*1, G*2) [47], and, as the frequencies of
other haplotypes were very low, we joined rare haplotypes into two groups
considering the presence or absence of the CCR5delta32 allele: rare bearing d32
and rare not bearing d32. Haplotype frequencies and comparisons between
patients and controls in European and African-derived groups are presented in
table 5. Comparisons between patients and controls haplotype frequencies
showed that overall frequencies differed in both European and African-derived
groups (Pcorrected = 0.006 and 0.002, respectively). In European-derived group, only
the HHG*2 haplotype frequency was significantly higher in controls than in patients
(7.2% vs. 2.0%, residual p= 2.9E-5). In African-derived group, the HHA/HHB, HHC
and HHG*2 haplotype frequencies differed between patient and control groups
(10% vs. 20.5%, residual p= 0.003; 29.4% vs. 17.4%, residual p=0.003 and 3.9%
vs. 0.8%, residual p=0.023; respectively).

4. DISCUSSION

To date, no study has been carried out on the role of CCR5 promoter
polymorphisms in SLE patients from southern Brazil. This work corroborates our
previous findings regarding the involvement of CCR5delta32 in protection to SLE
in European-derived patients and in susceptibility to class IV nephritis in African-
derived patients and in SLE patients as a whole. In the previous work, European-
derived patients presented a lower frequency of the CCR5delta32 polymorphism
(in other words, a higher frequency of homozygous for the wild type allele which
promotes a normal production of this cell surface receptor) when compared to
ethnically matched controls suggesting that the lack of CCR5 in the immune cells
surface could be a protective factor against the disease (Schauren JS et al,
unpublished data).

In the present work, CCR5delta32 polymorphism was included in the
logistic regression model and, even when controlled for gender and the CCR5
promoter region polymorphisms, including CCR2-64l, it was the only
polymorphism significantly associated with protection to the disease. Furthermore,

HHG*2 haplotype, bearing the CCR5delta32 allele, was the only haplotype
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associated to SLE protection in European derived patients. These findings are
interestingly opposed to the results found by Mamtani et al., which indicated that
the HHG*2 haplotype was a risk factor for developing SLE [17], probably reflecting
different genetic background constitution of the studied populations. Interestingly,
a recent study performed in Germany indicated that CCR5+/CCR3+ T helper cell
ratio was enhanced in patients with active Cutaneous Lupus Erythematosus [48],
which is in accordance with our findings. Moreover, another German research
demonstrated that the presence of the CCR5delta32 has a protective effect on the
development of another autoimmune disease, Rheumatoid arthritis (RA) [49],
which was also associated with a diminished expression of the CCR5-delta32
allele in European patients overall [50].

In the African-derived group analyses, the frequencies of the haplotypes
HHA/HHB, HHC and HHG*2 differed between patient and control groups. In this
group, HHG*2 haplotype frequency was slightly increased in patients when
compared to controls, the opposite of European-derived patients and corroborating
the findings of Mamtani et al.[17]. This finding is very interesting due to the fact
that HHG*2 bears the CCR5delta32 allele. This allele is not originally present in
native African populations [51] and its presence in African-derived individuals
results from miscegenation. None of the studies regarding CCRSdelta32
involvement in SLE addressed African-derived patients [17, 28, 52]. Picton et al.
described that CCR5 promoter haplotypes influence CCRS5 expression in Natural
Killer (NK) and in T cell subsets in South African populations [53]. They
demonstrated that HHC+ haplotype increased the expression of CCRS in NK cells
(independent of the presence of CCRb5delta32) and in T CD8+ cells (not
independent of the presence of CCR5delta32) in South African Caucasian
individuals and that HHA haplotype was associated with a diminished expression
of CCR5 in T CD8+ cells. Bearing this in mind, we can infer that the diminished
frequency of HHA and the enhanced frequency of HHC in our African-derived
patients could be related to a higher expression of CCR5 in specific cell subsets
and to a lower expression of CCR5 overall.

Regarding CCR2-641 polymorphism, no direct association with SLE was

found, in accordance to the findings of Aguilar et al. [28]. Data available in the
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literature is conflicting. The study conducted by Amoura et al. indicated that CD4+,
CCR2+ T cells are decreased in French patients during lupus flares [54], however
the study conducted by Li et al. indicates that CCR2 expression is higher in
Chinese patients with active disease [16]. This same study also reported an
increased CCR5 mRNA level in SLE patients compared to controls which was
consistent to the findings of Al-Saleh et al. that reported a significantly elevated
mean expression of CCR5 and CXCR3 on the surface of CD4+ T-lymphocytes of
active SLE patients than in the SLE patients in remission and healthy controls [55].

Concerning clinical manifestations, only the CCR5delta32 was confirmed as
a susceptibility factor to class IV nephritis as previously discussed (Schauren JS et
al., unpublished data), even when controlling for the presence of the CCR5
promoter region polymorphisms, including CC2-64I, gender and ethnic origin.

The apparent controversial role of CCR5 described by the present work is
not a novelty in autoimmune diseases. This controversial role has been
extensively debated in RA [50, 56, 57] and, in an overall assessment, it seems
more likely that the reduced expression of CCR5 is protective against the
development of RA. In the present work, SLE seems to follow the same tendency
observed in RA. In a global appraisal, reduced expression of CCR5 seems to be
protective against SLE development, however many points need to be discussed
here. First, ethnic origin is an extremely important factor related to SLE and CCR5
expression and should receive special attention in data interpretation. Second,
some of the studies mentioned here have small sample sizes, which can include a
bias in their conclusions. Third the unclear role of CCR5 may be due to the
presence of this receptor in cells with different functions in the immune system, for
instance, T helper and T regulatory cells. CCR5 presence in the surface of
immune system cells helps their migration to tissues, promoting inflammation. In
the other hand, CCRS5 can also be involved in resolution of inflammation though its
presence in T regulatory cells or through its action as decoy receptor [58, 59].

In conclusion, this study indicates that CCR5 promoter polymorphisms are
important disease modifiers in SLE and that genetic background should be
carefully considered in studies regarding SLE and chemokine receptors. Present

data reinforces CCRb5delta32 polymorphism as a protective factor for the
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development of the disease in European-derived patients and as a susceptibility
factor for class IV nephritis in African-derived patients. Furthermore, we also
describe a reduced frequency of HHA/HHB and an enhanced frequency of HHC
and HHG*2 in our African-derived patients, which could be related to a higher
expression of CCR5 in specific cell subsets and to a lower expression of CCR5
overall. These findings are further evidence that CCR5 promoter polymorphisms
are important in autoimmune diseases and emphasize the need for more studies

in this area.
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TABLES

Table 1: Clinical and laboratory features in European-derived, African-derived and in the

whole group of SLE patients:

European-derived African-derived Whole

Patients Features

N/total N (%)

N/total N (%)

N/total N (%)

Females
Age (years)

Age at diagnosis (years)
SLEDAI*
sLicc™
Malar rash
Discoid rash
Photosensitivity
Oral/nasal ulcers
Arthritis
Serositis
Neurologic disorders
Nephritis
Hematological disorders
Immunological disorders
ANA°

263/289 (91.0)
455+ 15.0
32.1+13.8
1.0 (0, 4.0)
1.0 (0, 2.0)

164/289 (56.7)

43/289 (14.9)

234/289 (81.0)

107/289 (37.0)

240/289 (83.0)

83/287 (28.9)

35/289 (12.1)

124/289 (42.9)

216/289 (74.7)

196/286 (68.5)

287/288 (99.7)

87/93 (93.5)
447 £ 135
33.7 +13.7
1.0 (0, 4.0)
1.0 (0, 2.0)
48/93 (51.6)
15/93 (16.1)
55/93 (59.1)
30/93 (32.3)
75/93 (80.6)
34/93 (36.6)
10/93 (10.8)
43/93 (46.2)
82/93 (88.2)
64/93 (68.8)
92/93 (98.9)

350/382 (91.6)
453+ 14.7
32,6+ 13.9
1.0 (0, 4.0)
1.0 (0, 2.0)

214/384 (55.7)

58/384 (15.1)

290/384 (75.5)

137/384 (35.7)

315/384 (82.0)

117/382 (31.6)

46/384 (12.0)

167/384 (43.5)

300/384 (78.1)

261/381 (68.5)

381/383 (98.2)

2 Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index, ° Systemic Lupus International
Collaborating Clinics and ° Antinuclear Antibody. * Median, percentiles 25.75. (total numbers can

vary due to the lack of data).
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Table 2: Genotypes of the CCR5 promoter region polymorphisms and frequency of the

variant allele in European-derived, African-derived and in the whole group of SLE patients:

European-derived African-derived Whole
Polymorphism Genotypes
Patients Controls Patients Controls Patients Controls
wt/wt (%) 217 (75.9) 194 (80.5) 72(77.4) 65(70.6) 293 (76.1) 259 (77.8)
wt/641 (%) 65 (22.7) 42(17.4) 18(19.4) 26(28.3) 83(21.6) 68 (20.4)
CCR2-641 641/641 (%) 4(1.4) 5(2.1) 3(3.2) 1(1.1) 9(2.3) 6 (1.8)
Total n 286 241 93 92 385 333
64l (frequency) 0.13 0.11 0.13 0.15 0.13 0.12
CC (%) 82 (28.6) 74(31.1) 26(28.3) 32(24.4) 113 (29.4) 106 (28.7)
CT (%) 152 (53.0) 116 (48.7) 43 (46.7) 67 (51.2) 195 (50.6) 183 (49.6)
CCR5-59353 TT (%) 53 (18.5) 48 (20.2) 23(25.0) 32(24.4) 77(20.0) 80 (21.7)
Total n 287 238 92 131 385 369
T (frequency) 0.45 0.45 0.48 0.50 0.45 0.46
CC (%) 281 (97.6) 234 (98.3) 76(83.5) 100 (76.4) 363 (94.3) 334 (90.5)
CT (%) 7(24) 4(1.7) 14(154) 29(22.1) 21 (5.5) 33 (8.9)
CCR5-59356 TT (%) 0 (0) 0 (0) 1(1.1) 2(1.5) 1(0.3) 2(0.5)
Total n 288 238 91 131 385 369
T (frequency) 0.01 0.01 0.08 0.13 0.03 0.05
AA (%) 116 (40.3) 104 (43.7) 49(53.3) 87 (66.4) 170 (44.0) 191 (51.8)
AG (%) 144 (50.0) 103 (43.3) 32(34.8) 43(32.8) 177 (45.9) 146 (39.6)
CCR5-59402 GG (%) 28(9.7) 31(13.0) 11(12.0) 1(0.8) 39 (10.1) 32(8.7)
Total n 288 238 92 131 386 369
G (frequency) 0.35 0.35 0.29 0.17 0.33 0.28
CC (%) 220 (76.4) 194 (81.5)* 70(76.1) 87 (66.4) 294 (76.2) 281 (76.2)*
CT (%) 63 (21.9) 38 (16.0)* 19(20.7) 37(28.3) 82(21.2) 75(20.3)*
CCR5-59653 TT (%) 5(1.7) 6 (2.5)" 3(3.3) 7(5.3) 10 (2.6) 13 (3.5)*
Total n 288 238 92 131 386 369
T (frequency) 0.13 0.10 0.14 0.19 0.13 0.14

*Not in Hardy-Weinberg equilibrium.
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Table 3: Binary Logistic Regression comparisons of the presence or absence of the
polymorphic variants of CCR5 promoter region polymorphisms in patients and controls as a whole
group and by ethnicity - final model.

Patients vs.controls Variables OR® 95% CI° Significance

CCR2 (wt/wt®) 0.6 0.1-2.2 0.420
CCR5-59353 (CC) 1.3 0.7-2.6 0.452
CCR5-59356 (CC) 0.9 0.4-2.7 0.992
Whole CCR5-59402 (AA) 0.8 0.4-1.5 0.540
(371 vs. 285) CCR5-59653 (CC) 1.4 0.4-55 0.581
CCR5A32 (wt/wt) 2.5 1.2-5.0 0.030*

Gender (female) 25.0 15.8-39.4 <<0.001*
Ethnicity (European) 0.7 0.4-1.2 0.158
CCR2 (wt/wt) 0.8 0.2-34 0.752
CCR5-59353 (CC) 1.0 0.5-2.3 0.899
. CCR5-59356 (CC) 0.7 0.1-3.7 0.698
E“:gg;‘;‘,’s‘jdz%"'t‘)’ed CCR5-59402 (AA) 10 0.5-2.0 0.935
CCR5-59653 (CC) 1.1 0.2-4.8 0.923
CCR5A32 (wt/wt) 3.5 1.6-7.5 0.003*

Gender (female) 22.0 13.3-36.4 <<0.001*
CCR2 (wt/wt) 0.2 0.01-2.9 0.236
CCR5-59353 (CC) 2.1 0.4-10.0 0.340
) ) CCR5-59356 (CC) 0.8 0.2-3.7 0.813
Af'('gg"‘/:_";’;‘)’ed CCR5-59402 (AA) 05 0.1-1.8 0.277
CCR5-59653 (CC) 2.8 0.2-35.3 0.425
CCR5A32 (wt/wt) 0.1 0.01-1.5 0.105

Gender (female) 58.4 16.8-203.2 <<0.001*

2 OR: Odds Ratio, ° Cl: confidence Interval and ¢ wt/wt: Homozygous for wild type allele.

*Bonferroni corrected p values.
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Table 4: Groups that presented significant linkage disequilibrium between polymorphisms:

Polymorphisms CCR2-64I CCR5-59353 CCR5-59356 CCR5-59402 CCR5-59653

CCR2-64 ; ; ; ] ]

CCR5-59353 CAD - - - -
C, CED, CAD,
CCR5-59356 C, CAD L LED, LAD = - -
CCR5-59402 CAD CAD, LAD C, CAD, L, LAD - -
CED, CAD, C, CED, CAD,
CCR5-59653 LAD CAD LAD =
CCR5delta32 LAD C, CED

C: Control group as a whole, CED: European-derived control group, CAD: African-derived
control group, L: Lupus patient group as a whole, LED: Lupus European-derived patient group,

LAD: Lupus African-derived patient group.
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Table 5: Haplotype frequencies and comparisons between patients and controls in
European and African-derived groups:

European-derived African-derived
HAPLOTYPES ) )

Patients Controls Patients Controls
HHA or HHB VTCAC wt (%) 51(9.1) 44(9.3) 18(10.0)° 53(20.5)
HHC VTCGC wt (%) 192(34.2) 161(34.1) 53(29.4)° 45 (17.4)°
HHD VTTAC wt (%) 7(12) 4(0.8) 16(8.9) 33(12.7)
HHE or HHG*1 V CCA C wt (%) 229(40.8) 176(37.3) 60(33.3) 75 (29.0)
HHF*1 VCCAT wt (%) 3(0.5) 2(0.4) 2(1.1) 8(3.1)
HHF*2 | CC AT wt (%) 67(11.9) 48(10.2) 23(12.8) 42(16.2)
HHG*2 V CC A C d32 (%) 11(2.0° 34(7.2f 7(3.9°% 2(0.8)°

Rare bearing d32 - - - - -.d32 (%) 4(0.7) 1(0.2) 0(0) 0(0)
Rare not bearingd32 - - - - - wt (%) 8(1.4) 2 (0.4) 1(0.6) 1(0.4)

Total 572 472 180 259

Significance (pcorrected) 0.006 0.002

2 residual p= 2.9E-5, ° residual p= 0.003, ° residual p= 0.003 and ®residual p= 0.023.
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4. DISCUSSAO

O LES é uma doenca autoimune inflamatéria crbnica que possui uma
etiologia complexa. Sabe-se que fatores imunoldgicos, genéticos e ambientais
atuam em conjunto para o estabelecimento da doenca. Diversos fatores
participam da patogénese da doenga, dentre eles defeitos na via da apoptose,
alteragbes no sistema complemento, e fungdo anormal de linfécitos T e B,
incluindo alteragdes no balango de citocinas e quimiocinas (Lit, 2006; Truedsson,
2007; Wong, 2008; Gullstrand, 2009; Schiffer, 2009; Jacob, 2010; Munoz, 2010;
Moulton, 2011; Shao, 2011). As quimiocinas e seus receptores sdo fundamentais
na regulagdo da migracao de leucdcitos na inflamacao e acredita-se que elas
possam ter um papel importante na patogénese de doencas autoimunes,
incluindo o LES (Eriksson, 2003; Mamtani, 2008; Li, 2010). Diversos estudos
abordaram o papel de quimiocinas e seus receptores no LES, porém,
principalmente se tratando dos receptores de quimiocinas CCR5 e CCR2, nao
existe um consenso. Devido a necessidade de mais estudos na area, este
trabalho teve por objetivo analisar polimorfismos nos genes dos receptores CCR2
e CCR5 e sua possivel associacdo com o desenvolvimento e com as
manifestacgdes clinicas e laboratoriais do LES.

Este é o primeiro estudo realizado a respeito do papel de polimorfismos na
regiao promotora do CCRS5, incluindo o CCR2-641, em pacientes com LES do Sul
do Brasil. O presente trabalho corrobora os achados prévios de nosso grupo em
relagao ao envolvimento do CCR5delta32 na protecao ao LES em pacientes Euro-
descendentes e na susceptibilidade a nefrite classe IV em pacientes Afro-
descendentes e em pacientes com LES como um todo. No estudo prévio,
pacientes Euro-descendentes apresentaram uma menor frequéncia do
polimorfismo CCR5delta32 (em outras palavras, uma frequéncia maior de
homozigotos para o alelo selvagem que é responsavel pela produ¢cdo normal
deste receptor de superficie celular) quando comparados com controles da
mesma etnia, sugerindo que a falta do CCR5 na superficie das células do sistema
imunoldgico pode ser um fator de protecédo para o SLE (Schauren JS et al. dados

nao-publicados).
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No presente trabalho, o polimorfismo CCR5delta32 foi incluido no modelo
de regresséao logistica binaria e, mesmo quando controlando por género e pelos
polimorfismos da regido promotora do CCRS, incluindo o CCR2-64l, ele foi o
Unico polimorfismo associado com prote¢cao a doenca. Além disto, o haplétipos
HHG*2, contendo o alelo CCR5delta32, foi o unico haplétipo associado com
protecdo ao LES em pacientes Euro-descendentes. Interessantemente, esses
achados se opdem aos resultados obtidos por Mamtani e colaboradores, os quais
indicam que o haplétipos HHG*2 é um fator de risco para o desenvolvimento do
LES (Mamtani, 2008). Entretanto, convém ressaltar que o os trabalhos citados
envolvem populagées humanas com potenciais diferengas em seus backgrounds
genéticos. Interessantemente, um estudo recente realizado na Alemanha indicou
que a razdo CCR5+/CCR3+ em linfocitos T auxiliares estava aumentada em
pacientes com Lupus Cuténeo ativo (Freutel, 2011), concordando com nossos
achados. Além disto, outra pesquisa alema demonstrou que a presenca do
CCRb5delta32 tem um efeito protetor no desenvolvimento de artrite reumatoide
(AR) (Rossol, 2009), doenga autoimune que também foi associada a reduzida
expressao do alelo CCR5delta32 em pacientes euro-descendentes em uma meta-
analise (Lee, 2012).

Na andlise do grupo de Afro-descendentes, as frequéncias dos haplétipos
HHA/HHB, HHC e HHG*2 foram diferentes em pacientes e controles. Neste
grupo, a frequéncia do haplétipo HHG*2 foi levemente maior em pacientes do que
em controles, o oposto em relacdo aos resultados em Euro-descendentes e
corroborando os achados de Mamtani e colaboradores (Mamtani, 2008). Este
resultado é interessante devido ao fato de que o haplétipos HHG*2 contém o alelo
CCRb5delta32, sendo que este alelo nao esta originalmente presente em
populagdes nativas africanas e sua presenca em Afro-descendentes resulta de
miscigenacao. Nenhum dos estudos a respeito do envolvimento do CCR5delta32
no LES abordou pacientes Afro-descendentes (Aguilar, 2003; Mamtani, 2008;
Martens, 2010). Picton e colaboradores descreveram que os haplétipos da regiao
promotora do CCRS5 influenciam a expressdao do CCR5 em células NK e em
certos subtipos de linfécitos T em populagdes sul-africanas (Picton, 2012). Eles

demonstraram que o haplétipo HHC aumentou a expressdao de CCR5 em células
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NK (independente da presenca do CCR5delta32) e em linfécitos T CD8+ (apenas
com a presenga do CCR5delta32) em individuos caucasoides sul-africanos e que
o haplétipo HHA estava associado com a expressao reduzida do CCR5 em
linfécitos T CD8+. Levando em conta estes achados podemos sugerir que a
frequéncia reduzida de HHA e elevada de HHC e HHG*2 nos pacientes afro-
descendentes poderia estar relacionada ao aumento da expressao do CCR5 em
subtipos celulares especificos e a reducdo desta expressao em ceélulas do
sistema imunologico de forma geral.

Em relagcéo ao polimorfismo CCR2-641, nenhuma associacao direta com o
LES foi encontrada, corroborando os resultados de Aguilar e colaboradores
(Aguilar, 2003). Os resultados em relacdo ao CCR2 presentes na literatura sao
conflitantes. O estudo conduzido por Amoura e colaboradores indicou que
linfocitos T CD4+, CCR2+ estdo em quantidade reduzida em pacientes franceses
durante a doenga ativa (Amoura, 2003), entretanto, o estudo conduzido por Li e
colaboradores indica que a expressao do CCR2 é maior em pacientes chineses
com a doenga ativa (Li, 2010). Este mesmo estudo também reportou niveis
aumentados do mRNA do CCR5 em pacientes quando comparados com
controles, concordando com os resultados de Al-Saleh e colaboradores que
observaram uma expressdo média significativamente elevada de CCR5 e CXCR3
na superficie de linfécitos T CD4+ de pacientes com a doencga ativa em relagao a
controles e pacientes em remissao (Al-Saleh, 2006).

Quanto as manifestagdes clinicas, apenas o CCR5delta32 foi confirmado
como fator de susceptibilidade para nefrite classe IV como previamente discutido
(Schauren JS et al. dados nao-publicados), mesmo quando controlando pela
presenca de polimorfismos da regidao promotora do CCRS5, incluindo o CCR2-641,
género e origem étnica.

O papel aparentemente controverso do CCRS5 descrito neste trabalho nao é
uma novidade em doengas autoimunes. Este assunto ja foi extensivamente
debatido em AR (Prahalad, 2006; Martens, 2009; Lee, 2012) e, de maneira geral,
parece mais provavel que a expressao reduzida do CCRS seja um fator protetor
contra o desenvolvimento de AR. No presente estudo, o LES parece seguir a

mesma tendéncia. De maneira global, a expressao reduzida do CCR5 parece
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conferir protegcdo contra o desenvolvimento do LES, entretanto, alguns pontos
devem ser discutidos. Primeiro, a origem étnica é um fator extremamente
importante relacionado ao LES e a expressdo do CCRS5, portanto, merece
atencdo especial na analise e interpretagdo dos dados. Segundo, alguns dos
estudos citados nesta discussdo sdo baseados em numeros amostrais pequenos,
0 que pode incluir um viés em suas conclusdes. Terceiro, o papel aparentemente
ambiguo do CCR5 na patogénese do LES pode ser decorrente da presenca deste
receptor na superficie de células com diferentes fungdes no sistema imunoldgico,
como, por exemplo, linfécitos T auxiliares e T regulatorios.

A presenca do CCR5 na superficie das células do sistema imunolégico
auxilia na sua migragao para os tecidos, promovendo a inflamagao. Por outro
lado, o CCR5 também pode estar envolvido na resolugdo da inflamagao, sendo
assim, a auséncia deste receptor também poderia levar a uma inflamagao
exacerbada. Estudos prévios sugeriram mecanismos pelos quais a falta do CCR5
poderia resultar em inflamagéo exacerbada. Uma sugestao seria que a falta deste
receptor na superficie de células T regulatérias poderia prejudicar seu
recrutamento para os tecidos inflamados, prejudicando o processo de resolu¢ao
da inflamagéao (Doodes, 2009; Dobaczewski, 2010). Outro mecanismo sugerido
seria a acao do CCR5 como um receptor chamariz, presente na superficie de
linfécitos T e neutréfilos apoptdticos, que se ligam a quimiocinas locais, porém ja
nao possuem mais a capacidade de sinalizacao intracelular, servindo como um
tampdo imunologico que reduz a concentragdo de quimiocinas no local,
diminuindo o recrutamento de células inflamatérias e auxiliando na resolucido da
inflamacao (Ariel, 2006). Este mecanismo parece ser o mais provavel segundo
Turner e colaboradores (Turner, 2012).

Este estudo possui algumas limitacbes e perspectivas. As limitagdes
principais sao referentes ao tamanho amostral. Primeiro, o tamanho amostral do
grupo controle, principalmente dos Euro-descendentes, € relativamente pequeno
e ndo tem a mesma propor¢dao de homens e mulheres. Segundo, o tamanho
amostral dos pacientes, especialmente dos Afro-descendentes, também é
relativamente pequeno, pincipalmente, quando os pacientes sao estratificados por

etnia para analise das manifestacdes clinicas. Apesar destas limitagoes, todas as
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analises foram controladas por género e etnia quando necessario. Terceiro, niveis
de expressdao do CCR5 e fatores que podem influenciar estes niveis nao foram
analisados, o que pode adicionar um viés ao estudo. As perspectivas deste
trabalho sao: repetir as analises de haplétipos utilizando outro software para
verificar a consisténcia dos dados gerados, verificar uma possivel associagao
entre os haplétipos e as manifestagdes clinicas/laboratoriais do LES e realizar a
analise dos diplétipos, verificando suas frequéncias e a possivel associagao com
a doenga.

Em conclusédo, o presente estudo indica que polimorfismos na regido
promotora do CCR5 podem atuar como modificadores no LES e que o
background genético deve der cuidadosamente considerado em estudos sobre o
LES e receptores de quimiocinas. Os resultados observados reforcam o papel do
polimorfismo CCR5delta32 como um fator de protecao para o desenvolvimento do
LES em Euro-descendentes e como um fator de susceptibilidade a nefrite classe
IV em pacientes Afro-descendentes. Além disto, também foram descritos a
reducdo da frequéncia dos haplétipos HHA/HHB e o aumento da frequéncia de
HHC e HHG*2 em pacientes Afro-descendentes, o que pode estar associado com
uma maior expressdo do CCR5 em subtipos especificos celulares e com uma
menor expressao deste receptor de maneira geral. Estes resultados sdo mais
uma evidéncia de que polimorfismos na regido promotora do CCR5 possivelmente
atuam na patogénese de doencas autoimunes e enfatizam a necessidade de mais

estudos na area.
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ANEXO 1

Critérios de Classificacdo Revisados de 1982 do American College of
Rheumathology (ACR) (Tan, 1982), revisados em 1997(Hochberg, 1997), tabela

modificada.

Critérios

Definigao

Eritema malar

Eritema fixo, achatado ou elevado sobre a regido malar.

Eritema discoéide

Placas eritematosas em relevo com descamagéo ceratética
aderente e rolhas cérneas foliculares; cicatrizes atréficas podem
ocorrer.

Fotossensibilidade

Erupgao cutanea resultante da exposigéo a raios UV por historico
do paciente ou observagao do médico.

Ulceras orais

Ulceragao oral ou nasofaringea, geralmente sem dor, verificada por
médicos.

Artrite ndo-erosiva envolvendo duas ou mais articulagdes

Artrite oo . L ;
periféricas, caracterizadas por sensibilidade, inchago ou derrame.
Pleurite — histérico convincente de dor pleuritica ou atrito escutado
. por médico, ou evidéncias de derrame pleural; ou
Serosite

Pericardite — documentada por eletrocardiograma ou atrito, ou por
evidéncia de derrame pericardico.

Doenga renal

Proteinuria persistente >0,5g/dl ou >3+ se quantificagdo nao for
realizada; ou

Cilindros celulares — podem ser célula vermelha do sangue,
hemoglobina, granular, tubular ou mista.

Deong¢a neuroldgica

Colvulsdes — na auséncia de medicamentos agressores ou
disfun¢bes conhecidas do metabolismo, p. ex., uremia,
cetoacidose, desequilibrio eletrolitico; ou

Psicose — na auséncia de medicamentos agressores ou disfungdes
conhecidas do metabolismo, p. ex., uremia, cetoacidose,
desequilibrio eletrolitico.

Doencga hematolégica

Anemia hemolitica — com reticulocitose; ou

Leucopenia - <4,0 x 10°/L (4.000/pl) total em duas ou mais
ocasides; ou

Linfopenia - <1,5 x 10%L (1.500/ul) em duas ou mais ocasides; ou
Trombocitopenia - <100 x 10%L (100 x 10%/ul) na auséncia de
medicamentos agressores.

Doenga imunoloégica

Anticorpos contra o DNA nativo em titulos anormais;

Presencga de anticorpos contra antigeno nuclear anti-Sm;
Presenca de anticorpos anti-fosfolipideos baseados em:

Niveis soroldgicos anormais de anticorpos anti-cardiolipina IgG ou
IgM;

Resultado positivo para teste de anticoagulante lupico, utilizando
um método padrao;

Testes sorologicos falso positivos para Sifilis, positivos por pelo
menos 6 mesese confirmados pela imobilizagdo do Treponema
pallidum ou teste de absorgéo por anticorpos treponémicos
fluorescentes.

Anticorpo anti-nuclear

Titulagdes anormais de anticorpos anti-nucleares por
imunofluorescéncia ou ensaio equivalente, a qualquer momento e
na auséncia de medicamentos conhecidos de associagédo com a
sindrome de lUpus induzido por medicamentos.
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ANEXO 2

Critérios clinicos e imunolégicos utilizados no sistema de classificacdo do SLICC
(Petri, 2012), tabela modificada.

Critérios clinicos

1. Lupus cutaneo agudo, incluindo:
Eritema malar;

Lapus bolhoso;

Necrose epidermal téxica variante do LES;
Eritema maculopapular;

Eritema fotossensitivo;

na presenga de dermatomiosite,

OU Lupus subcutdneo agudo.

2. Lupus cutaneo cronico, incluindo:

Eritema discoide classico (localizado ou generalizado);
Lapus hipertrofico;

Paniculite lupica;

Lapus de mucosa oral;

Lapus eritematoso tumido;

Frieiras geradas por lupus

Lupus discoide (liquens planos sobrepostos)

3. Ulceras orais
Palato (bucais ou na lingua)
OU ulceras nasais (na auséncia de outras causas).

4. Alopecia sem cicatrizes (afinamento e fragilidade dos fios, na auséncia de outros fatores)

5. Sinovite envolvendo 2 ou mais articulagoes, caracterizada por inchago ou derrames;
OU sensibilidade em 2 ou mais articulagoes e pelo menos 30 minutos de rigidez matinal.

6. Serosite

Pleurisia tipica por mais de 1 dia

OU derrames pleurais;

OU coceiras pleurais;

Dor tipica no pericardio por mais de 1 dia
OU derrame no pericardio;

OU coceira no pericardio;

OU pericardite por eletrocardiografia;

na auséncia de outras causas.

7. Envolvimento renal:
Raziao de proteinal/creatinina na urina representando 500mg de proteian/24horas;
OU “casts” de eritrécitos.

8. Envolvimento neurolégico

Convulsodes

Psicose;

Mononeurite multipla (na auséncia de outra causa);

Mielite

Neuropatia periférica ou craniana (na auséncia de outra causa);
Estado de confusdo agudo (na auséncia de outra causa);

9. Anemia hemolitica

10. Leucopenia (<4.000mm? pelo menos uma vez);
OU linfopenia (<1.000mm?® pelo menos uma vez).

11. Trombocitopenia (<100.000mm?® pelo menos uma vez, na auséncia de outra causa).

Critérios Imunolégicos

1. Niveis de anticorpo antinuclear acima dos valores de referéncia;

2. Niveis de anticorpo anti-DNA dupla fita acima dos valores de referéncia (ou maior que 2
vezes o valor de referéncia se testado por ELISA);
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3. Presenca de anticorpo contra antigeno nuclear Sm ;

4. Positividade para anticorpo antifosfolipideo determinada por qualquer um dos itens a
seguir:

Resultado positivo para anticoagulante lupico;

Resultado falso positivo no teste rapido de reagina do plasma;

Niveis de anticorpo anticardiolipina médios ou altos (IgA, IgG ou IgM);

Resultado positivo para o teste anti-$2-glicoproteina | (IgA, IgG ou IgM).

5. Complemento baixo;
C3 baixo;

C4 baixo;

CH50 baixo.

6. Teste direto de Coombs na auséncia de anemia hemolitica.
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