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RESUMO 
 

A esclerose múltipla é uma doença inflamatória multifatorial que afeta o sistema 

nervoso central. Sua patogênese não é completamente compreendida, mas os aspectos 

principais da doença são a inflamação e a neurodegeneração, os danos causados pela 

resposta imunológica contra componentes da bainha de mielina causam déficit na 

propriedade de condução dos impulsos nervosos pelos axônios. A forma remitente 

recorrente é configurada por ataques agudos seguidos de recuperação completa ou 

incompleta dos indivíduos após um curto período de tempo, enquanto a forma progressiva 

é definida pela progressão dos sintomas e declínio gradual das funções neurais, 

geralmente envolvendo as mesmas áreas do SNC que eram afetadas na fase recorrente da 

doença. Diversos fatores têm sido relacionados ao desenvolvimento e à distribuição 

geográfica da EM no mundo como radiação ultravioleta, aspectos socioculturais e 

demográficos, estilo de vida e hábitos pessoais. A inflamação durante a EM afeta apenas 

o SNC, sugerindo fortemente que células T e B são recrutadas seletivamente para resposta 

direcionada a um antígeno específico expresso somente no SNC. A produção de citocinas 

inflamatórias por essas células promove a exacerbação da inflamação, recrutando novas 

células que atravessam a barreira hematoencefálica com a participação de quimiocinas. 

Populações de células Th1 no líquido cefalorraquidiano expressam amplamente CCR5 em 

suas membranas. Além disso, CCR5 também é altamente expresso em 

macrófagos/micróglia, células T CD8 e monócitos presentes no sítio da inflamação na 

EM. Como a perda de função desse receptor está potencialmente associada com a redução 

da infiltração de linfócitos no SNC, este trabalho teve como alvo avaliar os possíveis 

papéis do CCR5 no desenvolvimento da esclerose múltipla, analisando aspectos genéticos 

e clínicos nos pacientes para comparar com grupo controle (estudo caso/controle). Para 

isso, 261 pacientes e 435 indivíduos saudáveis foram genotipados para CCR5∆32. As 

frequências alélicas e genotípicas dos pacientes foram comparadas com as dos controles, 

e entre os pacientes de acordo com a forma clínica e a severidade da doença (através do 

EDSS e MSSS). Nossos resultados indicaram que a deleção CCR5∆32 contribui como um 

fator de proteção contra o desenvolvimento e progressão da esclerose múltipla em Euro-

descendentes no Brasil. Além disso, as respostas inflamatórias elevam a produção de 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio pelos macrófagos ativados e micróglia, que 
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produzem aos neurônios e contribuem para a sinaptopatia e atrofia neuronal. Além disso, 

o estresse oxidativo está relacionado à perda da integridade da barreira hematoencefálica 

e invasão dos linfócitos ao SNC. As Glutationas S-Transferases são enzimas 

detoxificantes de fase II que possuem múltiplos papéis biológicos, sendo necessárias para 

a proteção das células contra estresse oxidativo. Portanto, este trabalho também avaliou 

os possíveis papéis da Glutationa S-Transferase T1 no desenvolvimento da esclerose 

múltipla, para isso, foram genotipados 246 pacientes e 328 indivíduos saudáveis para 

deleção do alelo GSTT1 e os dados foram comparados (estudo caso/controle). Além disso, 

a deleção foi analisada em relação à severidade e progressão da doença. Nossos dados não 

indicaram relação entre a deleção do alelo com risco à esclerose múltipla e com a 

severidade da doença.       
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ABSTRACT 

 

Multiple sclerosis is a multifactorial inflammatory disease that affects the central 

nervous system. Its pathogenesis is not fully understood, but the main aspects are 

inflammation and neurodegeneration, the damage caused by the immune response against 

the myelin sheath causes a deficit in the conduction property of the nerve impulses by the 

axons. The recurrent remitting form of disease is configured as acute attacks followed by 

complete or partial recovery of individuals after a short period, while the progressive 

form is defined as the progression of symptoms and gradual decline of neural functions, 

usually involving the same areas of the CNS that were affected in the recurrent phase of 

the disease. Several factors have been related to the development and geographical 

distribution of MS in the world as ultraviolet radiation, sociocultural and demographic 

aspects, lifestyle and personal habits. Inflammation during MS affects only the CNS, 

strongly suggesting that T and B cells are selectively recruited for targeted response to a 

specific antigen expressed only in the CNS. The production of inflammatory cytokines by 

these cells promotes inflammatory exacerbation by recruiting other cells that cross the 

blood-brain barrier through migration mediated by chemokines. Th1 cell populations in 

cerebrospinal fluid extensively express CCR5 in their membranes. In addition, CCR5 is 

highly expressed in macrophages/microglia, CD8 T cells and monocytes present at the 

inflammation site during MS. As the loss of function of this chemokine receptor is 

potentially associated with reduced lymphocyte infiltration in the CNS, this study aimed 

to assess the possible role of CCR5 in the development of multiple sclerosis, analyzing 

genetic and clinical aspects in patients to compare with control group (case / control 

study), 261 patients and 435 healthy individuals were genotyped for CCR5Δ32. The 

patients allelic and genotype frequencies were compared with those of the control group, 

and among patients according to the clinical form and severity of the disease (through 

EDSS and MSSS). Our results indicated that deletion CCR5Δ32 contributes as a 

protective factor against the development and progression of multiple sclerosis in 

European-derived from Brazil. In addition, inflammatory responses increase reactive 

oxygen and nitrogen species production by activated macrophages and microglia, which 

produce the neurons and contribute to synaptopathy and neuronal atrophy. In addition, 

oxidative stress is related to integrity loss of blood-brain barrier and invasion of 
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lymphocytes to the CNS. Glutathione S-Transferases are phase II detoxifying enzymes 

that have multiple biological roles and are necessary for the protection of cells against 

oxidative stress. Therefore, this study also assessed the possible roles of Glutathione S-

Transferase T1 in the development of multiple sclerosis. 246 patients and 328 healthy 

individuals were genotyped for deletion of the GSTT1 allele and data were compared 

(case-control study). In addition, the deletion was analyzed in relation to the disease 

severity and progression. Our data did not indicate any relation between the deletion of 

the GSTT1 with risk of multiple sclerosis and the severity of the disease.   
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CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO 
 

1.1 Esclerose Múltipla 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória multifatorial que afeta o 

sistema nervoso central (SNC) considerada resultante de fatores genéticos e ambientais 

ainda parcialmente conhecidos. (Belbasis et al., 2015; Bettencourtet al., 2012; Sawcer et 

al., 2014) Sua patogênese não é completamente compreendida, mas os aspectos principais 

da doença são a inflamação e a neurodegeneração, os danos causados pela resposta 

imunológica contra componentes da mielina na bainha de mielina causam déficit na 

propriedade de condução dos impulsos nervosos pelos axônios. Como resultado desta 

resposta ocorre o surgimento de sintomas que se assemelham aos de um trauma cerebral 

(Kandelet al., 2000). As lesões ocorrem principalmente na substância branca, podendo 

também aparecer na cinzenta (Compston e Coles, 2008). Entende-se que os sintomas 

variam de acordo com o local das lesões e função dos nervos atingidos (Compston e Coles, 

2008).  

O diagnóstico é dificultado por essa variedade nos sintomas e os principais aspectos 

observados são: problemas visuais (49%) como cegueira parcial ou total, dor ocular 

unilateral, diplopia ou neurite óptica, dormência em membro ou membros e hemiplegia 

(43%), distúrbios sensoriais (23%) e disfunção geniturinária (10%). Sinais de lesão 

cerebral são menos frequentes (4%) e incluem ataxia, disartria, convulsões, movimentos 

involuntários, ansiedade e histeria. A fadiga, ou exaustão constante, acomete 75 a 90% dos 

portadores de EM (Moreira et al., 2008) e estima-se ser o sintoma mais grave em 40 % dos 

pacientes. 

A maior parte dos pacientes com esclerose múltipla apresenta a forma remitente 

recorrente (RR) da doença, que é atualmente configurada por ataques agudos seguidos de 

recuperação completa ou incompleta dos indivíduos após um curto período de tempo. O 

ataque é definido pelo Painel Internacional de Diagnósticos da Esclerose Múltipla como 

sintomas ou sinais típicos de inflamação aguda no SNC, com a duração de pelo menos 24 

horas, descartando a presença de infecção e febre. Em média os sintomas retornam 1,5 

vezes por ano em pacientes com essa forma (Compston e Coles, 2008). Após essa fase 

moderada da doença, dois terços dos pacientes com esclerose múltipla RR avançam para 

uma fase secundária progressiva (SP) (Aktas et al., 2010; Rovaris et al., 2006) definida 
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pela progressão dos sintomas e declínio gradual das funções neurais, geralmente 

envolvendo as mesmas áreas do SNC que eram afetadas na fase recorrente da doença. O 

ponto de transição entre a fase recorrente e fase secundária progressiva é de difícil 

definição, sendo normalmente identificado de forma retrospectiva algum tempo após sua 

aparição. Em contrapartida, a forma primária progressiva da esclerose múltipla é 

caracterizada pelo déficit nas funções neurais desde o início da doença (Rovaris et al., 

2006; Sand,2014). 

Os critérios para o diagnóstico da EM vêm sendo modificados de acordo com o 

desenvolvimento de novas pesquisas e com a incorporação de tecnologias, como a 

utilização da ressonância magnética (Montalban et al., 2010; Rovira et al., 2009; Swanton 

et al., 2007; Tur et al., 2008). Atualmente, os critérios de McDonald 2010 são 

considerados os mais capazes de diagnosticar a esclerose múltipla, sendo considerada a 

apresentação clínica do paciente acompanhada de ressonância magnética mostrando duas 

ou mais lesões. Além disso, o diagnóstico é feito pela exclusão de outros distúrbios que 

tenham características clínicas semelhantes às da EM. Nesse caso, lesões na substância 

branca periventricular e lesões centro-semiovais e no corpo caloso são consideradas como 

características bastante frequentes (Minguetti, 2001). Alterações na atividade dos 

neurônios podem ser detectadas no exame de eletroencefalograma (ECG) (Vazquez-

Marrufo et al., 2008). Neste exame, portadores da forma surto-remissiva apresentam 

atividade cerebral alterada quando comparados aos portadores de outras formas clínicas 

(Vazquez-Marrufo et al., 2008). 

O diagnóstico da EM também pode ser auxiliado pelo exame de potenciais 

evocados de forma visual, auditiva e somatossensorial, úteis para detectar lesões 

silenciosas de desmielinização (García e Salavierri, 2006). No entanto, tais testes são úteis 

apenas quando se buscam lesões subclínicas no SNC de indivíduos suspeitos de EM 

(Minguetti, 2001).  
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1.2 Epidemiologia 

A esclerose múltipla é considerada uma das mais intrigantes doenças neurológicas 

em virtude de seu caráter autoimune, crônico, sua frequência e tendência em acometer 

adultos jovens (de 20 a 40 anos) (Chemaly et al., 2000; Ramagopalanet al., 2009). Além 

disso, afeta predominantemente indivíduos do sexo feminino, numa proporção de 2:1 na 

maioria dos estudos (Honan et al., 1978; Anderson e Gookin, 1996; Chemaly et al., 2000; 

Polman e Uitdehaag, 2000; Critchley, 2004; Virley, 2005; Cardoso et al., 2006; Gallud et 

al., 2006; Grzesiuk, 2006; Alves-Leon et al., 2008; Killestein e Hartung, 2008; Sawcer, 

2008; Isobe et al; 2016). Sua prevalência é bastante variável, percebendo-se que as maiores 

prevalências são localizadam em regiões de clima temperado e com temperaturas baixas 

durante a maior parte do ano. Regiões como o norte da Europa, sul da Austrália e porção 

central da América do Norte, possuem as mais altas taxas de prevalência, em torno de 300 

casos/100.000 habitantes (Isobe et al; 2016). Enquanto isso, as áreas com temperaturas 

mais elevadas, como África e zonas equatoriais, apresentam baixa prevalência com o 

número de casos inferiores a cinco casos/100.000 habitantes (Abreu, et al; 2012; Cardoso 

et al., 2006). 

A figura 1 ilustra a distribuição mundial da EM. 
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Figura 1. Distribuição da prevalência global da esclerose múltipla. A linha pontilhada representa a linha do 

Equador. Dados retirados de (Rosati, 2001; Compston et al., 2006) 

 

No Brasil, algumas regiões apresentam média incidência, como demonstram 

estudos realizados em cidades como São Paulo, Belo Horizonte e Botucatu (Peixoto et al; 

2002; Grzesiuk, 2011). Acredita-se que a diferença entre a prevalência nas diversas regiões 

do país seja explicada, em parte, pela diversidade genética e pela miscigenação da 

população. Esses fatores, somados à extensão territorial do Brasil, seriam os responsáveis 

pela concentração de algumas características genéticas e fenotípicas em diferentes regiões. 

(Grzesiuk, 2006; Alves-Leon et al; 2008; Silva et al., 2009; Paradela et al., 2014).  

Em cada região do país, estudos epidemiológicos vêm sendo conduzidos em 

diferentes cidades ao longo de anos. O número de casos na região sudeste varia de 5-

17/100.000 habitantes (da Gama Pereira et al., 2015). Na região sul, por sua vez, em 

diferentes estudos foram observados de 15-27 casos/100.000 habitantes, incluindo-se nesta 

estatística a maior incidência no país, enquanto a menor incidência (1,36/100.000 

habitantes) foi registrada na região Nordeste (revisado por (da Gama Pereira et al., 2015). 
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1.3 Etiologia 

Assim como a maioria das doenças crônicas, a EM tem bases etiológicas complexas 

envolvendo fatores ambientais e experiências vividas pelo indivíduo ao longo de sua vida 

juntamente com fatores genéticos, os quais contribuem para o desenvolvimento da doença 

ou para a proteção em relação a seu estabelecimento. 

Diversos fatores têm sido relacionados ao desenvolvimento e à distribuição 

geográfica e racial da EM no mundo: aspectos geográficos, socioculturais, demográficos, 

estilo de vida e hábitos pessoais (estresse e tabagismo, por exemplo), além de fatores 

biológicos como infecção por vírus Epstein–Barr, herpes (HHV-6) e outros. Índices 

nutricionais, déficit de vitaminas, baixa exposição à luz solar e exposição a agentes tóxicos 

também são citados como fatores associados à EM (Compston et al., 2006).  

Além disso, vem sendo observada a associação da interação entre a vitamina D e o 

sistema imunológico, e a influência na etiologia da EM (Ascherio et al., 2010; Teixeira e 

Costa; 2012). Esta relação se justifica por meio de sua ação sobre a regulação e a 

diferenciação de células como linfócitos, macrófagos e células natural killer (NK), além de 

interferir na produção de citocinas in vivo e in vitro (Cantorna, 2000; Deluca e Cantorna, 

2001; Griffin et al., 2001; Hayes et al., 2003; Marques et al., 2010; Nagpal et al., 2005; 

Tavera-Mendoza e White, 2007; Teixeira e Costa; 2012).  

Sabe-se que a produção in vivo de vitamina D ativa em mamíferos necessita da 

conversão do 7-dehidrocolesterol em vitamina D e esse processo, por sua vez, necessita da 

exposição da pele à radiação ultravioleta B (UVB) (Holick, 1998; Hayes et al., 2003; 

Nagpal et al., 2005; Lips, 2006). De forma importante, conforme a latitude do 

posicionamento no globo aumenta (tanto para o norte como para o sul da linha do 

equador), a quantidade de radiação ultravioleta incidente reduz. Isso acontece devido ao 

aumento do ângulo de incidência da luz solar na atmosfera terrestre, tal circunstância 

aumenta a distância percorrida pela luz até a superfície do planeta nesses locais (Jablonski 

e Chaplin, 2000, 2002; Kimlin et al., 2007). 

É possível consumir a vitamina D₃ na dieta, mantendo os níveis necessários dessa 

vitamina no soro sem a necessidade de converter 7-dehidrocolesterol. Porém, são poucas as 

fontes notórias de vitamina D₃, como alguns peixes oleosos e outros poucos animais 

(Gillie, 2006). Curiosamente, duas populações humanas com o risco para EM 
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notavelmente baixo, os Esquimós e os Lapões, possuem importantes fontes de vitamina D 

em suas dietas básicas (Sinclair, 1977; Koch-Henderson, 1995; Gronlie et al., 2000; Gillie, 

2006). Para as outras populações humanas, em contraste, a exposição da pele à radiação 

UVB é de primordial importância na manutenção dos níveis adequados de vitamina D₃ ao 

longo de todo ano (Gillie, 2006).    

Com isso, diversos autores consideram que a distribuição da EM no mundo (Fig. 1) 

é consistente com o déficit de vitamina D (Adams, 1989; Rosati, 2001; Compston et al., 

2006; Jablonski e Chaplin, 2000, 2002), uma vez que a disposição de radiação UVB é 

consideravelmente reduzida nos locais com maiores números de casos. A figura 2 ilustra a 

distribuição de radiação UVB no mundo, indicando se os níveis são suficientes para a 

síntese adequada de Vitamina D, mas desconsiderando a dieta. 

Do ponto de vista genético, a susceptibilidade individual para desenvolver EM é 

bastante influenciada pelo perfil étnico e histórico familiar, o que sugere que o componente 

genético tenha papel determinante no risco para a doença (Hollenbach, Ohsemberg; 2015). 
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Figura 2. Distribuição da radiação ultravioleta B no mundo expressa pelo número de meses no ano 

considerados insuficientes para a produção adequada de vitamina D. A zona 2 apresenta uma variação na 

insuficiência representada pela variação de cores. O verde escuro indica UVB insuficiente por 11/12 meses. 

As zonas 1 e 3 também apresentam variações, mas na zona 1 todas as variações são adequadas e na zona 3 

inadequadas (Jablonski e Chaplin, 2000). 

 

Estudos mostram que o risco de um indivíduo com algum parente afetado 

desenvolver EM aumenta de acordo com a proximidade genética entre eles (Ebers et al., 

1995; Robertson et al., 1996; Sadovnick et al., 1996; Compston and Coles, 2002; Ebers et 

al., 2004; Nielsen et al., 2005; Compston et al., 2006). Por exemplo, sobrinhas e sobrinhos 

de um paciente com EM têm as chances aumentadas de 5-10 vezes de apresentarem a 

doença ao longo de suas vidas. No caso de irmãos e irmãs, as chances chegam a aumentar 

20-30 vezes comparando-se com a população na Europa, chegando estes valores em irmãos 

gêmeos monozigóticos a valores 200-300 vezes superiores aos da população em geral 

(Ebers et al., 1995; Robertson et al., 1996; Sadovnick et al., 1996; Compston e Coles, 

2002; Ebers et al., 2004; Nielsen et al., 2005; Compston et al., 2006). Porém, mesmo com 

forte predisposição genética, observou-se que outros fatores devem estar presentes para o 
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desenvolvimento da EM, uma vez que um irmão gêmeo monozigótico não apresenta 100% 

de chances de ser acometido quando o outro apresenta a doença (Mumford et al., 1994; 

Ebers et al., 1995; Willer et al., 2003; Islam et al., 2006; French Research Group on 

Multiple Sclerosis, 1992; Islam et al., 2006; Ristori et al., 2006). Mesmo assim, é consenso 

que características individuais influenciam diretamente na composição genética, atuando 

na etiologia da doença potencialmente por modulação do sistema imune (Lisak et al., 1975; 

Chemaly et al., 2000; Critchley, 2004; Hollembach E Oksemberg; 2015; Binder et al; 

2016). 

Atualmente, a associação genética melhor estabelecida com a susceptibilidade à 

EM está mapeada na região HLA, no cromossomo 6 humano (Willer et al., 2003; Dyment 

et al., 2005; Hafler et al., 2007; Ramagopalan et al., 2007; De Jager et al., 2009; 

International Multiple Sclerosis Genetics Consortium e Wellcome Trust Case Control 

Consortium 2, 2011). Nessa região, os alelos HLA-DRB1*, e em especial os do grupo 

HLADRB1*15, desempenham papel importante na etiologia da EM, tendo já sido 

associados à doença em coortes de pacientes provenientes de Portugal (Silva et al., 2007), 

Lituânia (Balnyte et al; 2015), Canadá (Dyment et al; 2005) e Brasil (Santos et al; 2002; 

Grzesiuk, 2011; Paradela et al; 2014). Portadores do alelo HLADRB1*15:01 têm até três 

vezes mais chance de desenvolver EM quando comparados a não portadores desse alelo 

(International Multiple Sclerosis Genetics Consortium e Wellcome Trust Case Control 

Consortium 2, 2011: Olerup e Hillert, 1991; Patsopoulos et al., 2013). Além disso, o alelo 

HLA-A*02:01contribui como um fator protetor contra a EM, sendo o principal fator de 

proteção atualmente descrito na região do gene HLA de classe I (de Bakkeret al., 2006; 

Diltheyet al., 2011; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium e Wellcome 

Trust Case Control Consortium 2, 2011; Horton et al., 2008; Leslieet al., 2008; 

Patsopouloset al., 2013; Rubioet al., 2002). 

Outras associações com genes/variantes desempenhando menores efeitos também 

foram identificadas neste tipo de estudo, incluindo nas regiões do receptor de interleucina 2 

α  (IL2RA ou CD25), localizado no cromossomo 10p15 e do receptor de interleucina 7 α  

(IL7RA), localizado no cromossomo 5p13, sendo estas as duas primeiras associações fora 

da região HLA (International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2007). Um estudo 

posterior de associação gênica e uma meta-análise identificaram diversas associações nas 

regiões dos genes CD58, TYK2, STAT3 e TNFRSF1A (Sawcer et al., 2014). Em geral, os 
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dados obtidos nos estudos de associação genômica parecem corroborar a antiga hipótese de 

que a susceptibilidade para EM é afetada por variantes alélicas em múltiplos genes 

(International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2010). De fato, já foram 

encontradas em meta-análises mais de 200 associações, e a soma de cada alelo associado à 

EM, levando-se em conta o peso do efeito de cada um, é definida como a carga genética da 

EM, podendo ser calculada para cada indivíduo (De Jager (A) et al., 2009; Gourraud et al., 

2011; Patsopoulos et al., 2017). Esta medição para o risco de desenvolver EM também é 

aplicada para a região HLA separadamente, uma vez que a carga genética da EM nessa 

região está associada ao início precoce da doença (Isobe et al., 2016). Estes dados sugerem 

fortemente, através da arquitetura genética da doença, o importante papel do sistema 

imunológico na doença. 

 

1.4 Sistema Imunológico e esclerose múltipla 

Estudos patológicos e genéticos apontam para o sistema imunológico como ponto 

chave da EM. A inflamação durante a EM afeta apenas o SNC, sugerindo fortemente que 

células T e B são recrutadas seletivamente para resposta direcionada a um antígeno 

específico (provável auto antígeno) expresso somente no SNC. Apesar de diferentes 

antígenos alvo terem sido sugeridos ao longo do tempo, nenhum ainda foi confirmado 

(Gay et al., 1997; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium e Wellcome Trust 

Case Control Consortium 2, 2011; Hohlfeldet al., 2016; Schirmeret al., 2014). A geração 

de linfócitos T e B responsivos requer uma célula apresentadora de antígeno (APC), como 

as células dendríticas. Atualmente, considera-se que esta resposta imunológica pode ser 

iniciada de duas formas: No modelo intrínseco, um evento inicial ocorre no SNC, levando 

à liberação de antígenos do SNC para a periferia. Os antígenos seriam então drenados para 

os linfonodos ou mesmo transportados por uma APC. Enquanto isso, o modelo extrínseco 

considera que o evento inicial se dá fora do SNC e culmina em uma resposta imunológica 

aberrante contra esse sistema. Neste caso, por exemplo, ocorreria uma disfunção nos 

linfócitos T reguladores (Treg), importantes supressores da inflamação (Gonsetteet al., 

2012). Como evento inicial pode-se considerar uma reatividade entre antígenos de 

patógenos com autoantígenos ou a iniciação de uma resposta autoimune causada por um 

forte estímulo pró-inflamatório (Kutzelnigget al., 2005).  

Independente da forma de iniciação do processo, ambas as possibilidades levam a 
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dano tecidual, e acabam promovendo a inflamação e invasão do SNC por linfócitos T 

(Th1/Th17) através de quebra da barreira hematoencefálica. As células Th1 atravessam a 

barreira hematoencefálica utilizando a integrina VLA-4, já as Th17 podem utilizar a 

molécula de adesão celular MCAM (Flanagan et al., 2012; Larochelle et al., 2012; 

Schneider-Hohendorf et al., 2014) e o antígeno de função associada a linfócito (LFA)-1 

(Kebir et al., 2009; Rothhammer et al., 2011). A produção de citocinas inflamatórias por 

essas células promove a exacerbação da inflamação, recrutando novas células. Como 

resultado, placas de desmielinização estabelecem-se na substância branca cerebral 

(composta pelos axônios dos neurônios), levando à neurodegeneração (Compston, A. e 

Coles, 2008; Peterson et al., 2001). Além disso, a substância cinzenta (composta 

majoritariamente pelos corpos celulares dos neurônios) também é afetada pela combinação 

de desmielinização, atrofia e morte neuronal (Dutta et al., 2011; Wegner et al., 2006).  

As células Treg possuem um papel crucial no controle das células T autorreativas e 

na indução de tolerância periférica através de mecanismos imunossupressores. A 

capacidade supressora deste subgrupo é mediada principalmente pela secreção de citocinas 

anti-inflamatórias, como TGF-β e IL-10 (Vignali et al., 2008). A diminuição do número 

e/ou da atividade de células Treg naïve (virgens) (CD4+CD25+FoxP3+CD45RA+) pode ser 

compensada pela expansão de células Treg de memória, as quais no entanto não possuem o 

mesmo potencial de atividade imunossupressora, tornando a função deficitária (Haas et al., 

2007; Schwarz et al., 2013). Além disso, o déficit das células Treg pode prejudicar a 

autotolerância das células B periféricas, ocorrendo o acúmulo de células B autorreativas na 

circulação (Kinnunen et al., 2013). Como anteriormente mencionado, estas células são 

capazes de migrar através da barreira hematoencefálica utilizando a integrina VLA-4 e 

permanecem no SNC (Lee-Chang et al., 2011) atuando na desmielinização principalmente 

via Imunoglobulina (Ig) G (Disanto et al., 2012). Além disso, as células B autorreativas 

estimulam as células T via apresentação de antígenos no contexto do MHC de classe II e 

produção de IL-6 (Barr et al., 2012; Molnarfi et al., 2013). Em geral, a passagem das 

células T pela barreira hematoencefálica se dá concomitante à produção de 

metaloproteinases (MMP), que podem destruir a matriz endotelial, contribuindo para a 

patogenia do processo (Lisak et al., 2012).   

Em estudos utilizando um modelo animal para EM, a Encefalomielite Experimental 

Autoimune (EAE), foi inicialmente observado que a neuroinflamação é causada pela 
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secreção de fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) pelas 

células T, sugerindo-se que tanto células Th1 quanto Th17 estariam envolvidas neste 

processo (Codarri et al., 2011). Atualmente, sabe-se que esta secreção está ligada a uma 

população específica de células Th produtoras de GM-CSF na EM e EAE (Hartmann et al., 

2014; Sheng et al., 2014; Noster et al., 2014; Mindur et al., 2014) e a um perfil patogênico 

de células T (CD11b+ CD4+) na EAE (Rolla et al., 2014). Juntamente com o GM-CSF, o 

IFN-γ, a IL-1β e o fator de necrose tumoral (TNF)-α produzidos pelas células T 

autorreativas estimulam os macrófagos da micróglia induzindo diferenciação em um perfil 

pró-inflamatório durante a neuroinflamação (Bogie et al., 2014). Em seguida, estas células 

produzem danos nos axônios e desmielinização ao secretar produtos solúveis, como 

espécies reativas de oxigênio (ERO), espécies reativas de nitrogênio (ERN) e glutamato 

(Fischer et al., 2012; Peferoen et al., 2014), enquanto simultaneamente os neutrófilos 

secretam catepsina G e elastase (Naegele et al., 2012; Wojkowska et al., 2014). 

As células da micróglia, assim como as células B, são capazes de reativar as células 

T autorreativas (Bogie et al., 2014; Molnarfi et al., 2013). Enquanto isso, as células T 

CD8+ citotóxicas têm como alvo as células residentes do SNC, como os oligodendrócitos, 

astrócitos e neurônios via reconhecimento mediado por MHC de classe I (Saxena et al., 

2011). Os danos causados à mielina podem promover um efeito chamado espalhamento de 

epitopos, que consiste na liberação e disseminação de determinantes antigênicos diferentes 

daqueles responsáveis pela iniciação da inflamação, favorecendo o reconhecimento desses 

em microambiente pró-inflamatório. O fenômeno favorece a recaída e a progressão da 

doença. 

De forma intrigante, foram descritos agrupamentos de células da micróglia ativadas 

na substância branca aparentemente saudável, com a barreira hematoencefálica intacta e 

sem infiltração aparente de leucócitos (Melief et al., 2013; van Horssen et al., 2012). 

Acredita-se que estas características observadas poderiam representar o estágio inicial da 

doença, uma vez que o número de agrupamentos apresenta relação com o número de lesões 

ativas (Singh et al., 2013). 

Além disso, outro perfil de células Th foi descrito na EM, as Th22 (Rolla et al., 

2014). Esse novo subtipo celular está caracterizado pela secreção de Interleucina 22 (IL22) 

e altos níveis da molécula receptor de quimiocina C-C 6 (CCR6), que se liga ao CCL20 

expresso nas células epiteliais do plexo coróide permitindo o acesso ao líquido 
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cefalorraquidiano (Rolla et al., 2014). Essas células foram encontradas em números 

elevados no líquido cefalorraquidiano de pacientes com a forma RR da EM, em especial 

durante a fase ativa da doença, sugerindo resistência à inibição pelo interferon β (IFN-β) 

(Rolla et al., 2014). Contudo, ainda não se sabe o envolvimento dessa população de células 

com a patogênese da EM. É importante, porém, salientar que as células Th17 também 

podem chegar ao SNC via CCR6-CCL20 no plexo coroide (Reboldi et al., 2009; 

Wojkowska et al., 2014). 

Como já foi mencionado, durante a fase RR da EM ocorre também a remissão da 

doença, que é caracterizada pela remielinização, parcial ou não, principalmente no início 

da EM (Podbielska et al., 2013). Nesta fase, os macrófagos/micróglia pró-inflamatórios 

(M1) adquirem um fenótipo anti-inflamatório (M2) e se encarregam de limpar os restos de 

mielina (Kotter et al., 2006). Portanto, o equilíbrio entre os fenótipos M1 e M2 pode ser 

um fator chave para a remielinização. 

Após a fase RR, dois terços dos pacientes avançam para a fase secundária 

progressiva (Aktas et al., 2010; Rovaris et al., 2006). Neste momento da doença ocorre a 

expansão das lesões pré-existentes, sendo características imunológicas desta fase a 

presença de uma barreira hematoencefálica intacta e presença de centros germinativos de 

células T e B e células dendríticas nos folículos meníngeos no espaço subaracnóide 

(Howell et al., 2011; Magliozziet al., 2010). Nos folículos meníngeos são produzidos 

fatores solúveis pró-inflamatórios que passam para o SNC e estimulam a micróglia, que 

são as principais responsáveis pela desmielinização e neurodegeneração na fase 

progressiva (Bradl et al., 2009; Lassmann et al., 2012; Rommeet al., 2013). Além disso, 

outros mecanismos, como o abalo no equilíbrio iônico axonal e o acúmulo de ferro pelos 

oligodendrócitos, são associados à fase progressiva (Lassmann et al., 2012; Friese et al., 

2012). A Figura 3 apresenta um resumo da imunopatogênese nas fases RR e SP da EM. 
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Figura 3. Imunopatogênese na fase RR (I) e progressiva (II) da EM. (A) Há uma redução no número de células 

Treg (CD4+FoxP3+), células T (CD4+ e CD8+) e B autorreativas. (B) A apresentação de antígenos da mielina no 

linfonodo, por uma APC, provoca a diferenciação de células pró-inflamatórias (Th1/Th17). (C) Essas células 

desestabilizam a barreira hematoencefálica liberando MMP e citocinas pró-inflamatórias. (D) Células T (Th1/Th2) 

começam a atravessar a barreira. (E e F) Células B e T CD+ atravessam a barreira hematoencefálica através da 

integrina VLA-4, a células T CD8+ também utilizam ligante de glicoproteína P-selectina (PSGL). (G) As células 

Th17 podem chegar ao SNC via CCR6-CCL20 no plexo coroide. (H e I) O espaço perivascular (PVS) é ocupado 

por células T (CD4+ e CD8+) e B, além de monócitose macrófagos (MO/Mɸ), que produzem MMP-2 e MMP-9 para 

atravessar a membrana basal do parênquima (PBM) (Agrawalet al., 2013). (J e K) Células B, micróglia e células 

dendríticas reestimulam os linfócitos T, que produzem mais citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. (L) Produção 

de ERO, ERN e glutamato pelos macrófagos e micróglia (MO/Mɸ), que causam danos aos axônios e promovem a 

desmielinização. (M) As células B se diferenciam a plasmócitos e secretam anticorpos, causando desmielinização 

por fagocitose. (N) Oligodendrócito expressando MHC de classe I se torna um alvo potencial para as células T 

CD8+citotóxicas. (O) Neutrófilos secretando ERO, elastase e catepsina G. (P) O espalhamento de epítopos (EE) leva 

ao reconhecimento de novos diferentes epítopos. (II) (Q) Formação dos folículos meníngeos na fase progressiva. (R 

e S) A micróglia é ativada pelas citocinas solúveis e anticorpos produzidos nos folículos meníngeos. (T) Produção 

de citocinas inflamatórias, ERO e ERN pela micróglia ativada. (U) Liberação de Fe2+ pelos oligodendrócitos, 

aumentando os danos oxidativos. Modificado de Yadav et al., 2015. 
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1.5 Quimiocinas e seus receptores na Esclerose Múltipla 

As quimiocinas são pequenas proteínas de 8 a 15 kDa, de 70-90 aminoácidos, que 

possuem importantes funções relacionadas ao sistema imunológico (Bajetto et al., 2001; 

Mazur et al., 2011; Müller et al., 2010). Inicialmente foram descobertas pelas habilidades 

de interagir com seus receptores nas membranas das células, mediando o recrutamento e 

garantindo a movimentação de células tanto do sistema imunológico inato quanto do 

adaptativo nos variados microambientes anatômicos até o sítio da inflamação 

(quimiotaxia), além de atuarem na ativação de subpopulações linfocitárias in vivo e in vitro 

(Bajettoet al., 2001; Banisadr et al., 2005; Kurihara T. et al., 1997). Sabe-se que as 

quimiocinas atuam tanto na indução do processo inflamatório como na imunorregulação 

(De Paepe et al., 2008; Hembruff e Cheng, 2009; Koizumi et al., 2007; Zabel et al., 2006). 

As quimiocinas são divididas em quatro subfamílias estruturais considerando a 

posição do motivo conservado de cisteína (C) na sequência: CXC (alpha), CC (beta), C 

(gamma), and CXC3 (delta) (Bendall et al., 2005; Sorce et al., 2011). As quimiocinas CXC 

são adicionalmente subdivididas entre as que possuem um motivo ácido glutâmico-leucina-

arginina (ERL) próximo à porção amino-terminal (NH2) e as que não possuem este motivo 

(não-ERL) (Müller et al., 2010). Além da classificação estrutural, as quimiocinas são 

classificadas por suas funções primárias entre: quimiocinas inflamatórias, homeostáticas e 

de função dupla (envolvidas com ambas as funções) (Bendal et al., 2005). 

A ação de uma quimiocina é iniciada ao ativar seu receptor que apresenta sete 

domínios transmembrana acoplados à proteína G, induzindo a migração das células em 

resposta a um gradiente de concentração da molécula ligante (Mazur et al., 2011; Xia et 

al., 2000). Assim como seus ligantes, os receptores de quimiocinas são classificados 

entre: CXCR, CCR, CR e CX3CR e essas moléculas transmembranas de 340 a 370 

aminoácidos podem ser expressas em diversos tipos celulares (Xia et al., 2000; Zlotnik et 

al., 2000). A ativação dos receptores de quimiocina leva a uma alteração de GDP para GTP 

ligado à subunidade α da proteína G. Em seguida, a subunidade se desacopla da proteína G 

e ativa uma cascata de eventos no citoplasma que culminará no efeito biológico (Fernandez 

et al., 2002).  
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Figura 4. Quimiocina e seus receptores. Os receptores de quimiocinas estão representados dentro dos 

círculos, com as respectivas quimiocinas ligantes indicadas sobre as linhas pretas. (Modificado de White et 

al., 2013) 

 

Atualmente, são conhecidas aproximadamente 50 quimiocinas e 20 receptores de 

quimiocina, significando que diferentes quimiocinas compartilham o mesmo receptor. Por 

outro lado, uma quimiocina pode ser ligada individualmente a diferentes receptores. 

Porém, já foram observadas interações únicas (monogâmicas) entre quimiocinas e seus 

receptores (Bendall et al., 2005). 

É amplamente reconhecido que o recrutamento dos leucócitos ao sítio de 

inflamação é uma etapa importante na EM. Como já foi descrito anteriormente, linfócitos T 

atravessam a barreira hematoencefálica com a participação de quimiocinas. Para desvendar 

o envolvimento das quimiocinas, Simpson et al. examinou tecidos do SNC de pacientes em 

diferentes estágios de lesões da EM (Simpson et al., 2000). Seus resultados sugeriram uma 
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sequência de eventos: as células T expressam IFN-γ no ambiente perivascular, que induz as 

células gliais a expressarem CXCL9 e CXCL10, recrutando seletivamente linfócitos T que 

expressam CXCR3 para sítio de inflamação (Simpson et al., 2000). 

Mahad et al. mostraram um aumento significativo nas concentrações de CXCL10 

no líquido cefalorraquidiano de pacientes com EM, utilizando indivíduos com cefaleia 

benigna como grupo controle (Mahad et al., 2002). De forma notável, as concentrações de 

CXCL10 foram maiores em pacientes com a forma RR do que em pacientes na fase SP. 

Além disso, dados sugerem que os níveis de CXCL10 tendem a diminuir após a fase 

inflamatória, sugerindo um papel desta quimiocina na inflamação e, possivelmente, na 

desmielinização (Mahad et al., 2002). No mesmo estudo, os autores correlacionaram 

CXCL10 à expressão de CXCR3 nos linfócitos T CD4+ do líquido cefalorraquidiano, e 

concluíram que essa correlação pode ser explicada pelo papel atrativo do CXCL10 em 

relação a linfócitos ativados (Mahad et al., 2002).  

 

1.6 CCR5 na Esclerose Múltipla 

Embora o CCR5 seja constitutivamente expresso em células residentes do SNC 

(neurônios, micróglia e astrócitos), os mecanismos fisiológicos de ação desta molécula 

específica neste local permanecem obscuros (Westmoreland et al., 2002). Sabe-se que 

humanos e camundongos que não possuem CCR5 funcional não apresentam anormalidades 

neurológicas associadas à ausência deste receptor e já foi sugerido que isto ocorre devido à 

redundância de membros tanto da família de CCRs quanto de outros receptores 

semelhantes. Mesmo assim, linhas de pesquisa indicam papéis importantes deste receptor 

associados ao SNC, como ativação do fluxo de cálcio e diferenciação de neurônios (Klein 

et al., 1999; Park et al., 2009). 

Populações de células Th1 no líquido cefalorraquidiano durante a EM RR que 

secretam MM-9 para desestabilizar e passar pela barreira hematoencefálica também 

expressam amplamente CCR5 em suas membranas (Sato et al., 2012). Além disso, foi 

observado que CCR5 é altamente expresso em macrófagos/micróglia, células T CD8 e 

monócitos presentes no sítio da inflamação durante a fase aguda da EM RR (Trebst et al., 

2001). Acredita-se que a molécula CCR5 poderia estar contribuindo para o recrutamento e 

a ativação dessas células (Sato et al., 2012). Em apoio a esta hipótese, um estudo utilizando 
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um antagonista sintético de CCR5, CXCR3 e CCR2 (TAK-779) em camundongos com 

EAE, reduziu a inflamação no SNC, e com isso, a severidade da doença (Ni et al., 2009; 

Zheng et al., 2011). Em outro estudo, a neutralização combinada dos ligantes do CCR5 

(CCL3, CCL4 e CCL5) suprimiu o quadro da EAE em andamento (Sapir et al., 2010). 

Nesse caso, é importante ressaltar que cada um dos três ligantes do CCR5 pode interagir 

com outros receptores. Com isso, os efeitos obtidos podem não estar relacionados somente 

com o CCR5, mas resultarem de um conjunto de diversos mecanismos de interação um 

uma rede de moléculas associadas. 

Atualmente, mutações e polimorfismos genéticos estão sob investigação por 

potencialmente interferirem na expressão das quimiocinas e seus receptores. Sabe-se que o 

gene que codifica o CCR5 está localizado na região p21.3 do cromossomo 3 humano 

(Vargas et al., 2006). O polimorfismo mais investigado neste gene é uma deleção de 32 

pares de bases dentro da região codificante do CCR5, que altera o quadro de leitura e gera 

uma proteína truncada, que não é expressa na superfície da célula. O alelo responsável por 

esta variação é denominado CCR5∆32 (Liu et al., 1996). Dessa forma, o indivíduo 

heterozigoto tem perda parcial da expressão, enquanto o indivíduo homozigoto para o alelo 

variante tem a perda completa da expressão do receptor funcional (Kohem et al., 2005). 

A prevalência deste alelo polimórfico varia de acordo com a etnia do indivíduo, em 

populações europeias a frequência da variante CCR5∆32 está entre 3-12%, sendo a mesma 

ausente em nativos africanos, asiáticos e ameríndios. Cerca de 1% da população europeia é 

homozigota para o polimorfismo (Mañes et al., 2003). A hipótese de que o alelo tem 

origem no norte da Europa (Sidoti et al., 2005; Libert et al., 1998), vem sendo corroborada 

pela maior frequência nessa região (Martinson et al., 1997; Lucotte, G. e Mercier, 1998; 

Battiloro et al., 2000; Papa et al., 2000), além de uma tendência de gradiente linear do 

norte para o sul em populações da Europa em geral (Sidoti et al., 2005; Libert et al., 1998). 

Nas populações Brasileiras, a frequência do CCR5-delta32 varia de 4,2% na região Norte a 

6,4% na Sul. Quando estratificadas por origem étnica, as frequências são baixas entre afro-

descendentes, variando de 0,7% a 2,6% enquanto entre euro-descendentes do Rio Grande 

do Sul a frequência alcança até 6,6% (Vargas et al., 2006) 

Como a perda de função desse receptor está potencialmente associada com a 

redução da infiltração de linfócitos no SNC, alguns estudos investigaram diferentes coortes 

de pacientes com EM, sendo encontrados resultados conflitantes. De forma intrigante, 
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indivíduos homozigotos para o CCR5∆32 podem desenvolver a EM, apesar desta variante 

genética já ter sido associada como um fator de proteção diversos estudos (Barcellos et al., 

2000; D’Angelo et al., 2011; Kaimen-Maciel et al., 2007; van Veen et al., 2007). Na 

verdade, dados conflitantes existem na literatura, pois além do acima citado, a mesma 

variante já foi identificada como um fator de risco para EM (Gade-Andavolu et al., 2004; 

Luomala et al., 2003; Pulkkinen et al., 2004; Shahbazi  et al., 2009) ao passo que alguns 

estudos não reportaram qualquer associação com EM (Brassat et al., 2006; Motsinger et 

al., 2007; Ristic et al., 2006; Song et al., 2014). 

 

1.7 Enzimas Metabólicas 

A maior parte das enzimas metabólicas de xenobióticos (compostos químicos 

estranhos ao organismo) exibe polimorfismos genéticos que levam a variantes com 

diferentes eficiências de sua capacidade de processamento (Wilkinson & Clapper, 1997). 

Dessa forma, alguns genes são utilizados como marcadores de susceptibilidade para 

diversas doenças. 

Em geral, os processos de metabolização de xenobióticos ocorrem em duas etapas. 

As principais enzimas responsáveis pela fase I de detoxificação, também chamadas de 

enzimas de ativação, são membros da superfamília do citocromo P450 (CYP), uma 

superfamília de monooxigenases. Essas enzimas catalisam a biotransformação de diversos 

xenobióticos, como drogas, substâncias químicas tóxicas e carcinógenos, além de 

substratos fisiológicos como esteroides, ácidos graxos, prostaglandinas, leucotrienos e 

aminas biogênicas (Bozina et al., 2009; Maglich et al., 2002; Xu et al., 2005). Na reação, é 

gerado um grupo funcional que pode subsequentemente servir como sítio de conjugação, 

tornando o alvo reativo para as enzimas de fase II (Bozina et al., 2009; Maglich et al., 

2002; Xu et al., 2005). As enzimas de fase I são encontradas majoritariamente nas 

membranas dos ergastoplasmas em células hepáticas, mas podem ser encontradas em 

diversos órgãos como intestino, pulmão, rins e cérebro. 

As enzimas de fase II, ou de detoxificação (UDP-glucuronosil transferases, Sulfo-

transferases, Glutationa-S-transferases e N-acetil-transferases), por outro lado, 

normalmente atuam na conjugação dos metabólitos com um substrato endógeno, com 

atividade relacionada a enzimas transferases. O resultado destes processos enzimáticos é de 
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extrema importância para o organismo, já que consiste na transformação dos metabólitos 

lipofílicos em substâncias hidrofílicas, passíveis de excreção (Bozina et al., 2009; 

Guecheva & Henriques, 2003; Maglich et al., 2002; Wilkinson & Clapper, 1997; Xu et al., 

2005). 

 

1.8 A superfamília Glutationa S-transferase 

A superfamília glutationa S-transferase é composta por proteínas multifuncionais 

amplamente distribuídas na natureza, estando presente em eucariotos e procariotos 

(Allocati et al., 2009; Wu et al., 2012). Em eucariotos, as GST são classificadas de acordo 

com a localização celular, e as três maiores famílias correspondem às GST citosólicas, 

mitocondriais e microssomais (Sheehan et al., 2001; Oakley et al., 2011). A família mais 

diversificada é a citosólica, que é dividida em outras classes de acordo com as propriedades 

químicas, físicas e estruturais. As GST mitocondriais, também conhecidas como classe 

kappa, possuem semelhanças estruturais com as citosólicas, enquanto as microssomais são 

proteínas integradas à membrana e diferem evolutivamente e estruturalmente das demais 

(Sheehanet al., 2001; Oakley et al., 2011). 

As GSTs são enzimas detoxificantes de fase II que possuem múltiplos papéis 

biológicos, sendo necessárias para a proteção das células contra estresse oxidativo e 

moléculas tóxicas, além de serem importantes para a síntese e modificação de leucotrienos, 

prostaglandinas, testosterona e progesterona (Hayes et al., 2005). De forma importante, as 

GST atuam como protetoras do DNA celular contra danos oxidativos que podem promover 

mutações e levar à carcinogênese. Especificamente, elas inativam aldeídos alfa e beta-

insaturados, quinonas, epóxidos e hidroperóxidos, que são metabólitos secundários 

formados durante o estresse oxidativo (Li et al., 2009). As GSTs são capazes de conjugar 

glutationa endógena a uma ampla variedade de moléculas hidrofóbicas, dentre elas 

carcinógenos, drogas terapêuticas e produtos do metabolismo, tornando essas moléculas 

menos tóxicas e predispostas à modificação (Hayes et al., 2005).  Embora a grande maioria 

dos conjugados de glutationa represente produtos de detoxificação, existem muitos 

exemplos onde a atividade das enzimas GSTs não resulta na detoxificação, mas na ativação 

do xenobióticos (Autrup, 2000). A figura 5 ilustra a cadeia de eventos da biotransformação 

de xenobióticos.  
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Figura 5. Visão geral da biotransformação enzimática de xenobióticos. Moléculas prejudiciais podem passar 

pela membrana plasmática. Enzimas de Fase I atuam catalisando possíveis reações de oxidação/redução e 

hidroxilação (a mais comum). Em seguida, enzimas da família GST (principais representantes da Fase II) 

catalisam a conjugação com a glutationa endógena. O conjugado resultante é ativamente transportado para 

fora da célula por mecanismos de transporte através da membrana. Alguns compostos entram diretamente no 

metabolismo de Fase II. 

 

Em humanos, as GST citosólicas são classificadas em: alpha, zeta, theta, mu, pi, 

sigma e ômega (Oakley et al., 2011) e são codificadas em diversos genes localizados em 

diferentes cromossomos. Polimorfismos têm sido descritos em muitos genes nestes grupos 

e mais atenção tem sido dada aos grupos mu e theta. Sabe-se que os cinco genes da família 

mu (M1-M5) estão localizadas em tandem no cromossomo 1p13.3, enquanto os dois genes 

da família theta (T1 e T2) estão no cromossomo 22 (Strange et al., 2001).  

No gene GSTM1 foram descritos três alelos polimórficos: GSTM1*0, GSTM1*A e 

GSTM1*B. O alelo GSTM1*0 resulta de uma deleção completa do gene, enquanto os 

outros dois alelos (GSTM1*A e GSTM1*B) codificam monômeros que resultam em 

enzimas diméricas ativas e diferem entre si por uma substituição de um C por um G na 

posição 534 (Di Pietro et al., 2010; Rebbeck, 1997; Strange et al., 2001).  
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O gene GSTT1 está localizado no cromossomo 22q11.2 e assim como no caso do 

gene GSTM1, foi identificado um alelo nulo em GSTT1, o GSTT1*0. Dessa forma, a 

homozigose para os dois alelos nulos GSTM1*0 e GSTT1*0 está associada com 

detoxificação deficitária e com riscos aumentados para câncer colorretal, de pele, pulmão, 

estômago, bexiga e próstata (Cotton et al., 2000; Engel et al., 2001;Gao et al., 2002; 

Geisler et al., 2001; Jain et al., 2006; Knudsen et al., 2001; Reszka & Wasowicz, 2000; 

Wang et al., 2003).  

A distribuição dos fenótipos nulos de GSTM1 e GSTT1, devido à deleção total ou 

parcial resultando na baixa atividade enzimática, tem sido investigada em diferentes 

populações humanas (Garteet al., 2001; Roy et al., 2001; Gaspar et al., 2002). O alelo 

GSTT1*0 é relativamente comum na Ásia (60%) e incomum em outras populações, 

incluindo europeus (Dusinska et al., 2001). Estudos reportam uma prevalência de 47-58% 

para o alelo nulo de GSTM1 em populações caucasianas europeias e de 13-25% para o 

alelo nulo de GSTT1 nas mesmas populações (Garte et al., 2001; Rebbeck, 1997). Nos 

Estados Unidos, a população euro-descendente apresenta uma prevalência de 

aproximadamente 27,6% do genótipo nulo para GSTT1 (Garte et al., 2001). A distribuição 

entre afro-americanos e africanos está entre 20-24% para o alelo nulo de GSTT1 (Abdel-

Rahman et al., 1996; Nelson et al., 1995). 

No Brasil, o genótipo nulo de GSTT1 tem a prevalência entre 21,1% (Rio Grande 

do Sul) e 22.3% (Bahia) em caucasianos, enquanto em Afro-descendentes a prevalência 

varia entre 28% (Rio grande do Sul) e 26.3% (Bahia) (Gaspar et al., 2004; Gattás et al., 

2004; Kvitko et al., 2006). Já o genótipo nulo de GSTM1 tem prevalência de 55,4% entre 

Euro-descendentes e 32.2% em Afro-descendentes (Gattás et al., 2004). 

 

1.9 GST na Esclerose Múltipla 

A importância do estresse oxidativo na patogênese da EM vem sendo evidenciada 

por diversos estudos, o que justifica a investigação genes candidatos que participam na 

resposta antioxidante celular (Miller et al., 2010; van Horssen et al., 2011; Ghabaee et al., 

2010). Como já mencionado anteriormente, as respostas inflamatórias elevam a produção 

das ERO e ERN, que estão relacionadas à perda da integridade da barreira 

hematoencefálica e invasão dos linfócitos ao SNC e, por fim, à desmielinização e danos 
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neuronais (van Horssen et al., 2011; Dringen et al., 2005; Witherick et al., 2010).  

O cérebro é particularmente vulnerável ao dano oxidativo devido ao alto consumo 

de oxigênio, baixos níveis de antioxidantes e altos níveis de fosfolipídios (Miller et al., 

2011; Usatyuk et al., 2012). A peroxidação dos lipídios presentes nas membranas resulta 

na formação de fosfolipídios oxidados e aldeídos reativos, os quais podem aumentar a 

permeabilidade da barreira hematoencefálica (Miller et al., 2011; Usatyuk et al., 2012). 

Além disso, o dano oxidativo está associado à lesão mitocondrial, que pode induzir a 

apoptose em oligodendrócitos e disfunção dos astrócitos (Haider et al., 2011). 

Na sociedade moderna, indivíduos podem ser expostos a diversos componentes 

químicos como chumbo, cádmio e arsênico, pelo ar, água, fumo ou até mesmo pela comida 

(Bian et al., 2015; Farzin et al., 2008). Foi demonstrado que cádmio é capaz de provocar o 

aumento da concentração de peróxido lipídico em ratos, além de alterar a atividade de 

enzimas antioxidantes (Jomova&Valko, 2011). O chumbo danifica células através do 

aumento do estresse oxidativo, assim como o arsênico. O efeito do chumbo é múltiplo, 

capaz de interromper diretamente a atividade de enzimas, inibir competitivamente a 

absorção de minerais importantes, dentre outros mecanismos (Jomova & Valko, 2011; 

Patrick, 2006). Vem sendo investigada a correlação entre exposição a metais pesados com 

os riscos de desenvolver EM, juntamente com os polimorfismos nos genes das GSTs 

(Aliomrani et al., 2017). 

A oxidação de nucleotídeos pelas ERO parece aumentar a resposta imunológica 

contra moléculas de DNA. Importantemente, foi descrito o acúmulo de epitopos, 

nucleotídeos e até mesmo tecidos oxidados na mielina, oligodendrócitos e axônios em 

locais apresentando lesões relacionadas à EM (Halliwell, 1995; van Horssen et al., 2011). 

Dessa forma, a detoxificação é extremamente importante e merece destaque na proteção 

contra a EM. Genes e proteínas relacionadas à metabolização/detoxificação de 

xenobióticos estão sendo investigados em diversas doenças nas quais a etiologia está 

relacionada à exposição a fatores ambientais. 
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CAPÍTULO 2 – OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Avaliar os possíveis papéis do CCR5 e das GSTs no desenvolvimento da esclerose 

múltipla, analisando aspectos genéticos e clínicos nos pacientes para comparar com grupo 

controle (estudo caso/controle). Além disso, avaliar a relação desses parâmetros com a 

severidade e progressão da doença. 

 

 

Objetivos Específicos 

• Analisar a frequência dos alelos polimórficos CCR5∆32 nos pacientes com Esclerose 

Múltipla e no grupo controle para compará-los. 

• Verificar uma possível correlação entre a presença do CCR5∆32 e a severidade da 

Esclerose Múltipla nos pacientes. 

• Avaliar a presença do genótipo nulo da Glutationa-S Transferase T1 nos pacientes e 

no grupo controle e correlacionar estatisticamente os dados. 

• Analisar a severidade e a progressão da doença de acordo com a presença do genótipo 

nulo GSTT1*0. 

• Obter os dados clínico-patológicos (EDSS e MSSS) dos pacientes e relacioná-los com 

os dados laboratoriais.  
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Abstract 

Background. Leucocyte infiltration and activation in the central nervous system 

(CNS) is an important step in the pathogenesis of multiple sclerosis (MS). The 

Chemokine receptor 5 (CCR5) is implicated in immune cell migration and 

cytokine release in the CNS, and it was demonstrated to strongly contribute to 

CNS inflammation and damage in several models of sterile and pathogen- 

mediated CNS diseases. Although the inhibition of CCR5 results in a beneficial 

effect in experimental models of MS, conflicting results have been found about 

the loss-of-function variant CCR5∆32 (rs333) in MS patients. The aim of this 

study was to evaluate the association of CCR5∆32 and MS in a Brazilian 

case/control cohort. Patients and Methods. 261 MS patients and 435 healthy 

controls were genotyped for CCR5∆32. Allelic and genotypic frequencies were 

compared between patients and controls (case/control analysis), and among 

patients classified according to the MS clinical form (relapsing remitting versus 

progressive) and severity (EDSS, MSSS and progression index). Results and 

Discussion. The CCR5∆32 variant frequency was statistically higher in controls 

as compared to patients presenting European-derived ethnic background. The 

variant was more frequent in progressive MS as compared to RR-MS patients, 

and, although not statistically significant, a higher frequency of the truncated 

allele was observed among patients with less severe forms of MS. These 

findings emphasize the potential involvement of CCR5 signaling in CNS 

inflammation and damage in MS. Conclusion. The CCR5∆32 deletion is a 

protective factor against the development and progression of MS in European- 

derived Brazilian patients. 

 
Keywords: Immunogenetics, Multiple sclerosis, Central Nervous System, 

CCR5∆32. 
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1. Introduction 

Autoimmune responses in the central nervous system (CNS) play a 

critical role in the chronic inflammation and demyelination that occurs in human 

multiple sclerosis (MS). Although it is known that autoimmunity results from the 

interaction of genetic and environmental factors, the mechanisms leading to 

such phenomenon remain only partially understood [1,2]. Importantly, it is 

established that axonal and neuronal loss begins at the earliest stages of the 

disease, resulting in cognitive impairment and other early disabilities [3,4]. 

To date, the International Advisory Committee on clinical trials in MS 

defines two different MS phenotypes classifying then in relapsing-remitting (RR) 

MS and Progressive MS [5]. RR MS is characterized by discrete episodes of 

acute neurological deficits and/or worsening of a given neurological function, 

followed by a complete or partial recovery, although Progressive MS, which 

includes secondary progressive (SP) and primary progressive (PP) MS, is 

characterized by a progressive accumulation of disability from the onset of the 

disease without identifiable acute relapses [6]. Progressive MS presents a 

similar prevalence independently of sex, and has a delayed onset as compared 

to RR MS (by ~10 years) [6]. RR MS is the most common MS phenotype (~85% 

of total cases) and has a female to male prevalence between 2:1 and 3:1 [5]. 

It is well known that efficient signaling is required to the correct 

recruitment of immune cells to inflammatory sites. Acting in such signaling, 

chemokines are mediators of cell trafficking that, when secreted, interact with 

their respective cell surface receptors and mediate the recruitment of immune 

cell subpopulations [7]. It is postulated that chemokines and their receptors 

participate in the development of MS through the recruitment of leucocytes 

towards the CNS. The Chemokine receptor 5 (CCR5) belongs to the 

superfamily of seven transmembrane domains receptors and is coupled to G 

protein. CCR5 ligands include CCL3 - macrophage inflammatory protein (MIP- 

1), CCL4 (MIP-1), CCL5 - regulated on activation normal T cell expressed 

and presumably secreted (RANTES) and CCL8 - monocyte chemoattractant 

protein (MCP-2) [8]. 



46 

 

 

 

CCR5 is mainly expressed on the surface of monocytes and distinct 

lymphocyte subtypes (such as NK, CD4+ and CD8+ T cells) and contributes to 

the trafficking of these cells into the CNS and in their consequent activation and 

induction to cytokine release [7,8,9]. Experimental model of MS (experimental 

autoimmune encephalomyelitis/EAE) [10,11] and data from patients (Reviewed 

by Martin-Blondel et al, 2009) [12] point to a role of CCR5 in the development 

and/or progression of MS. 

Similar to other autoimmune diseases, and taking into account the 

heterogeneity of clinical presentation and progression, an important genetic 

contribution has been postulated for MS, especially considering immune related 

genes (as reviewed by Jokubaitis VG, Mol Cell Probes. 2016) [13]. The CCR5 

gene is located on chromosome 3p21.3-p24, and the most investigated 

polymorphism at this gene is a 32 base pair deletion (CCR5∆32; dbSNP: 

rs333), which generates a truncated protein that does not reach the cell surface 

[14]. Since this loss-of-function variant is potentially associated with reduced 

leukocyte infiltration in CNS, it was previously investigated in distinct cohorts of 

MS patients, but conflicting results emerged. Thus, this genetic variant was 

associated as a risk factor in some MS cohorts [15,16,17,18], although it was 

associated as a MS protective factor in other human populations [19,20,21,22]. 

Finally, some studies fail to evidence any association to MS [23,24,25,26]. 

Considering those conflicting results, the aim of the present study was to 

evaluate the contribution of CCR5∆32 in the development, clinical presentation 

and progression of MS in a large Brazilian cohort. We also present a 

comprehensive review of the literature, highlighting the potential influences of 

both the presence, as well as the absence, of such chemokine receptor in 

multiple sclerosis patients. 

 
 

2. Methods 

2.1 Patients and controls 

A total of 261 MS patients (man/women: 56/192, 13 patients with no sex 

information; mean age: 48±12.1 years) were recruited at the ambulatory of 

demyelinating diseases, at the Hospital de São Paulo - Universidade Federal de 

São Paulo/UNIFESP (São Paulo, SP, Brazil), and at the Neurology Clinic of the 
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Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), both institutions located in the 

southern Brazilian region. 435 healthy individuals representative of the urban 

population of this region, and belonging to a DNA bank established at the 

Laboratory of Hemostasis, Department of Genetics, Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RG, Brazil), were included as a control group 

(described in Chies & Hutz, 2003; Kohem et al., 2007) [27,28]. The study was 

approved by the Research Ethics Committee of the three Institutions and 

informed consent was obtained from all the enrolled individuals. Clinical and 

demographic features of patients are presented in Table 1. 

A total of 112 MS patients were diagnosed as RR-MS, 92 as 

Progressive-MS and 57 presented an undefined type of MS, according to 

McDonald criteria (Revised by Polman, et al., 2011) [29]. Severity of the  

disease was assessed by Expanded Disability Status Scale (EDSS) rank. 

Ethnic origin of all patients was determined based on physical appearance 

judged by the researcher at the time of blood collection and on data reported by 

the participants. 

 
2.2 DNA isolation and CCR5 genotyping 

Total genomic DNA was isolated from peripheral blood by a standard 

salting-out method [30], and the purified DNA was stored at -20ºC until use. 

Polymerase chain reaction (PCR) was performed with specific primers flanking 

the 32 bp deletion region to analyze the CCR5∆32 variant (rs333). The PCR 

product was visualized on a 3% agarose gel stained with ethidium bromide, as 

previously described [27]. 

 
2.3 Statistical analysis 

CCR5∆32 genotypic frequencies were compared with Hardy-Weinberg 

(HW) expectations using chi square tests. Allelic and genotypic frequencies 

were compared among patients and control groups and among patient groups 

using the Chi-square test and Fisher’s exact test. Relative risks were estimated 

by odds ratio (OR) and the Mann-Whitney test was used to analyze the 

Expanded Disability Status Scale (EDSS) and the Multiple Sclerosis Severity 

Score (MSSS) ranks. For evaluation of the data, SPSS software version 22.0 

was used. Multivariate analysis based on General Linear Model (GLM) was 
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executed using the R-project package “SNP-assoc”. Sex, age and ethnic origin 

were included as confounder variables in the case/control analysis. Sex, ethnic 

origin, age at diagnosis, and/or time of disease were included as confounder 

variables in the clinical features analyses. 

 
 

3. Results 

The distribution of genotypes in the cohort was consistent with 

frequencies expected for Hardy-Weinberg equilibrium. Taking all patients 

together the observed allelic frequency of the CCR5∆32 variant was 

intermediate between the frequencies described for Caucasian and African 

populations in a southern Brazilian admixed population [31]. Among patients, 

244 (0.94) were wild type homozygous, 17 (0.03) were heterozygous and no 

homozygous for the deletion were observed. Among the healthy controls, 396 

(0.91) were wild type homozygous, 37 (0.08) were heterozygous and 2 (0.01) 

were homozygous for the deletion. No statistical differences were observed 

between patients and controls concerning allelic and genotype  frequencies 

even adding sex, age and ethnic background as confounder variables (Data not 

shown). 

 
CCR5∆32 and MS stratified according to the ethnic origin 

Considering that rs333 is typically associated to European and 

European-derived populations, individuals from both the study cohort and 

controls were identified as European-derived or African-derived, according to 

the Fundação Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística – IBGE (Rio de 

Janeiro, RJ, Brazil) ethnicity classification methods [32]. 21 patients had no 

information about this feature. Thus, amongst the European-derived individuals, 

a statistically significant higher frequency of the CCR5∆32 variant was observed 

in controls (n=235) as compared to the patients (n=166) (OR= 0.42, 95% CI= 

0.19-0.88, p=0.013). The frequency of individuals carrying the deletion (both 

wt/∆32 and ∆32/∆32) was lower in patients as compared to controls, suggesting 

a protective role of this variant against the development of MS (OR=0.46, 95% 

CI=0.20-0.98, p=0.033 for wt/wt vs wt/∆32) (Table 2). There was no significant 

difference in the variant distribution between patients (n=74) and controls 
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(n=200) in the African-derived group (OR= 1.35, 95% CI=0.21-6.67, p=0.708), 

although it should be highlighted the small number of patients classified into this 

group (Table 2). 

 
CCR5∆32 and MS clinical features 

Results concerning the distribution of the polymorphism among the MS 

patients classified according to the clinical form are summarized in Table 3. 

When all patients were evaluated together, independently of the ethnic origin, 

the CCR5∆32 variant was more frequent in P-MS as compared to RR-MS, 

although this result did not reach statistical significance (padj=0.367). Also, when 

stratified according to the ethnic background, a higher frequency of the 

CCR5∆32 was observed in P-MS as compared to RR-MS patients (p=0.189; 

OR=2.53) amongst European-derived individuals. This result remained 

significant when corrected for sex, age at diagnosis and time of disease 

(padj=0.044). Amongst the African-derived patients no statistically significant 

association was observed (p=0.239). 

When the distribution of CCR5∆32 was evaluated according to the 

severity of MS, we observed that patients carrying the CCR5∆32 variant (n=15) 

presented a lower EDSS and MSSS (2.83+0.62 and 2.36+0.63) compared to 

the wild type (n=225; 3.50+0.17 and 3,58+0.20), however this difference was 

not statistically significant (p=0.318 and p=128), even when confounder 

variables were included in the analysis (padj=0.809), or when patients were 

stratified according to ethnic background or sex. 

MS progression index was also considered. CCR5∆32 was more 

frequent in patients with a lower PI (n=14; 0.38+0.093) compared to the wild 

type (n=220; 0.81+0.12), but this difference was not statistically significant 

(p=0.356), neither when corrected by confounders variables sex, ethnic 

background and age at diagnosis (padj=0.418), nor when patients were stratified 

according to the ethnic background or sex. 
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4. Discussion 

The present study of the CCR5∆32 allele in a Brazilian cohort of multiple 

sclerosis evidenced a protective effect of this polymorphism against the 

development of MS in patients of European ancestry. This finding corroborates 

previous studies on Spanish, Sicilian, Russian, Brazilian, Danish and Dutch 

populations [19,20,21,33,34,35]. It is important to point out that, especially when 

studying the CCR5∆32 polymorphism, it is essential to take into account the 

ethnic background of the individuals, since it is known that this variant is 

prevalent in European populations (3-12% among the healthy population) and 

virtually absent in native African, Asian, and American populations. Actually, it 

was previously observed a linear trend in CCR5∆32 deletion frequency from 

north to south Europe, with the highest frequency in the northern European 

populations [36,37,38,39]. A similar linear trend was described in the Sicilian 

population, corroborating the hypothesis that CCR5∆32 originally occurred in a 

northern Caucasian population [40,41]. Although Brazil is composed by a highly 

admixed population, a report described the MS South-Brazilian patients as 

mostly of Italian ancestry [42]. In this sense, ethnic/genetic differences could 

account for the different results found at the literature in the context of the 

CCR5∆32 deletion and MS. In our study, the lack of association in African- 

derived individuals could result from this low allelic frequency, which would 

imply the need of a very large sample. Nevertheless, this same situation, 

meaning the extreme low frequency of this variant among certain ethnic groups, 

could account for the lack of association even in studies encompassing 

relatively large samples. For example, Brassat et al. analyzed 442 Afro- 

American individuals without revealing any significant association of CCR5∆32 

with MS [23]. Still, considering the absence of association, it is important to look 

carefully to studies where the CCR5∆32 distribution fails to fall under the 

expected frequencies to HWE [17,18]. 

When the clinical form and the severity of MS were taken into account, 

we observed a higher frequency of the CCR5∆32 allele in progressive MS 

compared to RR-MS among European-derived patients. Moreover, and even if 

the results did not reach statistical significance, the frequency of the CCR5∆32 

variant was slightly higher in less severe MS individuals, an observation which 

is corroborated by other studies [22,35,43,44,45,46]. For comparison purposes, 
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the Table 4 presents a list of the studies involving the CCR5∆32 allele and MS, 

highlighting the main results of association. 

As previously stated, CCR5 ligand chemokines plays a key role in 

leucocyte infiltration in CNS [47], and it is known that activated effector CCR5+ 

T cells exit the lymph nodes and are guided by a gradient of chemokines 

(including CCL3, CCL4 and CCL5) that are produced by cells such as the 

microglia, astrocytes and neurons [47,48]. In this context, our data corroborates 

the idea that a lower signaling through CCR5 could be beneficial, counteracting 

the development and/or MS progression. The absence of a functional receptor, 

or the presence of such a receptor at low levels at the cell surface, could impair 

the adhesion of monocytes and T cells to the brain microvasculature, therefore 

impairing their pro-inflammatory potential [49,50]. Data from Karam et al. also 

corroborates this idea, since CCR5 mRNA levels were significantly higher in MS 

patients  compared  with   the   control   group   [44].   The   involvement   of   

the CCR5Δ32 allele in inflammatory diseases is undeniable, although 

depending on the disease context this factor will lead to either protection or 

susceptibility (see a discussion in Vargas et al. 2009) [51]. Of note, our group 

already reported an overall protective effect  associated  to  the  presence  of 

the CCR5Δ32 allele against rheumatoid arthritis susceptibility. This protective 

effect was evidenced in admixed Brazilian human populations belonging to 

cities with a low African genetic component [31]. Thus, in accordance with our 

present results, this highlights the importance of assessing the influence of 

CCR5 under different genetic backgrounds. 

All together, these results suggest CCR5 as a promising target for 

pharmacological intervention in distinct diseases characterized by CNS 

inflammation and immune cell activation (as reviewed by Martin-Blondel et al. 

2009) [12]. For instance, both TAK779, a synthetic antagonist of CCR5, CXCR3 

and CCR2 [52,53] and a fusion protein encoding the second extracellular 

domain of CCR5 [54] were shown to decrease the severity of experimental 

autoimmune encephalitis by reducing inflammatory infiltrates in the CNS. 

Nevertheless, other investigations are needed to clearly delineate the CCR5 

functions related to MS and immune cell stimulation in the CNS in order to 

establish the potential consequences of clinical interventions, once conflicting 

results among different authors were found (as shown in Table 4). 
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In conclusion, based in a higher frequency of the CCR5Δ32 variant 

among European-derived controls, among P-MS patients (which present a 

delayed disease onset) and among patients with a less severe disease 

phenotype, our data points to an important role of the CCR5 molecule in the 

Central Nervous System inflammation during multiple sclerosis development, 

possibly by affecting cell migration patterns and by enhancing immune 

responses. In this sense, our data also corroborates CCR5 as a therapeutic 

target in MS treatment. Finally, we are recently seeing a series of efforts 

directed to characterize whole populations in terms of the CCR5Δ32 variant 

[61,62,63]. Although mainly intending to impact on transplantation, these  

studies also highlight the importance of take into account the genetic/ethnic 

background of the human population in studies of disease susceptibility. 
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Table 1. MS patients clinical and demographic data. 

European derived patients N=166 African derived patients N=74 
 

Mean age (±SD) 48.59 (±12.1) 47.96 (±12.1) 

Median age (Min-Max) 49.50 (23-82) 46.50 (24-73) 

Mean EDSS (±SD) 3.23 (±2.6) 3.72 (±2.2) 

Median EDSS (Min-Max) 3.00 (0-9) 3.75 (0-9.5) 

Mean Age at Diagnosis(±SD) 32.33 (±10.7) 32.51 (±10.1) 

Median Age at Diagnosis 
(Min-Max) 32.00 (10-61) 31.00 (10-55) 

Abbreviations: ±SD = Standard Deviation, Min-Max = Minimum-Maximum 
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Abbreviations: Wt/Wt = wild-type homozygous, Wt/∆32 = heterozygous, ∆32/∆32 = CCR5∆32 

homozygous, Wt = wild-type allele, ∆32 = deletion allele. 

European derived n (%) African derived n (%) 

 

 

Table 2. Genotypic and allelic frequencies in patients and controls 
 
 
 
 
 
 

 Patients Control Patients Control 

Genotype     

Wt/Wt 155 (93.4) 202 (87.5) 71 (96.0) 194 (97.0) 

Wt/∆32 11 (6.6) 31 (11.7) 3 (4.0) 6 (3.0) 

∆32/∆32 0 (0) 2 (0.8) 0 (0) 0 (0) 

P value 0.033 
 

0.706 
 

OR 0.46  1.38  

Alleles     

Wt 321 (96.7) 435 (92.5) 145 (98.0) 394 (98.5) 

∆32 11 (3.3) 35 (7.5) 3 (2.0) 6 (1.5) 

P value 0.013  0.708  



65 

 

 

 

Total 

 

Table 3. Distribution of the CCR5∆32 polymorphism in multiple sclerosis 
patients classified according to the clinical form. 

 

Wt/Wt (%) CCR5∆32 (%) 

 
Afro Euro Afro Euro Afro Euro 

RR-MS 24 (90) 76 (96) 3 (10) 3 (4)  27 79 

P-MS 26 (100) 58 (90) 0 (0) 6 (10)  26 64 

Unknown 21 (100) 21 (90) 0 (0) 3 (10)  21 24 

 
Abbreviations: Wt/Wt = wild-type homozygous, CCR5∆32 = heterozygous + CCR5∆32 
homozygous, Wt = wild-type allele, ∆32 = deletion allele, RR-MS relapse remitting multiple 
sclerosis; P-MS, progressive multiple sclerosis. 
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Table 4. Main studies associating CCR5∆32 and Multiple Sclerosis. 
 

Author Population N Controls Result 

Barcellos et al., 2000 * 
[19] 

American (USA) 322 147 age of onset was approximately 
3 years later in patients carrying 
the CCR5Δ32 allele 

D’Angelo et al., 2011 
[20] 

Sicilian 180 213 presence CCR5Δ32 is 
associated with slower disease 
progression (EDSS) 

Favorova et al., 2002 
** [33] 

Russian 219 354 CCR5Δ32 
was associated with MS in HLA- 
DR4-positive patients 

Favorova et al., 2006 
** [55] 

Russian 286 362 Two-allelic combination 
associated with MS (CCR5 
D32, DRB1*04) 

Kaimen-Maciel et al., 
2007 [21] 

Southern Brazil 124 127 progression to disability may 
be prolonged in MS carriers of 
CCR5Δ32 

Otaegui et al., 2007 
[34] 

Gipuzkoa (Basque) 62 139 protective role CCR5Δ32 
against the development of MS 

Otaegui et al., 2007 
[34] 

Gipuzkoa (Otherorigin) 102 210 no significant difference in the 
allele frequency 

Sellebjerg et al., 
2000*** [56] 

Danish 148 151 Age at onset lower in patients 
carriers of CCR5Δ32 (who have 
intrathecal synthesis of IgG 
oligoclonal band) 

Schreiber et al., 
2002*** [35] 

Danish 70 151 no significant difference in the 
allele frequency, but a less 
severe progression in 
CCR5Δ32 carriers 

van Veen et al., 2007 
[22] 

DutchCaucasians 637 177 CCR5Δ32 was not associated 
with susceptibility to MS, but 
associated 

with signs of 
remyelination in brain 
donors and with onset 
age 

    

of MS in living patients     

Karam et al., 2016 [44] Egyptian 80 110 no significant difference in the 
allele frequency, but higher 
CCR5 mRNA expression in MS 
patients 

Presentstudy African-derivedbrazilian 74 200 no significant difference in the 
allele frequency 

Presentstudy European-derivedbrazilian 166 235 protective role CCR5Δ32 
against the development of MS 

Bennetts et al., 1997 
[57] 

Australian 120 168 no significant difference in the 
allele frequency 

Brassat et al., 
2006[23] 

African-American (USA) 442 293 no significant difference in the 
allele frequency 

Motsinger et al., 2007 
* [24] 

non-Hispanic whites of 
European descent (USA) 

421 96 no significant difference in the 
allele frequency 

Haase et al., 2002 [58] German 253 0 no significant difference in the 
allele frequency comparing 
different clinical course 

Kantarci et al., 2005 
[59] 

OlmstedCounty, MN 
(EUA) 

221 0 no significant difference in the 
allele frequency comparing 
different clinical course 

Ristic et al., 2006 [25] Croatian 170 356 no significant difference in the 
allele frequency 

Ristic et al., 2006 [25] Slovenian 155 356 no significant difference in the 
allele frequency 

Møller et al., 2014 [45] Danish 212 0 no association of CCR5Δ32 and 
relapses in patients treated with 
natalizumab, 

but deletion carriers     
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Studies marked with * present overlapping samples 

 

showed lower severity     

Gade-Andavolu et al., 
2004 [15] 

American (USA) 132 163 CCR5Δ32 was associated with 
early death 

Luomala et al., 2003 
[16] 

Finland 116 109 CCR5Δ32 was associated with 
severe MS 

Török et al., 2015 [60] Hungary and Serbia 428 831 no significant difference in the 
allele frequency 

Pulkkinen et al., 2004 
[17] 

Finland 89 110 CCR5Δ32 may contribute as a 
risk factor for MS development 
and predispose individuals to 
progressive MS 

Shahbazi et al., 2009 
[18] 

Iranian 258 380 CCR5Δ32 polymorphism may 
be associated with an increased 
risk of MS 
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Abstract 

Background. Multiple sclerosis is an immune-mediated chronic inflammatory 

disease of the central nervous system that causes demyelination. Reports have 

identified oxidative tissue injury and oxidized nucleotides, proteins or lipids in 

multiple sclerosis lesions and oxidative damage is one of early events in MS 

tissue injury. Also, MS results from the interaction between genetic and 

environmental factors. The glutathione S-transferases are known as oxidative 

stress-related genes which code major phase II enzymes involved in the 

detoxification of xenobiotic substrates and protect cells against reactive oxygen 

metabolites. In this context, this study aimed to investigate the association of 

the deletion polymorphism of the GSTT1 gene with susceptibility to MS and its 

clinical severity Patients and Methods. 246 MS patients and 328 healthy 

controls were genotyped for null GSTT1 variant and a case/control analysis was 

performed. Also, the Expanded Disability Status Scale (EDSS) and Multiple 

Sclerosis Severity Score (MSSS) were used to assess the disease severity 

among patients. Results and Discussion. This was the first study to 

investigate a possible association of this GSTT1 gene variant with MS in a 

Brazilian population. Similar genotypic frequencies were observed in MS 

patients and controls independently of the ethnic origin. Also, similar EDSS and 

MSSS were observed in patients carrying the null GSTT1, when compared to 

patients with non-null GSTT1. Conclusion. Our results suggested no 

association between GSTT1 and the disease risk and severity in the studied 

population. 

 
Keywords: Multiple sclerosis, glutathione S-transferases, oxidative damage, 

GSTT1. 
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1. Introduction 

Multiple sclerosis (MS) is an immune-mediated chronic inflammatory 

disease of the central nervous system (CNS) that causes demyelination. 

Although it is established that autoimmunity results from the interaction of 

genetic and environmental factors, the mechanisms leading to such 

phenomenon remain not fully understood [1,2]. Importantly, it is known that 

axonal and neuronal loss begins at the earliest stages of the disease, resulting 

in cognitive impairment and other early disabilities [3,4]. 

The International Advisory Committee on clinical trials in MS defines two 

different MS phenotypes classifying then in relapsing-remitting (RR) MS and 

progressive MS [5]. RR MS is characterized by discrete episodes of acute 

neurological deficit and/or worsening of a given neurological function followed 

by a complete or partial recovery, although progressive MS, which includes 

secondary progressive (SP) and primary progressive (PP) MS, is characterized 

by a progressive accumulation of disability from the onset of the disease without 

identifiable acute relapses [6]. Progressive MS presents a similar prevalence 

independently of sex, and has a delayed onset as compared to RR MS (by ~10 

years) [6]. In contrast, RR MS is the most common MS phenotype (~85% of 

total cases) and has a female to male prevalence between 2:1 and 3:1 [5]. 

The glutathione S-transferases (GSTs) are known as oxidative stress- 

related genes which code major phase II enzymes involved in the detoxification 

of xenobiotic substrates. These enzymes also protect cells against reactive 

oxygen metabolites (ROS) due to the conjugation of glutathione with 

electrophilic compounds, making possible the removal of ROS and the catalysis 

of reactions in metabolic pathways beyond the detoxification step [7, 8, 9, 10, 

11]. 

In humans, members of the following classes of cytosolic GST are 

present: alpha, zeta, theta, mu, pi, sigma and omega [12]. Two important 

polymorphic GST genes are those coding for GSTM1-1 and GSTT1-1, mapped 

on chromosome 1 (1p13.3) and chromosome 22 (22q11.2), respectively [13, 

14]. It is known that GSTM1 is expressed in a variety of tissues such as liver, 

stomach, brain, and breast while GSTT1 is mainly expressed in the liver and 

erythrocytes [17]. Also, the most commonly studied polymorphisms in these 
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genes, GSTM1 null and GSTT1 null alleles are responsible for loss of enzyme 

function [14, 15, 16,]. 

Importantly, in multiple sclerosis lesions oxidative tissue injury and 

oxidized nucleotides, proteins or lipids have already been identified [18, 19, 20], 

strongly suggesting that oxidative stress plays a key role in development of this 

condition. Besides, growing evidence suggests that the interplay between 

genetic and environmental risk factors, such as exposure to sunlight and viral 

infection, is related with an increased susceptibility to developing MS [21, 22]. 

In this context, this study aimed to investigate the association of deletion 

polymorphisms of GSTT1 gene with the susceptibility to MS and its clinical 

severity. 

 
2. Methods 

2.1 Patients and controls 

DNA was obtained from a total of 246 MS patients (men/women: 54/185, 

7 patients with no sex information) from the ambulatory of demyelinating 

diseases, at the Hospital de São Paulo - Universidade Federal de São 

Paulo/UNIFESP (São Paulo, SP, Brazil), and at the Neurology Clinic of the 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), both institutions located in the 

southern Brazilian region. This group of patients has been previously described 

[23]. All patients were diagnosed according to McDonald criteria (Revised by 

Polman, et al., 2011) [24]. The Expanded Disability Status Scale (EDSS) and 

Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS) were used to assess the disease 

progression [25,26]. Table 1 shows the clinical and demographic data of 

patients. 

The control group was composed by 328 healthy individuals, 

representing the urban population of this region. The study was approved by the 

Research Ethics Committee of all involved institutions and informed consent 

was obtained from all the enrolled individuals. Ethnic origin of all patients and 

controls was determined based on physical appearance judged by the 

researcher at the time of blood collection and on data reported by the 

participants, classifying them as European-derived or African-derived. 
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2.2 DNA isolation and genotyping GSTT1. 

The genomic DNA was isolated from 5mL of peripheral blood collected 

with EDTA by a standard salting-out method [27], and was stored at -20ºC. 

Next, to detect the presence or absence of the GSTT1 gene in the genomic 

DNA a multiplex polymerase chain reaction (PCR) method was used to amplify 

a specific 480pb fragment of the gene, where the absence of this fragment 

indicates the null genotype. Also, a fragment of the GSTP1 gene (176pb) was 

amplified as an internal control in the reaction. All primers used were previously 

described [16,28,29]. The PCR products were visualized on a 3% agarose gel 

stained with ethidium bromide. 

 
2.3 Statistical analysis 

Differences in genotype distributions (presence versus absence of the 

evaluated gene) between the patients and controls were estimated by using the 

Chi-square test and Fisher’s exact test. Adjusted odds ratios (OR) and 95% 

confidence intervals (CI) were used as a measure of the strength and 

independence of the associations between GST genotypes and MS. The Mann- 

Whitney test was used to analyze the Expanded Disability Status Scale (EDSS) 

and the Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS) ranks. The statistical analysis 

was performed using a SPSS software version 22.0. 

 
3. Results 

This approach allows the identification of individuals homozygous to the 

null genotype, being heterozygous and homozygous individuals to the non-null 

allele pooled together. Considering the 246 patients, 56 (22.8%) presented the 

null genotype and 190 (77.2%) had the non-null genotype. The control group 

was composed by 62 (18.9%) individuals with the null genotype and 266 

(81.1%) with the non-null genotype. The frequency of the GSTT1 null genotype 

was not significantly different in MS patients compared to controls (p=0.297). 

Since the prevalence of the GST gene variants is different in human populations 

with distinct ethnic backgrounds, we stratified our population according to the 

ethnic origin as European-derived or African-derived. This classification was 

performed according to the Fundação Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística – IBGE (Rio de Janeiro, RJ, Brazil) ethnicity classification methods 
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[30]. 23 patients could not be classified since the absence of information about 

ethnicity. From the 64 African-derived MS patients, 49 (76.6%) had the non-null 

GSTT1 genotype and 15 (23.4%) showed the null genotype. In the African-

derived control group (n=87), 69 (79.3%) had the non-null genotype and 18 

(20.7%) presented the null genotype. No statistically significant difference was 

found between African-derived patients and the ethnic matched controls 

(p=0.70). Also, no statistically significant difference was found between the 

European-derived population (p=0.60), where 126 (79.2%) patients showed the 

non-null GSTT1 genotype and 33 (20.8%) had the null genotype (n=159), and 

197 (81.7%) controls had the non-null genotype, while 44 (18.3%) had the null 

genotype (n=241). Table 2 shows the GSTT1 genotypic frequencies in patients 

and controls. 

 

GSTT1 and the MS clinical onset 

GSTT1 null genotype patients presented similar values of MSSS and 

EDSS (2.81 and 3.0 respectively) when compared to GSTT1 non-null genotype 

patients (3.03 and 3.25 respectively for MSSS and EDSS). No statistically 

significant difference was observed (p= 0.66 and 0.79, respectively). 

The presence of the GSTT1 null genotype was also evaluated in 

association with values after stratification according to ethnicity. No differences 

were observed concerning the African-derived individuals with the GSTT1 null 

genotype (MSSS and EDSS both 3.8) compared to non-null genotype patients 

(3.7 and 3.8, respectively) (p=0.62 and 0.68). The results obtained for the 

European-derived sample for null genotype patients (MSSS 1.6 and EDSS 2.0) 

were similar to those for the non-null genotype patients (2.3 and 3.0, 

respectively for MSSS and EDSS), with no statistically significant difference 

(p=0.96 and 0.56, respectively). 
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4. Discussion 

The importance of stratifying the groups as European-derived and 

African-derived is based on the different distribution of GST gene variants 

among human populations with distinct ethnic origins. The GSTT1 null genotype 

is relatively common in Asia, reaching frequencies as high as 60%, differently to 

other populations [31]. For example, several studies reported the GSTT1 null 

genotype prevalence ranging from 13 to 15% in European populations [15,32]. 

In the USA, the prevalence of this genotype is around 27.6% in European- 

derived individuals, and 20-24% in African-derived individuals [32,33,34]. 

Similar to what happens in the North-America African-derived population, data 

from the literature points to the fact that the African-derived population in Brazil 

presents a slightly higher prevalence (26.3-28%) of the null GSTT1 genotype 

when compared to European-derived (21-22.1%) [35-37]. It is interesting to note 

that this same trend was observed in the present study. 

In this study, we investigated for the first time a possible association of 

the GSTT1 gene null variant with MS in a Brazilian population and described 

similar frequencies in MS patients and controls independently of the ethnic 

origin. Although it has been suggested that different abilities in the detoxification 

of oxidative stress products may influence the susceptibility to MS [38-40], there 

are small number of studies investigating this gene in MS susceptibility and 

severity, and different results have been found. Actually, the GSTT1 null 

genotype was associated with MS in the Serbian population [41], and an 

elevated risk, but with no statistical significance was described in to Iranian 

population [42]. Conversely, no association between the GSTT1 null genotype 

and MS was observed in a Greek population [43]. Interestingly, a meta-analysis 

associated the GSTT1 null genotype with risk of developing multiple sclerosis in 

Caucasian populations [44], but the authors emphasize that limitations of the 

study such as the heterogeneity of the analysis and the small number of studies 

and patients in each study should be taken into consideration. 

Considering MS severity, similar EDSS and MSSS were observed in 

patients carrying the null GSTT1 genotype when compared to patients with the 

non-null GSTT1 genotype, suggesting the absence of an association between 

these two factors. In this sense, the same study that found association between 
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the null GSTT1 genotype and MS in the Serbian population [41] was unable to 

reveal a statistical significance concerning differences in EDSS and MSSS. 

Although an association between EDSS and the null GSTT1 genotype amongst 

the Iranian MS patients was observed [42], environmental factors and distinct 

conditions to which the patients could be exposed should be considered, since 

such factors can influence the antioxidative response, and therefore should be 

included in further studies. 

Concluding, this was the first study investigating the potential effect of the 

GSTT1 null genotype and MS in a Brazilian population. Our results suggested 

no association between GSTT1 and disease risk or severity in this population, 

independently of the ethnicity. Due to the small number of studies, more 

research investigating this feature is needed. 
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Table 1. MS patients clinical and demographic data. 

 
Patients N=246 

Mean age (±SD) 48.21 (±11.97)  

Mean EDSS (±SD) 3.36 (±2.49) 

Mean MSSS (±SD) 3.48 (±2.98) 

Mean Age at Diagnosis(±SD)  32.46 (±10.45) 

Abbreviations: ±SD = Standard Deviation.   
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Table 2. GSTT1 genotypic frequencies in patients and controls 

 
European derived n (%) African derived n (%) 

 
Patients (n=159) Control (n=241) Patients (n=64) Control (n=87) 

Genotype 
    

Null 33 (20.8) 44 (18.3) 15 (23.4) 18 (20.7) 

Non-Null 126 (79.2) 197 (81.7) 49 (76.6) 69 (79.3) 

P value 0.60 
 

0.70 
 

OR 

0.853 (CI 95 % 

0.51–1.41)  

0.852 (CI 95 % 

0.39–1.85)  

Abbreviations: OR= Odds Ratio. 
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CAPÍTULO 5 – DISCUSSÕES COMPLEMENTARES E PERSPECTIVAS 

Discussão Complementar 

Mesmo com o elevado número de estudos realizados tentando identificar os diversos 

fatores que contribuem para o desenvolvimento da Esclerose Múltipla, sua causa permanece 

desconhecida. Sabe-se que a sua patogênese é determinada por múltiplos fatores, e a perda da 

tolerância imunológica pode ser influenciada pela interação de fatores genéticos com fatores 

do ambiente (Compston et al., 2006). A patologia, em geral, é caracterizada pelos 

infiltrados inflamatórios no sistema nervoso central, ativação da micróglia, proliferação 

dos astrócitos, danos às bainhas de mielina e níveis variados de degeneração axonal ligados 

ao estresse oxidativo (Compston e Coles, 2008; Lassmann, 2014; Simons et al., 2014). 

Vem sendo ressaltada a importante participação das quimiocinas e seus receptores 

na imunopatogênese da EM. De forma importante, desde a caracterização da doença, são 

identificados linfócitos TCD4+ nas lesões, líquido cefalorraquidiano e sangue dos 

pacientes e o espectro de citocinas e quimiocinas e respectivos receptores coincidem 

também com a presença destas células (Salvetti et al., 1992). Além disso, acredita-se que a 

expressão de quimiocinas pelos linfócitos T em doenças inflamatórias humanas seja 

elevada por causa de uma resposta dominada por Th1 ou Th2 inapropriadamente. Células 

Th1 expressam CXCR3 e CCR5, enquanto Th2 expressam CCR3 e CCR4. Receptores de 

Quimiocina expressos por células Th1 são considerados importantes na inflamação da EM 

e na infiltração de linfócitos e monócitos ao SNC. 

O alelo CCR5∆32 vem sendo um foco de pesquisas, já que altera o quadro de 

leitura e gera uma proteína truncada, que não é expressa na superfície da célula, obtendo-se 

o efeito da ausência do receptor (Liu et al., 1996). Estudos mostram que a presença do 

alelo é capaz de atrasar em até 3,2 anos o início da doença, além de aumentar os intervalos 

entre as recidivas (Lucotte et al., 1998; Sellebjerg et al., 2000). Em um outro estudo, o 

alelo CCR5∆32 foi associado à morte prematura, possivelmente, por causa do aumento do 

quadro perfil pró-inflamatório encontrado no microambiente do SNC, que aumentariam os 

danos aos neurônios e poderia acelerar a neurodegeneração (Gade-Andavolu et al., 2004). 

Neste contexto, a sinalização reduzida do CCR5 poderia ser um benefício, limitando a 

adesão de monócitos e linfócitos no SNC, enfraquecendo o potencial inflamatório no 
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organismo (Quandt e Dorovini-Zis et al., 2004; Ubogu et al., 2006). 

O presente trabalho detectou uma associação estatística entre a ausência da EM e a 

presença do alelo CCR5∆32 em euro-descendentes, identificando-o como um fator de 

proteção contra EM. Além disso, foi observada uma severidade ligeiramente aumentada 

nos pacientes sem a deleção, corroborando o papel inflamatório do CCR5. Essa diferença 

não foi estatisticamente comprovada, possivelmente devido ao tamanho amostral. Mesmo 

assim, este foi o maior estudo associando o alelo CCR5∆32 com a EM no Brasil. 

No segundo artigo da tese, observamos a ausência de uma associação entre a 

deleção do alelo GSTT1 com o risco de desenvolver EM e com a severidade da doença, tais 

fatores foram verificados pela primeira vez no Brasil. Mesmo não encontrando nenhuma 

conexão aparente entre os aspectos avaliados, estudos ressaltam que os principais 

causadores de danos ao SNC durante a EM são macrófagos ativados e micróglia, que 

produzem danos oxidativos durante a inflamação (Haider et al., 2011; Lassmann e 

Horssen, 2011), tornando a defesa antioxidante extremamente importante para o quadro da 

EM. A glutationa S-Transferase compõe a principal defesa antioxidante que restaura o 

equilíbrio oxidativo (Oliveira et al., 2012; Hayes et al., 2005) e pode ser um importante 

alvo de pesquisas envolvendo EM, já que o estresse oxidativo pode ser mais prejudicial em 

indivíduos com o genótipo nulo em comparação com o genótipo selvagem. Além disso, a 

redução da habilidade de remover espécies reativas e oxigênio pode favorecer a 

desestabilização da barreira hematoencefálica (Ljubisavljevic et al., 2013; Mitosek-

Szewczyk et al., 2010; Calabrese et al., 2003; Lucas et al., 2003; Stojanovic et al., 2012; 

Lochhead et al., 2010). 

 

Perspectivas 

Este trabalho abordou o papel do CCR5 na inflamação no SNC durante a esclerose 

múltipla, os resultados obtidos mostraram que células que expressam o receptor possuem 

influência direta sobre os danos causados aos neurônios, aumentando a severidade da 

doença. Dessa forma, bloqueadores de CCR5 devem ser considerados e testados, em 

pesquisas futuras, como possíveis fármacos para terapias em pacientes que possuem a 

expressão do receptor. Além disso, como o caráter multifatorial da esclerose múltipla pode 
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ser uma explicação para os dados conflitantes referentes ao CCR5, cada população pode 

possuir um grau de influência desse receptor na inflamação do SNC. Por isso, deve-se 

avaliar a influência do CCR5 na severidade da esclerose múltipla em diferentes populações 

pelo mundo, com o objetivo de identificar as populações em que a aplicação de um 

tratamento tendo o CCR5 como alvo seria adequado.  

Finalmente, os papéis de elementos capazes de alterar a resposta inflamatória e o 

equilíbrio oxidativo no SNC devem continuar sendo alvos de exaustiva pesquisa para a 

busca de possíveis alvos terapêuticos envolvendo esses processos, uma vez que dados 

sobre a relação das GST com a EM são escassos. 
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ANEXO I 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS PACIENTES 

 
Nº do projeto GPPG ou CAAE_____________________ 
 
 
Título do Projeto: Aspectos da imunidade inata em pacientes com esclerose 
múltipla. 
 

Você está sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é 
identificar características do sistema de defesa que estão relacionadas a 
Esclerose Múltipla. Para isso, vamos analisar seu DNA (molécula que contém as 
todas informações do organismo) e algumas células do sistema de defesa do seu 
corpo (Células Dendríticas), além de citocinas (moléculas que participam no 
sistema de defesa do corpo). Esta pesquisa está sendo realizada pelo Programa 
de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular (PPGBM) da UFRGS em 
colaboração com o setor da Neurologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 
(HCPA).   

Se você aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em 
sua participação são os seguintes: sua permissão para consultarmos seu 
prontuário médico e sua permissão para a coleta de 20 mL de seu sangue. Além 
disso, você responderá um questionário com duração máxima de dez minutos, 
correspondente a 23 perguntas sobre seu cotidiano e seus sintomas. 

Os possíveis riscos ou desconfortos decorrentes da participação na 
pesquisa são hematoma e dor causado pela agulha após a coleta de sangue, 
além de dedicar no máximo dez minutos da sua atenção ao questionário sobre 
seu cotidiano. Não são conhecidos riscos para a coleta de 20 mL de sangue.  

Os possíveis benefícios decorrentes da participação na pesquisa são o 
conhecimento de novos fatores genéticos e imunológicos que são importantes no 
surgimento e progressão da Esclerose Múltipla e poderão ajudar na descoberta 
de futuros tratamentos. O projeto não trará benefícios diretos aos participantes, 
porém, contribuirá para o aumento do conhecimento sobre o assunto estudado, e, 
se aplicável, poderá beneficiar futuros pacientes. 

Sua participação na pesquisa é totalmente voluntária, ou seja, não é 
obrigatória. Caso você decida não participar, ou ainda, desistir de participar e 
retirar seu consentimento, não haverá nenhum prejuízo ao atendimento que você 
recebe ou possa vir a receber na instituição. 

Não está previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participação na 
pesquisa e você não terá nenhum custo com respeito aos procedimentos 
envolvidos, porém, poderá ser ressarcido por despesas decorrentes de sua 
participação, cujos custos serão absorvidos pelo orçamento da pesquisa.  

Caso ocorra alguma intercorrência ou dano, resultante de sua participação 
na pesquisa, você receberá todo o atendimento necessário, sem nenhum custo 
pessoal. 

Os dados coletados durante a pesquisa serão sempre tratados 
confidencialmente. os resultados serão apresentados de forma conjunta, sem 
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a identificação dos participantes, ou seja, o seu nome não aparecerá na 
publicação dos resultados.  
Caso você tenha dúvidas, poderá entrar em contato com o pesquisador 
responsável (professor José Artur Bogo Chies), pelo telefone (051) 3308-6740, 
com o pesquisador MSC Lian Lopes Troncoso, pelo telefone (051) 82591035, ou 
com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 
(HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2º andar do HCPA, sala 2227, de 
segunda à sexta, das 8h às 17h. 
 
 

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 
os pesquisadores.  
 
 
 
____________________________________  
Nome do participante da pesquisa  
 
 
   
 
____________________________________          
Assinatura 
 
 
 
 
____________________________________   
Nome do pesquisador que aplicou o Termo   
 
 
 
____________________________________   
Assinatura 
 
 
        
 
 
 
 
Local e Data: _________________________ 
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ANEXO II 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO GRUPO 
CONTROLE 

 
Nº do projeto GPPG ou CAAE_____________________ 
 
 
Título do Projeto: Aspectos da imunidade inata em pacientes com esclerose 
múltipla. 
 
 

Você está sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é 
identificar características do sistema de defesa que estão relacionadas a 
Esclerose Múltipla. Para isso, vamos analisar seu DNA (molécula que contém as 
todas informações do organismo) e algumas células do sistema de defesa do seu 
corpo (Células Dendríticas), além de citocinas (moléculas que participam no 
sistema de defesa do corpo). Como você não possui o diagnóstico de Esclerose 
Múltipla, sua participação será como grupo controle. Esta pesquisa está sendo 
realizada pelo Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular 
(PPGBM) da UFRGS em colaboração com o setor da Neurologia do Hospital de 
Clínicas de Porto Alegre (HCPA).   

Se você aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em 
sua participação são os seguintes: sua permissão para a coleta de 20 mL de seu 
sangue. Além disso, você responderá um questionário com duração máxima de 
dez minutos. 

Os possíveis riscos ou desconfortos decorrentes da participação na 
pesquisa são hematoma e dor causado pela agulha após a coleta de sangue, 
além de dedicar no máximo dez minutos da sua atenção ao questionário sobre 
seu cotidiano. Não são conhecidos riscos para a coleta de 20 mL de sangue.  

O projeto não trará benefícios diretos aos participantes, porém, contribuirá 
para o aumento do conhecimento sobre o conhecimento de novos fatores 
genéticos e imunológicos que são importantes no surgimento e progressão da 
Esclerose Múltipla, e, se aplicável, poderá beneficiar futuros pacientes. 

Sua participação na pesquisa é totalmente voluntária, ou seja, não é 
obrigatória. Caso você decida não participar, ou ainda, desistir de participar e 
retirar seu consentimento, não haverá nenhum prejuízo. 

Não está previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participação na 
pesquisa e você não terá nenhum custo com respeito aos procedimentos 
envolvidos, porém, poderá ser ressarcido por despesas decorrentes de sua 
participação, cujos custos serão absorvidos pelo orçamento da pesquisa.  

Caso ocorra alguma intercorrência ou dano, resultante de sua participação 
na pesquisa, você receberá todo o atendimento necessário, sem nenhum custo 
pessoal. 

Os dados coletados durante a pesquisa serão sempre tratados 
confidencialmente. os resultados serão apresentados de forma conjunta, sem 
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a identificação dos participantes, ou seja, o seu nome não aparecerá na 
publicação dos resultados.  

Caso você tenha dúvidas, poderá entrar em contato com o pesquisador 
responsável (professor José Artur Bogo Chies), pelo telefone (051) 3308-6740, 
com o pesquisador MSC Lian Lopes Troncoso, pelo telefone (051) 82591035, ou 
com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 
(HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2º andar do HCPA, sala 2227, de 
segunda à sexta, das 8h às 17h. 

 
Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e 

outra para os pesquisadores.  
 
 
 
____________________________________  
Nome do participante da pesquisa  
 
 
   
 
____________________________________          
Assinatura 
 
 
 
 
____________________________________   

 Nome do pesquisador que aplicou o Termo   
 
 
 
____________________________________   
Assinatura 
 
 
        
 
 
 
Local e Data: _________________________ 
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ANEXO III 

 

 

PACIENTE                  REGISTRO HCPA: _______________________________ 

 

1. Nome: _____________________________________________________________  

2. Endereço: __________________________________________________________  

3. Bairro: ____________________ Cidade: __________________________________  

4. CEP: ______________________  

5. Fone casa: _____________________ Fone Cel: _____________________________  

6. Data nascimento: ________________ Idade: ___________________  

7. Profissão/ocup: _____________________________________________________  

8. Escolaridade: _______________________________  

9. Peso: _______ Altura:______ IMC:___  

11. Grupo Sanguíneo: ______ Fator RH: ( ) positivo ( ) negativo ( ) não sabe  

12. Fumo: ( ) Sim ( ) Não Média de cigarros por dia:_______________________  

13. Álcool: ( ) Sim ( ) Não Frequência:_________________________________  

14. Outras drogas: ( ) Sim ( ) Não Qual:__________________________________  

15. Evolução da doença: ( )EM-RR  ( )EM-PP  ( ) EM-SP 

16. Informe quais os sintomas: 

_________________________________________________________________________

___________________________________________________________________ 

17. Data de Início dos sintomas: __________________________________________ 

18. Data do Diagnóstico: ________________________________________________ 

19. Tratamento para Esclerose Múltipla (atualmente em uso): ___________________ 
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20. Outros medicamentos em uso: ________________________________________ 

21. Outras co-morbidades (doenças) crônicas: _______________________________ 

22. Escala de EDSS atual: _________________________________________________ 

23. Data do último surto: _________________________________________________ 
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ANEXO IV 

 

                                          DIVULGAÇÃO 

 

O Serviço de Neurologia do HCPA em colaboração com o Programa de 

Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular da UFRGS está realizando um 

estudo sobre novos fatores genéticos e imunológicos que podem ser importantes 

no surgimento e progressão da Esclerose Múltipla, sob responsabilidade do 

Professor José Artur Bogo Chies. Interessados em participar como grupo 

controle, que é um grupo que vai servir de comparação para o grupo de pacientes 

estudados, deverão ser maiores de 18 anos e não pode possuir o diagnóstico ou 

suspeita de Esclerose Múltipla. Para mais detalhes sobre o projeto, entrar em 

contato com o professor José Artur Bogo Chies, pelo telefone (051) 3308-6740 

(dias úteis das 10h às 17h), ou com o pesquisador Lian Lopes Troncoso, pelo 

telefone (051) 82591035 (em qualquer dia das 10h às 17h). 



 

 

 

 


