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RESUMO 
 
 

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma desordem inflamatória crônica, 
autoimune sistêmica e de etiologia multifatorial. Caracterizado por ampla perda de 
tolerância imunológica a autoantígenos, com ativação do sistema imunológico, 
produção de autoanticorpos e formação de imunocomplexos. Variações em genes 
que regulam a expressão de citocinas podem desempenhar um importante papel na 
susceptibilidade, atividade e progressão da doença. Os objetivos deste estudo foram 
determinar a frequência do polimorfismo genético ∆32 (rs333) do receptor de 
quimiocina 5 (CCR5∆32) em pacientes com LES e em controles saudáveis e avaliar 
a associação entre este polimorfismo e as características clínicas e laboratoriais dos 
pacientes com LES. Foram avaliadas 120 mulheres com LES atendidas no 
Ambulatório de Reumatologia do Ambulatório do Hospital de Clínicas da 
Universidade Estadual de Londrina e 132 mulheres saudáveis atendidas no 
Hemocentro Regional de Londrina, controladas quanto à idade, etnia e índice de 
massa corpórea (IMC). Dados demográficos, antropométricos, clínicos e 
laboratoriais foram obtidos por consulta a prontuários e pelo banco de dados do 
Programa LABHOS do Hospital Universitário da UEL. A atividade da doença foi 
avaliada pelo Índice de Atividade de Doença (SLEDAI). O DNA genômico foi 
extraído de células do sangue periférico e o gene CCR5 foi amplificado pela reação 
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers específicos. Entre as pacientes, 
84,2% apresentaram o genótipo CCR5/CCR5 e 15,8% apresentaram o genótipo 
CCR5/CCR5∆32; entre os controles, 96,2% apresentaram o genótipo CCR5/CCR5 e 
3,8% apresentaram o genótipo CCR5/CCR5∆32. Diferenças significativas foram 
observadas em pacientes e controles portadoras do genótipo CCR5/CCR5∆32 (p = 
0,0012; odds ratio (OR): 4,77; intervalo de confiança (IC) 95% 1,72 – 13,24), assim 
como nas portadoras do alelo CCR5∆32 (p = 0,0015; OR: 4,45; IC 95% 1,65-12,20), 
indicando uma maior chance de desenvolvimento da doença quando comparadas 
com pacientes e controles do genótipo homozigoto selvagem. Entre as pacientes 
Caucasianas, 81,0% apresentaram o genótipo CCR5/CCR5 e 19,0% apresentaram 
o genótipo CCR5/CCR5∆32. Entre as pacientes não Caucasianas, 90,2% 
apresentaram o genótipo CCR5/CCR5 e 9,8% apresentaram o genótipo 
CCR5/CCR5∆32. Entre as mulheres saudáveis Caucasianas, 96,0% apresentaram o 
genótipo CCR5/CCR5 e 4,0% apresentaram o genótipo CCR5/CCR5∆32. Diferenças 
significativas também foram encontradas quando comparadas, entre pacientes e 
controles da etnia Caucasiana, a frequência dos genótipos (p=0,0025; OR: 5,56; IC 
95% 1,76-17,54) e dos alelos (p=0,0032; OR: 5,09; IC 95% 1,65-15,66). Em geral, as 
pacientes portadoras do genótipo CCR5/CCR5∆32 apresentaram menor idade de 
início da doença (p=0,0032), níveis mais elevados de leucócitos (p=0,0506) e maior 
frequência de reatividade aos anticorpos anti-dsDNA (p=0,0484) comparadas às  
 



pacientes com o genótipo selvagem. Pacientes Caucasianas portadoras do genótipo 
CCR5/CCR5∆32 também apresentaram menor idade de início da doença 
(p=0,0276), níveis mais elevados de leucócitos (p = 0,0471) e maior frequência de 
reatividade aos anticorpos anti-dsDNA (p=0,0025) comparadas às pacientes com o 
genótipo selvagem. Entre as pacientes não Caucasianas não foram observadas 
diferenças nas características clínicas e laboratoriais de acordo com os genótipos 
(p>0,05). A menor expressão do CCR5 na membrana das células das portadoras do 
alelo CCR5∆32 levaria a uma menor resposta inflamatória do padrão Th1 e, por 
consequência, a um maior envolvimento da resposta com padrão Th2 fortemente 
associada à resposta humoral autoimune, com produção aumentada de 
autoanticorpos anti-dsDNA, sugerindo uma evolução clínica mais grave. Os 
resultados sugerem que este polimorfismo está associado com a presença de LES 
em mulheres Caucasianas e que o genótipo CCR5/CCR5∆32 e o alelo CCR5∆32 
conferem maior susceptibilidade ao LES e maior atividade da doença nestas 
pacientes. 
 
Palavras-chave:  Polimorfismo genético. Rreceptor de quimiocina 5. Lúpus 

eritematoso sistêmico. CCR5∆32. Anti-dsDNA 
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ABSTRACT 
 
 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory, autoimmune, 
systemic and of multifactorial etiology disorder. It is characterized by wide loss of 
immune tolerance to self-antigens, activation of immune system, production of self-
antibodies and immune complexes formation. Gene variations that regulates the 
cytokines expression may play a role on susceptibility, activity and progression of 
disease. The objectives of this study were determinate the frequency of genetic 
polymorphism ∆32 (rs333) of chemokine receptor 5 (CCR5) in SLE patients and 
healthy controls, and evaluate the association of this polymorphism and clinical and 
laboratorial features of patients. One hundred and twenty women with SLE were 
attended at Outpatient Rheumatology of Outpatient Clinical Hospital of State 
University of Londrina (UEL) and 132 healthy women from Blood Bank of Londrina, 
Paraná, Brazil, controlled by age, ethnicity, and body mass index (BMI) were enrolled 
in the study. Demographic, anthropometric, clinical, and laboratory data were 
obtained from hospital and laboratory database.  Disease activity was assessed by 
SLE Disease Activity Index (SLEDAI. Genomic DNA was extracted from peripheral 
blood cells and the CCR5 gene was amplified using polymerase chain reaction 
(PCR), using specific primers. Among SLE Caucasian patients, 64 (81.0%) presented 
the CCR5/CCR5 genotype and 15 (19.0%) the CCR5/CCR5∆32 genotype. Among 
patients, 84.2% presented the CCR5/CCR5 genotype and 15.8% the 
CCR5/CCR5∆32 genotype; among healthy controls, 96.2% presented the 
CCR5/CCR5 genotype and 3.8% the CCR5/CCR5∆32 genotype. Significant 
differences were found in patients and controls with the CCR5/CCR5∆32 genotype (p 
= 0.0012; odds ratio (OR): 4.77; confidence interval (CI) 95%     1.72 – 13.24), as 
also seem in those carrying the CCR5∆32 allele (p = 0.0015; OR: 4.45; CI 95% 1.65-
12.20), with a higher probability for the development of SLE when compared with 
patients and controls with homozygous wild-type genotype. Among Caucasian 
patients, 81.0% presented the CCR5/CCR5 genotype and 19.0% presented the 
CCR5/CCR5∆32 genotype. Among non-Caucasian patients, 90.2% presented the 
CCR5/CCR5 genotype and 9.8% presented the CCR5/CCR5∆32 genotype. Among 
healthy Caucasian women, 96.0% presented the CCR5/CCR5 genotype and 4.0% 
presented the CCR5/CCR5∆32 genotype. Significant differences were also observed 
when compared, among Caucasian patients and controls, the genotype (p=0.0025; 
OR: 5.56; CI 95% 1.76-17.54) and allele (p=0.0032; OR: 5.09; IC 95% 1.65-15.66) 
frequency. Overall, the CCR5/CCR5∆32 genotype patients showed lower age of 
onset of disease (p=0.0032), higher frequency of positive anti-dsDNA autoantibodies 
(p=0.0484), and higher leukocyte counts (p=0.0506), than those with the wild type 
genotype. Caucasian SLE patients carrying the CCR5/CCR5∆32 genotype also  
 



showed lower age of onset of disease (p=0.0276), higher frequency of positive anti-
dsDNA autoantibodies (p=0.0025), higher leukocyte counts (p=0.0471), than those 
with the wild type genotype. Among the non-Caucasian SLE patients, no differences 
were observed on clinical and laboratory features according to the genotypes 
(p>0.05). The decreased expression of CCR5 on cell surface of patients carrying 
CCR5∆32 allele would lead to a weaker inflammatory Th1 response and, 
consequently, lead to an higher involvement of Th2 response, strongly associated to 
humoral autoimmune response, with increased production of anti-dsDNA self-
antibodies, suggesting a more severe disease development. The results suggest that 
this polymorphism is associated with the presence of SLE in Caucasian women, and 
the CCR5/CCR5∆32 genotype and CCR5∆32 allele confer higher susceptibility to 
disease and increased activity of disease in these patients. 
 
Key-words:  Genetic polymorphism. Chemokine receptor 5. Systemic lupus 

erythematosus. CCR5∆32,.Anti-dsDNA 
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A Adenina 

C Citosina 

BRAK Breast and kidney-expressed protein – proteína expressa por mamas e 
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C1q Componente do complemento 1 q 
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CCR5∆32 Polimorfismo genético delta 32 do gene CCR5 

CNV Copy number variations – variações no número de cópias 

CTACK Cutaneous T-cell attracting chemokine – quimiocina cutânea atrativa de 
células T 

DMC Dendritic cell and monocyte-attracting chemokine-like protein – proteína 
de célula dendríticas e atrativa de monócito 

DNA Ácido desoxirribonucleico  

dsDNA Double-stranded DNA - DNA de dupla fita 

EBV Epstein-Barr vírus – vírus Epstein-Barr 

EDTA Ácido etilenodiaminotetracético 

ENA Epithelial-derived neutrophil-activating peptide – peptídio derivado de 
epitélio ativador de neutrófilo 

EUA Estados Unidos da América 

FAK Focal adhesion kinase – Quinase de adesão focal 

FDA Food and Drug Administration 

G Guanina 

GCP Granulocyte chemotactic protein – proteína quimiotática de granulócito 

GRO Growth regulated oncogene – oncogene regulador de crescimento 

HBc Partícula do núcleo do vírus da hepatite B 

  



HBsAg Antígeno de superfície do vírus da hepatite B 

  

HIV Human immunodeficiency virus – Vírus da imunodeficiência humana 

HCC Hemofiltrate C-C chemokines – hemofiltrado de quimiocinas C-C 
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II 

HU Hospital Universitário de Londrina 

ICs Imunocomplexos 

IFN Interferon 

IFR5 Interferon regulatory factor 5 – fator regulador de interferon 5 

IL Interleucina  

IMC Índice de massa corpórea 

IP Interferon gamma induced protein – proteína indutora de interferon 
gama 

IQR Interquartil range – Intervalo de interquartil 

I-TAC Interferon-inducible T cell alpha chemoattractant – quimioatrativo de 
célula T alfa induzido por interferon 

LARC Liver activation regulated chemokine – quimiocina regulada por ativação 
do fígado 

LB Linfócito B 

LES Lúpus eritematoso sistêmico 

LT Linfócito T 

LTa Linfotoxina alfa 

MAP Mitogen activated protein kinase – proteína kinase ativada por mitógeno 

MCP Macrophage chemotactic protein – proteína quimiotática de macrófago 



MDC Macrophage derived chemokine – quimiocina derivada de macrófago 

 

MEC 

 

Mucosae associated epithelial chemokine – quimiocina associada a 
mucosa epitelial 

MHC Major histocompatibility complex – complexo principal de 
histocompatibilidade  

MIG Monokine induced by gamma interferon – monocina induzida por 
interferon gama 

MIP Macrophage inflammatory protein – proteína inflamatória de macrófago 

NF-κB Nuclear factor kappa B – Fator nuclear kappa B 

OR Odds ratio – razão de chance 

PARC Pulmonar activation regulated chemokine – quimiocina regulada por 
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PCR Polymerase chain reaction – reação em cadeia da polimerase 

PF Platelet factor – fator plaquetário 

PPBP Pro-platelet basic protein – proteína básica pró-plaquetária 

PTPN22 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 – proteína tirosina 
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PyK2 Proline-rich tyrosine kinase 2 – tirosina quinase 2 rica em prolina 
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SC Sistema complemento 
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STAT 4 Signal transducer and activator of transcription 4 – proteína transdutora 
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TARC Thymus activation regulated chemokine – quimiocina regulada por 
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Th2 Linfócitos T helper 2 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 DEFINIÇÃO DE LÚPUS ERITEMATOSO SISTÊMICO (LES) 

 

O LES é uma doença autoimune multisistêmica e inflamatória 

crônica, com envolvimento de vários órgãos, grande variedade de manifestações 

clínicas e amplo espectro de gravidade. A doença apresenta fases de exacerbação 

(ou doença ativa) e remissão, e sua principal característica é a produção de 

autoanticorpos contra componentes celulares, formação e deposição de 

imunocomplexos (ICs) e lesão tecidual em vários órgãos. Com a quebra da 

tolerância imunológica, ocorre formação de autoanticorpos contra antígenos 

nucleares como ácido desoxirribonucléico (DNA) e proteínas ligadas ao DNA de 

dupla hélice (anti-double-stranded DNA ou anti-dsDNA), histonas, nucleossomas, ou 

contra antígenos do ácido ribonucléico (RNA), como anti-Smith (anti-Sm), anti-small 

nuclear ribonucleoprotein particle (anti-snRNP), anti-Ro (anti-SS-A), anti-La (anti-SS-

B), entre outros. Os pacientes também podem produzir anticorpos contra antígenos 

de superfície celular como autoanticorpos contra plaquetas e eritrócitos, resultando 

em trombocitopenia e anemia hemolítica, respectivamente (SACK, 2004; DEVI et al., 

2013; FRITZLER, 2003). 

Os critérios para classificação do LES foram desenvolvidos em 

1971, revistos em 1982 e em 1997 pela Associação Americana de Reumatologia; 

em 2012, foram revistos e validados pela Systemic Lupus Collaborating Clinics  

(SLICC) (HOCHBERG, 1997a; PETRI et al., 2012). A classificação inclui critérios 

clínicos, como erupção ou rash malar, fotossensibilidade, úlceras orais, artrite, 

serosites (pleurites ou pericardites), e distúrbios neurológico; critérios laboratoriais, 

como anormalidades hematológicas (anemia hemolítica, leucopenia ou 

trombocitopenia) e critérios imunológicos, como marcadores de autoanticorpos (anti-

Sm, anti-dsDNA, teste não treponêmico reagente, anticorpos antinucleares, etc). 

Positividade para quatro dos dezoito critérios, desde que pelo menos um destes seja 

um critério imunológico, permite classificar o paciente como portador da doença 

(PETRI, 2012). Embora estes critérios tenham sido estabelecidos, a princípio, para 

fins de pesquisa, eles servem como marcadores para identificar as características 

que distinguem LES de outras doenças. Entretanto, manifestações clínicas no LES 
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são muito maiores do que as descritas por estes critérios, assim como a gravidade 

da doença pode variar amplamente desde manifestações clínicas relativamente 

leves com eritema cutâneo ou artrite não erosiva a sérias complicações orgânicas 

como nefrite lúpica e desordens neuropsiquiátricas (DORIA et al., 2006), até mesmo 

em pacientes com os mesmos critérios clínicos (MANZI et al., 2003).  

 

1.2 EPIDEMIOLOGIA 

 

As taxas de incidência geral variam de 1 a 10/100.000 pessoas/ano,  

sendo 1/100.000 na Dinamarca e 8,7/100.000 no Brasil. A elevada exposição à luz 

ultravioleta (UV) durante a maioria das estações do ano é uma das razões para a 

alta incidência encontrada em nosso país (VILLAR, SATO, 2002). Dados de várias 

regiões dos Estados Unidos da América (EUA) indicam que a incidência de LES 

aumentou de três a sete vezes entre 1950 e 1992 (URAMOTO et al., 1999). O 

aumento da incidência da doença também é atribuído, pelo menos parcialmente, à 

disponibilidade de melhores métodos de diagnóstico, aumento da informação sobre 

a doença e a introdução de critérios padronizados ao longo dos últimos anos, que 

possibilitam a identificação de casos com manifestações clínicas mais leves 

(GARCÍA-CARRASCO et al., 2013).  

As taxas de prevalência variam de 28,3/100.000 na Dinamarca a 

149,5/100.000 pessoas na Pensilvânia, EUA (CHAKRAVARTY et al., 2007).  

A sobrevida do paciente após cinco anos do diagnóstico de LES 

aumentou de < 50% nos anos de 1950 a 95% nos estudos mais recentes 

(BORCHERS et al., 2004; KASITANON; MAGDER; PETRI, 2006; UROWITZ et al., 

2008; BERNATSKY et al., 2006). Após a introdução de corticosteroides e drogas 

imunossupressoras, o prognóstico mudou de uma doença rapidamente fatal a uma 

doença crônica. Apesar disto, as taxas de mortalidade para os pacientes 

permanecem 2-4 vezes mais elevadas quando comparadas com a população em 

geral (GARCÍA-CARRASCO et al., 2013).  

Infecções são responsáveis por aproximadamente 25% de todas as 

mortes entre pacientes com LES, sendo assim uma das causas mais importantes de 

mortalidade da doença. O risco de infecções é maior, aparentemente, nos cinco 

primeiros anos de estabelecimento da doença. Geralmente tais infecções que levam 

à hospitalização e morte são causadas por patógenos comuns como Streptococcus 
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pneumoniae e Haemophilus influenzae, devido ao estado de imunossupressão do 

paciente em tratamento (KAMEN, 2009).      

O LES afeta predominantemente mulheres, em uma proporção 

média de nove mulheres para cada homem (9:1). No entanto, a mesma proporção é 

de apenas 2:1 para a doença que se desenvolve durante a infância ou após os 65 

anos de idade, mostrando claramente o papel de fatores hormonais na etiologia 

multifatorial da doença. Também é mais prevalente entre familiares de pacientes 

afetados, seguindo um padrão de herança não-Mendeliano, podendo atingir valores 

de até 29 vezes de chance de desenvolver a doença (ALARCÓN-SEGOVIA et al., 

2005). Com características ambientais similares, quando analisada em gêmeos, a 

taxa de concordância da doença é de 2-5% para gêmeos dizigóticos e de 24-58% 

para gêmeos monozigóticos (DEAPEN et al., 1992). A taxa menor de 100% de 

concordância em gêmeos monozigóticos sugere que a susceptibilidade à doença 

seja multifatorial e envolve, também, fatores não genéticos, como ambientais e 

hormonais (GREGERSEN, 1993). Uma prevalência familiar de 10-12% tem sido 

relatada em pacientes com, pelo menos, um parente de primeiro grau com a doença 

(PISTINER et al., 1991). A prevalência estimada em mulheres parentes de primeiro 

grau é de 2,64/100 pacientes, contra 0,4/100 em controles normais (HOCHBERG, 

1987), e a probabilidade de se desenvolver uma doença autoimune não-lúpica é 

mais alta entre parentes de primeiro grau de pacientes com LES (PRIORI et al., 

2003). 

 

1.3 FATORES DE RISCO 

 

1.3.1 Hormonais 

 

Um importante fator que atrai a atenção de imunologistas e 

reumatologistas é o gênero. Já foi bem estabelecido o papel importante que o 

gênero tem na incidência de autoimunidade em doenças como LES, uma vez que 

ocorre mais frequentemente no gênero feminino que no masculino, tanto em 

camundongos como em humanos (WATSON et al., 1992). De modo geral, mulheres 

apresentam imunidade celular e humoral mais intensa que homens. Isto se 

manifesta por maiores níveis de anticorpos e de linfócitos T (LT) CD4+ circulantes, 
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maior produção de citocinas em resposta a infecções e rápida rejeição a 

aloenxertos. Estas são, provavelmente, as principais razões porque a maioria dos 

imunologistas prefere usar modelos experimentais com fêmeas em seus estudos. 

Infelizmente, uma das desvantagens por tal intensidade da resposta imunológica é o 

aumento da susceptibilidade a doenças autoimunes (RUBTSOV et al., 2010).  

Em modelos experimentais, tem sido demonstrado que a adição de 

estrógeno ou prolactina pode levar a um fenótipo de autoimunidade, com aumento 

de linfócitos B (LB) autorreativos de alta afinidade que podem concorrer com LB 

autorreativos de baixa afinidade. Também tem sido mostrada que a prolactina pode 

acelerar o desenvolvimento da doença autoimune em camundongos com pré-

disposição (COHEN-SOLAL et al., 2008; CRISPÍN et al., 2010). 

Enquanto a relação entre estrógeno e autoimunidade no LES tem 

sido razoavelmente estudada, pouco se sabe a respeito do papel da progesterona. 

Várias observações indicam que os hormônios sexuais femininos aumentam o risco 

ao LES. Incidência e predominância de mulheres com LES aumentam após a 

puberdade e, além disso, o risco de desenvolver a doença também está aumentado 

com a menarca precoce, isto é, em períodos biológicos com exposição aumentada 

aos hormônios sexuais femininos. Dois grandes estudos observacionais 

(COSTENBADER et al., 2007; BERNIER et al., 2009) indicam que o uso de 

estrógeno exógeno está associado com, aproximadamente, 1,5 a 3,0 vezes mais 

chance de desenvolver LES, enquanto outro estudo (PETRI et al., 2001) sugeriu que 

a contracepção apenas por progesterona é um fator protetor contra incidência da 

doença. Assim, progesterona e estrógeno parecem estar envolvidos na modulação 

do risco ao LES, por diferentes mecanismos (HUGHES, 2012). 

 

1.3.2 Ambientais 

 

A contribuição do ambiente para a manifestação do LES é 

inquestionável. Mudanças epigenéticas como metilação do DNA têm sido atribuídas 

a fatores ambientais associados ao LES. Exposição à luz UV é um fator de risco já 

conhecido para a doença, e várias toxinas, como as provenientes do tabagismo, têm 

sido incluídas em estudos epidemiológicos (CRISPÍN et al., 2010). Outras 

exposições ambientais, como medicamentos, agentes infecciosos, tintas para 

cabelo, hábitos alimentares, implantes de sílica e de silicone, têm sido associadas 
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ao desenvolvimento da doença, embora a força de evidência aplicada a cada fator 

citado varie (COSTENBADER et al., 2004). 

 

1.3.2.1 Infecções 

 

Há uma suspeita crescente de que infecções, com manifestações 

clínicas ou subclínicas, possam representar um gatilho primário para constante 

ativação do sistema imunológico e, consequentemente, levar à autoimunidade 

(GRAMMATIKOS et al., 2012). 

Um agente infeccioso importante é o vírus Epstein-Barr (EBV). 

Muitos estudos já relacionaram o EBV com desenvolvimento de LES. Os pacientes 

apresentavam uma carga viral elevada anormal em células mononucleares 

periféricas, de 10 a 40 vezes maior, quando comparados com controles saudáveis 

(GROSS et al., 2005; KANG et al., 2004). A carga viral foi associada à atividade da 

doença, e se mostrou independente do uso de medicamentos imunossupressores. 

Além disso, um nível elevado de DNA de EBV foi encontrado no soro de 42% dos 

pacientes com LES, comparado a apenas 3% dos controles saudáveis. Os 

resultados de carga viral de EBV elevada sugerem que há uma replicação lítica ativa 

do vírus em pacientes com LES. Como a carga viral esteve associada com atividade 

da doença, poderia se especular que a reativação do EBV está associada também 

com o desenvolvimento do LES (LU et al., 2007).  

Vários mecanismos têm sido associados com a indução de 

autoimunidade pelo EBV. A infecção pelo vírus influencia o sistema imunológico do 

hospedeiro diretamente e indiretamente. Diretamente pela infecção de vários 

linfócitos (a infecção de LB, por exemplo), que poderia resultar em proliferação 

dessas células, produção elevada de anticorpos e consequente formação de ICs; e 

indiretamente pela expressão de várias proteínas imunomoduladoras, como as 

proteínas virais envolvidas na evasão da resposta imune e supressão de apoptose 

nos linfócitos infectados. É provável que a ação destas proteínas resulte em perda 

de tolerância e desenvolvimento de autoimunidade (DRABORG et al., 2013; 

WUCHERPFENNIG et al., 2001). 
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1.3.2.2 Substâncias químicas 

 

O acesso de substâncias químicas ao DNA e posterior expressão 

gênica é regulada por metilação do DNA e modificações nas histonas. Pacientes 

com LES exibem hipometilação de DNA nos LT CD4+, e este fenômeno parece ter 

relação com a superexpressão de vários genes. Enquanto isso ocorre 

espontaneamente nos pacientes, algumas drogas comumente usadas, como 

hidralazina e procainamida (usadas para o tratamento de pacientes com doenças 

cardíacas), inibem a metilação do DNA e podem induzir lúpus em indivíduos 

saudáveis. A desmetilação do DNA causa aumento na produção de citocinas pelos 

LT CD4+ e hiperprodução de IgG por LB, entre outras alterações, fazendo com que 

as células do sistema imunológico se tornem responsivas a estímulos comuns 

subliminares e desencadeiem autorreatividade (BALLESTAR et al., 2006). 

Além disso, o tabagismo é um dos fatores ambientais mais potentes 

que influenciam o desenvolvimento de doenças autoimunes. Tem sido demonstrado 

que pode influenciar várias doenças autoimunes e inflamatórias por diferentes  

mecanismos, incluindo imunomodulação (SHOENFELD et al., 2008). Uma meta-

análise com estudos de 1966 a 2002 relacionando tabagismo e risco de 

desenvolvimento do LES encontrou que a razão de chance de um indivíduo fumante 

vir a ter LES é 1,5 vezes maior do que um indivíduo não fumante. Em relação às 

manifestações clínicas, pacientes com LES que fumavam sofriam mais de pleurite e 

pericardite e expressavam mais sintomas neuropsiquiátricos e cefaleia lúpica 

quando comparados a pacientes não fumantes (COSTENBADER et al., 2004). 

Outras substâncias relacionadas à susceptibilidade ao LES são pós 

minerais, como pós de sílica cristalina ou quartzo. Tais pós podem ser inalados 

durante a jornada de trabalho em ocupações que façam uso de materiais contendo 

quartzo, como dentistas ou químicos, por exemplo. Finckh et al. (2006) observaram 

uma associação positiva entre exposição contínua (aproximadamente um ano de 

exposição) de trabalhadores à sílica e desenvolvimento de LES, com uma razão de 

chance quatro vezes maior para indivíduos expostos do que não-expostos. O exato 

mecanismo da ação da sílica permanece desconhecido, mas estudos in vitro 

demonstraram que este material pode atuar como um estimulador adjuvante na 

resposta de LT ou como indutor da apoptose (LEIGH et al, 1997; DAVIS et al., 

2001). 
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1.3.3 Genéticos 

 

Há uma forte evidência para um componente genético na 

susceptibilidade ao LES, baseado em uma alta taxa de concordância em gêmeos 

monozigóticos, bem como a ocorrência em 5-12% dos parentes dos pacientes 

afetados (ARNETT et al., 1984; BLOCK et al., 1975; DEAPEN et al., 1992; GILES et 

al., 2001). A complexa natureza do LES reflete mais a uma herança poligênica do 

que monogênica. Vários genes são conhecidos por conferir susceptibilidade ao LES 

(SESTAK et al., 2011; VYSE et al., 1998), por afetarem vias-chave, implicando em 

deposição de ICs, transdução de sinal envolvida na resposta imune do hospedeiro e 

vias de interferon (IFN), como membros da família de receptores Fcγ (FCGR2A e 

FCGR3A), receptores toll-like (toll-like receptors – TLR) e o fator regulador de 

interferon 5 (IFN-regulatory factor 5 – IFR5 (MOSER et al., 2009).  

Apenas em uma pequena proporção de pacientes (< 5%), um único 

gene parece ser responsável pelo estabelecimento da doença; entre eles, os genes 

que se relacionam aos componentes precoces do complemento, dos quais os genes 

de C2 e C4 estão ligados ao complexo de histocompatibilidade principal (major 

histocompatibility complex - MHC), também conhecido por antígeno leucocitário 

humano (human leukocyte antigen - HLA) (RELLE et al., 2012). 

 

1.3.3.1 Fatores genéticos associados ao HLA  

 

A primeira associação genética no LES foi descrita na região do 

HLA, no cromossomo 6p21, região que codifica mais de 200 genes, dos quais 

muitos têm papéis imunológicos conhecidos (GOLDBERG et al., 1976). O MHC ou 

HLA é uma grande região genômica localizada no cromossomo 6 humano e pode 

ser dividida em três regiões menores, denominadas de MHC ou HLA classe I, de 

classe II e de classe III (MORRIS et al., 2012). Há muito tempo, genes e antígenos 

do HLA têm sido associados com LES. As regiões do HLA de classes I e II contêm 

genes que codificam várias glicoproteínas envolvidas no processo de apresentação 

de antígenos para os LT CD8+ e LT CD4+, respectivamente, e a região de classe III 

contém outros genes importantes para o sistema imunológico, como os genes fator 

de necrose tumoral alfa (TNFA), fator de necrose tumoral beta (TNFB) ou Linfotoxina 

alfa (LTa), C2, C4A e C4B (DENG; TSAO , 2010). 
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Dos genes HLA de classe II, observou-se que os alelos HLA-DR2 

(DRB1*1501) e HLA-DR3 (DRB1*0301) estão associados com LES em muitas 

populações Europeias, com duas vezes mais chance de desenvolver a doença, para 

cada alelo (TSAO et al., 2002). O haplótipo HLA estendido, como por exemplo, HLA-

A1, B8, C4AQ0, C4B1, DR3 e DQ2, incluindo dois alelos dos genes de classe III, 

C4AQ0 e o alelo variante do TNFA (TNF-308A) encontrado na população europeia é 

comumente implicado na susceptibilidade ao LES. Além desse, outros três 

haplótipos individuais identificados, também associados à susceptibilidade à doença, 

foram HLA-DRB1*1501 (DR2)-DQB1*0602, DRB1*0801 (DR8)-DQB1*0402 e 

DRB1*0301 (DR3)-DQB1*0201 (GRAHAM et al., 2002). Em adição aos estudos em 

populações Europeias, a associação entre susceptibilidade ao LES e os alelos HLA-

DR2 e HLA-DR3 foi confirmada também em indivíduos asiáticos (DOHERTY et al., 

1992; HONG et al., 1994; LEE et al., 2003) 

Em relação aos genes do HLA de classe III, alguns têm maior 

destaque. Deficiências completas dos genes C2 ou C4, por exemplo, são raras e 

estão associadas com alto risco de desenvolvimento do LES. Mais de 75% de 

pacientes com deficiência de C4 e cerca de 20% daqueles com deficiência de C2 

desenvolvem uma doença semelhante ao LES ou lupus-like (WU et al., 2009; 

TRUEDSSON et al. 2007). Deficiência completa de C4A está associada com 

susceptibilidade ao LES em muitos grupos étnicos, incluído populações Europeias e 

do Leste-asiático. O gene C4A é expresso em variações do número de cópias (copy 

number variations – CNV) e observou-se que possuir três ou mais cópias confere 

proteção à doença, pois há produção suficiente de proteínas C4 para alcançar os 

níveis basais na circulação para a realização da depuração de IC. Entretanto, menos 

de três CNV do gene C4A conferem susceptibilidade ao LES (YANG et al., 2007).  

Outra associação gênica importante ao LES é um polimorfismo de 

único nucleotídeo (single nucleotide polymorphism – SNP) na região promotora do 

gene fator de necrose tumoral alfa (TNFA). Neste há uma troca de Guanina (G) por 

Adenina (A) na posição -308, que resulta em uma produção elevada do fator de 

necrose tumoral alfa (TNFA) e tem sido associada ao desenvolvimento da doença 

em alguns estudos (SUÁREZ, 2005; ROOD, 2000). Entretanto, este SNP foi 

excluído como fator de risco independente em estudos realizados em indivíduos do 

Reino Unido e EUA (YANG et al., 2007, FERNANDO et al., 2007). 
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1.3.3.2 Fatores genéticos não associados ao HLA 

 

Com o avanço da tecnologia e a colaboração entre pesquisadores, 

estudos genéticos em várias populações diferentes permitiram identificar muitos 

genes importantes no desenvolvimento da doença. Os primeiros, como já citados, 

estavam relacionados ao HLA. Entretanto, muitos outros genes que estão 

relacionados a vários mecanismos da resposta imunológica, não relacionados 

necessariamente ao HLA, foram também identificados. 

O IFR5 regula a expressão de genes dependentes de citocinas 

inflamatórias e genes envolvidos na apoptose. IRF5 é um dos loci não HLA mais 

fortemente e consistentemente associado ao desenvolvimento de LES. Estudos de 

associação em variados grupos étnicos identificaram quatro variantes funcionais e 

os haplótipos definidos por diferentes combinações dessas variantes estão 

associados com níveis de risco elevados, diminuídos e indiferentes para a doença 

(GRAHAM et al., 2006; GRAHAM et al; 2007; SIGURDSSON et al., 2008a; DEMIRCI 

et al., 2007; SHIN et al., 2007; KAWASAKI et al., 2008b; SIU et al., 2008; KELLY et 

al., 2008; LÖFGREN et al., 2010). Tal é a importância do IRF5, que ele é necessário 

para o desenvolvimento de doenças lupus-like em camundongos, e estudos ainda 

sugerem que este gene tenha um possível papel na patogênese do LES por outras 

vias além da produção de IFN tipo-I (RICHEZ et al., 2010). 

O gene que codifica a proteína transdutora de sinal e ativadora da 

transcrição 4 (STAT4) tem sido associado ao LES em várias populações Europeias 

e Asiáticas (HOM et al., 2008; HARLEY et al., 2008; KOZYREV et al., 2008).  Alguns 

estudos evidenciaram o alelo T de menor frequência do SNP rs7574865, localizado 

no terceiro íntron do STAT4 como fortemente associado a um fenótipo mais grave 

de LES. Este fenótipo grave foi caracterizado por idade precoce de início da doença 

(< 30 anos), alta frequência de nefrite, presença de anticorpos anti-dsDNA e 

sensibilidade elevada para sinalização de IFNA em células mononucleadas 

periféricas, com uma razão de chance de 1,5 – 1,7 (HARLEY et al., 2008; GRAHAM 

et al., 2008; GATEVA et al., 2009; HAN et al., 2009a; YANG et al., 2010; REMMERS 

et al., 2007; TAYLOR et al., 2008; PALOMINO-MORALES et al., 2008; KAWASAKI 

et al., 2008a). Observou-se também que indivíduos portadores de um ou mais alelos 

polimórficos de risco de ambos STAT4 e IRF5 apresentam risco aumentado para 
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desenvolvimento de LES, sugerindo uma interação genética entre estes dois genes 

(SIGURDSSON et al., 2008b). 

O gene PTPN22 codifica a proteína tirosina fosfatase, não-receptor 

tipo 22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 – PTPN22), uma 

fosfatase linfoide específica, que inibe ativação de LT (COHEN et al., 1999). Um 

SNP não sinônimo, com a troca do aminoácido Arginina por Triptofano na posição 

620 (Arg620Trp) está associado com risco de desenvolvimento de múltiplas doenças 

autoimunes, incluindo LES (GREGERSEN et al., 2009), fornecendo evidência da 

existência de mecanismos compartilhados por estas doenças, apesar das diferenças 

nas manifestações clínicas. Esta substituição Arg620Trp aumenta a atividade da 

fosfatase intrínseca linfóide-específica da PTPN22, a qual reduz o limiar para 

sinalização de receptor de células T (T cell receptor – TCR), promovendo 

autoimunidade (BOTTINI et al., 2004). Em contrapartida, uma variante com a 

substituição de Arginina por Glutamina na posição 263 (Arg263Gln) no domínio 

catalítico da PTPN22, que reduz a atividade fosfatase da PTPN22 e, 

consequentemente, aumenta o limiar da sinalização para TCR, foi associada com 

proteção para LES em pacientes Caucasianos (ORRÚ et al., 2009). 

Receptores da porção Fcγ de anticorpos (FcγR), codificados por 

alguns genes como FCGR2A e FCGR3A, reconhecem ICs e estão envolvidos em 

respostas dependentes de anticorpos. Múltiplas variantes funcionais desses genes 

têm sido identificadas como fatores de risco para LES. Um SNP não sinônimo com a 

substituição de Histidina por Arginina na posição 131 (His131Arg) do FCGR2A está 

associado com uma baixa afinidade para partículas opsonizadas por IgG2, e 

consequente depuração reduzida de ICs (BREDIUS et al., 1993). Apesar de estudos 

com este SNP terem mostrado dados inconsistentes sobre associação com LES em 

algumas populações, como Europeus, Afroamericanos e Coreanos (DUITS et al., 

1995; YAP et al., 1999; CHEN et al., 2004; SALMON et al., 1996; SONG et al., 

1998), foi confirmada sua associação com susceptibilidade à doença em mulheres 

Caucasianas (HARLEY et al., 2008).  

Outro SNP não sinônimo (rs396991) no gene FCGR3A altera as 

afinidades de ligação no receptor codificado para ICs contendo IgG1, IgG3 ou IgG4. 

A baixa afinidade resultante do alelo variante, que confere depuração menos 

eficiente de ICs, esteve associada com LES mais do que outros alelos (KOENE et 

al., 1998a), porém, em pacientes com envolvimento renal, o alelo de alta afinidade 
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esteve associado com progressão ao estágio final da doença (ALARCÓN et al., 

2006).  

Uma vez que IgG2 e IgG3 são as subclasses mais importantes 

presentes em ICs depositados em amostras de biópsia renal de pacientes com 

nefrite lúpica (ZUNIGA et al., 2003), a relativa importância do FCGR2A-H/R131 e 

FCGR3A-V/F158 à progressão da doença pode depender da subclasse de IgG dos 

anticorpos patogênicos em um paciente em particular. Como estes três genes são 

frequentemente herdados em conjunto (MAGNUSSON et al., 2004), a presença de 

múltiplos alelos de risco poderia aumentar ainda mais a chance de desenvolvimento 

do LES (SULLIVAN et al., 2003). Há ainda muitos outros SNPs em outros genes 

codificadores de FcγR, como FCGR2B e FCGR3B, que já foram estudados e 

também têm sua contribuição na susceptibilidade ao LES (SALMON et al., 1990; 

KOENE et al, 1998b; KYOGOKU et al., 2002). 

O sistema complemento (SC) facilita a depuração de fragmentos 

celulares e restos apoptóticos que poderiam conter antígenos nucleares pela 

opsonização destas partículas-alvo para autoanticorpos no LES. O componente do 

Complemento 1q (C1q; codificado por C1QA, C1QB e C1QC) é parte da via clássica 

de ativação do SC e, juntamente com os componentes enzimaticamente ativos C1r e 

C1s, formam o complexo C1. Deficiência completa de C1q, embora rara, é um fator 

de risco poderoso para LES e mais de 90% dos indivíduos com esta deficiência 

desenvolvem manifestações lúpicas ou lupus-like (WALPORT et al., 1998). 

Imaginava-se que o mecanismo patogênico envolvido seria somente a depuração 

defeituosa de ICs; entretanto, estudos demonstraram que C1q possui efeito 

regulatório na produção de citocinas induzidas por TLR (YAMADA et al., 2004), 

assim como na produção de IFNA induzida por ICs (LOOD et al., 2009), fornecendo 

explicações adicionais sobre o elevado risco associado a LES em pessoas com 

deficiência de C1q. 

Também relacionado com a função do SC na depuração de ICs no 

LES, ITGAM é um gene que codifica uma integrina alfa-M (também conhecida como 

receptor de complemento 3). Esta integrina é uma molécula de adesão que liga o 

fragmento clivado C3b, e também muitos outros ligantes potencialmente relevantes 

no LES (LUO et al., 2007). Uma variante não sinônima com a substituição de 

Arginina por Histidina na posição 77 (Arg77His), que resulta em mudanças 

estruturais e funcionais da integrina, mostrou estar associada ao LES (NATH et al., 
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2008). Em uma subsequente meta-análise, este SNP mostrou uma frequência de 9-

11% em indivíduos Americanos descendentes de populações Europeias, Africanas e 

Hispânicas, e demonstrou uma forte associação com LES (HAN et al., 2009b). 

O gene IL10 codifica a interleucina 10 (IL-10), uma importante 

citocina com propriedades imunossupressoras e imunoestimulatórias. Sabe-se que a 

produção aumentada de IL-10 por LB e monócitos, no sangue periférico de 

pacientes com LES, está correlacionada com atividade da doença. Um estudo levou 

à identificação de haplótipos (definidos por três SNPs na região promotora), que 

estão associados com maiores níveis secretados de IL-10 (ESKDALE et al., 1998) e 

associações entre estes SNPs e susceptibilidade ao LES foram registradas em 

populações Europeias, Hispânicas, Americanas e Asiáticas (ESKDALE et al., 1997; 

MEHRIAN et al., 1998; CHONG et al., 2004). 

Genes que codificam quimiocinas e seus receptores também têm 

sido implicados na patogênese e evolução clínica do LES e são discutidos no item 

1.4. Após os genes HLA, os que codificam as quimiocinas são provavelmente os 

mais polimórficos conjuntos de genes no sistema imunológico e está se tornando 

fortemente evidente que os polimorfismos nestes genes influenciam a resposta 

imunológica e, consequentemente, a susceptibilidade a uma variedade de doenças. 

 

1.4 QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES  

 

O recrutamento correto de células para sítios inflamatórios é 

dependente de uma sinalização imunológica eficiente. Quimiocinas são uma 

superfamília de proteínas que exercem um papel importante na inflamação. 

Possuem baixo peso molecular e a maioria apresenta 90 a 130 resíduos de 

aminoácidos. Seletivamente e muitas vezes especificamente, controlam a adesão, a 

quimiotaxia e a ativação de muitos tipos de populações e subpopulações de 

leucócitos. Consequentemente, elas são as principais reguladoras do tráfego 

leucocitário, atraindo células inflamatórias como leucócitos e macrófagos por 

interagirem com os receptores expressos nas superfícies dessas células (MARTENS 

et al., 2010).  

Algumas quimiocinas podem ser produzidas em resposta a um 

estímulo inflamatório e atuam recrutando leucócitos para locais de inflamação; 

outras são geradas constitutivamente em vários tecidos e recrutam leucócitos 
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(maioria linfócitos) para esses tecidos na ausência de inflamação. Com isto, é 

possível dividir as quimiocinas em diferentes perfis, homeostáticas e inflamatórias; 

um cuja expressão sugere mais uma função homeostática; outro, com uma função 

mais aparente na regulação da inflamação (GUERREIRO et al., 2011).  

Contudo, várias quimiocinas não podem ser classificadas 

exclusivamente como homeostáticas ou inflamatórias, sendo referidas como 

quimiocinas de “dupla função”. Quimiocinas de dupla função participam nas funções 

de defesa imunológica e estão exacerbadas em condições inflamatórias, e também 

atuam em leucócitos não efetores, incluindo leucócitos inativos e imaturos, em locais 

de desenvolvimento de leucócitos e vigilância imunológica. Muitas destas 

quimiocinas são altamente seletivas para linfócitos e agem tanto no desenvolvimento 

de LT no timo quanto no recrutamento de células em sítios inflamatórios. 

Notavelmente, e em contraste com quimiocinas homeostáticas e de dupla função, 

quimiocinas inflamatórias possuem ampla seletividade de receptores (MOSER et al., 

2004). 

As quimiocinas possuem quatro resíduos de cisteína conservados e 

são classificadas em quatro subgrupos distintos de acordo com a posição dos dois 

primeiros resíduos invariáveis de cisteína localizados na porção N-terminal da 

molécula. O subgrupo C-C ou beta quimiocinas é constituído pelas quimiocinas que 

apresentam as cisteínas uma ao lado da outra. São denominadas de CCL1 (I-309), 

CCL2 (macrophage chemotactic protein 1, MCP-1), CCL3 (macrophage inflammatory 

protein 1 alpha, MIP-1α), CCL4 (macrophage inflammatory protein 1 beta, MIP-1β), 

CCL5 (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted, RANTES), 

CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-2), CCL11 (Eotaxin), CCL13 (MCP-4), CCL14 

(hemofiltrate C-C chemokines 1, HCC-1), CCL15 (HCC-2), CCL16 (HCC-4), CCL17 

(thymus activation regulated chemokine, TARC), CCL18 (pulmonar activation 

regulated chemokine, PARC), CCL19 (MIP-3β), CCL20 (liver activation regulated 

chemokine, LARC), CCL21 (secondary lymphoid-tissue chemokine, SLC), CCL22 

(macrophage derived chemokine, MDC), CCL23 (MIP-3), CCL25 (thymus expressed 

chemokine, TECK), CCL26 (MIP-4α), CCL27 (cutaneous T-cell attracting chemokine 

- CTACK) e CCL28 (mucosae-associated epithelial chemokine, MEC) (MORÁN et 

al., 2013).   

O subgrupo CXC ou alfa quimiocinas é constituído pelas quimiocinas 

que apresentam as cisteínas separadas por algum outro aminoácido. São 
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denominadas de CXCL1 (growth regulated oncogene alpha, GRO-α), CXCL2 (GRO-

β), CXCL3 (GRO-γ), CXCL4 (platelet factor 4, PF4), CXCL5 (epithelial-derived 

neutrophil-activating peptide 78, ENA 78), CXCL6 (granulocyte chemotactic protein 

2, GCP-2), CXCL7 (pro-platelet basic protein, PPBP), CXCL8 (IL-8), CXCL9 

(monokine induced by gamma interferon, MIG), CXCL10 (interferon gamma induced-

protein 10, IP-10), CXCL11 (interferon-inducible T cell alpha chemoattractant, I-TAC), 

CXCL12 (stromal cell-derived factor 1,  SDF-1), CXCL13 (B lymphocyte 

chemoattractant, BLC), CXCL14 (breast and kidney-expressed protein, BRAK), 

CXCL16 e CXCL17 (dendritic cell and monocyte-attracting chemokine-like protein, 

DMC) (MORÁN et al., 2013).   

O subgrupo de CX3C é constituído pelas quimiocinas que 

apresentam as cisteínas separadas por três outros aminoácidos. São denominadas 

de CX3CL1 (fractalcina/neurotactina). E o subgrupo XC de quimiocinas, em que há 

somente uma molécula de cisteína, é denominado XCL (linfotactina) (MORÁN et al., 

2013).   

A ação das quimiocinas é mediada por receptores cuja cadeia 

polipeptídica apresenta sete domínios α-helicoidais transmembranais e quando se 

ligam à quimiocina apropriada, estes receptores ativam grandes proteínas ligadas à 

proteína G. Esta ativação dá início ao processo de transdução de sinal que gera 

potentes segundos mensageiros como AMPc, IP3, Ca2+ e as proteínas G pequenas 

ativadas. Assim como ocorre com as citocinas, a interação entre as quimiocinas e 

seus receptores tem alta afinidade e alta especificidade. Entretanto, na maioria dos 

receptores se ligam mais de uma quimiocina e muitas quimiocinas conseguem se 

ligar a mais de um receptor (MORÁN et al., 2013).  

Os receptores de C-C quimiocinas são denominados de CCR1 a 

CCR10. Os receptores de CXC quimiocinas são denominados de CXCR1 a CXCR6 

e o receptor de CX3C é denominado de CX3CR. Padrões diferentes de expressão 

dos receptores são observados nas diferentes populações e subpopulações de 

leucócitos humanos. Os neutrófilos expressam CXCR1, CXCR2 e CXCR4; os 

eosinófilos possuem o CCR1 e o CCR3; enquanto que as células T virgens 

apresentam poucos tipos de receptores de quimiocinas, algumas células T ativadas 

possuem os receptores CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CXCR3, CXCR4 e, 

possivelmente, outros. As subpopulações de LT também exibem diferentes 

expressões de receptores de quimiocinas. Os LT helper 2 (Th2) expressam o CCR3, 
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CCR4 e vários outros receptores que não são expressos pelos LT helper 1 (Th1). 

Por outro lado, os LTh1 expressam o CCR5 e o CXCR3, que a maioria das células 

Th2 não expressa. As diferenças na expressão dos receptores de quimiocinas pelos 

leucócitos associadas à produção diferenciada de quimiocinas pelos tecidos e sítios 

de destino, fornecem grandes oportunidades para a regulação diferencial das 

atividades das diferentes populações de leucócitos (MORÁN et al., 2013).     

Pacientes com LES apresentam aumento da expressão de 

receptores de quimiocinas, tais como CXCR2, CXCR3, CCR3 e CCR1, e níveis 

circulantes elevados das quimiocinas CCL2, CCL3, CXCL12, CXCL10 e CCL5 

(ERIKSSON et al., 2003). Estudos têm sugerido que quimiocinas estão associadas 

com o envolvimento renal e atividade do LES (YE  et al., 2005; LIT  et al., 2005; 

CHAN  et al., 2004). Vilá et al (2007) verificaram que pacientes com LES 

apresentaram níveis mais elevados de CCL4 e CCL5 que indivíduos saudáveis e 

que CCL3 foi associado com lúpus discoide e CCL4 com dano acumulado no LES, 

sugerindo que as quimiocinas podem exercer um papel na patogênese do LES.  

 

1.4.1 CCR5 

 

O CCR5 é um receptor de quimiocinas que pertence à superfamília 

de receptores acoplados à proteína G. Aproximadamente 20-30% dos LT periféricos 

e 10% dos monócitos são positivos para CCR5 (MACK et al., 1999). O CCR5 é 

expresso em LTh1, LT de memória, neutrófilos, monócitos, macrófagos, células 

natural killers, células dendríticas derivadas do sangue periférico, células endoteliais, 

células epiteliais, células do músculo liso vascular e fibroblastos. A expressão do 

CCR5 também foi relatada em células progenitoras hematopoiéticas CD34+, células 

de Langerhans, neurônios, astrócitos e timócitos (IMAI et al., 1999; MURPHY et al., 

2000; MACK et al., 2001). Sua expressão é aumentada por citocinas pró-

inflamatórias (LEHNER, 2002; AHMADABADI et al., 2013), assim como pelo fator 

nuclear kappa B (NF-kB) (SONG  et al., 2012).  

O CCR5 pode inibir a produção de cAMP, enquanto que estimula a 

liberação de Ca2+ e promove a ativação da PI3-quinase, proteína quinase ativada por 

mitógeno (MAP) e outras cascatas de tirosina quinases  incluindo a quinase de 

adesão focal (FAK) e tirosina quinase 2 rica em prolina (Pyk2), que exercem 

importante papel no movimento e migração celular (BLANPAIN  et al., 2003). CCR5 
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exerce um papel chave na resposta imune variando de infiltração à ativação das 

células imunes.    

As principais quimiocinas que se ligam a este receptor são CCL5, 

CCL3, CCL4, CCL8, e CCL14 (LINDNER et al., 2007; MORÁN et al., 2013). O CCR5 

é também o principal co-receptor para a entrada da cepa com tropismo para o 

macrófago (M-trópica) do vírus da imunodeficiência humana (human 

immunodeficiency virus – HIV) na célula do hospedeiro. A ligação sequencial da 

subunidade gp120 da glicoproteína de superfície do envelope do HIV com os 

receptores CD4 e CCR5 expressos na membrana celular induz uma conformação 

“fusogênica” no envelope viral, que penetra na membrana celular e resulta em uma 

fusão entre as membranas viral e celular. O CCR5 é um alvo atrativo para 

tratamento e prevenção da infecção pelo HIV e a primeira droga bloqueadora de 

CCR5, o maraviroc, foi aprovada em 2007 pela agencia norte-americana Food and 

Drug Administration (FDA) (DE VOUX et al., 2013). 

Estudos demonstraram que o CCR5 é expresso em altos níveis nas 

células Th1 e é virtualmente ausente nas células Th2. Na avaliação da função dos 

receptores pela mensuração da quimiotaxia na resposta às quimiocinas 

selecionadas, os LTh1 responderam às quimiocinas CCL4 e CXCL10, mas não à 

CCL11, enquanto que os LTh2 responderam às CCL11 e CXCL10, mas não à 

CCL4, como esperado, de acordo com a expressão diferenciada dos receptores de 

quimiocinas nestas células. Estes estudos confirmaram que o CCR5 é uma 

característica do fenótipo Th1 sendo expresso em altos níveis em 100% dos clones 

de LTh1 enquanto que somente 10% dos clones de LTh2 expressam CCR5 

(LOETSCHER et al., 1998; SALLUSTTO; LANZAQVECCHIA; MACKAY, 1998).  

O gene CCR5 está localizado na posição 21 do braço curto do 

cromossomo 3 humano (3p21), que é um locus para outros genes de receptores de 

quimiocinas (AL-ADBULHADI. AL-RABIA, 2010). Foi descrita uma deleção de 32 

pares de bases (pb) no exon 3 do CCR5, denominada de CCR5∆32 (rs333), que 

leva a uma mudança de quadro, criando um códon de parada prematuro e 

resultando na produção de um receptor disfuncional. Esta deleção leva a uma menor 

expressão deste receptor, pois a proteína alterada falha em alcançar a superfície da 

célula e, consequentemente, em indivíduos homozigotos para este polimorfismo, há 

completa ausência da expressão do CCR5 nas células. Este polimorfismo está 

presente em várias populações Européias, com uma frequência de 5 a 16%, 
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enquanto é praticamente ausente em alguns grupos étnicos, como Africanos, 

Japoneses e Chineses, apresentando um gradiente norte-sul na população 

Caucasiana da Europa (SAMSON et al., 1996; MAGIEROWSKA et al., 1998; WANG 

et al., 2003; VARGAS et al., 2009). 

Estudos realizados na população brasileira demonstraram que o 

alelo variante CCR5∆32 está presente na frequência de 0,032 em indivíduos do 

Estado de São Paulo (MIKAWA; TAGLIAVINI; COSTA, 2002) e de 0,0517 em 

indivíduos de Londrina e região do Estado do Paraná (KAIMEN-MACIEL et al., 

2007). Posteriormente, uma frequência geral de 0,0418 do alelo variante CCR5∆32 

foi observada na população de Londrina e região, sendo 0,0504 em Caucasianos, 

0,0280 em Pardos e ausente em Negros e descendentes de Asiáticos (REICHE et 

al. 2008).  

O CCR5 tem um papel importante na regulação da migração e 

ativação de células do sistema imune durante a resposta imunológica contra micro-

organismos e autoantígenos e desordens de hipersensibilidade. Portanto, qualquer 

alteração na sequência do gene que codifica o CCR5 ou na sua expressão pode ser 

associada com doenças relacionadas ao sistema imune (GHORBAN et al., 2013).  

A ausência do CCR5 potencialmente interfere em várias situações, 

tais como doenças inflamatórias e desenvolvimento de câncer (VARGAS et al., 

2009). Estudos prévios revelaram associação entre o alelo CCR5∆32 com esclerose 

múltipla (SELLBEJERG et al., 2000; KAIMEN-MACIEL et al., 2007), diabetes mellitus 

tipo 2 (MUNTINGHE et al., 2009), asma (BISSET; SCHMID-GRENDELNEIER, 

2005), anemia falciforme (CHIES; NARDI, 2001; VARGAS  et al., 2005), doença de 

Chron (HERFARTH  et al., 2001), artrite juvenil idiopática (SCHEIBEL et al., 2008) e 

artrite reumatoide (KOHEM et al, 2007).    

O alelo CCR5∆32 em Caucasianos da Eslovênia pode estar 

envolvido na proteção contra o desenvolvimento de síndrome de Sjögren primária 

(PETREK et al., 2000). Homozigose para o alelo CCR5∆32 se mostrou protetor 

contra artrite reumatoide (POKORNY et al., 2005; MARTENS et al., 2009) e o 

bloqueio do CCR5 poderia ser um novo alvo terapêutico para esta doença. 
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1.4.1.1 CCR5 e LES 

 

Muitos estudos têm buscado o entendimento da relação entre o alelo 

variante CCR5∆32 e LES. O papel protetor do alelo CCR5∆32 foi verificado em dois 

estudos recentes. Schauren et al. (2013) analisaram as frequências alélicas e 

genotípicas deste polimorfismo em pacientes brasileiros com LES e observaram que 

o alelo CCR5∆32 parece conferir um fator de proteção contra o desenvolvimento da 

doença em pacientes descendentes de Europeus Caucasianos. Entretanto, uma 

análise multivariada incluindo todas as mulheres, controladas pela presença ou 

ausência de anticorpos anti-dsDNA, etnia e idade no diagnóstico de LES, mostrou 

um aumento de 3,9 vezes a chance de desenvolver nefrite lúpica (NL) de classe IV 

nas mulheres portadoras do alelo CCR5∆32. Carvalho et al (2013) encontraram uma 

menor frequência do genótipo em heterozigose para o alelo CCR532 em um grupo 

de pacientes Portugueses com LES (8%) em comparação a controles saudáveis 

(15%) sugerindo um papel protetor do CCR532. Estes resultados sinalizam para o 

papel protetor dos LTh1 que expressam CCR5 na patogênese do LES.  

Outros estudos verificaram que o alelo CCR5∆32 não estava 

associado com proteção ao LES; no entanto, apresentou associação com a 

produção de autoanticorpos específicos do LES. Apesar de não ter sido encontrada 

associação entre este polimorfismo e susceptibilidade ao LES em pacientes 

Espanhóis, foi observada uma relação entre o alelo CCR5∆32 e produção 

aumentada de anticorpos anti-dsDNA em pacientes com NL (AGUILAR et al., 2003). 

Mamtani et al. (2008) relataram uma associação positiva entre CCR5∆32 e chance 

de desenvolvimento da doença, mostrando associação com elevada concentração 

de autoanticorpos e NL em pacientes dos EUA e Colômbia. Outro estudo realizado 

em pacientes Asiáticos procurou importantes diferenças na expressão de receptores 

em células T CD4+ e T CD8+ provenientes do sangue periférico e tecido renal. Os 

resultados não demonstraram variações significativas da presença do CCR5, mas foi 

observada uma diminuição número de células T CD4+ CCR4+ no sangue periférico 

de pacientes, e um número elevado destas células CCR4+ infiltradas em biópsia 

renal em pacientes com NL. Uma vez que o CCR4 é preferencialmente expresso em 

células Th2, tais células poderiam ser seletivamente recrutadas da circulação para o 

tecido renal em pacientes com NL, levando a um pior prognóstico da doença 
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(YAMADA et al., 2002). Martens et al (2009) também não observaram associação 

entre o CCR532 e a susceptibilidade ao LES ou NL.  

 

1.5 TERAPIA  

 

Embora o padrão e gravidade do envolvimento orgânico determinem 

a terapia com drogas específicas, um número de conceitos gerais é aplicado a cada 

paciente. O LES é uma doença que varia entre atividade e remissão clínica e os 

medicamentos têm como objetivos principais diminuir a resposta autoimune e seus 

efeitos lesivos nos diferentes órgãos e tecidos; minimizar os riscos de reativação da 

doença durante período de relativa estabilidade e controlar sintomas de menores 

riscos, mais frequentemente problemáticos do dia a dia (MANSON et al., 2006). 

Evitar a exposição direta ou refletida de raios solares e outras fontes de luz UV, luz 

fluorescente ou halogênica. O uso de protetor solar, preferencialmente os que 

bloqueiam UV-A e UV-B, com alto fator protetor solar ( 55) são recomendados 

(GARCÍA-CARRASCO  et al., 2013).  

Nos últimos 30 anos, a terapia medicamentosa usada tem sido 

baseada no uso de drogas anti-inflamatórias não esteroidais (AINES), 

corticosteroides, antimaláricas e imunossupressoras. Hidroxicloroquina é o 

antimalárico usado como primeira linha de tratamento em conjunto com AINES. É 

eficaz para o tratamento e prevenção de manifestações brandas da doença; 

entretanto, não é eficiente na prevenção das manifestações graves da doença. 

Possuem papel principal no tratamento do LES, especialmente como agentes 

poupadores de corticosteroides, os antimaláricos, que inibem a função do 

fagossoma, inibindo, assim, a ativação de receptor de linfócito T (TCR – T cell 

receptor) com uma consequente menor expressão de interferon alfa (IFN-α) e, 

diminuindo assim, o processamento de antígenos necessário para a apresentação 

de autoantígenos (DOIRA et al., 2008; WALLACE, 2001).  

Corticosteroides, como glicocorticoides, são os principais anti-

inflamatórios usados no controle do LES. Glicocorticoides são bastante usados, 

especialmente no início de reativação da doença, por seus grandes efeitos em 

ambas as respostas da imunidade inata e adaptativa. Inibem respostas de células T 

e B e funções efetoras de monócitos e neutrófilos, por meio da inibição da atividade 

de NF-κB (AUPHAN et al., 1995).  
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Entre os imunossupressores, incluem-se a ciclofosfamida, 

ciclosporina, tacrolimus, leflunomide, metotrexato, azatioprina e mofetil micofenolato 

(GARCÍA-CARRASCO et al., 2013). A ciclofosfamida é um agente alquilante, 

imunossupressor, usado no tratamento de pacientes com sintomas mais graves 

devido ao seu alto risco de toxicidade, o que inclui infertilidade, infecção e risco de 

câncer em longo prazo. É usada como pulsoterapia endovenosa, em associação 

com corticosteroides no tratamento de pacientes com NL, e também usada para 

tratar pacientes com algumas síndromes neuropsiquiátricas no LES (como psicose 

aguda e estado confusional) (LEVY et al., 2012).  

Azatioprina é um análogo de purina e tem um papel importante no 

tratamento do LES, especialmente como um agente poupador de corticosteroides. 

Azatioprina é inativa até ser metabolizada a mercaptopurina, quando então 

desempenha sua ação imunossupressora inibindo a síntese de DNA e prevenindo 

proliferação celular no sistema imune. Apesar de ter eficácia superior à dos 

corticosteroides no tratamento da NL proliferativa difusa, é menos eficaz que a 

ciclofosfamida (YILDIRIM-TORUNER e DIAMOND, 2011). 

Apesar de estes medicamentos serem usados há muito tempo, 

alternativas terapêuticas estão sob constantes estudos, as quais têm como alvo 

células ou moléculas específicas relacionadas à disfunção do sistema imune. Por 

exemplo, a depleção de células B pelo uso do rituximabe, um anticorpo monoclonal 

anti-CD20, anteriormente usado no tratamento de linfomas de células B, tem sido 

aplicada aos pacientes com doença grave e que não mais respondem ao tratamento 

convencional (LEANDRO et al., 2002). Outro medicamento é o belimumabe, um 

anticorpo monoclonal humano que inibe a atividade biológica das formas solúveis do 

fator ativador de LB, denominado BLys (B lymphocyte stimulator). Anti-BLys é uma 

nova terapia para pacientes com LES ativo (GARCÍA-CARRASCO  et al., 2013). O 

transplante de células tronco hematopoiéticas proporciona ao receptor um período 

livre da influência das células T de memória durante o qual o ocorre a maturação 

das novas células progenitoras do sistema linfóide. Os transplantes autólogo e 

alogênico de células tronco hematopoiéticas ainda permanecem complexos e de 

custo elevado, apesar da melhora dos índices de mortalidade relacionados ao 

tratamento convencional (GARCÍA-CARRASCO  et al., 2013).    

Diante das limitações de cada terapia atualmente disponível para o 

tratamento de pacientes com LES, o estudo genético de moléculas envolvidas na 
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patogênese e atividade da doença é um grande desafio na medida em que pode 

fornecer novos alvos terapêuticos que levem em consideração o perfil genético de 

cada paciente.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A epidemiologia do alelo CCR5∆32 é diferente entre populações 

etnicamente distintas e resultados controversos são relatados sobre o papel do 

CCR5 e do polimorfismo genético CCR5∆32 na susceptibilidade e manifestações 

clínicas do LES. Este alelo variante pode ser frequente e, portanto, mais importante 

em algumas populações e menos em outras, segundo suas características genéticas 

e as diferenças na exposição a fatores ambientais associados ao LES. Foram 

realizados estudos sobre o alelo CCR5∆32 em pacientes com LES de diferentes 

populações do Hemisfério Norte, como os Europeus e os Asiáticos e os resultados 

obtidos são, por muitas vezes, contraditórios e de limitado poder de generalização 

para populações geneticamente mais heterogêneas como a brasileira. Além disso, o 

fato de o LES ser uma doença de alta incidência no Brasil, devido à exposição a 

vários fatores de risco de desenvolvimento da doença, tais como a elevada 

exposição à luz UV, aumenta ainda mais o interesse na investigação da 

fisiopatologia desta doença. 

Deste modo, este estudo tem como justificativa a investigação deste 

polimorfismo genético em pacientes com LES da região sul do Brasil, na tentativa de 

melhor compreender o papel do CCR5 na susceptibilidade, manisfestações clínicas 

e alterações laboratoriais do LES, e com isto, contribuir para o desenvolvimento de 

novos alvos terapêuticos para o tratamento de pacientes com LES que levem em 

consideração este marcador genético.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o polimorfismo genético CCR5∆32 em pacientes com LES e 

em controles livres de doença, na região de Londrina, Paraná. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

3.2.1 Inserir um maior número de pacientes com LES e controles 

saudáveis ao banco de amostras de material biológico atualmente 

disponível nos Setores de Imunologia Clínica e Diagnóstico 

Molecular do Laboratório de Análises Clínicas do HU de Londrina;  

3.2.2 Descrever as características demográficas, clínicas e 

laboratoriais de pacientes com LES atendidos em Londrina, Paraná;  

3.2.3 Determinar a frequência genotípica e alélica do polimorfismo 

genético CCR5∆32 em pacientes com LES e em indivíduos 

saudáveis; 

3.2.4 Avaliar a associação entre o polimorfismo genético CCR5∆32 e 

as características clínicas e laboratoriais das pacientes com LES; 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CAAE: 

0186512.0.0000.5231, Parecer n. 210.328) em 04 de março de 2013 (ANEXO 1). Os 

indivíduos foram convidados a participar voluntariamente da pesquisa e um termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido dos indivíduos envolvidos na 

pesquisa (ANEXO 2). 

 

4.2 DELINEAMENTO DE ESTUDO 

 

Foi realizado um estudo observacional caso-controle para os 

objetivos 3.2.2 e 3.2.3 e, em sequência, um estudo transversal entre os pacientes 

com LES para o objetivo 3.2.4.   

 

4.3 POPULAÇÕES DE ESTUDO 

 

A população de casos foi constituída por 120 pacientes com LES do 

sexo feminino com diagnóstico de LES, atendidas no Ambulatório de Reumatologia 

do Ambulatório do Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Londrina (UEL), 

obtida por conveniência de tempo e local, de forma consecutiva. As pacientes 

tiveram o diagnóstico de LES segundo os critérios revisados do Colégio Americano 

de Reumatologia (HOCHBERG, 1997). A atividade da doença foi avaliada por meio 

do instrumento SLEDAI (BOMBARDIER et al., 1992) e as pacientes foram 

categorizadas como LES inativo (SLEDAI ≤ 3) e LES ativo (SLEDAI > 3) (AMOURA 

et al., 2003). Os dados relativos ao diagnóstico foram coletados retrospectivamente 

de prontuários médicos. Os dados demográficos, antropométricos, clínicos e 

terapêuticos foram coletados pelo grupo de pesquisa por meio de um questionário 

padronizado (ANEXO 3) e por consulta aos prontuários do Hospital Universitário da 

Universidade Estadual Londrina. Os dados laboratoriais foram coletados pela 
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consulta ao banco de dados do Laboratório de Análises Clínicas do Hospital 

Universitário, disponíveis no programa LABHOS.  

A população controle foi constituída por 132 doadores de sangue 

fidelizados, do sexo feminino, do Hemocentro Regional de Londrina, em Londrina, 

Paraná. Os dados demográficos e clínicos foram coletados por meio de um 

questionário padronizado (ANEXO 3). 

 

4.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

 

Foram incluídos no estudo, para o grupo caso, pacientes do sexo 

feminino, idade entre 18 a 60 anos. A atividade da doença foi determinada pelos 

critérios estabelecidos como SLEDAI escore > 3, e/ou complemento sérico C3 < 

90mg/dL, e/ou complemento sérico C4 < 10 mg/dL, e/ou anti-dsDNA ≥ 1:10 

(BOMBARDIER et al., 1992).  

Foram selecionados para o grupo controle, doadores de sangue do 

sexo feminino, idade entre 18 a 60 anos, com resultado sorológico não reagente 

para todos os testes sorológicos realizados na triagem de doadores de sangue, 

como anticorpos contra o vírus da imunodeficiência humana (anti-HIV), contra o 

vírus da hepatite C (anti-HCV), antígeno de superfície do vírus da hepatite B 

(HBsAg), contra o antígeno core do vírus da hepatite B (anti-HBc), contra o vírus 

linfotrópico de células T humanas tipos I e II (anti-HTLV I/II), anti-Trypanosoma cruzi 

e teste não treponêmico para sífilis (VDRL). 

Foram excluídos homens, mulheres com menos de 18 anos ou mais 

de 60 anos, e indivíduos que apresentaram doença infecciosa ou autoimune, 

determinada clinica e/ou laboratorialmente.   

 

4.5 COLETA DAS AMOSTRAS 

 

Amostras de sangue periférico dos indivíduos envolvidos na 

pesquisa foram coletadas com o sistema de coleta à vácuo em tubos com ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante e em tubos sem 

anticoagulante. Após a coleta, as amostras foram identificadas com número para 

garantir a confidencialidade. O material foi imediatamente centrifugado a 3000 r.p.m. 
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e o buffy-coat e soro foram aliquotados em tubos tipo eppendorf e armazenados em 

freezer -80°C para posterior análise. 

 

4.6 POLIMORFISMO GENÉTICO CCR5∆32 

 

O DNA genômico foi extraído com o kit de extração de DNA Biopur 

(Biometrix Diagnóstica, Curitiba, Paraná, Brasil) de acordo com instruções do 

fabricante, com algumas modificações, como o volume de buffy-coat utilizado 

(200µL) e a temperatura do tampão de eluição (70°C). A presença e integridade do 

DNA extraído foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%, 

corado com brometo de etídio e visualizado na presença de luz UV, comparado a 

um DNA padrão. 

O gene CCR5 foi amplificado utilizando reação em cadeia da 

polimerase (PCR) de acordo com dados descritos na literatura (KAIMEN-MACIEL et 

al., 2007; CARVALHO et al., 2013). Os primers foram desenhados de acordo com a 

sequência depositada no GenBank: AF009962 (OLIVEIRA et al., 2007). A sequência 

usada para o primer-sense foi 5’-ACC AGA TCT CAA AAA GAA-3’ e para o primer-

antisense foi 5’-CAT GAT GGT GAA GAT AAG CTT CA-3’ (Invitrogen™, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA). A reação de PCR foi realizada em um volume 

final de 25 µL, contendo 0,15mM de cada primer, 1,5mM de MgCl2, 0,1mM de dNTP 

(Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 1,25U da enzima DNA 

polimerase recombinante diluída em seu tampão (Invitrogen™, Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA), e 80 a 100 ng da amostra de DNA.  

A reação de amplificação foi realizada em termociclador (Applied 

Biosystems, Thermocycler Veriti, ABI PRISMTM, Foster City, CA, USA), com um ciclo 

de desnaturação inicial de 5 minutos a 95ºC; seguido por 37 ciclos de 45 segundos a 

94ºC para desnaturação, 45 segundos a 58°C para o anelamento e 45 segundos a 

72°C para extensão; e 10 minutos a 72°C para a extensão final. Um controle 

negativo (sem amostra de DNA) foi incluído em cada bateria de PCR. Os fragmentos 

do gene CCR5 amplificados foram avaliados por meio da eletroforese em gel de 

agarose a 3%, utilizando um marcador de 100 pb (Invitrogen™, Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA), corado com brometo de etídio e visualizado em presença de 

luz UV através do sistema L-PIX HE (Loccus Biotecnology, Cotia, São Paulo, Brasil). 
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O alelo selvagem foi detectado como um fragmento de 225 pb e o alelo variante 

CCR5∆32 foi detectado como um fragmento de 193 pb. 

 

Figura 1 – Perfil eletroforético dos fragmentos de amplificação do gene CCR5. 
Eletroforese em gel de agarose 3%, corados com brometo de etídio. 
MM: Marcador Molecular de 100 pb; a: genótipo homozigoto para o 
alelo selvagem (CCR5/CCR5); b: genótipo heterozigoto 
(CCR5/CCR5∆32); c: genótipo homozigoto para o alelo em deleção 
(CCR5∆32/CCR5∆32); d: controle negativo 

        MM             a              b               c               d 

 

 

4.7 MARCADORES LABORATORIAIS  

 

Os níveis séricos de fatores do complemento C3 e C4 foram 

determinados por técnica de nefelometria (Behring Nephelometer II, Dade Behring, 

Marburg, Germany), segundo protocolo e valores de referência do fabricante. 

Anticorpos autoimunes contra antígenos celulares, anteriormente denominado fator 

antinuclear (FAN) foram determinados por imunofluorescência indireta, usando 

células HEp-2 (IFI-ANA-HEp 2-IgG, Viro-Immun-Labor-Diagnostika,GmbH, 

Oberursel, Germany) sendo considerado significativos valores maiores ou iguais a 

1:160. Registrou-se, também, o padrão de fluorescência obtido nesta reação, 
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segundo o III Consenso Brasileiro para Pesquisa em células HEp-2 (FAN) 

(DELLAVANCE  et al., 2009). Anticorpos anti-dsDNA foram determinados por 

método de imunofluorescência indireta usando como substrato fixado na lâmina o 

protozoário Critidia lucilliae (Anti-DNA Imuno-COM, WAMA Diagnóstica, São Carlos, 

São Paulo, Brasil). Foram considerados significativos valores maiores ou iguais a 

1:10. A contagem de leucócitos foi realizada por método automatizado padronizado 

no Setor de Exames Hematológicos do Laboratório de Análises Clínicas do Hospital 

Universitário de Londrina. 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada no Programa Graph Pad Prism 5.0 

(GraphPad Software Inc.; San Diego, CA). Variáveis categóricas foram analisadas 

usando Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, quando apropriado, e expressas 

em valores absolutos (n) e relativos (%). Os valores de p foram corrigidos (pcorr) 

multiplicando-se pelo número de comparações, para verificação das variáveis 

independentemente associadas. Variáveis contínuas foram analisadas usando teste 

de Mann-Whitney e expressas em mediana e intervalo de interquartis (25%-75%). A 

odds-ratio (OR) e intervalo de confiança (IC) de 95% também foram registrados. 

Todos os resultados foram considerados significativos quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos foram descritos e discutidos no Artigo 1.  
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Abstract  

Polymorphisms in the genes coding for chemokines and their receptors have been 

implicated in the pathogenesis of chronic inflammatory diseases including 

autoimmune diseases, such as systemic lupus erythematosus (SLE). Studies 

concerning the role of CCR532 (rs333) in the pathogenesis of SLE reported 

contradictory results among different populations worldwide. The aim of this study 

was to determine the frequency of CCR532 polymorphism and its association with 

the susceptibility and clinical course of SLE in a female Southern Brazilian 

population. One hundred and twenty patients and 132 healthy controls, age, 

ethnicity, and body mass index controlled, were recruited in this study. The SLE 

activity was determined using the SLEDAI and the CCR532 genetic polymorphism 

was determined by polymerase chain reaction method. Among the patients, 65.8% 

were Caucasian, and 34.2% were non-Caucasian and both ethnic subgroups 

presented similar clinical and laboratory characteristics. The homozygosity for wild 

type allele, and heterozygosity for the CCR5∆32 allele were present in 84.2% and 

15.8% patients, and in 96.2% and  3.8% healthy controls, respectively (p=0.0012, 

OR: 4.77, 95% CI: 1.72-13.24). The frequencies of the wild type CCR5 allele and the 

variant CCR5∆32 allele were 0.9208 and 0.0792 among the SLE patients and 0.9810 

and 0.0190 among the controls, respectively (p=0.0015, OR: 4.45, 95% CI: 1.65-

12.20).  Among Caucasians patients, the homozygosity for wild type allele, and 

heterozygosity for the CCR5∆32 allele were present in 81.0% and 19.0% patients, 

and in 96.0% and  4.0% controls, respectively (p=0.0025, OR: 5.56, 95% CI: 1.77-

17.54).  Overall and Caucasian patients carrying CCR5/CCR5∆32 genotype 

presented early age of onset of disease (p=0.0324; p=0.0276, respectively), higher 

frequency of individuals with anti-dsDNA ≥ 1:10 titers (p=0.0484; p=0.0025, 
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respectively) and also presented higher levels of leucocytes (p=0.0506; p=0.0471, 

respectively) than those carrying the wild type genotype. This polymorphism was 

associated with anti-dsDNA autoantibodies and may be considered an important 

factor in SLE development and renal involvement in these patients. The results 

underscore that the CCR5∆32 polymorphism might be associated with SLE 

susceptibility and may be a genetic marker related to clinical course of the disease in 

Brazilian Caucasian female. 

 

Keywords: chemokine receptor 5 (CCR5), CCR532, systemic lupus 

erythematosus, genetic polymorphism, anti-dsDNA,    
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Introduction 

 Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic multifactorial inflammatory 

autoimmune disease, clinically heterogeneous and genetically complex, 

characterized by widespread breakdown of immune tolerance to self-antigens 

(VYSE; KOTZIN, 1998; TSAO, 2002). The disease affects people worldwide, its 

incidence and prevalence is higher among women than men, and varies between 

countries. The prevalence rates ranges from 20 to 150/100,000 persons with the 

highest prevalence reported in Brazil (GARCÍA-CARRASCO et al., 2013).     

Although the SLE pathogenesis remains unclear, with an involvement of 

genetics and environmental factors, several studies have demonstrated that the 

chemokines and their receptors are also implicated in the pathogenesis of chronic 

inflammatory diseases including autoimmune diseases, such as rheumatoid arthritis, 

Sjogren’s syndrome, multiple sclerosis, and SLE. Different levels of chemokine and 

their receptors expression may modify these autoimmune disease susceptibility, 

progression, and severity (GHORBAN et al., 2013; GUERGNON; COMBADIERE, 

2012).  

Chemokines are a family of proteins that play an important role in 

immunoregulatory and inflammatory processes. The CC chemokines are typically 

chemoattractant for inflammatory cells, and are also associated with T-lymphocyte 

polarization hence different T cells subsets express different receptors, (for example, 

Th1 cell subset express CCR5 and CXCR3, and Th2 cell subset express CCR4 and 

CCR8) (MORÁN et al., 2013).  

CCR5 is a seven-transmembrane heptahelical chemokine receptor associated 

with G-protein and is expressed in a wide range of cells of the immune system, 
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(MACK et al., 1999; IMAI et al., 1999; MURPHY et al., 2000), and also a wide range 

of chemokine agonistic ligands, such as CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-

1β), CCL5 (RANTES) (MORÁN et al., 2013). The CCR5 gene is located on short arm 

of human 3p21 chromosome and several genetic polymorphisms have been 

described in this gene (reviewed by REICHE et al., 2007). One of them is the 

deletion of 32 base pairs (bp) in the intron 3 of the CCR5 (named CCR532, rs333) 

that results in a frame shift, creating a premature stop codon and leading to a non-

functional protein that fails to reach the cell surface. Consequently, in homozygous 

individuals there is absence of CCR5 expression, while in heterozygous individuals 

there is a reduced CCR5 expression in the cell surface (SAMSON et al., 1996).  

Homozygosity for CCR532 showed a relative resistance against human 

immunodeficiency infection type 1 (HIV-1) since the CCR5 is a co-receptor for the 

macrophage-tropic strain of HIV-1 to entry in the host cell (SAMSON et al., 1996; 

DRAGIC et al., 1996; DENG et al., 1996). Homozygosity for CCR532 also showed a 

protective effect against rheumatoid arthritis (POKORNY et al., 2005; KOHEM et al., 

2007; MARTENS et al., 2009), and the CCR532 allele might be involved in 

protection to the development of primary Sjogren’s syndrome (PETREK et al., 2000), 

multiple sclerosis (GADE-ANDALOVU et al., 2004), sickle cell anemia (CHIES et al., 

2001; VARGAS et al., 2005), Chron’s disease (HERFARTH et al., 2001), and juvenile 

idiopathic arthritis (SCHEIBEL et al., 2008),    

Previous studies concerning the role of CCR532 in the pathogenesis of SLE 

reported contradictory results among different populations worldwide. While some 

results showed an association with protective effect for disease susceptibility 
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(SCHAUREN et al., 2013), others did not confirm this effect (AGUILAR et al., 2003; 

MAMTANI et al., 2008).    

Therefore, the aim of this study was to determine the association of the 

CCR532 polymorphism with SLE susceptibility and clinical course in a cohort from 

Southern Brazilian population.  

Material and Methods 

The protocol was approved by the Institutional Research Ethics Committee of the 

State University of Londrina, and a written consent form was obtained from all of the 

individuals included in this study.  

Patients and controls 

A total of 120 unrelated female SLE patients diagnosed according to the 

American College of Rheumatology criteria for SLE (HOCHBERG, 1997) were 

consecutively recruited from the Rheumatology Outpatient Department of the 

Outpatient Clinical Hospital, State University of Londrina, Paraná State, Southern 

Brazil. As control group, 132 unrelated female healthy blood donors, age, ethnicity, 

and body mass index controlled, from the same region of the SLE patients, were 

recruited from the Blood Bank of Londrina.   

The demographic and clinical data were obtained through a standard 

questionnaire and medical records. The anthropometric measurements evaluated 

were body weight (measured to the nearest 0.1 kg using an electronic scale, with 

individuals wearing light clothing, but no shoes) and height (measured to the nearest 

0.1 cm using a stadiometer). BMI was calculated as weight (kg) divided by height (m) 

squared.  
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Disease activity was assessed using the SLE Disease Activity index (SLEDAI) 

(BOMBARDIER et al., 1992). The serum levels of C3 (mg/dL) and C4 (mg/dL) were 

determined using nephelometer method, antinuclear antibodies (ANA) were 

quantified using indirect immunofluorescence with Hep2 cells as substrate (IFI-ANA-

HEp 2-IgG, Viro-Immun-Labor-Diagnostika, GmbH, Oberursel, Germany) and were 

considered significant when titers  1:160, anti-dsDNA antibodies were quantified 

using indirect immunofluorescence with Crithidia luciliae as substrate (Anti-DNA 

Imuno-COM, WAMA Diagnóstica, São Carlos, São Paulo, Brazil) and were 

considered significant when titers  1:10, and peripheral white blood cells count 

(cells/mm3) were quantified using an automatic method. Clinical manifestations and 

therapeutic data were obtained from medical records.  

CCR5 genotyping  

 Genomic DNA was extracted from peripheral blood cells, using a commercially 

available kit (Biometrix Diagnóstica, Curitiba, Brazil) according to the manufacturer’s 

protocol. A fragment of the CCR5 gene was amplified by polymerase chain reaction 

(PCR) as previously reported (KAIMEN-MACIEL et al., 2007; CARVALHO et al., 

2013). The PCR products were analyzed by electrophoresis in 3% agarose gels and 

visualized on an ultraviolet transilluminator after staining with 1% ethidium bromide. 

Using this method, the wild-type allele produces one fragment of 225 bp, and the 32 

allele produces a fragment of 193 bp. One negative control (no added DNA) was 

included in each set of reaction to avoid potential misgenotyping.  

Statistical analysis 

 The statistical analysis was performed using Graph Pad Prism version 5.0 

(Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Categorical variables were analyzed 
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using a chi-square test (or Fisher Exact test when appropriate), and they are 

expressed as absolute number (n) and percentage (%). Continuous variables were 

analyzed using the Mann-Whitney test, and they are expressed as median, range, 

and interquartile range (IQR) 25%-75%. The odds ratio and confidence interval (CI) 

95% were also determined. The results were considered significant when p<0.05. To 

determine which factors were independently associated with the CCR5∆32 

polymorphism, the variables with a p<0.20 in the univariate analyses and those 

values with supposed clinical relevance or previous data in the literature were 

included in the multivariate logistic regression model. The multivariate analyses were 

evaluated using the Graph Pad Instat version 3.0 (Graph Pad Software, San Diego, 

CA, USA). 

Results 

 To obtain a more homogeneous group of patients, only female SLE patients 

were included in the study, divided in Caucasian and non-Caucasian subgroups for 

the analyses. Among the 120 SLE patients, 79 (65.8%) were Caucasian, and 41 

(34.2%) were non-Caucasian (p=0.1101). The median age  (IQR) of overall patients 

was 37.0 (31.0 - 44.0). The median age (IQR) of Caucasian and non-Caucasian SLE 

patients was 37.0 (31.0 – 44.0) years and 39.0 (29.0 – 50.0) years, respectively; and 

did not differ from Caucasian and non-Caucasian controls (data not shown).  

Baseline demographic, clinical and laboratory characteristics according to the 

ethnicity of SLE patients are summarized in Table 1. No significant differences for 

any of these variables across the ethnicity of them were observed (p>0.05). 

Caucasian and non-Caucasian SLE patients presented a median age at onset of 

disease of 30.0 (19.0 – 39.0) years and 33.0 (20.0 - 39.0) years, respectively, with 
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the disease duration of 10 (4.0 – 15.0) years and 10 (4.0 – 14.0) years, respectively. 

Overall, considering both ethnic groups, most of them presented SLEDAI 3 

(91/75.8%), C3 ≥ 90 mg/dL (98/81.7%), C4 ≥ 10 mg/dL (105/87.5%), ANA ≥ 1:160 

(95/79.2%), and anti-dsDNA  1:10 (31/25.8%). Regarding the therapy, both ethnic 

subgroups used similarly corticosteroids (102/85.0%) and anti-malarial (44/36.7%); 

immunossupressor drugs (63/52.5%). The most frequent clinical and/or laboratorial 

characteristics in Caucasian and non-Caucasian SLE patients were nephritis 

(27/22.5%), arthritis (11/9.2%), alopecia (8/6.7%), proteinuria (8/6.7%), malar rash 

(3/2.5%), and hematuria (1/0.83%). 

 The genotypes distribution and allelic frequency of CCR5∆32 polymorphism 

obtained from patients differed from those from controls (Table 2). The homozygosity 

for wild type allele, and heterozygosity for the CCR5∆32 allele were present in 101 

(84.2%) and 19 (15.8%) patients, and in 127 (96.2%) and 5 (3.8%) healthy controls, 

respectively (p=0.0012, OR: 4.77, 95% CI: 1.72-13.24). The frequencies of the wild 

type CCR5 allele and the variant CCR5∆32 allele were 0.9208 and 0.0792 among 

the SLE patients and 0.9810 and 0.0190 among the controls, respectively (p=0.0015, 

OR: 4.45, 95% CI: 1.65-12.20) (Table 2).  

CCR5∆32 genotype frequencies observed among the SLE patients and 

controls were in Hardy-Weinberg Equilibrium in overall patients, both ethnic 

subgroups, and controls (p>0.05). Among the Caucasian cohort, the 

CCR5/CCR5∆32 genotype and CCR5∆32 allele frequencies were higher in patients 

than healthy controls; and it was significantly associated with presence of SLE (p = 

0.0025 and p = 0.0032, respectively). The presence of CCR5/CCR5∆32 genotype or 

CCR5∆32 allele was associated with 5.56-fold and 5.09-fold, respectively, more likely 

to develop SLE (Table 2). Among the non-Caucasian cohort, the CCR5/CCR5∆32 
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genotype and CCR5∆32 allele frequencies did not differ between patients and 

healthy controls (p = 0.3729 and p = 0.3813, respectively), and was not associated 

with the presence of SLE (data not shown). 

 Factors such as age and BMI were controlled for clinical and laboratorial SLE 

characteristics analysis according to CCR5∆32 polymorphism among Caucasian and 

non-Caucasian patients (p> 0.05).  Overall patients bearing the CCR5/CCR5∆32 

genotype presented early age of onset of disease (p=0.0324), higher frequency of 

individuals with anti-dsDNA ≥ 1:10 titers (p = 0.0484) and a trend of higher levels of 

leucocytes (p=0.0506), when compared with patients carrying the CCR5/CCR5 

genotype. When compared by ethnicity, only Caucasian patients carrying 

CCR5/CCR5∆32 genotype presented significant results, as early age of onset of 

disease (p = 0.0276), higher frequency of individuals with anti-dsDNA ≥ 1:10 titers (p 

= 0.0025), higher levels of leucocytes (p = 0.0471), and higher frequency of 

treatment with antimalarials    (p = 0.0480), compared with wild homozygous 

genotype (Table 3).  

 Among the Caucasian SLE patients, an increased frequency of individuals 

with nuclear homogeneous and cytoplasmic fluorescent patterns in ANA test was 

observed among those carrying the CCR5/CCR5∆32 genotype, while an increased 

frequency of individuals with speckled nuclear and centromere nuclear fluorescent 

patterns was observed among those carrying CCR5/CCR5 genotype (p = 0.0028) 

(Table 3). However, after correction of multiple comparisons, CCR5∆32 remained 

associated only with the anti-dsDNA antibodies.  

No difference was observed in the disease duration, SLEDAI, C3 and C4 

serum levels, ANA positivity, treatment with corticosteroids or immunossupressors 
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according to the CCR5∆32 polymorphism (p>0.05). However, the treatment with anti-

malarial agents was more frequent among the Caucasian patients carrying the 

CCR5∆32 allele (p=0.048) (Table 3). Among the non-Caucasian SLE patients, 

clinical and laboratorial characteristics did not differ according to the CCR5∆32 

polymorphism (p > 0.05) (data not shown). 

 

Table 1 Baseline demographic, clinical, and laboratorial characteristics of patients with 
systemic lupus erythematosus (SLE) from Southern Brazil, according to their ethnicity 

Characteristics 

 

Total 

(n = 120) 

Caucasian       SLE 

patients 

(n=79) 

Non-Caucasian     

SLE patients 

(n=41) 

p 

value 

Age at onset of disease 

(years) 

30.0 (19.0 – 39.0) 30.0 (19.0-39.0) 33.0 (20.0-39.0)  

Disease duration (years) 10.0 (4.0 – 15.0) 10.0 (4.0-15.0) 10.0 (4.0-14.0)  

SLEDAI  0.0 (0.0 – 3.5) 0.0 (0.0-2.0) 0.0 (0.0-3.5)  

SLEDAI n (%)  

≤3 

>3 

 

91 (75.8) 

29 (24.2) 

 

60 (75.9) 

19 (34.1) 

 

31 (75.6) 

10 (24.4) 

 

C3 (mg/dL)   114.0 (97.2-130.0) 115.0 (96.5-131.0)  

C3 (mg/dL) n (%) 

     < 90 mg/dL 

     ≥ 90 mg/dL 

 

22 (18.3) 

98 (81.7) 

 

13 (16.5) 

66 (83.5) 

 

9 (21.9) 

32 (78.1) 

 

C4 (mg/dL)   19.1 (13.3-25.1) 20.2 (14.5-25.6)  

C4 (mg/dL) n (%) 

     < 10 mg/dL 

     ≥ 10 mg/dL 

 

15 (12.5) 

105 (87.5) 

 

11 (13.9) 

68 (86.1) 

 

4 (9.7) 

37 (90.3) 

 

ANA  n (%)     
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     <1:160 

     ≥ 1:160  

25 (20.8) 

95 (79.2) 

18 (22.7) 

61 (77.2) 

7 (17.1) 

34 (82.9) 

ANA patterns n (%) 

Nuclear speckled 

Nuclear homogeneous  

Citoplasmic 

 Nuclear centromere  

 Nucleolar 

 

61 (50.8) 

51 (42.5) 

4 (3.3) 

2 (1.6) 

2 (1.6) 

 

39 (49.4) 

36 (45.6) 

2 (2.5) 

2 (2.5) 

0 (0.0) 

 

22 (53.6) 

15 (36.6) 

          2 (4.9) 

0 (0.0) 

2 (4.9) 

 

Anti-dsDNA n (%) 

     <1:10  

     ≥ 1:10  

 

89 (74.2) 

31 (25.8) 

 

59 (74.7) 

20 (25.3) 

 

30 (73.2) 

11 (26.8) 

 

Therapy n (%) 

Corticosteroids 

Immunossupressors 

Anti-malarial agentes 

 

102 (85.0) 

63 (52.5) 

44 (36.7) 

 

65 (82.3) 

48 (60.8) 

30 (37.9) 

 

37 (90.2) 

15 (36.6) 

14 (34.1) 

 

Corticosteroids (mg/day)  10.0 (5.0-20.0) 15.0 (6.3-20.0)  

Clinical manifestation n(%) 

Malar rash 

Arhtritis 

Nephritis 

Alopecia  

 

 3 (2.5) 

11 (9.2) 

  27 (22.5) 

8 (6.7) 

 

3 (3.8) 

10 (12.6) 

17 (21.5) 

8 (10.1) 

 

0 (0.0) 

1 (2.4) 

10 (24.4) 

0 (0.0) 

 

 

Data were expressed as absolute number (n) and percentage (%) or median and interquartile range (25%-75%); 

SLE: systemic lupus erythematosus; SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; C3: 

complement 3; C4: complement; anti-dsDNA: anti-double stranded DNA antibodies; ANA: antinuclear antibodies  

Categorical variables were analyzed using a chi-square test (or Fisher Exact test when appropriate), and 

continuous variables were analyzed using the Mann-Whitney test. 

All the variables presented results of p > 0.05 
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Table 2 Frequency of chemokine 5 receptor delta 32 (CCR532 – rs333) polymorphism obtained from SLE patients and controls, 
according to their ethnicity  

Overall CCR532 polymorphism Caucasian female CCR532 polymorphism 

 

 

Healthy 

controls 

(n=132) 

n (%) 

SLE 

patients 

(n=120) 

n (%) 

p value 
Odds Ratio 

(95% CI) 

Healthy 

controls 

(n=99) 

n (%) 

SLE 

patients 

(n=79) 

n (%) 

p value 
Odds Ratio 

(95% CI) 

CCR5/CCR5  127 (96.2) 101 (84.2) 95 (96.0) 64 (81.0) 

CCR5/CCR5∆32 5 (3.8) 19 (15.8) 
0.0012a 

4.77 

(1.72-13.24) 4 (4.0) 15 (19.0) 
0.0025a 

5.56  

(1.76 –17.54) 

CCR5 allele 0.9810 0.9208 0.9798 0.9051 

CCR5∆32 allele 0.0190 0.0792 
0.0015a 

4.45 

(1.65-12.20) 0.0202 0.0949 
0.0032a 

5.09  

(1.65–15.66) 

Data were expressed absolute number (n) and percentage (%). CI: confidence interval 

aFisher Exact Test (p<0.05). 

CCR5: chemokine 5 receptor; SLE: systemic lupus erythematosus;  

CCR5/CCR5 wild-type genotype; CCR5/CCR5∆32: 32 base-pair deletion in heterozygosis. 

The distribution of genotypes and allelic frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium in patients and controls (p > 0.05). 
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Table 3 Baseline demographic, clinical, and laboratorial characteristics of female systemic lupus erythematosus patients from 
Southern Brazil, according to chemokine 5 receptor delta 32 (CCR532) polymorphism and their ethnicity 

Overall SLE patients (n=120) Caucasian female SLE patients (n=79) 

Characteristic CCR5/CCR5 

(n=101) 

CCR5/CCR5∆32 

(n=19) 
p value 

CCR5/CCR5 

(n=64) 

CCR5/CCR5∆32 

(n=15) 

 

p value 

 

Age (years)  40.0 (30.3-49.8) 36.0 (27.3-50.5) 0.3985b 40.0 (30.0-50.0) 34.0 (26.3-50.5) 0.3817c 

Age at onset of disease 

(years)  

31.5 (20.8-39.0) 23.5 (13.8-34.5) 0.0324b 31.0 (22.0-39.5) 21.0 (9.75-34.5) 0.0276c 

Disease duration (years)  10.0 (4.0-14.3) 5.5 (3.1 -16.0) 0.3793b 10.0 (4.0-14.0) 5.5 (1.5-16.5) 0.3526c 

SLEDAI  0.0 (0.0-2.8) 0.0 (0.0-4.0) 0.7858b 0.0 (0.0-2.0) 0.0 (0.0-5.5) 0.9334c 

SLEDAI n (%) 

≤3 

>3 

 

78 (77.2) 

23 (22.8) 

 

13 (68.4) 

  6 (31.6) 

 

0.5303a 

 

49 (76.6) 

15 (23.4) 

 

10 (66.7) 

5 (33.3) 

 

0.5118b 

C3 (mg/dL) 114.0 (97.8-129.0) 122.0 (93.2-141.3) 0.7294b 113.5 (97.2-127.5) 123.0 (96.2-141.3) 0.3840c 

C3 (mg/dL) n (%) 

< 90 

 ≥90 

 

20 (19.8) 

81 (80.1) 

 

  2 (10.5) 

17 (89.5) 

 

0.7321a 

 

13 (40.6) 

51 (59.4) 

 

1 (6.7) 

14 (93.3) 

 

0.2798b 
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C4 (mg/dL) 19.8 (13.4-25.3) 20.6 (14.9-29.7) 0.5917b 18.6 (13.3-25.1) 21.1 (12.6-27.3) 0.7242c 

C4 (mg/dL) n (%) 

     < 1:10  

     ≥ 1:10  

 

13 (12.9) 

88 (87.1) 

 

  2 (10.5) 

17 (89.5) 

 

1.000a 

 

9 (14.1) 

55 (85.9) 

 

3 (20.0) 

12 (80.0) 

 

0.6894b 

ANA n (%) 

    < 1:160  

     ≥ 1:160  

 

19 (18.8) 

82 (81.2) 

 

 5 (26.3) 

14 (73.7) 

 

0.7414a 

 

14 (21.9) 

50 (78.1) 

 

2 (13.3) 

13 (86.7) 

 

0.7228b 

ANA pattern n (%)  

Nuclear speckled       

Nuclear homogeneous 

Nuclear centromere  

Citoplasmic 

Nucleolar 

 

51 (50.5) 

44 (43.5) 

    2 (2.0) 

    2 (2.0) 

   2 (2.0) 

 

 4 (21.1) 

13 (68.4) 

 0 (0.0) 

 0 (0.0) 

 2 (10.5) 

 

 

 

0.3268a 

 

 

 

36 (56.3) 

26 (40.6) 

2 (3.1) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

 

3 (20.0) 

10 (66.7) 

0 (0.0) 

2 (13.3) 

0 (0.0) 

 

 

 

0.0028a 

 

 

Anti-dsDNA n (%) 

     < 1:10  

     ≥ 1:10  

 

78 (77.2) 

23 (22.8) 

 

10 (52.6) 

9 (47.4) 

 

0.0484a 

 

52 (81.3) 

12 (18.7) 

 

6 (40.0) 

9 (60.0) 

 

0.0025b 

Leukocytes (x103 cell/μL) 5.8 (4.5-7.7) 7.5 (4.8-9.8) 0.0506b 5.7 (4.7-7.6) 8.0 (5.7-9.5) 0.0471c 



59 

Corticosteroids (mg/day) 10.0 (5.0-20.0) 20.0 (6.3-30.0) 0.1897a 10.0 (5.0-20.0) 15.0 (5.0-30.0) 0.4099c 

Corticosteroids n (%) 

     Yes 

     No 

 

88 (80.0) 

    7 (6.4) 

 

14 (12.7) 

    1 (0.9) 

 

1.000a 

 

55 (85.9) 

  9 (14.1) 

 

10 (66.7) 

 5 (33.4) 

 

0.1264 b 

Anti-malarial agents n (%) 

     Yes 

     No 

 

36 (32.7) 

58 (52.7) 

 

9 (8.2) 

7 (6.4) 

 

0.1770a 

 

60 (93.8) 

4 (6.2) 

 

13 (86.7) 

2 (32.3) 

 

0.0480b 

Immunossupressors n (%) 

     Yes 

     No 

 

51 (46.4) 

43 (39.1) 

 

11 (10.0) 

5 (4.5) 

 

0.4143a 

 

42 (65.6) 

22 (34.4) 

 

10 (66.7) 

5 (33.3) 

 

1.000b 

Data were expressed absolute number (n) and percentage (%) or median and interquartile range (IQR, 25%-75%).  

aChi-Square Test, bFisher Exact Test, cMann-Whitney Test (p<0.05). 

SLE: systemic lupus erythematosus; SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; C3: complement 3; C4: complement; anti-dsDNA: anti-double stranded 

DNA antibodies; ANA: antinuclear antibodies; CCR5: chemokine 5 receptor; SLE: systemic lupus erythematosus;  

CCR5/CCR5: wild-type genotype; CCR5/CCR5∆32: 32 base-pair deletion in heterozygosis. 
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Discussion 
 Among the overall patients, the CCR5/CCR5∆32 genotype and the CCR5∆32 

allele were significantly associated with SLE, exhibiting odds ratios of 4.77 and 4.45, 

respectively. The heterozygous genotype and variant allele also were associated with 

susceptibility to disease in Caucasian patients, with odds ratios of 5.56 and 5.05, 

respectively. Moreover, SLE patients carrying the CCR5/CCR5∆32 genotype 

presented clinical and laboratorial characteristics that are associated with the severity 

of the disease, such as earlier age of onset of the disease (p=0.0324), higher 

frequency of anti-dsDNA ≥ 1:10 (p=0.0484), and higher levels of leukocytes 

(p=0.0506) compared with those SLE patients carrying the CCR5/CCR5 genotype. 

 The baseline demographic and clinical characteristics of SLE patients 

evaluated in the present cohort are consistent with previous studies, such as the 

occurrence of SLE in young females and low SLEDAI (AGUILAR et al., 2003; 

CARVALHO et al., 2013; SCHAUREN et al., 2013). Although SLE is more frequent in 

Asiatic and Black individuals, our cohort is composed predominantly by Caucasians 

(IBGE, 2010). The low SLEDAI presented by the most of the SLE patients is probably 

a result of the treatment presented by them at the time of inclusion in the study.  

 The overall distribution of genotype and allele frequencies are similar with 

previous studies carried out in Brazilian (SCHAUREN et al., 2013), and other ethnics 

SLE patient cohorts (CARVALHO et al., 2013; MAMTANI et al., 2008; AGUILAR et 

al., 2003). However, contradictory results were found in these previous studies. 

Schauren et al. (2013)  carried out a study in Southern Brazilian population, and 

showed that the CCR5∆32 allele is a protective factor for SLE in European-derived 

patients, although they observed that patients with the CCR5∆32 polymorphism had 

higher chances to develop lupus nephritis type IV. Carvalho et al. (2013) also 
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showed a protective effect of the CCR5∆32 polymorphism against SLE development 

among Portuguese patients. Martens et al. (2010) and Aguilar et al (2003) found no 

association between CCR5∆32 allele and disease susceptibility, however Aguilar et 

al. suggested the existence of a slight increase in the production of antibodies 

against double-stranded DNA (anti-dsDNA) in the development of nephritis and in a 

more severe outcome in those carrying the CCR532 allele. Mamtani et al. (2008) 

demonstrated an increased risk of developing nephritis in patients from the United 

States and Colombia in individuals carrying CCL3L1/CCR5 haplotypes that included 

the CCR532 allele. This study also reported that the CCR532 allele is a genetic 

marker related to SLE severity associated with high autoantibodies titers and lupus 

nephritis. In the present cohort of SLE patients, the CCR5/CCR5∆32 genotype and 

the CCR5∆32 allele were associated with presence of SLE in Caucasians, but not in 

non-Caucasian individuals. 

 The Brazilian population is one of the most genetically heterogenous 

worldwide, and the most of Brazilians are European-descendants (SUAREZ-KURTZ 

et al., 2012). However, the frequency of CCR5∆32 allele observed among the 

patients and controls of the present study did not differ from previous studies carried 

out worldwide. This polymorphism is present in several European populations at a 

frequency of about 5-16%, while it is almost absent in some ethnic groups, such as 

African, Japanese, and Chinese (SAMSON et al., 1996; MAGIEROWSKA et al., 

1998; WANG et al., 2003). In Brazilian population, the overall frequency of CCR532 

variant allele was 0.0418 and varied in different ethnic groups, such as 0.0504 

among Caucasians, 0.0280 among Browns, and absent in Blacks and Asians 

(REICHE et al., 2008). 
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 It is important to observe that the CCR5∆32 allele variant was not originally 

present in native African populations and that its presence in African-derived subjects 

results from miscegenation (MARTINSON et al., 1997), which can explain the results 

of our study regarding the low frequency of this allele among non-Caucasian SLE 

patients.  

 Chemokines play key roles in the activation and regulation of immune cell 

migration which is important in the pathogenesis of autoimmune diseases. CCR5 is a 

receptor expressed by several immune cells, and is upregulated by proinflammatory 

cytokines (GHORBAN et al., 2013). Inflammatory process in SLE is initiated by 

lymphocytic infiltration in to tissue spaces, and the biological distribution of 

lymphocytes appears to be determined by the expression of chemokines receptors, 

including CCR5 (FURUICHI et al., 2000; HOFFMAN, 2001). It has been established 

that the deletion of 32 pb of the CCR5 gene leads to a decreased expression and 

dysfunction of CCR5 receptor (ARABABADI et al., 2009). 

 The unclear role of CCR5 in SLE pathogenesis may be due to the presence of 

this receptor in cells with different functions in the immune system, for instance T 

helper and Treg cells. The presence of CCR5 in the surface of the immune system 

cells helps their migration to tissues, promoting inflammation. On the other hand, 

CCR5 can also be involved in resolution of inflammation through some possible 

mechanisms (DOODES et al., 2009; DOBACZEWSKI et al., 2010).  

 Some hypothesis are discussed to explain the involvement of the CCR532 

polymorphism with the development and severity of SLE. First is CCR5 signaling and 

inhibiting matrix metalloproteinases (MMPs) activity. MMPs are a group of enzymes 

involved in degradation of abundant extracellular matrix (ECM) components. 
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Proinflammatory cytokines, such as TNF-α and IL-1β, and proinflammatory stimulus 

propagated by ICs deposition enhance MMPs synthesis, and their activity. In turn, 

this enhancement of MMPs results in matrix degradation of the glomerular basement 

membranes, leading to more ICs deposition and exposure of epitopes creating a 

vicious cycle of persisting inflammation that worse severity of disease (TVEITA, 

2008). Dobaczewski et al. (2010) observed that Treg CCR5+/+ cells exhibited 

increased expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10 in comparison with 

CCR5-/- cells, in inflammation of infarcted patients. IL-10 downregulates the 

expression of proinflammatory cytokines, and consequently, inhibiting activity of 

MMPs. Based on these results, we hypothesized that the absence of CCR5 could 

impair the recruitment of Treg CCR5+/+ cells to the glomeruli, with consequent 

reduction of IL-10 impairing the downregulation of MMPs and their renal damage. 

 Second, Turner et al. (2012) showed that the lack of CCR5 exacerbates the 

curse of LN in terms of mononuclear cell recruitment, glomerular tissue injury, and 

proteinuria. Moreover, the renal CCL3 protein level, but not the mRNA level, as well 

as systemic CCL3, CCL4, and CCL5 protein levels and the lymphoproliferation in the 

spleen were upregulated in nephritic CCR5-/- mice. These results showed that the 

absence of CCR5 delayed in vivo clearance of CCL3 protein and the CCR5+/+ cells 

scavenge CCR5 ligands and, thereby, lower local CCL3, CCL4, and CCL5 levels. 

This may be an additional mechanism for downregulation of the host’s immune 

response exert by the CCR5.  

 In the absence CCR5+/+ cells, CCL3, CCL4, and CCL5 can induce the 

recruitment of pathogenic monocytes and T-cells via the activation of their alternate 

receptor, CCR1, which is abundantly expressed on these cell types (BROMLEY et 

al., 2008), and in the CCR3 (GHORBAN et al., 2013). This augmented CCR1- and 
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CCR3-dependent infiltration of immune cells can lead to the exacerbate tissue injury, 

as shown in models of hepatic and renal inflammation (TURNER et al., 2008). 

 Third, the differential expression of chemokine receptor in Th1 and Th2 cells is 

important for the selective migration of a particular T cell subset, since the 

chemokines produced at the sites of inflammation play a major role in the recruitment 

of infiltration cells in the pathological lesions. CCR5 is preferentially expressed on 

Th1 cell (LOETSCHER et al., 1998) while CCR4 is preferentially expressed on Th2 

cells (IMAI et al., 1999).   

 Moreover, Funauchi et al. (1998) showed that Th1-like cells producing 

interleukin 2 (IL-2) and interferon gamma (IFN-γ) were decreased and Th2-like cells 

producing interleukin 4 (IL-4) and interleukin 10 (IL-10) were increased in the 

peripheral blood of SLE patients. Therefore, SLE patients carrying the CCR5∆32 

present reduced expression of CCR5 in the cells surface and this could contribute to 

the imbalance of Th1/Th2 cells recruitment in the inflamed tissues, with a 

predominance of CD4+ Th2 cells CCR4+ (YAMADA  et al., 2002). The CD4+ CCR4+ in 

peripheral blood might preferentially migrate into the renal tissue of the patients with 

lupus nephritis and induce a Th2 immune response with the production of 

autoantibodies, such as anti-dsDNA, contributing to the development and severity of 

the disease. 

 In our study, SLE patients carrying the CCR5/CCR5∆32 genotype presented 

earlier age of onset of disease (p = 0.0324), higher levels of anti-dsDNA antibodies (p 

= 0.0484), and higher leukocyte counts than those carrying the wild type CCR5 

homozygous genotype (p = 0.0506). These results are partially in agreement with a 

previous study carried out by Aguilar et al. (2003), who found no correlations 
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between CCR5 polymorphism and age of onset of disease; however, when the SLE 

patients were stratified according to their clinical features, these authors 

demonstrated an increase in the frequency of individuals bearing CCR5∆32 among 

patients with anti-dsDNA antibodies, among patients with biopsy-proven nephritis, 

and a with higher median severity index than those carrying the CCR5 wild-type 

allele (AGUILAR et al., 2003).       

 The results of the present study that SLE patients carrying the 

CCR5/CCR5∆32 genotype presented higher severity of the disease is in agreement 

with the fact that increased anti-dsDNA is correlated with a renal involvement and 

with lupic nephritis, contributing to a worst evolution of disease (ISENBERG et al., 

2007; CAMERON, 1999; ALBA et al., 2003). 

 In the present study, Caucasian SLE CCR5/CCR5∆32 carriers showed 

increased frequency of ANA with homogeneous nuclear pattern than those 

CCR5/CCR5 carriers, which might be directly correlated with high frequency of anti-

dsDNA antibodies. Lenert et al. (1993) and Frodlund et al. (2013) showed that 

homogeneous nuclear pattern is correlated with anti-dsDNA levels, and this pattern is 

the most common found in SLE patients. 

 The CCR5∆32 polymorphism has been evaluated in several diseases with 

different results: positive association with pulmonary sarcoidosis (PETREK et al., 

2000) and myocardial infarction (GONZALEZ et al., 2001), and no association with 

Chron’s disease (HERFARTH et al., 2001) and polymyalgia rheumatica (SALVARANI 

et al., 2000). Some conflicting results were described in rheumatoid arthritis (GÓMEZ 

REINO et al., 1999; GARRED et al., 1998) and asthma (HALL et al., 1999; 

MITCHELL et al., 2000; SANDFORD et al., 2001). Moreover, the actual role of the 
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∆32 mutation in CCR5 is confounded by factors, such as the patient’s immunological 

status, other genetic polymorphisms, and epigenetic mechanisms. Individually or 

combined, all these factors can alter the response by a patient to the different 

immune system-related disease.  

The CCR5 is located together with other inflammatory chemokine receptor 

genes, and linkage with CCR2 is particularly strong, as CCR2 is located 17.5kb 

upstream of CCR5, and in the same orientation (SAMSON et al., 1996). This region 

shows weak but suggestive evidence of linkage to SLE in genome scan studies 

(WAKELAND et al., 2001). This cluster includes also CCR1, CCR2, CCR3, and 

XCR1 (SAMSON et al., 1996; MAHO et al., 1999). CCR2 and CCR5 have been 

mapped very close to one another in this region (SMITH et al., 1997) and several 

genetic polymorphisms have been described in both chemokine receptors, with high 

density of single nucleotide polymorphisms.  

 Taken all together, CCR5∆32 polymorphism might be associated with the 

presence of SLE and with increased frequency of anti-dsDNA antibodies, suggesting 

an important factor in SLE development and clinical course since these 

autoantibodies are involved in the lupus nephritis in Caucasians. In non-Caucasian 

subjects the CCR5 polymorphism was not associated, probably as a result of the low 

frequency of the CCR5∆32 allele among this population. The identification of a 

genotype of chemokine receptor polymorphisms may be used as a biomarker of the 

development and/or severity of an autoimmune disease specifically, such as SLE, 

and may be promising targets for therapeutics that taken into account the genetic 

profile of the individuals. These results suggests that, in women Brazilian patients 

and in Caucasian ethnicity, the CCR5/CCR5∆32 genotype might be considered as a 

marker of susceptibility to SLE and a worse clinical development, with possibly renal 
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involvement by its association with anti-dsDNA, once this antibody is considered an 

important factor on humoral response of lupus nephritis. The results also highlight the 

lead for further studies concerning the influence of the CCR5 and other chemokines 

receptor polymorphisms and the effects of these molecules expression levels in the 

immune response in SLE patients.  
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6 CONCLUSÕES 

 

O presente estudo possibilitou as seguintes conclusões: 

 Não se observaram diferenças entre as varáveis avaliadas nos 

grupos de pacientes com LES de etnia Caucasiana e não 

Caucasiana. De modo geral, as pacientes apresentaram uma 

mediana (IQR) de idade de início da doença de 30 (19,0 – 39,0) 

anos; uma duração mediana da doença de 10 (4,0 – 15,0) anos; 

baixa atividade da doença, com valores de SLEDAI  3, C3 ≥ 90 

mg/dL, C4 ≥ 10 mg/dL, anticorpos autoimunes (FAN) ≥ 1:160 e 

anti-dsDNA  1:10. De acordo com a terapia, as pacientes 

Caucasianas e não Caucasianas não diferiram, e as frequências 

das características clínicas e laboratoriais também não diferiram 

entre os grupos de pacientes. 

 As distribuições do genótipo CCR5/CCR5∆32 e do alelo 

CCR5∆32 foram de 15,8% e 0,752 (7,5%), respectivamente, nas 

pacientes com LES; 19% e 0,0949 (9,4%) em pacientes 

Caucasianas, respectivamente; No grupo controle, as 

distribuições do genótipo CCR5/CCR5∆32 e do alelo CCR5∆32 

foram de 3,8% e 0,190 (1,9%), respectivamente; 4% e 0,0202 

(2,0%), respectivamente, em Caucasianas livres de doença; 

 As frequências observadas estavam em equilíbrio de Hardy-

Weinberg e apresentaram uma forte associação com a presença 

da doença nas pacientes em geral, com OR de 4,47 (IC de 95%: 

1,72-13,24) para as portadoras do genótipo em heterozigose 

CCR5/CCR5∆32 e OR de 4,45 (IC de 95%: 1,65-12,50) para as 

portadoras do alelo CCR5∆32. As frequências observadas 

também apresentaram uma forte associação com a presença da 

doença nas pacientes Caucasianas, com OR de 5,56  (IC de 

95%: 1,76-17,54) para as portadoras do genótipo em 

heterozigose CCR5/CCR5∆32 e OR de 5,09 (IC de 95%: 1,65-

15,66); 
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 As pacientes em geral e Caucasianas portadoras do genótipo 

CCR5/CCR5∆32 apresentaram a doença com menor idade, 

maior frequência do padrão nuclear homogêneo, positividade 

aos anticorpos anti-dsDNA e maior nível de leucocitose quando 

comparadas às portadoras do genótipo CCR5/CCR5.  



80 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Estes resultados sugerem que em mulheres Caucasianas da 

população brasileira, o genótipo CCR5/CCR5∆32 pode ser considerado um 

marcador de susceptibilidade ao desenvolvimento do LES e de uma evolução clínica 

mais grave, com possibilidade de envolvimento renal, tendo em vista sua associação 

com anticorpos anti-dsDNA, considerado como um importante fator da resposta 

autoimune humoral na patogênese da NF. Considerando que o LES é uma doença 

complexa e poligênica, estudos com maior número de pacientes e avaliação de 

outros polimorfismos genéticos localizados na mesma região do CCR5, uma vez que 

esta região apresenta forte associação com o desenvolvimento da doença, podem 

reproduzir e assim confirmar os resultados obtidos no presente estudo.     
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ANEXO A 

Parecer do comitê de ética envolvendo seres humanos da universidade estadual de 

Londrina 
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ANEXO B 

Termo de consentimento livre e esclarecido 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - pacientes 

Titulo da pesquisa: 

“Associação entre polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao Lúpus Eritematoso Sistêmico em 

pacientes atendidos no Ambulatório do Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Londrina, 

Londrina, Paraná” 

 

Prezado(a) Senhor(a): 

 

Gostaríamos de convidá‐lo (a) a participar da pesquisa “Associação entre polimorfismos genéticos e 

a susceptibilidade ao Lúpus Eritematoso Sistêmico  (LES) em pacientes atendidos no Ambulatório 

do  Hospital  de  Clínicas  da  Universidade  Estadual  de  Londrina,  Londrina,  Paraná,”  realizada  no 

“Hospital  Universitário  da  Universidade  Estadual  de  Londrina  (HU/UEL),  Londrina,  Paraná”.  O 

objetivo  da  pesquisa  é  “determinar  se  existe  associação  entre  fatores  genéticos  do  indivíduo  e  a 

chance  de  desenvolver  LES  e  se  existe  associação  com  o  quadro  clínico  da  doença”.  A  sua 

participação  é muito  importante  e  ela  se  daria  da  seguinte  forma:  no momento  da  entrada  no 

projeto de pesquisa, será realizada uma avaliação clínica e  coleta de 20 mL de sangue periférico para 

realização  de  exames  laboratoriais  relacionados  ao  LES,  e  uma  entrevista  para  você  fornecer 

informações sobre estilos de vida como dieta e exercícios físicos. Gostaríamos de esclarecer que sua 

participação  é  totalmente  voluntária,  podendo  você:  recusar‐se  a  participar  ou mesmo  desistir  a 

qualquer momento  sem  que  isto  acarrete  qualquer  ônus  ou  prejuízo  à  sua  pessoa.  Informamos, 

ainda que as informações serão utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serão tratadas com 

o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.  

As amostras de sangue coletadas serão  identificadas por códigos com  letra e número garantindo o 

absoluto  sigilo  e  confidencialidade  dos  resultados.  Após  sua  utilização,  as  amostras  serão 

armazenadas  em  freezer  sob  a  responsabilidade  do  pesquisador  responsável  para  outros  estudos 

genéticos relacionados ao LES. 

A participação no projeto não apresenta riscos ao (a) senhor (a) e a população poderá ser beneficiada 

com os resultados obtidos, caso a equipe de pesquisa determine fatores genéticos que possam estimar a 

chance de um indivíduo desenvolver a doença ou a chance de um indivíduo previamente com a doença 

em desenvolver quadros clínicos mais graves como a nefrite lúpica.  
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Informamos  que  o(a)  senhor(a)  não  pagará  nem  será  remunerado  por  sua  participação. 

Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serão ressarcidas, quando 

devidas e decorrentes especificamente de sua participação na pesquisa.  

Caso você tenha dúvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar:   Professora 

Dra.  Andrea  Name  Colado  Simão,  no  Setor  de  Imunologia  Clínica  do  Laboratório  de  Análises 

Clínicas do HU/UEL, fone 43‐3371‐2321, e‐mail: deianame@yahoo.com.br, ou procurar o Comitê de 

Ética  em  Pesquisa  Envolvendo  Seres Humanos  da Universidade  Estadual  de  Londrina,  na Avenida 

Robert Kock, nº 60, ou no telefone 33712490.  

Este  termo  deverá  ser  preenchido  em  duas  vias  de  igual  teor,  sendo  uma  delas,  devidamente 

preenchida e assinada entregue a você. 

 

            Londrina, ___ de ________de 2012. 

              Pesquisador Responsável: Profa. Dra. Andrea Name Colado Simão                                                   

RG: 6226736-4                          
 

 

 

_____________________________________ , tendo sido devidamente esclarecido sobre os 

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.   

 

Assinatura (ou impressão dactiloscópica):____________________________ 

                                        Data:___________________ 

 

 

Obs: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, deve ser incluído o campo para assinatura 

do menor e do responsável. 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - controles 

 

Titulo da pesquisa: 

“Associação entre polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao Lúpus Eritematoso Sistêmico em 

pacientes atendidos no Ambulatório do Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Londrina, 

Londrina, Paraná” 

 

Prezado(a) Senhor(a): 

 

Gostaríamos de convidá‐lo (a) a participar da pesquisa “Associação entre polimorfismos genéticos e a 

susceptibilidade ao  Lúpus Eritematoso  Sistêmico  (LES) em pacientes atendidos no Ambulatório do 

Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Paraná, realizada no “Hospital 

Universitário  da  Universidade  Estadual  de  Londrina  (HU/UEL),  Londrina,  Paraná”.  O  objetivo  da 

pesquisa  é  “Determinar  se  existe  associação  entre  fatores  genéticos  do  indivíduo  e  a  chance  de 

desenvolver LES e se existe associação com o quadro clínico da doença”. A sua participação é muito 

importante  e  ela  se  daria  da  seguinte  forma  (avaliação  clínica,  coleta  de  sangue  periférico  para 

realização de exames  laboratoriais  relacionados ao LES,  fornecer  informações sobre estilos de vida 

como  dieta  e  exercícios  físicos.  Gostaríamos  de  esclarecer  que  sua  participação  é  totalmente 

voluntária, podendo você: recusar‐se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que 

isto acarrete qualquer ônus ou prejuízo à sua pessoa.  Informamos ainda que as  informações serão 

utilizadas  somente  para  os  fins  desta  pesquisa  e  serão  tratadas  com  o  mais  absoluto  sigilo  e 

confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.  

Sua participação  é  importante para  compor o  grupo de  indivíduos  saudáveis que  serão utilizados 

para a comparação dos resultados obtidos com o grupo de pacientes com a doença.    

As  amostras  de  sangue  coletadas  serão  identificadas  por  códigos  garantindo  o  absoluto  sigilo  e 

confidencialidade dos resultados. Após sua utilização, as amostras serão armazenadas em freezer sob 

a responsabilidade do pesquisador responsável par outros estudos genéticos relacionados ao LES. 

A participação no projeto não apresenta riscos ao (a) senhor (a) e a população poderá ser beneficiada 

com os resultados obtidos, caso a equipe de pesquisa determine fatores genéticos que possam estimar a 

chance de um indivíduo desenvolver a doença ou a chance de um indivíduo com a doença em 

desenvolver quadros clínicos mais graves como a nefrite lúpica. Os resultados serão discutidos entre 

os pesquisadores da área e poderão contribuir para a implabntação de novos exames laboratoriais 
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possam estimar a chance de um indivíduo desenvolver a doença ou a chance de um indivíduo com a 

doença em desenvolver quadros clínicos mais graves como a nefrite lúpica.  

Informamos  que  o(a)  senhor(a)  não  pagará  nem  será  remunerado  por  sua  participação. 

Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serão ressarcidas, quando 

devidas e decorrentes especificamente de sua participação na pesquisa.  

Caso você  tenha dúvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar  (Professora 

Dra.  Andrea  Name  Colado  Simão,  no  Setor  de  Imunologia  Clínica  do  Laboratório  de  Análises 

Clínicas do HU/UEL, fone 43‐3371‐2321, e‐mail: deianame@yahoo.com.br, ou procurar o Comitê de 

Ética  em  Pesquisa  Envolvendo  Seres Humanos  da Universidade  Estadual  de  Londrina,  na Avenida 

Robert Kock, nº 60, ou no telefone 33712490.  

Este  termo  deverá  ser  preenchido  em  duas  vias  de  igual  teor,  sendo  uma  delas,  devidamente 

preenchida e assinada entregue a você. 

 

            Londrina, ___ de ________de 2012. 

         

       Pesquisador Responsável                                                   

RG::__________________________                         

 

 

_____________________________________ , tendo sido devidamente esclarecido sobre os 

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.   

Assinatura (ou impressão dactiloscópica):____________________________ 

                                        Data:___________________ 

 

Obs: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, deve ser incluído o campo para assinatura 

do menor e do responsável. 
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ANEXO C 

Questionário para a coleta de dados demográficos, antropométricos, clínicos e 

laboratoriais 

 

Dados demográficos  N° do Controle: 

Nome   

Endereço   

Telefone   

Data de nascimento   

Faz uso de algum 
medicamento? 

Quais? Qual dosagem? 

Tem alguma Doença?   

Etnia  (   ) Caucasiano (   ) Negro (   ) Mulato (   ) Asiático 

Cor da pele  (   ) Branca (   ) Negra (   ) Pardo (   ) Amarela 

Exposição solar diária  (   ) Não se expõe ao sol diariamente 
(   ) Baixa exposição (≤ 20 min/dia) 
(   ) Exposição solar adequada ( > 20 min/dia) 

Usa protetor solar?  (   ) Sim (   ) Não     Qual a frequência? 

Tabagismo  (   ) Sim (    )Não 

Consumo de álcool  (   ) Sim (   ) Não 

Profissão   

(   ) Suplementação alimentar (   ) Antioxidante (   ) Vitaminas (   ) 
Dieta específica 

Hábitos de dieta 

Obs: 

Dados Clínicos 

IMC:  Peso:  Altura:  Circunferência: 

Pressão arterial:  Atividade física?  (   ) Sim 
(   ) Não 
Quantas vezes? 

Teve Inflamação/ 
Infecção na última 
semana? 

(   ) Sim   (   ) Não  Qual? 

Pós Menopausa  (   ) Sim   (   ) Não  Data da última menstruação: 

 


