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RESUMO

Introdugdo: Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune
inflamatdria crénica e complexa caracterizada por atividade anormal das células B e
T[1, 2], producdo de autoanticorpos e deposi¢cao de imunocomplexos, levando a dano
tecidual. Varios estudos tém abordado o papel das quimiocinas e seus receptores em
LES, porém nao ha consenso quanto ao seu envolvimento na patogénese da doenca.
Entretanto, Mamtani et al descreveram a importante associagao dos haplétipos
humanos da regidao promotora do CCR5 (HH) HHE e HHG*2 com o risco de
desenvolvimento de LES, enquanto HHF*1 foi indicado como possivel protetor da
mesma [17]. Objetivo: O presente trabalho visa investigar o possivel papel de
polimorfismos da regido promotora do gene CCR5 no desenvolvimento e desfecho de
LES através da comparagdo dos gendtipos e haplétipos de pacientes vs controles
pareados etnicamente. Além disso, sera investigada uma variante do gene CCR2
fortemente associada ao gene CCR5. Métodos e Resultados: Este estudo incluiu
382 pacientes com LES (289 classificados como de origem europeia e 93 de origem
africana) e 375 controles (243 de origem europeia e 132 de origem africana)
genotipados para CCR2-641 G>A (rs1799864), CCR5-59353 C> T (rs1799988),
CCR5-59356 C>T (rs41469351), CCR5-59402 A>G (rs1800023) e CCR5-59653 C>T
(rs1800024) polimorfismos através de PCR-RFLP e sequenciamento direto. Dados
anteriores de CCR5A32 foram incluidos no estudo para inferir os haplotipos e como
um possivel fator de confusdo na regressao logistica binaria. Nossos resultados
indicaram que CCR5A32 e as frequéncias reduzidas do haplétipo HHG*2 em
pacientes de origem europeia estavam associados ao desenvolvimento da doenga
(p=0,001; OR 3,5; 95% CI 1,6-75 e 2,0%,vs. 7,2% residual p= 2,9E-5,

respectivamente). Em pacientes de origem africana, as frequéncias dos haplétipos
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HHA/HHB, HHC e HHG*2 diferiram entre pacientes e controles (10% versus 20,5%,
residual p= 0,003; 29,4%vs. 17,4%, residual p=0,003 e 3,9%vs. 0,8%, residual
p=0,023; respectivamente). Considerando as manifestagcbes clinicas da doenga, a
presenca de CCR5A32 foi confirmada como fator de suscetibilidade para nefrite classe
IV no grupo de origem africana e quando os pacientes foram considerados em
conjunto (p corrigido=0,012; OR 3,0; 95% CI 3,0-333,3 e p corrigido= 0,0006; OR 6.8;
95%IC 1,9-2,48, respectivamente). Conclusdo: Este estudo indica que os
polimorfismos da regido promotora do gene CCR5 sao importantes modificadores da
doenca em LES. Os dados atuais reforcam o polimorfismo CCR5A32 como fator
protetor para o desenvolvimento da doenca em pacientes Euro-descendentes e como
fator de suscetibilidade para nefrite classe IV em pacientes Afro-descendentes. Além
disso, também descrevemos uma frequéncia reduzida de HHA/HHB e uma frequéncia
aumentada de haplétipos HHC e HHG*2 em nossos pacientes Afro-descendentes, o
que potencialmente reflete a expressdo aumentada de CCR5 em subconjuntos de

células especificos e a reduzida expressao de CCR5 em geral.

Palavras-chaves: CCRS; polimorfismos do promotor CCR5; Lupus Sistémico; Lupus
eritematoso.



ABSTRACT

Introduction: Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic and complex
inflammatory autoimmune disease characterized by abnormal activity of B and T cells
[1, 2], production of autoantibodies and deposition of immune complexes, leading to
tissue damage. Several studies have addressed the role of chemokines and their
receptors in SLE, but there is no consensus as to their involvement in the pathogenesis
of the disease. Mamtani et al described the important association of human haplotypes
of the CCR5 promoter regions (HH) HHE and HHG*2 to the risk of SLE development,
while HHF*1 was indicated as a possible protective factor [17]. Objective: The present
work aims to investigate the possible role of polymorphisms from the CCR5 promoter
region in SLE development and clinical outcome, by comparing the frequencies of
genotypes and haplotypes from patients vs ethnically matched controls. Furthermore,
a CCR2 gene variation that is strongly associated to CCR5 will be analyzed. Methods
and results: This study included 382 patients with SLE (289 classified as of European
ancestry and 93 of African ancestry) and 375 controls (243 of European ancestry and
132 of African ancestry) genotyped for CCR2-641 G>A (rs1799864), CCR5-59353 C>T
(rs1799988), CCR5-59356 C>T (rs41469351), CCR5-59402 A>G (rs1800023) and
CCR5-59653 C>T (rs1800024) polymorphisms by PCR-RFLP and direct sequencing.
Previous CCR5A32 data was included in the study to infer haplotypes and as a
possible confounder in binary logistic regression. Our results indicated that CCR5A32
and reduced frequencies of the HHG*2 haplotype in patients of European ancestry
were associated to disease development (p=0.001; OR 3.5; 95% CI 1.6-7, 5 and 2.0%,
vs. 7.2% residual p= 2.9E-5, respectively). In patients of African descent, the

frequencies of HHA/HHB, HHC and HHG*2 haplotypes differed between patients and
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controls (10% vs. 20.5%, residual p= 0.003; 29.4% vs. 17.4%, residual p =0.003 and
3.9% vs. 0.8%, residual p=0.023, respectively). Considering the clinical manifestations
of the disease, the presence of CCR5A32 was confirmed as a susceptibility factor for
class IV nephritis in the group of African ancestry, or when all patient data was
combined (corrected p=0.012; OR 3.0; 95% CI 3, 0-333.3 and corrected p=0.0006; OR
6.8; 95%CI 1.9-2.48, respectively). Conclusions: This study indicates that CCR5
promoter polymorphisms are important disease modifiers in SLE. Current data
reinforce the CCR5A32 polymorphism as a protective factor for the development of the
disease in patients of European ancestry and as a susceptibility factor for class IV
nephritis in patients of African ancestry. Furthermore, we also describe a reduced
frequency of HHA/HHB and an increased frequency of HHC and HHG*2 haplotypes in
our patients of African ancestry, which could potentially reflect in a higher expression

of CCRS5 in specific cell subsets and in a lower expression of overall CCR5.

Keywords: CCR5; CCR5 promoter polymorphisms; Lupus, Systemic; Lupus

erythematosus.
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1 INTRODUCAO

Lapus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenga autoimune inflamatdria
crbnica e complexa caracterizada por atividade anormal das células B e T [1, 2],
producido de autoanticorpos e deposicao de imunocomplexos, levando a dano
tecidual. As quimiocinas e seus receptores sao atores centrais na regulagdo da
quimiotaxia de leucécitos na inflamacdo e acredita-se que tenham um papel
importante na patogénese de doengas autoimunes, incluindo LES [3, 4].

Varios estudos tém abordado o papel das quimiocinas e seus receptores em
LES, porém nao ha consenso quanto ao seu envolvimento na patogénese da doenca.
Nao existe um tratamento especifico para LES, pois ndo existe um protocolo padrao
para todos os pacientes. Desta forma, uma ampla variedade de medicamentos e
normas € empregada, visando uma boa qualidade de vida [5].

Dada a falta de consenso sobre o papel dos receptores de quimiocinas na
patogénese de LES e a necessidade de mais estudos nessa area, o presente trabalho
visa investigar o possivel papel dos polimorfismos da regidao promotora do gene CCR5
no desenvolvimento de LES, comparando as frequéncias dos gendtipos e haplétipos
com controles pareados etnicamente e analisar se ha possivel envolvimento dos

polimorfismos no desfecho clinico da doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)

Lapus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenga autoimune inflamatdria
crbnica e complexa caracterizada por atividade anormal das células B e T [1, 2],
producido de autoanticorpos e deposicao de imunocomplexos, levando a dano
tecidual.

Fatores genéticos e ambientais (incluindo imunoldgicos e hormonais) sao
conhecidos por participar na etiologia de LES, porém, a sua causa subjacente exata
permanece desconhecida. Varios fatores influenciam a patogénese de LES, como
defeitos na apoptose, alteragcdes no sistema complemento e fungdo anormal das
células T e B, incluindo alteracdes no balango de citocinas ou quimiocinas [2, 6, 7]. As
quimiocinas e seus receptores sdo atores centrais na regulacdo da quimiotaxia de
leucécitos na inflamagao e acredita-se que tenham um papel importante na
patogénese de doengas autoimunes, incluindo LES [3,4].

Varios estudos tém abordado o papel das quimiocinas e seus receptores em
LES, porém nao ha consenso quanto ao seu envolvimento na patogénese da doenca.
Os receptores de quimiocinas CCR2 e CCRS5 e alguns de seus ligantes (por exemplo,
MCP-1, MIP-13 e RANTES) ja foram sugeridos como tendo um papel na patogénese
de LES [3, 4, 8, 9]. CCR2 e CCR5 sao importantes receptores da familia das
quimiocinas CC, e os genes que codificam estas moléculas estdo localizados em um
cluster no cromossomo 3 na regiao 3p21.3-p24 [10]. CCR2 é expresso em monacitos,
macrofagos, células dendriticas derivadas do sangue, células T e B, células Natural

Killer e basdfilos, sendo seus principais ligantes MCP-1, 2, 3 e 4, salientando-se alta
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especificidade para MCP-1 [11, 12 ]. CCRS é expresso em mondcitos, macréfagos,

células dendriticas, células T e B, e seus principais ligantes sdo MIP1B3, MIP1a e

RANTES [13, 14].

2.1.2 Diagnéstico

Para a realizagao do diagndstico de LES consideram-se os critérios clinicos, os
quais sao manifestados ao longo do tempo e analises laboratoriais. O que dificulta
este diagnéstico € a ampla diversidade de sintomatologia, especialmente na fase
inicial. A doenca se manifesta principalmente com o aparecimento de lesdes cutaneas
em mulheres jovens nos seus periodos férteis (lembrando-se que sua ocorréncia néo
€ exclusiva ao sexo feminino, mas ha uma relacdo aproximada de 9:1 de casos em
relacdo ao sexo masculino) [15]. O American College of Rheumatology estabeleceu
originalmente onze critérios no diagndstico de LES e o paciente precisa apresentar
quatro para poder ser considerado positivo. Os diferentes critérios usados no
diagnostico sao eritema malar, lesdo discoide, fotossensibilidade, Ulceras
orais/nasais, artrite, serosite, comprometimento renal, alteragdes neuroldgicas,
alteragcdes hematoldgicas, alteragées imunologicas e anticorpos antinucleares.
Embora seja raro, alguns pacientes com LES podem nao apresentar quatro dos onze
critérios citados [16]. No entanto, uma nova visao considera que exames clinicos
associados a ocorréncia de sintomas imunoldgicos ja sao suficientes para o
diagnodstico de LES. A Ressonancia Magnética (RM) é um dos exames mais indicados
em pacientes com alteragbes neuropsiquiatricas, possibilitando um diagndstico
precoce e tratamento adequado. Os mecanismos patolégicos das lesdes cerebrais

nestes pacientes ainda nao estao claros e a visualizacao por RM torna-se fundamental
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para o estudo dos mesmos [17]. Adicionalmente, autoanticorpos sdo as evidéncias
mais importantes nos exames laboratoriais para o diagnostico do LES. Os fatores
nucleares (FAN) estao presentes em quase todos os casos de doencga ativa e reagem
com componentes do nucleo celular. Apesar de ndao serem especificos para LES,
nenhuma outra situacgéao fisiolégica ou de doencga apresenta frequéncia e titulos tao
elevados destes componentes [5].

As manifestacdes clinicas da doenga incluem apresentagbes renais,
hematoldgicas, imunoldgicas, neuroldgicas, cutaneas, cardiovasculares e artrite. A
doenca afeta principalmente mulheres em idade reprodutiva, e como anteriormente
mencionado, numa frequéncia em torno de 9 mulheres para 1 homem. No Brasil,
existem poucos dados sobre a incidéncia de LES. Os dados disponiveis indicam que
a incidéncia varia de 4,8/100.000 habitantes/ano [18] a 8,7/100.000 habitantes/ano no

Nordeste [19].

2.1.3 Tratamento

Nao existe um tratamento especifico para LES, pois ndo se tem um protocolo
padrdo para todos os pacientes. Desta forma, uma série de medidas, entre
medicamentos e normas, sao empregadas para que se proporcione uma boa
qualidade de vida aos pacientes [5].

De acordo com SATO et al. (2002), algumas medidas gerais devem ser
adotadas como parte importante da abordagem terapéutica, tais como: oferecer
informagdes gerais sobre a doenga, o seu diagndstico e tratamento, fornecer
acompanhamento psicolégico e incentivar a pratica de atividade fisica regular (exceto

em periodos de atividade sistémica da doenca).
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Além disso, € de fundamental importancia a indicagcdo de uma dieta
balanceada, evitando excesso de sal, carboidrato e lipidios. Os pacientes devem ser
aconselhados a evitar a exposi¢ao prolongada ao sol e a pratica do tabagismo. O
tratamento medicamentoso é prescrito de acordo com as manifestacdes clinicas e a
gravidade da doenca. Anti-inflamatérios ndo esteroides (AINH) sao utilizados no
tratamento de artralgias, artrite, febre e serosite, pericardite e pleurites leves. Os
antimalaricos também s&o indicados e os corticosterdides sao utilizados para
manifestagcbes mais graves ou quando os medicamentos mencionados acima nao
forem eficazes [16, 17, 20, 21]. A dosagem destes medicamentos deve ser controlada
para minimizar os efeitos colaterais.
Antimalaricos, como a cloroquina e o difosfato de cloroquina, sdo indicados
para reduzir a atividade da doenca e com isso evitar uso de corticosteroides [20, 21].
Os antimalaricos sdo essenciais e devem ser administrados por pelo menos seis
meses apos o controle dos sintomas da doencga. Corticosteroides como a prednisona
sdo administrados nas fases mais agudas da doenga [16, 17]. A melhoria dos sintomas
geralmente € notada apoés varios dias de tratamento. Na maioria dos pacientes, os

antiinflamatorios séo suficientes para controlar a doenga [20, 22].

2.2. O que sao polimorfismos?

Polimorfismos (originario do grego, poli= muitas, morfismos= formas) genéticos
sao variac¢des na sequéncia da molécula de DNA, podendo ser resultantes de trocas,
repeticdes, inser¢gdes ou delegbes de uma ou mais bases nitrogenadas. Estas
alteragcdes podem estar localizadas em varias regides do gene: regido promotora,

codificadora (éxons) ou nao codificadora (introns) [23, 71].
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Para ser considerado um alelo, uma dada alteragao ou polimorfismo deve ter
frequéncia maior que 1% em uma dada populagéo, percentual este que a diferencia
de uma mutacdo pontual da molécula de DNA ainda n&o caracterizada como
polimdrfica, a qual apresenta, portanto, frequéncia inferior a 1%. O genoma humano
possui um numero estimado de 30.000 e 35.000 genes e a sequéncia do DNA
apresenta similaridade de 99,9% entre diferentes individuos [71].

Esta incrivelmente pequena diferenga entre os individuos corresponde a
presenca dos polimorfismos. Os polimorfismos na regido promotora e codificadora tém
maior probabilidade de modificar o funcionamento do gene e, consequentemente, a
funcao da proteina formada [23]. O alelo é uma das diversas variantes de um gene
em uma determinada regido cromossdmica, conhecida por locus (do latim “lugar”).

O locus é o local fixo no cromossomo onde esta localizado determinado gene.
O gendtipo representa o conjunto de alelos que ocupam um determinado locus em um
individuo, recebendo a denominagéo de homozigoto quando a mesma variante ocupa
o locus nos dois cromossomos homologos ou heterozigoto quando duas variantes
diferentes ocupam o locus em questao [24].

Um polimorfismo pode ter sua atividade dependente de heterozigose ou
homozigose, sendo mais expressivo em casos de homozigose para alelo de risco.
Vale ressaltar que um polimorfismo ndo € necessariamente deletério, podendo
inclusive estar relacionado a um beneficio para o portador do alelo variante [72].

Sendo assim, estudos que envolvem a relagcdo dos polimorfismos a
susceptibilidade de situacdes de risco podem auxiliar o desenvolvimento de melhores
estratégias terapéuticas, incluindo modificagbées de estilo de vida como prevengéao de
doengas [25]. Por exemplo, estudos no ambito da nutrigenbmica e nutrigenética

abordam estratégias nutricionais eficientes para silenciar genes que codificam
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condi¢cbes de agravo a doengas. Este tipo de relagdo gene vs doenga demonstra a
importancia de estudos dos fatores genéticos, os quais podem servir de base para

novas terapias e estratégias de prevencao [73].

2.2.1. CCR5 E SEUS POLIMORFISMOS

As quimiocinas sao moléculas reguladoras fundamentais no desenvolvimento,
diferenciagao e migragao de leucécitos [26, 27, 28, 29 30]. O gene CCR5 e a molécula
por ele codificada sdo bastante conhecidos devido ao seu papel classico como
molécula co-receptora utilizada pelos virus HIV [26,31, 32, 33, 34, 35, 36]. O receptor
de quimiocina CC tipo 5 (CCRS) interage principalmente com as quimiocinas CCL3
(MIP-1a), CCL4 (MIP-1B) e CCL5 (RANTES), as quais atuam como agonistas de
CCRS5, estimulando a migracdo celular e mediando respostas inflamatdrias.
Adicionalmente, a quimiocina MCP-3/CCL7 é o principal ligante antagonista do CCR5

[37, 38, 39, 40].

Além disso, CCR5 atua nas respostas imunes Th1 e a falta de sinalizag&o por
meio desta molécula leva a um direcionamento para respostas Th2. A proteina CCR5
tem um efeito regulador nas células inflamatorias, sendo que a expressdo de CCRS5
ja foi observada em alguns subconjuntos de células T reguladoras (Treg). [41,42, 43].
A proteina CCR5 humana (352 residuos) € codificada pelo gene CCR5 [Cromossomo
3 (3p.21.31)], que se apresenta altamente polimérfico [37, 44]. E fundamental
considerar que CCR5 medeia diferentes fungdes imunoldgicas, sendo assim possivel
que a auséncia ou alteracao de sua expressao promova alteracdes de dificil detecgao,

mas com significado médico em um ambiente ou contexto especifico.
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O caminho do CCR5 entre a membrana plasmatica e o meio intracelular é
mediado por diferentes moléculas, incluindo clatrinas, B-arrestina 2 e quinase regulada
por sinal extracelular (ERK) 1 [45, 46]. Além disso, o CD4 intracelular regula a
expressao de CCR5 na superficie celular [47]. Dentre os polimorfismos do CCRS5, o
CCR5A32 (rs333) tem sido intensamente estudado em diferentes populagdes
humanas. A frequéncia de CCR5A32 é bastante variavel, dependendo da origem

étnica da populacéo [52, 74].

Em geral, a frequéncia do alelo A32 ¢é alta em populagdes de origem europeia
(por exemplo, 16% na Noruega e 11% na Alemanha) e baixa ou ausente em
populagdes africanas e asiaticas [48]. No entanto, ha exce¢des devido a eventos
migratorios. Por exemplo, a frequéncia do alelo A32 é relativamente alta em certos
grupos populacionais da Africa do Sul (13%) e no Chile (12%) [48]. Além disso, a
frequéncia do alelo A32 pode ser bastante variavel dentro do mesmo pais. No Brasil,
a frequéncia do alelo na populagao geral esta em torno de 4-5% [48, 49]. Na regiédo
sul do pais, a frequéncia pode chegar a 9% devido a migracdo de populag¢des
europeias para esta regiao [50, 51, 52].

Em geral, considera-se que a auséncia de CCR5 observada em individuos
homozigotos da variante CCR5A32 n&o esta associada a qualquer alteragao
fisiologica essencial grave. Embora seja geralmente aceito que individuos
homozigotos dessa variante ndo apresentam deficiéncias imunologicas ou clinicas
graves, [35,53] respostas inflamatérias exacerbadas ja foram relatadas em associagéo

com a variante CCR5A32 [54].
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2.2.2 CCR5A32

CCR5A32 ¢é a variante genética do gene CCR5 mais estudada devido ao seu
forte efeito protetor contra a infecgao pelo HIV. Esta variante consiste em uma delecao
de 32 pares de bases na regiao codificadora de CCR5, o que causa uma mudanga do
quadro de leitura e resulta em uma proteina truncada que nao é direcionada para a
superficie celular. Individuos com gendétipo heterozigoto para CCR5A32, se infectados
pelo HIV, ttm uma pequena protecdo contra a progressdo da doenga devido a
expressao reduzida de CCR5 na superficie das células T CD4*. Ja individuos
homozigotos para esse polimorfismo (A32/A32) apresentam protegédo virtualmente
total contra a infeccao pelo HIV tipo 1, uma vez que nenhuma expressao de CCR5 é
presente na superficie celular e, portanto, o virus ndo tem onde ligar-se para promover
uma efetiva invasao celular. [62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69].

No Brasil, dois estudos avaliaram a variante CCR5A32 em lupus. Schauren et
al. investigaram o papel do CCR5A32 em pacientes com LES e controles saudaveis
do Rio Grande do Sul. Uma frequéncia menor do alelo CCR5A32 foi encontrada em
pacientes euro-brasileiros (2,7%) quando comparados aos controles euro-brasileiros
(7,5%), sugerindo um papel protetor da variante contra o desenvolvimento de Iupus
eritematoso sistémico [52]. No entanto, pacientes com o alelo CCR5A32
apresentaram maior predisposicdo ao desenvolvimento de nefrite classe IV em
comparagao aos pacientes sem o alelo, o que sugere um resultado clinico mais grave
associado a variante genética [52].

Baltus et al. avaliaram as frequéncias de CCR5A32 em pacientes e controles
no estado do Parana. Ao contrario do primeiro estudo, a frequéncia do alelo CCR5A32

foi estatisticamente maior em pacientes (6,8%) do que em controles saudaveis (1,9%),
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sugerindo a variante como um fator de risco para LES. Além disso, ao estratificar a
amostra de acordo com a etnia, os pesquisadores identificaram que individuos euro-
brasileiros portadores do CCR5A32 eram mais propensos a desenvolver LES do que
os pacientes afro-brasileiros portadores da variante [70]. Cabe salientar que CCR5A32
€ uma variante pleiotropica, podendo portanto promover resultados diferentes em

diferentes situagoes.
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2.23CCR5eLES

O progresso da doencga é afetado pelo inicio de respostas imunes inatas e
adquiridas, enquanto & acelerado por repetidas respostas imunes excessivas, as
quais levam a danos teciduais por meio de reag¢des autoimunes e deposicido de
complexos imunes [55, 56]. A inflamagao cronica e as respostas imunes hiperativas
em pacientes com LES desempenham um papel determinante na patogénese da
doencga. Varios tipos de células imunes contribuem para o priming, incidéncia,
progressao e desfecho da doenga no LES. As células dendriticas (DCs), como células
imunes inatas centrais, sdo células primarias que determinam a direcdo das respostas
imunes a tolerancia ou ao estado inflamatério em pacientes com lupus [57,58]. Os
receptores de quimiocinas, como os receptores de superficie celular imune,
direcionam o recrutamento celular e a migragcdo para os linfonodos primarios,
induzindo assim respostas inflamatérias ou regulatérias [75].

A expressao de CCRS5 (ligantes CCL3, CCL4 e CCL5), CCR4 (ligantes CCL17
e CCL22) e CCRa3 (ligantes eotaxina e eotaxina-2) em diferentes células imunes esta
associada ao progresso da inflamagéo em LES [59, 60]. A expressdo de CCR5 em
células T ativadas esta associada a maior infiltracdo celular e inflamacéo.

O papel do CCR5 na patogénese de LES ainda é controverso, porém, Mamtani
et. al descreveram uma importante associagao dos haplétipos humanos da regiao
promotora do CCR5 (HH) HHE e HHG*2 com o risco de desenvolver LES e uma
tendéncia do HHF*1 a protecdo da mesma [4]. Além disso, Aguilar et. al. sugeriram
um leve aumento na producéo de autoanticorpos, no desenvolvimento de nefrite € na
gravidade da doenga em pacientes portadores do alelo CCR5A32 [61]. De acordo com

o trabalho publicado pelo nosso grupo, Schauren et. al, mulheres de origem europeia
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com LES apresentaram menor frequéncia do alelo CCR5A32 quando comparadas a
controles pareados etnicamente, enquanto a presenca do alelo foi associada a nefrite

grave em pacientes de origem africana [52].
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3.JUSTIFICATIVA

Com o melhor entendimento do envolvimento dos polimorfismos da regido
promotora de CCR5 no desenvolvimento de LES, sera possivel aprimorar o
prognoéstico e opgdes de tratamento da doenga, melhorando o desfecho clinico e

qualidade de vida dos pacientes.
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4. QUESTOES DE PESQUISA

Quais fatores relacionados ao perfil imunogenético do hospedeiro (especialmente
considerando-se os genes CCR2 e CCRY5) influenciam o desenvolvimento de LES,

seu estabelecimento e progressao da doenga?

5. HIPOTESE

O perfil imunogenético indicara como o individuo respondera a doencga, seja em

relagao ao tratamento, progresséo ou remissao da doenca.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de polimorfismos da regido promotora de CCR5 em

individuos com LES.

6.2. Objetivos Especificos

— Compreender a interagcédo entre a imunogenética em populagdo normal e
LES;
— Analisar a possivel influéncia e suscetibilidade a LES nos individuos com

polimorfismo na regido promotora de CCRS;
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8. CONCLUSOES
Concluimos que o haplétipo HHG*2, portando o alelo CCR5A 32, foi o unico

haplétipo associado a protegdo de LES em pacientes. Nas analises de grupos de
ancestralidade africana, as frequéncias dos haplétipos HHA/HHB, HHC e HHG*2
diferiram quando comparados ao grupo controle. A frequéncia do haploétipo HHG*2 foi
aumentada em pacientes de ancestralidade africana, enquanto o oposto foi
encontrado em pacientes de ancestralidade europeia. Este alelo n&do esta
originalmente presente em populagbes africanas nativas, e sua presenga em
individuos de ancestralidade africana resulta da miscigenag¢ao. Tendo isso em mente,
podemos inferir que a frequéncia diminuida de HHA e a frequéncia aumentada de
HHC em nossos pacientes de ancestralidade africana podem estar relacionadas a
uma expressao aumentada de CCR5 em subconjuntos de células especificas e a uma
expressao reduzida de CCR5 em geral.

O papel controverso de CCRS descrito neste trabalho ndo é uma novidade em
doengas autoimunes. Entretanto, LES parece seguir a mesma tendéncia observada
em Artrite Reumatoide, sendo que em uma avaliagao global, a expressao reduzida de
CCRS5 parece ser protetora contra o desenvolvimento de LES. A origem étnica é um
fator extremamente importante relacionada ao desenvolvimento de LES e a expresséao
de CCRS5, e deve receber atencéo especial. Além disso, o papel controverso de CCR5
pode ser devido a presenca deste receptor em células com diferentes fungdes no
sistema imunologico.

De acordo com nossos resultados, em pacientes de ancestralidade europeia,
CCR5A32 e as frequéncias reduzidas do haplétipo HHG*2 estdo associados ao
desenvolvimento da doenca (p=0,001; OU 3,5; 95% CI 1,6-7,5 e 2,0%,vs. 7,2%

residual p= 2,9E-5, respectivamente). Em pacientes de ancestralidade africana, as
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frequéncias dos haplétipos HHA/HHB, HHC e HHG*2 diferiram entre pacientes e
controles (10% vs 20,5%, residual p= 0,003; 29,4%vs. 17,4%, residual p=0,003 e
3,9%vs. 0,8%, residual p=0,023; respectivamente). Considerando as manifestagdes
clinicas da doenca, a presenga de CCR5A32 foi confirmada como fator de
suscetibilidade para nefrite classe IV no grupo de ancestralidade africana e quando os
pacientes foram considerados em conjunto (p corrigido=0,012; OU 3,0; 95% CI 3,0-
333,3 e p corrigido= 0,0006; OU 6.8; 95%IC 1,9-2,48, respectivamente). Em
conclusao, descrevemos uma frequéncia reduzida de HHA/HHB e uma frequéncia
aumentada de haplétipos HHC e HHG*2 em nossos pacientes de ancestralidade
africana, o que potencialmente reflete em uma expressdao aumentada de CCR5 em
subconjuntos de células especificos e em uma expressao reduzida de CCRS5 geral.
Estudos adicionais devem ser realizado para o melhor entendimento desta resposta

imune.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho, demonstramos o possivel papel de polimorfismos na regiao
promotora do gene CCR5 como modificadores da doenga em pacientes com LES.
Nossos dados demonstram que a variante CCR5A32 atua como fator protetor para o
desenvolvimento da doenca em pacientes de ancestralidade europeia e como fator de
suscetibilidade para nefrite classe IV em pacientes de ancestralidade africana. A
literatura atual reforca a necessidade de mais estudos nessa area, visto que ha muitos
resultados controversos. Desta forma, poderemos também esclarer o real impacto

desta variante em diferentes condigbes genéticas, ambientais, étnicas e clinicas.
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