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Resumo

Malafronte P. Influéncia do polimorfismo do gene do MCP-1 e do seu
receptor CCR2 em parametros clinicos e excre¢do urinaria do MCP-1 em
pacientes com nefrite lapica [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2008. 113p.

Introducdo: A nefrite lupica (NL) € o maior preditor de morbidade e
mortalidade em pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico.
Recentes estudos mostram que a proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-
1) esta implicada na ativacao de células inflamatdrias, afetando a progressao
e a severidade da NL, e que a excregao urinaria do MCP-1 (uMCP-1) esta
aumentada em pacientes com NL em atividade. Na literatura os dados sobre
o polimorfismo do gene MCP-1 A(-2518)G e do seu receptor CCR2 V(-64)I
sobre a susceptibilidade para nefrite lupica ainda estdo em discussao.
Objetivos: Avaliar a associagédo entre o polimorfismo do gene MCP-1 e do
seu receptor CCR2 em pacientes com NL e individuos saudaveis, além da
associacdo de ambos os polimorfismos com parametros clinicos e
histolégicos nos pacientes portadores de NL. Além disso, avaliar a
associacao entre a excregao urinaria do MCP-1 em pacientes portadores de
nefrite lUpica em atividade com paradmetros clinicos e histologicos.
Pacientes e Métodos: As genotipagens do MCP-1 e do CCR2 foram
realizadas em 197 pacientes com nefrite lUpica através da extragdo do DNA
gendmico, seguido da técnica de reagdo em cadeia da polimerase,
utilizando-se primers especificos. A dosagem urinaria do MCP-1 foi realizada
em 34 pacientes com nefrite lupica em atividade através da técnica de
ELISA. Resultados: Foram estudados 197 pacientes portadores de nefrite
lupica, do sexo feminino, com idade média de 28+9,8 anos, sendo 65,5% de
etnia branca e 34,5% nao-branca, acompanhados em nosso ambulatério
durante o periodo de 69+37,1 meses. Como grupo controle, utilizou-se um
grupo de 220 individuos saudaveis do sexo feminino, pareados de acordo
com idade e etnia. Quanto a distribuicdo do gendétipo do MCP-1, evidenciou-
se que a frequéncia do gendtipo GG foi significativamente maior nos
pacientes portadores de nefrite lUpica quando comparado ao grupo controle
(12,7%x5,0%) (p=0,019), enquanto que o gendtipo AA apresentou maior
freqiéncia no grupo controle, porém sem significAncia estatistica
(48,7%x56,8%). Com relacdo aos alelos, a frequéncia do alelo A foi
significativamente maior no grupo controle (75,9%x68%) (p=0,007) quando
comparada aos pacientes com NL. Ja em relagao ao polimorfismo do CCR2,
nao foi observada nenhuma diferenga na frequéncia do gendtipo entre os
dois grupos, porém foi observada maior frequéncia do alelo V no grupo
controle (89,8%x86,3%) (p=0,046). Nao houve associagédo entre o gendtipo
e alelos do MCP-1 e do CCR2 com a fungao renal no inicio e no final do
estudo, marcadores imunolégicos, manifestagdes clinicas (SLEDAI) e a
classe histoldgica. Porém, observou-se um predominio significante dos flares
moderado e grave nos pacientes portadores dos genodtipos AA e AG (p<
0,05) em relagao ao gendtipo GG, enquanto que, em relagao a distribuicao



alélica do MCP-1 e ao CCR2, ndo se notou diferenga estatistica. Nao se
evidenciou diferenca estatistica entre as curvas de sobrevida renal funcional
dos pacientes portadores de nefrite lUpica e os genétipos do MCP-1 e CCR2
e seus respectivos alelos. Notou-se diferenca estatistica na variagao da
creatinina sérica ao longo do seguimento (p<0,001). Foram também
estudados 34 pacientes portadores de nefrite lupica em atividade, do sexo
feminino, com idade média de 28,4 + 9,9 anos, sendo 26,5% pacientes de
etnia branca e 73,5% de etnia ndo-branca. A dosagem do MCP-1 urinario foi
realizada no inicio do quadro e apos 3 e 6 meses de seguimento. Em
relagdo ao uMCP-1, houve um aumento significante do mesmo no inicio do
quadro renal quando comparado com 3 e 6 meses de tratamento (p<0,05).
Evidenciou-se um aumento do uMCP-1 nos pacientes que apresentavam
creatinina plasmatica inicial > 1,2mg/dl (p<0,05), porém nao houve
associacao entre uMCP-1 e a creatinina apos 6 meses de tratamento. Nao
se observou associagao entre os niveis de uMCP-1 com as manifestacoes
clinicas (SLEDAI), classe histolégica e marcadores imunoldgicos, exceto
quanto ao anticorpo antifosfolipide, pois houve excre¢do aumentada do
uMCP-1 em pacientes com anticorpo antifosfolipide positivo no inicio do
quadro (p<0,05). Notou-se valores elevados do uMCP-1 nos pacientes que
apresentaram flares grave e moderado em relacéo ao flare leve (p<0,05).
Quanto a distribuicdo genotipica do MCP-1 em relagdo ao uMCP-1, foi
observado uma associagdo do uMCP-1 em pacientes portadores dos
gendtipos AG e AA quando comparados ao genétipo GG (p<0,05). Ja em
relacéo a distribuicdo genotipica e alélica do CCR2, ndo se notou nenhuma
diferenca na freqiéncia dos mesmos e a dosagem de uMCP-1.
Conclusdes: Houve uma significante associacdo do gendtipo GG do
polimorfismo do MCP-1 em pacientes portadoras de NL na populagédo
estudada, além de uma associacdo entre os niveis do uMCP-1 com a
severidade do flare renal e a fungao renal nas pacientes portadoras de NL.



Summary

Malafronte P. Influence of MCP-1 gene polymorphism and its receptor CCR2
polymorphism in clinical parameters and urinary excretion of MCP-1 with
lupus nephritis patients [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2008. 113p.

Introduction: Lupus Nephritis (LN) contributes substantially to morbidity and
mortality in patients with systemic lupus erythematosus. Literature data show
monocyte chemoattractant protein (MCP-1) is implicated in the activation of
inflamatory cells and has been suggested to affect the progression and
severity of lupus nephritis and urinary MCP-1 levels (UMCP-1) are increased
in LN patients during active renal disease. Literature data about genotype
polymorphism of MCP-1 A(-2518)G and of its receptor CCR2 V(-64)l and
susceptibility to LN is still open to discussion. Objectives: The aim of our
protocol was to study association of the genotype polymorphism of MCP-1
and CCR2 with LN compared to a healthy matched population and study
association these polymorphisms with clinical and histological parameters in
LN patients. Moreover, investigate the relationship of uMCP-1 on the onset,
severity and resolution of LN flare. Patients and Methods: Genomic DNA
was extracted from peripheral leukocytes from 197 LN patients and MCP-1
and CCR2 genomic variants were detected by polymerase chain reaction
followed by restriction enzyme-fragment analysis. uMCP-1 levels were
mesured by enzyme-linked immunosorbent assay from 34 LN flare patients.
Results: One hundred and ninety seven (197) female patients with
histological diagnosis de LN undergoing follow up in our institution and 220
ethnically matched healthy controls were enrolled in this study.
Epidemiological characteristics of the LN group were: age 28+9.8 years, race
65.5% of caucasians and 34.5% of Brazilian afro-south-latins. Baseline
values were collected at the onset of LN and final values in their last follow
up (69+37.1 months). There was a significant association of the GG
genotype polymorphism of MCP-1 with LN patients compared to controls
(12.7%x5.0%) (p=0.019), while the allele A distribuition was associated with
healthy controls (75.9%x68%) (p=0.007). Considering CCR2 -64 VIi
polymorphism genotype there was a association of the allele V with the
control group compared to LN (89.8%x86.3%) (p=0.046). Analyzing genotype
polymorphism of MCP-1 and CCR2 there weren’t correlation with renal
function, immunological markers, clinical manifestations (SLEDAI) or
histological classes of LN. There was a significant association of the AA and
AG genotypes polymorphism of MCP-1 with moderate and severe renal
flares compared to GG genotype polymorphism of MCP-1 (p< 0.05). Kaplan-
Meier analysis of the renal survival curves with respect to the studied
genotypes did not show any influence in the progression of renal disease.
There was a significant association of the creatinine onset and on follow up
(p<0.001). Thrity four (34) female patients with criteria for active LN and
histological diagnosis were enrolled and treated for six months. Each patient



was evaluated once a month and uMCP-1 bimonthly. Epidemiological
characteristics of the group showed: age 28.419.9 years and race 26.5%
caucasians and 73.5% Brazilian afro-south-latins. uMCP-1 excretion at onset
(TO) of LN was significantly increased when compared to uMCP-1 measured
on the third (T3) and sixth months (T6) (p<0.05). Analyzing uMCP-1 values
on TO there was a correlation with creatinine (p<0,05), but not with, clinical
manifestations histological classes of LN or immunological markers, except in
patients with positive antiphospholipid autoantibodies demonstrated
increased of uMCP-1 (p<0.05). Otherwise, uMCP-1 levels were associated
with seriousness of nephritis flares, severe and moderate over mild (p<0.05).
Considering MCP-1 polymorphism genotype there was association of the AA
and AG genotypes with increased uMCP-1 in patients with active renal
disease (p<0.05). Conclusions: There is a significant association of the GG
genotype of MCP-1 -2518 A/G polymorphism with LN in our population.
uMCP-1 levels in LN is associated with flare seriousness and renal function.
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1.1 Lupus Eritematoso Sistémico

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga multissistémica de
etiologia desconhecida que se caracteriza pela produgéo excessiva de auto-
anticorpos. A deposigédo tissular desses complexos antigeno-anticorpos
circulantes levam a liberagdo de mediadores inflamatérios e ao influxo de
células inflamatérias, expressando-se clinicamente em diversos 6rgéos".

O diagndstico de LES é estabelecido pelo preenchimento de critérios
clinicos e laboratoriais estabelecidos pela American Rheumatism Association
(ARA) em 1971 e modificado em 1982 ? (Quadro 1). Sd0 necessarios no
minimo quatro desses critérios, de modo simultaneo ou sequencial, para o

diagnostico de LES.

Quadro 1 - Critérios da American Rheumatism Association para o
diagnostico de LES (modificado 1982)

Rash malar

Rash discoide

Fotossensibilidade

Ulceras da mucosa oral

Artrite ndo deformante

Serosite (pleurite, pericardite)

Doenca renal (proteinuria persistente, hematuria, cilindruria)
Acometimento do sistema nervoso central

Alteracoes hematoldgicas (anemia, leucopenia, plaquetopenia)
Alteracoes imunoldgicas (células LE, anti-dsDNA, anti-Sm ou VDRL falso-positivo)
Fator anti-nucleo positivo

NOTA: Anti-dsDNA=anticorpo anti-acido desoxirribonucléico de dupla hélice, anti-Sm=anticorpo anti-antigeno de
Smith, VDRL= Venereal Disease Research Laboratories.
FONTE: Tam EM. Arthritis Rheum. 1982.
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A incidéncia do LES na populagdo varia de 1,8 a 7,6
casos/100.000/ano e a prevaléncia varia de 14,6 a 50,8 casos por 100.000
habitantes®. Em 90-95% das vezes acomete mulheres em idade fértil (15 - 40
anos), sugerindo a participagdo hormonal na patogénese da doenga. Ha
predominio do LES na raca negra, nos pacientes que apresentam certos
haplétipos do sistema antigeno do complexo maior de histocompatibilidade
(HLA) (HLA-B8, DR2, DR3, E DQWH1), nos individuos da mesma familia e
nos pacientes com deficiéncias congénitas de fragdes do sistema
complemento (C1q, C2 e C4), sugerindo a participagdo de fatores genéticos®.
Fatores ambientais como luz solar, radiagao ultravioleta e certas medicacdes

também podem predispor ao desenvolvimento do LES 3,

1.2 Nefrite lupica

A doenga renal é uma manifestacao clinica frequente, sendo
diagnosticada em 50-75% dos pacientes portadores de LES. Tal constatagcéo
pode ocorrer tanto no momento do diagndstico quanto no decorrer do
seguimento clinico. A prevaléncia real da nefropatia, entretanto, deve ser
maior que 90%, pois um estudo mostrou que a realizagdo de bidpsia renal
em pacientes sem qualquer evidéncia clinica dessa complicagédo pode
revelar  alteracbes  glomerulares, especialmente  depédsitos  de

imunoagregados & microscopia de imunofluorescéncia®.
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O comprometimento renal contribui direta e indiretamente, devido a
complicagbes da terapia, para a morbidade e mortalidade dos pacientes
portadores de LES. A perda da fungéo renal ocorre em até 30% dos casos
acometidos, sendo que a presenca de doenca renal é o preditor mais
importante de morbidade e mortalidade nesses pacientes®.

De acordo com os critérios do ARA, a nefrite lUpica é definida pela
presenca de proteinuria persistente acima de 500mg/dia e/ou pela presenca
de cilindros celulares no sedimento urinario, desde que descartadas outras
causas de alteragbes na urinalise como, por exemplo, infeccbes do trato
urinario e efeito de drogas.

A nefropatia do LES caracteriza-se pela heterogeneidade na
apresentacao histolégica, pela freqlente superposi¢cao das varias lesdes e
pelo potencial de transformacao de uma classe em outra, o que, em diversos
relatos, ocorre em 15 a 40% dos pacientesG.

A classificagao da nefrite lupica, segundo a Organizagcao Mundial de
Saude (OMS) estabelecida em 1982, revisada e modificada em 1995,
baseia-se nos achados histolégicos de microscopia Optica e
imunofluorescéncia’ (Quadro 2).

Em 2003, uma conferéncia de patologistas renais e nefrologistas
estudaram e propuseram uma nova classificacdo com pequenas
modificagdes, sinalizando, no entanto, para a interagao entre a clinica e os

aspectos histopatolégicos® (Quadro 3).
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Quadro 2 - Classificagao da nefrite lupica de acordo com a Organizagao

Mundial de Saude (revisada e modificada 1995)

| — Glomérulo normal (por MO, IF, ME)
Il — Alteracbes mesangiais puras
a) MO normal, depdsitos mesangiais a IF ou a8 ME
b) Hipercelularidade mesangial e depdsitos a IF ou a ME
Il — Glomerulonefrite segmentar e focal
a) Lesobes ativas necrosantes
b) Lesdes ativas e esclerosantes
c) LesOes esclerosantes
IV — Glomerulonefrite difusa (mesangial grave, proliferacdo endocapilar ou
mesangiocapilar e/ou depdsitos subendoteliais extensos)
a) Sem lesdes segmentares
b) Com lesbes ativas necrosantes
c) Com lesoes ativas e esclerosantes
d) Com lesbes esclerosantes
V- Glomerulonefrite membranosa
a) Glomerulonefrite membranosa pura
b) Associada a lesdes da classe Il (a ou b)

VI- Glomerulonefrite esclerosante

NOTA: MO=microscopia Optica, IF= imunofluorescéncia, ME= microscopia eletronica.

FONTE: Churg GJ. Renal disease: classification and atlas of glomerular diseases. 1995
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Quadro 3 - Classificagcdo da nefrite Iupica proposta pela Sociedade
Internacional de Nefrologia e pela Sociedade de Patologia Renal
(2003)

Classe I: Alteragdes mesangiais minimas

Glomérulos normais a MO, porém com depdsitos imunes na IF

Classe Il Alteracbes proliferativas mesangiais

Hipercelularidade mesangial de qualquer grau, ou expansao da matriz mesangial
pela MO, com depdsitos imunes no mesangio. Podem existir poucos e isolados
depdsitos subepiteliais e subendoteliais visiveis pela IF ou ME, porém com MO
normal

Classe lll: GN lupica focal

GN focal, segmentar ou global, endo ou extracapilar, ativa ou inativa, que
envolve < 50% dos glomérulos, com depésitos focais subendoteliais, com ou
sem alteragdes mesangiais

Classe lll (A) — com lesbes ativas: GN proliferativa focal

Classe lll (A/C) - com lesdes ativas e crbnicas : GN proliferativa focal e
esclerosante

Classe lll (C) — com lesdes crbnicas e inativas com esclerose glomerular: GN
esclerosante focal

Classe IV: GN lupica difusa

GN difusa, segmentar ou global, endo ou extracapilar, ativa ou inativa, que
envolve > 50% dos glomérulos, com depésitos difusos subendoteliais, com ou
sem alteragdes mesangiais. Essa classe é dividida em difusa segmentar quando
> 50% dos glomérulos apresentam les6es segmentares, e difusa global, quando
> 50% dos glomérulos apresentam lesdes globais.

Classe IV-S (A): GN proliferativa difusa segmentar, com lesdes ativas

Classe IV-G (A): GN proliferativa difusa global, com lesdes ativas

Classe IV-S (A/C): GN proliferativa e esclerosante difusa segmentar, com lesdes
ativas e cronicas

Classe IV-S (C): GN com lesbes crbnicas e inativas com esclerose segmentar
Classe V-G (C): GN com lesbes crdnicas e inativas com esclerose global
Classe V: GN lupica membranosa

Presenca de depdsitos globais ou segmentares subepiteliais, ou sua sequela
morfoldgica a MO, IF e ME, com ou sem alteragdes mesangiais. A classe V pode
ocorrer em associacao com a classe lll ou IV.

Classe VI: GN com esclerose avancada

> 90%dos glomérulos tem esclerose global, sem atividade inflamatéria residual

NOTA: MO=microscopia Optica, IF=imunofluorescéncia, ME=microscopia eletronica, A=ativa, C=crobnica,
S=segmentar,

G=global, GN=glomerulonefrite.

FONTE: Weening JJ. The classification of glomerulonephritis in systemic lupus erythematosus revisited. 2004.
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A patogénese da nefrite lUpica ainda é desconhecida, mas sabe-se que
ocorre uma formagcao de auto-anticorpos decorrente da hiperatividade de
linfécitos B. Essa hiperatividade ocorre devido ao defeito regulatério de
subpopulagdes de linfécitos T ou da ativacao autégena dos linfocitos B. Esses
auto-anticorpos podem ser formados contra o acido desoxirribonucléico (DNA)
de hélice simples (ss-DNA) ou de dupla hélice (ds-DNA), contra
ribonucleoproteinas, histonas, e em algumas circunstancias, contra proteinas
da matriz extracelular (lamina, colageno IV, heparan sulfato) *'°

A deposi¢ao de imunocomplexos circulantes e/ou a formacéao in situ
dos mesmos, provavelmente assume grau de importancia em certos padroes
histolégicos de nefrite lupica. A localizagdo dos imunocomplexos nos
glomérulos, por sua vez, é influenciada por varios fatores: tamanho, carga
elétrica e avidez dos complexos, capacidade de clareamento do mesangio e
fatores hemodinamicos locais®°.

Os imunocomplexos, uma vez depositados em glomérulos, ativam a
cascata do sistema complemento, a cascata da coagulacéo, a infiltragao de
leucocitos, a liberacdo de enzimas proteoliticas e de citocinas reguladoras
tanto da proliferacdao glomerular quanto da sintese de matriz extracelular,
desencadeando, assim, a resposta inflamatdria tecidual®°.

A injuria glomerular e vascular no LES pode ser ampliada por
fendmenos locais decorrentes da coagulagao intravascular. Dessa forma, a
participacdo dos anticorpos antifosfolipides poderiam potencializar a

agressao imunoldgica, provocando alteragdes nas fungdes endoteliais e

plaquetarias™’.
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Essa infiltracdo de células inflamatérias ¢é um achado
histopatolégico comum entre as doengas renais agudas e crbénicas. Entre
as células envolvidas destacam-se os macréfagos/mondcitos, que
desempenham um papel importante tanto no desenvolvimento, quanto na
progressdo das doencgas renais como ja bem demonstrado em modelos
animais e em estudos com humanos'®>. Os macréfagos/mondcitos
contribuem para a lesdo renal através de varios mecanismos como
producao de espécies reativas de oxigénio (13), além de citocinas como o
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), a interleucina -1beta (IL-1B) e a
proteina quimiotatica de mondcito-1 (MCP-1)"*. O TNF-a estimula a
producdo de endotelina-1 mesangial, um regulador hemodinamico
glomerular, que exerce seu efeito principalmente através da contragao
das células mesangiais, enquanto a IL-1p estimula as células mesangiais
a liberarem IL-6, um modulador da proliferacdo mesangial’™'®'". O MCP-
1, por sua vez, é fator fundamental da resposta inflamatoéria atraindo
células ao local da lesdo. Os macréfagos produzem o fator transformador
de crescimento beta (TGF-B) e o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), além de outros fatores de crescimento e proliferagao
celular, que induzem a proliferacdo e migracdo de fibroblastos,
neoformagao de capilares sanguineos e sintese de componentes da
matriz extracelular como fibronectina, colageno e proteoglicanos.

Tendo em vista o papel dos macréfagos/monécitos na patogénese da
lesdao renal, torna-se de suma importdncia o estudo dos mecanismos

envolvidos no recrutamento destas células.
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1.3 Quimiocinas

As quimiocinas, familia de citocinas quimiotaticas, contribuem para a
resposta inflamatéria dada a capacidade de induzirem ao recrutamento e
ativarem populagbes de leucdcitos, induzirem, também, a degranulagao,
além de levarem a liberacdo de mediadores inflamatérios de células efetoras
tais como basodfilos, mastécitos, neutrdfilos e eosindfilos. Sabe-se que
quimiocinas trabalhando em conjunto com selectinas e integrinas agem
como orientadoras da migragcdo leucocitaria, ao mesmo tempo em que
ativam leucdcitos, influenciam a hematopoese e modulam a angiogénese.
Ja foram descritos mais de 50 quimiocinas e 17 receptores.

As quimiocinas sao proteinas de 8 a 10 kD caracterizadas pela
presenca de quatro residuos de cisteina conservados na porgado amino-terminal
e, dependendo da presenga ou ndo de aminoacidos entre as duas primeiras
cisteinas, podem ser classificadas em quatro familias'®'%?°. A familia das
a-quimiocinas caracteriza-se pelo fato dos dois primeiros residuos de
cisteina estarem separados por um aminoacido (cisteina—Xaminoacido—
cisteina ou CXC), enquanto que a familia das B-quimiocinas, a mais diversa
€ numerosa, caracteriza-se por ter os dois primeiros residuos de cisteina
adjacentes (cisteina—cisteina ou CC)"®'®?°_ Ja a familia C é representada
principalmente pela linfotactina e apresenta apenas uma cisteina, enquanto
que as quimiocinas da familia CX3C, como a fractalkine, apresentam 3

aminoacidos entre as duas cisteinas (Figura 1).



Introdugéo

10

cC

c o
1
&

CXC

c
—_ (E)(C

CXXXC

Chemokine
domain

—fi:xxxc
C\)

Glutamic acid-
leucine—
arginine

Mucin-like
domain

w |

Quimiocina
Receptor de quimiocina

MCP-3, -4; MIP-1a; RANTES
MCP-3, -4; eotaxin-1, -2; RANTES

MCP-1, -2, -3, -4, -5
MCP-3, -4; eotaxin-1, -2; RANTES

MCP-3, -4; MIP-1a; RANTES
MCP-1, -2, -3, -4, -5

MIP-12, MIP-158, RANTES
1-309

MDC, HCC-1, TECK

Fractalkine

SDF-1

MCP-3, -4; MIP-1a; RANTES
MCP-1, -2, -3, -4, -5

TARC

MIP-1c, MIP-13, RANTES
MIP-3g (ELC)

PARC, SLC, 6CKine (Exodus-2)
Fractalkine

IP-10, MIG, I-TAC

PARC, DC-CK1
Lymphotactin

SDF-1

MCP-3, -4; MIP-1a; RANTES
MCP-1, -2, -3, -4, -5

MCP-3, -4; eotaxin-1, -2; RANTES
TARC

MIP-1e, MIP-13, RANTES

MIP-3a (LARC, Exodus-1)

MDC, TECK

SDF-1

Interleukin-8, GCP-2

Interleukin-8, GCP-2; GRO-«, -8, -y; ENA-78;

NAP-2; LIX

MCP-1, -2, -3, -4, -5
MIP-1a, MIP-18, RANTES

Cytoplasmic
domain

Fractalkine

IP-10, MIG, I-TAC

Receptor

— 0y

CCR1
CCR3

CCR2
CCR3

CCR1
CCR2
CCR5
CCR8

CX,CR1
CXCR4
CCR1
CCR2
CCR4

CCR5
CCR7

CX,CR1
CXCR3
?

?
CXCR4

CCR1

CCR2

CCR3

CCR4

CCR5

CCR6
?

CXCR4

CXCR1
CXCR2

CCR2
CCR5

CX,CR1
CXCR3

Tipo de célula

Eosindfilo 0%

Basofilo

Y

o Y A
Mondcito iﬁ'

CélulaT
ativada

CélulaT

Célula
dendritica

Neutrofilo

Célula natural
Killer

FONTE: Adapatda de Luster AD. N Engl J Med. 1998.

Figura 1 - Quimiocinas e seus receptores
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As a-quimiocinas que contém a sequéncia acido glutamico-leucina-
arginina precedendo a sequéncia CXC sao quimiotaticas para neutrdfilos,
enquanto aquelas que n&o contém essa sequéncia sao quimiotaticas para
linfocitos.

As B-quimiocinas em geral ndo agem nos neutréfilos, mas atraem os
monaocitos, eosindfilos, basodfilos e linfécitos. Estruturalmente, as -
quimiocinas podem ser subdivididas em duas familias as constitutivas e as
induzidas. Acredita-se que as quimiocinas CC constitutivas participam dos
processos habituais de migragao leucocitaria enquanto que as quimiocinas
CC induzidas regulam o recrutamento leucocitario em reposta aos sinais
imunoldgicos, inflamatérios e infecciosos.

A inducdo da migracao dos leucdcitos faz-se pela ligacdo da
quimiocina aos receptores especificos da superficie da célula-alvo os quais
estdo acoplados a proteina G. Na familia das a-quimiocinas foram
identificados quatro tipos de receptores humanos (CXCR1 a CXCR4), na
familia das B-quimiocinas observaram-se oito receptores humanos (CCR1 a
CCRS8), enquanto que na familia CX3C foi identificado apenas 1 receptor
humano (CX3CR1) (Figura 1).

Os receptores de quimiocinas sao expressos em diferentes
linhagens de leucdcitos. Alguns receptores, como o CXCR1, sao
predominantemente expressos nos neutréfilos, enquanto o CCR2 é
expresso principalmente nos linfoécitos T, mondcitos, células dendriticas,
células B e basoéfilos. Em condi¢cbes especificas, os neutréfilos também

podem expressar o CCR2 2'. J4 a expressdo de outros receptores de
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quimiocinas depende do estado de ativacao e diferenciagao das células.
Por exemplo, o CXCR3 é expresso em linfécitos T ativados tipo helper 1 (Th1).
Alguns receptores, no entanto, sdo também expressos em células nao
hematopoiéticas, incluindo neurbnios, astrocitos, células epiteliais e
endoteliais, sugerindo que esse sistema de quimiocinas pode exercer
outros papéis além de quimiotaxia.

O CCR2 é um receptor da familia das B-quimiocinas que apresenta
afinidade para CCL2/MCP-1, CCL7, CCL8 e CCL13. O mesmo tem duas
isoformas a CCR2A, composta de 360 aminoacidos e localizada
predominantemente no citoplasma, e a CCR2B, composta de 374
aminoacidos que se localiza preferencialmente na superficie celular, sendo
que as mesmas se diferem apenas na regiao carboxi-terminal. A CCR2B ¢ a
isoforma predominante nos mondcitos e os niveis de ambas isoformas
(CCR2A e CCR2B) diminuem quando ocorre a diferenciagdo de mondcitos
em macréfagos?".

Embora muitos receptores de quimiocinas liguem-se a mais de uma
quimiocina, os receptores CC so se ligam a quimiocinas CC, enquanto que
os receptores CXC se ligam somente as quimiocinas CXC. Essa relagao
restrita do receptor com a quimiocina pode ter relagdo com as diferencas
estruturais das quimiocinas, pois elas sao similares nas estruturas
primarias, secundarias e terciarias, embora diferentes nas estruturas

quaternarias'® 9%,
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1.4 Proteina Quimiotatica de Monécito-1

A proteina quimiotatica de mondcito-1, cujo receptor € o CCR2, é uma
quimiocina caracteristica da familia B cuja producéo é regulada por um gene
localizado no cromossomo 17, na regido 17q11,2-q12. Essa quimiocina tem
como propriedade atrair células mononucleares, principalmente
mondcitos/macrofagos, células dendriticas, eosindfilos, basdfilos, linfécitos e

outras quimiocinas'®192%22,

1517 endoteliais®,

O MCP-1 é produzido pelas células mesangiais renais
epiteliais tubulare324, musculares lisas e inflamatérias (mondcitos, células T,
células Natural Killer), em resposta a interleucina-18%, interferon-y*,
angiotensina 11 %, lipoproteina de baixa densidade (LDL)?’, imunocomplexos
de 19G® e TNF-a®, sendo que a sua expressdo €& inibida pela
prostaglandina E %°.

Além disso, o MCP-1 pode ativar células epiteliais tubulares humanas,
induzindo a expressdao da molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1)
através da via Gi-proteina, proteina quinase C (PKC) e dependente de calcio
intracelular. Outra acao intracelular importante é a ativacao do fator
nuclear-kB (NF-xB), reconhecido como um fator de transcricdo comumente
envolvido na resposta imune e inflamatéria. Em resumo, a agao quimiotatica
do MCP-1 pode exacerbar a resposta inflamatéria renal pela inducdo de

citocinas e expressdao de moléculas de adesdo nas células epiteliais

tubulares humana®.
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1.5 MCP-1, CCR2 e Nefrite lupica

A nefrite lupica apresenta-se clinicamente desde formas leves,
anormalidades isoladas do sedimento urinario, formas de sindrome nefrotica
e nefritica ou, até mesmo, em quadro de insuficiéncia renal cronica.
E tipicamente uma doenca de evolugao lenta, caracterizada por episédios de
recidivas e periodos de remissao.

Pacientes com as formas mais leves de lesdes histoldgicas,
confinadas a regido mesangial, sem sinais de proliferacdo endocapilar,
em geral, tém sedimento urinario pouco ativo e a proteinuria, presente em
um terco desses pacientes, € menor que 1g ao dia, nunca atingindo niveis
nefroticos.

As alteragdes clinicas renais mais evidentes encontram-se entre os
pacientes com glomerulonefrite proliferativa focal, constatando-se hematuria
e cilindros hematicos em metade desse grupo, enquanto a proteinuria que
esta sempre presente, é em nivel nefrético em aproximadamente 30% dos
casos. Hipertensao arterial nesses casos € muito frequente.

Pacientes com glomerulonefrite proliferativa difusa apresentam-se
com a forma mais ativa e frequentemente mais grave, de envolvimento renal.
Ao redor de 75% dos casos tem sedimento urinario ativo, e mais da metade
apresenta sindrome nefrética franca. A insuficiéncia renal moderada é
bastante comum e pode evoluir para perda rapida de funcao renal até niveis

dialiticos em 20% dos pacientes.
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Na nefropatia membranosa do LES, o quadro clinico habitual é o de
sindrome nefrotica com fungao renal preservada. Neste caso, o sedimento
urinario ativo e a hipertensdo arterial podem estar presentes de modo
inconstante.

No entanto, a sua patogénese permanece obscura, assim como 0s
fatores preditivos de ma evolugao, porém proliferagao celular e infiltracéo de
células inflamatérias sdo bons marcadores de progndstico renal, e também
se correlacionam linearmente com a gravidade da disfuncao renal 122,

Zoja et al. estudando camundongos NZB/W, um modelo genético de
doenca por imunocomplexos que mimetiza o Lupus em humanos,
demonstraram um aumento progressivo da expressao do acido ribonucléico
mensageiro (RNAm) do MCP-1, no glomérulo e nas células tubulares,
correlacionados a progressao da doenca e em associagdo com o aumento
da infiltragdo das células mononucleares. Esses camundongos, quando
tratados com ciclofosfamida, mostravam diminui¢cdo da expressdo do RNAm
do MCP-1 no tecido renal, baixo influxo de células inflamatérias e
preservacio das estruturas glomerulares e tubulares *.

Lema et al. estudaram camundongos MRL/Ipr, outro modelo de
mutacdo genética que resulta na proliferacdo linfocitaria e mimetiza a
doenca renal por imunocomplexos, e observaram aumento dos marcadores
soroldgicos (anti-DNA e imunocomplexos circulantes) concomitante com o
aumento significante da expressdo do RNAm do MCP-1 no tecido renal
(glomérulo e intersticio) desses animais, quando comparados com

camundongos MRL controle. Porém, o aparecimento da proteinuria, da
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infiltracdo de células inflamatérias e da lesdo renal ocorreram apds o
aumento da expressao do RNAm do MCP-1 e concomitante com a
expressdo do RNAm do CCR2 3,

Anders et al. demonstraram em modelo animal de GN por
imunocomplexos (GN-IC), modelo no qual ha lesdao glomerular com
proliferacdo de células mesangiais sem lesao significativa do intersticio,
aumento da expressdo do MCP-1 e do seu receptor CCR2 somente na
regido glomerular, precedendo a proteindria e o pico da infiltracdo
leucocitaria, o qual retornou ao basal apds a resolugdo da GN-IC *.

Tesch et al. descreveram uma importante reducado no infiltrado de
células mononucleares no tecido renal, diminuigcdo da proteinuria e aumento
da sobrevida, além de diminuicdo da expressdo do CCR2, em camundongos
lupicos MRL/FAS® geneticamente deficientes para o MCP-1, quando
comparados com camundongos lUpicos MRL/FAS"" selvagens *°.

Em outro estudo, Hasegawa et al. mostraram que o modelo genético
de camundongo MRL/Ipr desenvolveu uma lesao renal progressiva em 10 a 12
semanas de evolugao, histologicamente caracterizada como GN proliferativa
endocapilar associada a infiltrado mononuclear intersticial que, nas fases
mais tardias, poderiam evoluir com crescentes. Essas lesbes progrediram
com o passar do tempo e, em 20 semanas, 0os animais exibiam sinais de
doencga renal grave. Estes animais mostraram significante aumento da
expressdo do RNAmM do MCP-1 no glomérulo e intersticio a partir da 122
semana. O MCP-1 foi localizado predominantemente em poddcitos,

mesangio, endotélio, células intersticiais, macréfagos e, ocasionalmente, em
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células epiteliais tubulares. Apds o uso do antagonista de MCP-1, antes ou
no inicio da nefrite lUpica, observou-se redugao significativa da lesao
glomerular e do infiltrado de células mononucleares quando comparado com
0 grupo controle, sugerindo que o antagonista de MCP-1 amenizou o inicio e
a progressao da nefrite ltpica *’.

Da mesma forma, Shimizu et al. observaram que a terapia com anti-
MCP-1 atenuou a nefrite lupica em camundongos MRL/lpr, com diminuigao
na taxa de formacado de crescentes e do acumulo de macréfagos no
glomérulo, porém nao mostraram redugdo da proteinuria e nem da
concentracdo sérica de imunoglobulinas e/ou do depdsito glomerular de
imunocomplexos nesse mesmo grupo 2.

No estudo de Lema et al., notou-se que, no modelo de camundongo
MRL/Ipr deficiente para o CCR2, ocorria reducgao do infiltrado de macroéfagos
e de linfécitos T para o compartimento glomerular e tubulointersticial e, com
isso, menor proliferacdo das células glomerulares, com reducdo da
proteinuria e da doenga renal. O estudo evidenciou que o receptor CCR2
apresentava um importante papel no desenvolvimento de doengas auto-
imunes (especialmente na producado de células T e anticorpos anti-DNA) e
no desenvolvimento da lesdo renal, influenciando, assim, a progressédo da
doenca e a sobrevida do camundongo MRL/Ipr °.

Em seres humanos, os estudos de Wada et al., Noris et al. e Li et al.
mostraram que pacientes lupicos apresentavam niveis mais elevados de
MCP-1 urinario e sérico do que voluntarios saudaveis, e que também

pacientes lupicos com nefrite lUpica ativa apresentavam niveis mais
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elevados de MCP-1 urinario que pacientes com nefrite l[Upica em remissao.
O estudo de Wada et al., no entanto, ndo demonstrou relagao entre MCP-1
urinario ou sérico com numero de macréfagos no intersticio, sedimento
urinario e niveis de anti-DNA, porém mostrou relagédo com o tratamento uma
vez que ja que os pacientes que apresentavam niveis elevados de MCP-1
urinario evoluiram com queda significante, apds remissao induzida com
corticosterdide 04142,

Chan et al., também demonstraram que o aumento da excrecao de
MCP-1, na urina em pacientes portadores de nefrite lupica em atividade,
estava diretamente correlacionado com a atividade sistémica da doenca e
com os achados histolégicos da bidpsia renal. Os niveis aumentados de
MCP-1 urindrio diminuiram com a terapia imunossupressora *°.

Em outro estudo, Rovin et al. evidenciaram que, em pacientes
portadores de nefrite lUpica, havia uma associagcao da excregao urinaria de
MCP-1 com a recidiva renal, ocorrendo um aumento dos niveis urinarios de
MCP-1 alguns meses antes do inicio da atividade clinica, porém, néo
observaram essa alteragcdo em casos de recidiva nao-renal, sugerindo que
as quimiocinas urinarias nao refletem a atividade sistémica do LES, apenas
a renal. Estes altos niveis de MCP-1 urinario durante a recidiva renal foram
associados com a severidade da lesdo renal, a classe histoldgica
proliferativa e ao grau de proteintria *.

Por sua vez, Kim et al. mostraram que o nivel sérico de MCP-1 em
individuos portadores de LES foi significantemente maior que no grupo

controle, e que a presenca da nefrite lupica ndo influenciou esse resultado,
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nao havendo, consequentemente, diferenca da excrecao urinaria de MCP-1
em ambos os grupos *°.

Chan et al.,, estudando pacientes com nefrite lupica observaram
correlagao entre as expressdes urinarias de RNAm de MCP-1, assim como
de sua proteina com a atividade de nefrite lupica, medido através do escore
de SLEDAI. Observaram também correlagdo da expressdo do RNAm de
MCP-1 com o indice de atividade histolégica na bidpsia renal, mas nao com
a expressao da sua proteina. Houve, no entanto, importante correlagao
clinica entre niveis de MCP-1 urinario e grau de proteinuria (p< 0,001),
albumina sérica (p<0,001), creatinina sérica (p<0,001) e taxa de filtragcao
glomerular (p<0,001). Nao se evidenciou associagdo entre a expressao
urinaria de RNAm de MCP-1 e da sua proteina com o indice de cronicidade
histoldgica, proliferacdo endocapilar, crescente celular, infiltragao leucocitaria
e inflamacéo intersticial *°.

Amoura et al. estudaram a expressao do CCR2 nas células CD4+ de
pacientes portadores de LES em remissdo, LES em atividade e no grupo
controle e observaram menor expressao do CCR2 nas células T somente no
grupo dos pacientes lupicos em atividade. Em todos os grupos ndo notou
diferenca da expressdo do CCR2 nos mondcitos. Por sua vez, o estudo nao
mostrou nenhuma correlacédo entre a expressao do CCR2 nos linfocitos e a
atividade lupica através do escore de SLEDAI (indice de atividade da doencga

LES) ou niveis de anticorpos anti-DNA *’.
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1.6 MCP-1, CCR2 e outras nefropatias

Infiltragdo de mondcitos/macréfagos ocorre em doengas renais, tanto
experimentais quanto humanas, além de nefrite lupica. Wada et al., ao
estudarem modelo experimental de glomerulonefrite crescéntica em ratos
Wistar-Kyoto induzidos com soro nefrotoxico, demonstraram por imuno-
histoquimica a presenga de MCP-1 no glomérulo, nas células endoteliais
vasculares e nas células epiteliais tubulares na fase aguda da doenga, mas
nao nos controles saudaveis. Os animais que recebiam o anticorpo anti-
MCP1 mostravam menor infiltracdo de macréfagos nos glomérulos, além de
menor formacao de crescentes. Numa fase tardia, os ratos que receberam o
anti-MCP-1 apresentavam menor grau de glomeruloesclerose, melhor
fungao renal e menor proteindria 8.

Esses mesmos autores mostraram, posteriormente, em humanos com
glomerulopatia crescéntica ndo lupica que os niveis de MCP-1 urinario se
encontravam elevados nesses pacientes e correlacionavam-se com o grau
de infiltracdo de macréfagos no intersticio e com crescentes fibrocelulares e
fibrosas *°.

Rovin et al. ja haviam demonstrado em 1994 a presenca do MCP-1
em glomérulos de pacientes portadores de glomerulonefrite crescéntica e na
granulomatose de Wegner, mas nao em pacientes portadores de lesao
minima, glomerulonefrite membranosa, doengca da membrana fina ou
glomeruloesclerose nodular 0 Em estudo recente, Tam et al. detectaram

aumento dos niveis urinarios de MCP-1 em pacientes com vasculite renal
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ativa ou persistente em comparagdo com voluntarios saudaveis, e em
pacientes com vasculite inativa e vasculite confinada aos sitios extra-renais.
Por meio da técnica de imuno-histoquimica confirmou-se o aumento da
expressao de MCP-1 no glomérulo e intersticio, porém, os niveis séricos de
MCP-1 ndo demonstraram diferenca significativa entre os grupos °".

Gesualdo et al., estudando pacientes portadores de glomerulonefrite
membranoproliferativa secundaria a crioglobulinemia mista, observaram
um aumento da expressao génica da proteina do MCP-1 tanto no tubulo-
intersticio, quanto no glomérulo, além da infiltragdo de macréfagos °2.
Estes autores também demonstraram os mesmos achados na nefropatia por
IgA e na nefrite intersticial aguda 2.

A obstrucado ureteral aguda em ratos promove influxo de células
mononucleares no cortex € na medula do rim obstruido. Diante disso,
Diamond et al.,, ao usarem este modelo, encontraram uma expressao
acentuada de MCP-1 nos tubulos corticais apds 12h de ligacao ureteral, em
correspondéncia temporal com o surgimento de macréfagos intersticiais **.

Wada et al. demonstraram que, no modelo de fibrose renal induzido
por obstrugao ureteral unilateral, apoés o tratamento com inibidor da via de
sinalizacdo do MCP-1/CCR2, houve atenuacdo do infiltrado celular,
principalmente macréfagos e, com isso diminuicao da expressao do MCP-1.
Este tratamento atenuou a progressao da fibrose renal e a deposi¢ao do

colageno tipo | concomitantemente com a diminuigdo da expressao renal de

TGF-p1 *°,
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No modelo animal de nefrite nefrotdxica estudado por Schadde et al.,
observou-se que no 3° dia apds a indugéo da doencga, houve um aumento da
expressado de MCP-1 e do receptor CCR2 na regido glomerular, nas células
endoteliais e nas células do epitélio tubular (imuno-histoquimica), quando
comparado ao grupo controle *°.

O papel do MCP-1 e do receptor CCR2 na progresséo da nefropatia
diabética ainda permanece incerto. Chow et al. induziram a nefropatia
diabética tipo 1 com estreptozotocina (STZ) em camundongos deficientes
para o MCP-1 e em camundongos selvagens (nao deficientes para o MCP-1)
para estudarem a progressédo dessa nefropatia. Os autores observaram que
nos camundongos selvagens ocorreu desenvolvimento da nefropatia
diabética associado ao aumento da produgcdo de MCP-1 pelo rim,
principalmente pelos tubulos, enquanto que em camundongos deficientes
para o MCP-1 ocorria protecdo para a nefropatia diabética associada a
reducdo de macréfagos no glomérulo e intersticio .

Kanamori et al. demonstraram que camundongos portadores de
nefropatia diabética tipo 1, apés o uso de antagonista de MCP-1/CCR2,
evoluiram com reducdo da glomerulosclerose sugerindo, assim, um papel
crucial do MCP-1 na progressao da doenca *°.

Além de glomerulopatias variadas, também ja foi mostrado o aumento
da expressdo génica e da proteina de MCP-1 em bidpsias renais de
pacientes submetidos a transplante renal, os quais apresentavam rejeigao
celular aguda. Nestes mesmos pacientes, o aumento da excregao urinaria
do MCP-1 correlacionava-se com expressao tissular e havia uma
significativa reducédo dos niveis de MCP-1 urinario naqueles pacientes que

respondiam ao tratamento anti-rejeicéo *°.
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1.7 MCP-1e CCR2 em patologias extra-renais

O MCP-1 também esta envolvido na patogénese de outras doencgas
como no caso da fibrose pulmonar idiopatica, que representa uma das mais
comuns do grupo das patologias intersticiais pulmonares, levando a
insuficiéncia respiratoria progressiva por infiltracdo de células inflamatorias
no intersticio, particularmente linfécitos e mondcitos, além de aumento da
proliferacdo de fibroblastos no mesmo. Diante disso, Antoniades et al.
demonstraram a expressdo do RNAm do MCP-1 nas células epiteliais
pulmonares de pacientes portadores de fibrose pulmonar idiopatica, mas nao
em células epiteliais de pacientes ndo portadores dessa patologia °°.

Os niveis de MCP-1 também estao significativamente aumentados no
liquido sinovial de pacientes portadores de artrite reumatdide, quando
comparado com o liquido sinovial de pacientes portadores de osteoartrose,
assim como o nivel sérico do MCP-1 esta aumentado, quando comparado
com voluntarios saudaveis °'.

Sabendo que as células espumosas, derivadas dos mondcitos, sdo os
principais componentes do ateroma; Nelken et al. estudaram placas
provenientes de endarterectomia de carétidas e evidenciaram expressao de
MCP-1 principalmente nos macrofagos oriundos do ateroma, com isso
sugeriram o potencial papel do MCP-1 na patogénese do ateroma °2.

Boring et al. observaram diminuicdo da formacdo da lesao

aterosclerética em camundongos knock-out para apolipoproteina E (ApoE) e
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CCR2, identificando o CCR2 como determinante genético de aterosclerose
em murinos e a importancia dele no inicio da arteriosclerose .

Recentes estudos demonstraram que individuos com
hipercolesterolemia tendem a expressar maiores niveis de CCR2 nos
monocitos e que esse aumento esta correlacionado diretamente com os
niveis plasmaticos de lipoproteina de baixa densidade (LDL), e inversamente
com os niveis plasmaticos de lipoproteina de alta densidade (HDL),
sugerindo que as lipoproteinas contribuem para a regulacido da expressao
do CCR2 *

Han et al. mostraram que mulheres na menopausa, apos a terapia de
reposicao com estrdogeno, cuja presenga aumenta o nivel plasmatico de HDL
e diminui o nivel de LDL, apresentavam redugao da expressao de CCR2 nos
monocitos. Esses achados sugeriram que o alto nivel de LDL leva ao
aumento da sensitividade de mondécitos/macréfagos ao MCP-1, aumentando,
assim, o movimento dos mondcitos precocemente para as lesdes
ateroscleréticas 4%,

Matsumori et al., por sua vez, estudaram pacientes com infarto agudo
do miocardio (IAM) e, como grupo controle, pacientes portadores de angina
pectoris, observaram entdo, que o nivel plasmatico de MCP-1 estava
aumentado 3 horas apods o inicio da dor nos pacientes com IAM e tornava-se
significantemente aumentado apés 9 horas de dor, permanecendo elevado
durante 24 horas, quando comparado ao grupo controle o7,

Ja Kurihara et al. demonstraram que camundongos knock-out para

CCR2 foram incapazes de combater a infeccéo por Listeria monocytogenes 2,
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enquanto outro estudo mostrou que estes mesmos animais apresentaram
infeccdo pulmonar mais severa pelo Cryptococcus neoformans, devido a
diminuicdo do recrutamento de macréfagos . Em relacdo ao
Mycobacterium tuberculosis os camundongos knock-out para CCR2,
também apresentaram diminuicdo do recrutamento de macrofagos e rapida

evolugado da infeccdo 7.

1.8 Polimorfismo do gene do MCP-1

Nas doencgas inflamatdrias, a severidade da inflamacao do érgéo varia
consideravelmente entre individuos que sao afetados pelo mesmo processo
patolégico. Varios determinantes contribuem para o processo inflamatério,
entre eles as quimiocinas que desempenham um papel importante no
recrutamento de leucocitos para o tecido. Neste processo, admite-se que o
grau de expressdao da quimiocina em resposta a injuria imune, regule a
intensidade da infiltragdo leucocitaria tissular. O potencial de atividade
inflamatdria da quimiocina depende, entre outros fatores, da forma da sua
expressao génica, ou seja, em situagdes em que ha polimorfismos do gene
algumas formas condicionam produtos mais ativos que outros.

O gene do MCP-1 esta localizado no cromossomo 17q11,2-g12.
A transcricdo do gene do MCP-1 encontra-se sob controle de duas areas
distintas da regiao 5 flanqueada do gene. A regido regulatéria proximal

confere um nivel basal de atividade transcripcional para o gene do MCP-1 e
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tem se mostrado respondedora a citocinas como: TNF, IL-1B e interferon-y.
Por sua vez, a regiao regulatoria distal localizada 1,8 a 2,7 Kb acima do sitio
de transcrigcao inicial contém 2 fatores nucleares-«B essenciais para indugao
de citocinas da expressao do MCP-1.

Foi identificado polimorfismo bialélico A/G na posigédo — 2518 do gene
MCP-1 na regido 5  flanqueada. Mondcitos de individuos que possuem o
alelo G na posicao —2518 produzem mais MCP-1 que os portadores do alelo
A na mesma posicdo. O efeito do alelo G parece ser base dependente,
tendo em vista que células de individuos homozigotos para G na posi¢ao —
2518 produzem mais MCP-1 que células de heterozigotos G/A &

Tucci et al. mostraram que a presenca do alelo G na posigao —2518
predispde ao desenvolvimento do LES, além de conferir maior probabilidade

de desenvolver glomerulonefrite lupica, como mostrado nos quadros abaixo 2

Genotipo LES (n=134) Controle (n=118) p
AA 44% (60) 68% (81) 0,0002
AG 46% (61) 30% (34) 0,009
GG 10% (13) 2% ( 3) 0,0212
NOTA: LES=Lupus Eritematoso Sistémico; NL = Nefrite Lapica

Genotipo LES com NL (n=49) | LES sem NL (n=85) p
AA 23% (11) 58% (49) < 0,0001
AG 59% (29) 38% (32) 0,0196
GG 18% (9) 4% (4) 0,0147

NOTA: LES=Lupus Eritematoso Sistémico; NL = Nefrite Lupica




Introducéo 27

Entretanto Nunez-Roldan et al. ndo conseguiram mostrar associagao
entre o polimorfismo (A/G) do MCP-1 na posicao —2518 e susceptibilidade
para LES e nem para nefrite lUpica, porém mostraram associagdo com
vasculite cutanea ltpica .

Nakashima et al. também ndo encontraram associacdo entre o
polimorfismo do MCP-1 na posi¢cao —2518 e fendtipo histolégico da nefrite
lupica ™.

Liao et al., em uma populacdo de criangas chinesas, também nao
evidenciaram associac&o do polimorfismo de MCP-1 aos portadores de LES °.

Na populagado espanhola Sanchez et al., também ndo demonstraram
associagao significativa do polimorfismo do MCP-1 aos pacientes lupicos,
mesmo quando o grupo foi estratificado de acordo com a presenga ou
auséncia de doencga renal (nefrite). Nesse estudo ndo houve diferenca entre
as racas (caucasianos e afro-americanos) °.

No estudo de Kim et al. ndo houve associagdo do polimorfismo do
MCP-1 entre portadores de LES e o grupo controle, porém nos pacientes
portadores de nefrite lupica observou-se aumento nao significativo dos niveis
de MCP-1 sérico e urinario em portadores do alelo A *°.

Em outras glomerulopatias, um estudo em populagdo japonesa de
pacientes portadores de nefropatia da IgA mostrou que a maioria dos pacientes
apresentavam o genotipo AA e que esse genotipo era um fator de risco
independente para a progressao da doencga renal e para a sobrevida renal 8

Por sua vez, Steinmetz et al. ndo evidenciaram nenhuma associagao
entre o polimorfismo do MCP-1 -2518 A/G com a susceptibilidade para a

nefropatia da IgA nem para a progressao da doencga 8.
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Na nefropatia diabética tipo 2 foi evidenciado que individuos coreanos
portadores do alelo A do gene do MCP-1 apresentavam maior correlagao
com insuficiéncia renal 79, dados estes que nao foram demonstrados nos
trabalhos de Joo et al. e Prasad et al. com populagdao coreana e indiana,
respectivamente 88",

O polimorfismo do MCP-1 também foi estudado em pacientes portadores
de transplante renal e observou-se que individuos homozigotos G na posicao —
2518 apresentavam maior risco de disfuncdo precoce do enxerto renal &,

Em outras areas clinicas, Gonzales et al. verificaram a influéncia da
variagao genética do MCP-1 na patogénese da doenca adquirida pelo virus
humano da imunodeficiéncia (HIV-1). Adultos homozigotos G na posi¢ao —
2518 apresentavam redugao de 50% no risco de adquirir a infecgdo HIV-1,
no entanto, uma vez infectados, esses pacientes apresentavam 4,5 vezes
mais chance de desenvolver deméncia associada ao HIV-1 .

Frade et al. reportaram diminuicdo no risco de adquirir HIV-1 em
pacientes portadores do alelo G do MCP-1 -2518, sendo efeito protetor
provavelmente mediado pela superprodu¢cao de MCP-1, limitando o acesso
ao receptor CCR2, que € um co-receptor para o HIV-1. Por outro lado, os
pacientes homozigotos para o alelo G do MCP-1 -2518 que apresentavam
infeccdo pelo HIV-1 evoluiram com progressao acelerada da doenga e
morte. Esses achados indicam que o efeito benéfico desse polimorfismo do
MCP-1 ndo ocorre quando a infecgdo HIV-1 ja esta instalada .

Em outras doencas inflamatérias, como infecgdo pelo virus da

hepatite C (HCV), a frequéncia do gendtipo do MCP-1 néo diferiu entre os
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pacientes com HCV e o grupo controle. Contudo, o alelo G foi
significativamente mais freqiente nos pacientes HCV com fibrose avancada
e inflamacao severa. Estes mesmos pacientes apresentavam niveis mais
elevados de RNAm para MCP-1 no tecido hepatico ®°.

Szalai et al. evidenciaram que individuos homozigotos para o alelo
G/G do MCP-1 -2518, alteragdo que leva ao aumento da transcripcéo do
MCP-1, apresentavam maior incidéncia de doenca arterial coronariana .
Em outro estudo, os mesmos autores demonstraram que ha correlagéo entre
o alelo G do MCP-1 e a incidéncia e a severidade da doenga asmatica em
criangas ¥'.

No Framingham Heart Study foi observada alta prevaléncia do alelo
G/G do MCP-1 -2518 em pacientes com infarto agudo do miocardio 28,
enquanto que no estudo de Flex et al. foi evidenciada alta prevaléncia desse
alelo em individuos com histéria de acidente vascular cerebral &. Porém,

estudos com populacdes maiores ndo evidenciaram associacoes **°'.

1.9 Polimorfismo do receptor CCR2

O gene do CCR2 esta localizado no cromossomo 3p21-p24.
Recentemente, foi identificado o polimorfismo G/A na posicdo 190 desse
gene, sendo que a substituicdo do G pelo A leva a alteragdo da valina pela
isoleucina no aminoacido 64 (CCR2 V64l), localizado no primeiro dominio

transmembranico da proteina '°%"1%,
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Os dados sobre a influéncia desse polimorfismo na expressao do
CCR2 sao controversos. Na literatura foi evidenciado que células
expressando CCR2A-64| migraram mais eficientemente do que células que
expressavam o CCR2A-64V ja a expressdo do CCR2B n&o foi afetada por
esse polimorfismo. Paralelamente os autores também mensuraram a
expressao do CCR5 severamente bloqueada pela co-expressdo do CCR2A-64|
e nao pela CCR2A-64V. Similarmente, a atividade do CCRS5, co-receptor
do HIV-1, foi drasticamente reduzida pela co-expressdo do CCR2A-64I e
nao pela co-expressdao do CCR2A-64V. Esses autores concluiram que o
polimorfismo do CCR2A-641 modula a expressao do CCR5 na superficie
celular *.

Por sua vez, estudos prévios mostravam que a mutagdo do CCR2
V64| nao afeta a expressdo ou a atividade do co-receptor do CCR5 em
linhagem de células co-transfectadas *.

Estudos de coorte ndo evidenciaram diferenca significante na
frequéncia do alelo ou do gendtipo do CCR2 em relagdo aos pacientes
infectados e nao infectados pelo HIV-1. Porém, quando analisado o
subgrupo de pacientes infectados, evidenciou-se que pacientes
portadores do alelo CCR2-641 apresentavam protecdo para a infeccido
quando comparados com pacientes portadores do genétipo CCR2+/+64V.
Além disso, os individuos portadores do alelo CCR2-641, quando infectados,
apresentavam evolugdo lenta da doenga ou n&o apresentavam progressao

da mesma %2
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Um estudo realizado na populagao brasileira ndo mostrou correlagao
do polimorfismo do CCR2 com a incidéncia da infeccdo do HIV-1, porém
mostrou associacdo com a progressao dessa doenca *°.

Gonzales et al. nado evidenciaram diferenca na frequéncia do
polimorfismo do CCR2 entre os pacientes portadores de infarto agudo do
miocardico e individuos saudaveis, sugerindo que este polimorfismo nao
contribui para o risco de 1AM ou retardo da doenga coronariana .

Por sua vez, Aguilar et al. estudaram 276 pacientes caucasianos
portadores de LES que foram comparados com 194 individuos saudaveis
caucasianos. Nao encontraram diferenca significante entre a distribuicdo dos
gendtipos do polimorfismo do V64l do gene CCR2 entre os dois grupos
estudados. Sendo assim, ndo houve, entao associagdo com susceptibilidade

para o LES ¥,
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2.1 Protocolo I: Estudo do gendtipo

Avaliar, em pacientes portadores de nefrite IUpica, a relagdo entre o
polimorfismo do MCP-1 e do seu receptor CCR2 com os seguintes parametros:

e atividade clinica da doenga (escore SLEDAI);

e marcadores soroldgicos;

e gravidade da apresentacéo renal;

e progressao da doenca renal,

e tipos histologicos na bidpsia renal;

¢ indices de atividade e cronicidade da bidpsia renal;

e resposta ao tratamento imunossupressor convencional.

2.2 Protocolo ll: Estudo do MCP-1 urinario

Avaliar, em pacientes portadores de nefrite lupica em atividade, a
relagao entre excrecao urinaria do MCP-1 e:

e atividade clinica da doenga (escore SLEDAI);

e marcadores sorolégicos;

e gravidade da apresentacgao renal,

e progressao da doenga renal,

e tipos histologicos na bidpsia renal.
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3.1 Protocolo I: Estudo do gendtipo

Foram estudados uma coorte de 197 pacientes portadores de LES,
definidos pelos critérios do American Rheumatism Association 2, em
seguimento regular no Ambulatorio da Unidade de Nefrologia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo (HC-FMUSP) ou em
Centros de Hemodialise na cidade de S&o Paulo, entre janeiro de 1999 a
dezembro de 2006, ocasidao em que foi colhido sangue para genotipagem.

Todos os pacientes apresentavam diagnostico histopatologico de
nefrite ltpica, segundo a classificacdo da OMS 7, avaliados pelo Servico de
Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas como parte da investigagao
clinica de rotina, por meio das técnicas de microscopia Optica e
imunofluorescéncia.

Os dados clinicos e laboratoriais foram resgatados do prontuario dos
pacientes, sendo considerados dados iniciais aqueles préximos ao momento
da biopsia renal e dados finais os da data do ultimo seguimento. Vale
acrescentar que nao foi possivel localizar alguns dados laboratoriais iniciais
dos pacientes ja em tratamento dialitico em unidades fora do HC-FMUSP.

Como grupo controle, foram incluidos 220 individuos saudaveis
inscritos do banco de dados do Laboratério de Genética e Cardiologia

Molecular do INCOR pareados por sexo, raga e idade.
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3.2 Protocolo ll: Estudo do MCP-1 urinario

Foram estudados prospectivamente 34 pacientes com diagnostico
recente clinico-histolégico de nefrite lupica em atividade, sem nenhum uso de
medicacdo imunossupressora ou, ho maximo, com um més de uso. Foram
incluidos também pacientes com diagndstico prévio de nefrite lupica, que
apresentavam novo surto da doencga (flare), desde que o paciente estivesse
sem medicagado imunossupressora ha pelo menos 6 meses. A biopsia renal foi
realizada pela indicagdo do grupo clinico que assistia o paciente e nd&o como
parte deste protocolo e foi avaliada pelo Servico de Anatomia Patolégica do
Hospital das Clinicas e classificada de acordo com a OMS .

Atividade renal ou flare renal foi definida pelos seguintes critérios:
proteinuria > 1 g/24h, hipocomplementemia, niveis elevados de anti-DNA e
alteragao no sedimento urinario ndo associado a infeccdo do trato urinario,
apds um periodo de remissao parcial ou completa de, pelo menos, 6 meses.

A atividade renal leve foi considerada pela presenga de hematuria (> 15
hemacias/campo) e/ou pela recorréncia de cilindros hematicos, leucocitarios ou
ambos na auséncia de infecgdo. Enquanto que a atividade renal moderada foi
definida pelo aumento da creatinina sérica em 0,2-1,0 mg/dl se a creatinina
sérica basal fosse menor que 2 mg/dl, ou um aumento de 0,4-1,5 mg/dl se a
creatinina basal fosse maior que 2 mg/dl. Por sua vez, a atividade renal grave
foi definida por um aumento da creatinina sérica maior que 1,0 mg/dl se a
creatinina sérica basal fosse menor que 2 mg/dl ou um aumento maior que

1,5 mg/dl se a creatinina basal fosse maior ou igual 2 mg/dl .
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Remissao completa foi definida por proteinuria de 24 h menor que 0,3 g,
com sedimento urinario normal e valores de creatinina sérica até 15%
acima do valor normal, enquanto remissao parcial foi definida por proteinuria
de 24 h entre 0,3 g e 2,9 g, com albumina sérica de pelo menos 3 mg/dl e
funcdo renal estavel. A faléncia de tratamento foi considerada quando os
valores de proteinuria de 24 h fossem maiores que 3 g ou entre 0,3 ge 2,9 g,
com albumina menor que 3 g/dl, queda do clearence de creatinina maior que
15% em relagdo ao valor basal ou interrupgdo do tratamento por efeitos
colaterais %.

Os pacientes foram seguidos na Unidade de Nefrologia do Hospital das
Clinicas e avaliados através de parametros clinico-laboratoriais com retornos
ambulatoriais regulares definidos pelo médico que os assistia, perfazendo, em
média, uma consulta ao més, sendo tratados com imunossupressao
convencional ajustada de acordo com os critérios clinico-laboratoriais de
avaliacdo de atividade da doenga. Os esquemas terapéuticos mais
comumente utilizados foram os corticoides em administracdo oral ou
endovenosa associados a ciclofosfamida endovenosa mensal (0,75 g/m? de
superficie de area corpoérea) por 6 meses, obedecendo a critérios usados na
Unidade de Nefrologia do Hospital das Clinicas, adaptadas do tratamento
preconizado por Steinberg et al., segundo protocolo do National Institute of
Health-USA (NIH) %°.

Nesse grupo, foram colhidas amostras isoladas de urina e estocadas em

freezer -80 °C para dosagem de MCP-1. As amostras urinarias foram colhidas
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no tempo zero, momento da entrada do paciente no protocolo (préximo a data
da biopsia renal) e apos 3 e 6 meses de seguimento ambulatorial.

As amostras de urina foram colhidas em recipiente estéril e a seguir
centrifugadas a 3000xg durante 5 minutos, a temperatura de 4 °C para
remocgao de células e precipitados. As amostras foram estocadas a -80 °C e
descongeladas somente no dia da realizagao do procedimento.

A dosagem urinaria do MCP-1 foi realizada através da técnica de
ELISA (Analise de imunoabsorg¢ao por ligagdo enzimatica). Utilizou-se o Kit
comercial da R&D Systems, Inc (Mineapolis, MN).

Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do
fabricante e, para a leitura colorimétrica, utilizou-se o equipamento
Microplate reader modelo 550 (Bio-Rad, Hercules, EUA) baseado no limite
de detecgao do Kit, no caso do MCP-1 foi de 5,0 pg/ml. Os valores do MCP-1
foram expressos em pg/ml.

Todas as amostras foram feitas em duplicatas.

A valor do MCP-1 urinario foi corrigido pela creatinina urinaria, colhida
da mesma amostra de urina utilizada para a dosagem do MCP-1, expressa

em mg/dl.

3.3 Protocolo | e ll: Aspectos comuns

Em ambos os protocolos foram avaliados marcadores de atividade

lupica, tanto soroldgicos: fator anti-nucleo (FAN), complementos, anti-DNA e
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anticorpo anti-fosfolipide (anticorpo anti-cardiolipina IgG e IgM e
anticoagulante Iupico), quanto histopatologicos: indice de atividade e
cronicidade e presenga de crescentes celulares no momento da bidpsia
renal. Também foram avaliados pelo Laboratério Central do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Sao Paulo os marcadores
bioquimicos convencionais: creatinina, uréia, proteinuria de 24 h,
hemograma, colesterol total e fragdes, triglicérides, proteinas totais e
fracdes, urina |, proteina C reativa e velocidade de hemossedimentagao
como exames de rotina do paciente.

A funcao renal foi avaliada pela dosagem sérica de creatinina, sendo
definidos os pacientes com insuficiéncia renal aqueles portadores de
creatinina acima de 1,2 mg/dl **. Foram excluidos tanto pacientes diabéticos
quanto portadores de sorologia positiva para Hepatite B, C ou HIV.

Como marcador da atividade clinica, foi utilizado o escore de SLEDAI
(Quadro 4) ', e como marcador de progressao da doenca renal foi utilizada
a duplicacao de creatinina sérica e/ou instalagdo de insuficiéncia renal (IR)
dialitica em relagao ao tempo de seguimento.

Todos os pacientes foram submetidos a genotipagem do polimorfismo
do gene MCP-1 e do seu receptor CCR2.

O protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital das
Clinicas da FMUSP e os pacientes deram seu consentimento mediante

informacdes prévias.
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Quadro 4 - indice de atividade da doenga LES (escore SLEDAI)

Peso
8
8

Sintoma
Convulsao
Psicose

Sindrome cerebral
organica

Disturbio visual

Desordens dos nervos

cranianos
Cefaléia

Acidente Vascular
cerebral
Vasculite

Artrite
Miosite

Cilindros urinarios
Hematuria

Proteinudria

Pidria
Rash
Alopécia

Ulcera mucosa
Pleurite
Pericardite

Consumo complemento

Anti-DNA

Febre
Trombocitopenia
Leucopenia

Definicéo

Novo episddio. Excluir: infecgdes,disturbios metabdlicos ou drogas.
Disturbio de percepgéo da realidade, incluindo: alucinagéo,
incoeréncia, perda de associagao, pensamento ilogico,
comportamento bizarro, desorganizado ou catatonico. Excluir
uremia e drogas.

Alteragao da fungdo mental com dano da orientagdo, memaria ou
outras fungdes intelectuais, com inicio rapido e aspectos clinicos
flutuantes. Incluindo alteragédo do nivel de consciéncia com
redugao da capacidade de focar e inabilidade para manter-se
atento, associado no minimo a 2 das seguintes alteragoes:
distdrbio da percepgéo, discurso incoerente, insbnia ou

sonoléncia durante o dia, aumento ou diminuigdo da atividade
psicomotora. Excluir: infecgdes, disturbios metabdlicos ou drogas.
Alteragdes do LES na retina. Incluem: corpos citéides, hemorragias
retinianas, exsudato seroso ou hemorragico na coroide ou neurite
optica. Excluir: infecgdes, hipertensdo ou drogas.

Novo episddio de neuropatia motora ou sensorial

Severa e persistente; pode ser migratoria, mas nao deve responder
a analgesia com narcoticos.

Novo episddio de acidente vascular cerebral.

Excluir arteriosclerose.

Ulceragao, gangrena, nédulos dolorosos em dedos, infarto
periungueal, hemorragias esparsas ou biépsia ou angiograma
com perfil de vasculite.

Mais do que 2 articulagbes com dor e sinais de inflamacgao.
Dor/fraqueza na musculatura proximal associado com niveis
elevados de CPK/aldolase ou alteragdes na eletromiografia
ou bidpsia mostrando miosite.

Cilindros hematicos.

> 5 hemacias/campo. Excluir litiase renal, infecgao

ou outras causas.

> 0,5 g/24h. Novo episddio ou aumento recente

da proteinuria > 0,5 g/24h.

> 5 leucocitos/campo. Excluir infecgéo.

Novo episddio ou recorréncia do rash tipo inflamatério.
Novo episddio ou recorréncia de perda anormal de cabelo
(parcialmente ou difusamente).

Novo episddio ou recorréncia de Ulceras orais ou nasais.
Dor toracica pleuritica com atrito, derrame ou espessamento pleural.
Dor pericardica com no minimo 1 das seguintes alteragdes:
atrito, derrame ou ECG ou ECO confirmatério.

Decréscimo de CH50, C3 ou C4 abaixo do limite inferior
considerado normal para o teste especifico do laboratério.

> 25% do valor normal ou acima do valor normal fixado

pelo teste especifico do laboratério.

> 38 °C. Excluir causa infecciosa.

< 100.000 plaquetas/mm?3.

< 3. 000 leucécitos/mm?3. Excluir drogas.

FONTE: Bombardier C. Arthritis Rheum. 1992
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3.4 Anédlise do polimorfismo do gene do MCP-1 e do seu

receptor CCR2 por reacado de cadeia polimerase genémica

Amostras de sangue total periférico (3 ml) foram colhidas em seringas
contendo acido etilenodiamina tetra-acético (EDTA). O DNA gendmico foi
extraido por meio da técnica salting-out, que utiliza uma solugdo de NaCL
saturada ",

A identificagdo do polimorfismo do MCP-1 e do CCR2 foi
realizada pela através da técnica de reacao em cadeia da polimerase
associada a polimorfismo de fragmentos de DNA, obtidos por enzima
de restricao (PCR-RFLP), por meio de primers especificos, descritos
por Hong et al. e Nakajima et al. Respectivamente '°%'% A regigo
regulatéria do gene do MCP-1 e a do CCR2 foram amplificadas
utilizando 1 uL de DNA genbmico a 10 mM de Tris-HCI (pH=9.0),
50 mM de KCL, 2,5 mM de MgClz, 100 uM de cada dNTP, 0,3 U de
Easy Tag DNA Polymerase (Invitrogen®) e uma concentragao de 5
pmol de cada primer Forward: 5CCGAGATGTTCCCAGCACAG3 e
Reverse: 5CTGCTTTGCTTGTGCCTCTT3 para o MCP-1 e Forward:
CCR2-F: 5-TTG TGG GCA ACA TGa TGG-3' e Reverse: CCR2-R: 5CTG
TGA ATA ATT TGC ACA TTG C-3’ para o CCR2. A reagcao em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada em 35 ciclos em um termociclador da marca

PTC-DNA Engine Tetrad, nas seguintes condi¢des: 1 min a 94 °C;
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30 segundos a 92 °C; 3 minutos a 59,6 °C; 1 minuto a 72 °C e finalmente
10 minutos a 72 °C para o MCP-1 e 94 °C por 1 min; 92 °C por 30 seg; 53,4 °C
por 3 min e 72 °C por 1min e 72 °C por 10 min para o CCR2. O produto
amplificado do MCP-1 foi de 930 pb em seguida esse produto foi digerido
com 1 U de enzima de restricdo Pvu Il (Invitrogen®) em camara umida a 37 °C
durante toda a noite, enquanto o produto amplificado do CCR2 foi de 348 pb
e foi digerido com 1 U de enzima de restrigdo BsaBIl (New England, Biolab®)
em camara umida a 60 °C durante toda a noite. Os produtos de digestao foram
analisados por eletroforese a 100 V constante, durante 60 minutos em gel de
agarose 1,5%, corado com 5% de brometo de etidio e visualizado em luz
ultravioleta com o auxilio de um transiluminador (Eagle Eyes Il — Stratagene).
Para o MCP-1, o perfil genotipico A/A foi identificado por uma banda com
930 bp de tamanho. As bandas com 708 e 222 bp de tamanho foram rotuladas
como perfil genotipico G/G e para as trés bandas com 930, 708 e 222 bp de
tamanho, considerou-se A/G "2 (Figura 2). Para o CCR2, o perfil genotipico V/V
mostrou somente a banda 348 bp de tamanho. As duas bandas de 183 e
165 bp foram cosideradas um perfil genotipico I/l e, para as trés bandas de 348,

183 e 165 bp, foram rotuladas como um perfil genotipico V/I "%,
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-930 pb
-708 pb

-222 pb

Figura 2 - Amostra de genotipagem do polimorfismo do MCP-1

O controle de qualidade de ambas as analises foram realizados em 20

amostras selecionadas aleatoriamente.

3.5 Anaélise Estatistica

Os dados continuos e semi-continuos foram inicialmente comparados
com a curva de Gauss através do teste de distancia K-S (Kolmogorov-
Smirnov) e determinados como paramétricos ou ndo. Os dados paramétricos
foram representados pela média e desvio padrdo e comparados por meio do
teste t de student ndo pareado (com a corregcao de Welch quando necessario).
Quando comparados mais de dois grupos, utilizou-se a analise de variancia

para dados nado repetidos com pés-teste modificado de Tukey (DMS).
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Os dados ndo parameétricos foram expressos através de mediana e
percentis e comparados pelo teste de Mann-Whitney. Para mais de dois
grupos foi utilizado o teste de KrusKal-Wallis com pds-teste de Muller-Dunn.

Para a analise longitudinal de dados paramétricos, utilizou-se teste de
analise de variancia para medidas repetidas com pés-teste de Tukey para a
comparagao de trés ou mais tempos, enquanto que, para a comparagao de
dois tempos, utilizou-se o teste t pareado.

Para a analise longitudinal de dados nao paramétricos utilizou-se o
teste de Wilcoxom para dois tempos, quando mais tempos foram analisados,
utilizou-se o teste de Friedman com pds-teste de Dunn.

Os dados categoricos foram representados por meio de freqiéncia
absoluta (n) e relativa (%) e, quando realizada a distribuicdo univariada
utilizou-se teste de proporg¢ao do observado versus o esperado; ja na analise
bivariada utilizou-se o teste de asociagcdo de qui-quadrado de Pearson. Para
ambas as condigbes, foi calculado o valor do odds ratio com respectivo
intervalo de confianca.

Para analise de sobrevida utilizou-se 0 modelo de Kaplan-Meier para
avaliacdo da taxa de deteriorizagdo da fungao renal. O teste de Log-Rank foi
utilizado para a discriminagao entre as curvas de sobrevida.

A nota de corte foi obtida através da curva operacional de resposta
(ROC), utilizando o valor correspondente a maior sensibilidade e
especificidade, que corresponde ao ponto de maior proximidade (100% de
sensibilidade e especificidade) '%°.

Para o presente estudo, utilizou-se risco a < 5% para cometer erro tipo |,

ou de primeira espécie e risco B < 20% para cometer erro tipo Il ou de

segunda espécie.



4. RESULTADOS



Resultados 46

4.1 Protocolo I: Estudo do gendtipo

Foram analisados os polimorfismos do gene MCP-1 e do seu receptor
CCR2 em 197 pacientes portadores de nefrite lupica (NL), do sexo feminino,
com idade média de 28,6 + 9,8 anos, sendo 129 (65,5%) pacientes de etnia
branca e 68 (34,5%) de etnia ndo-branca, comparados com o grupo controle
pareado composto de 220 individuos saudaveis do sexo feminino, com idade
média de 30 + 10,7 anos, 159 (72,3%) de etnia branca e 61 (27,7%) néo-
branca. Os dados clinicos, laboratoriais e histolégicos dos pacientes com

nefrite lupica estdo na tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas

clinicas,

laboratoriais

e histologicas

pacientes portadores de nefrite lupica (n=197)
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dos

SLEDAI

Escore total

Escore renal
Creatinina sérica (mg/dl)
Albumina plasmatica (g/dl)

Proteinuria (g/24h)

Creatinina sérica > 1,2 mg/dl %

FAN > 1/160 %

C3 sérico consumido(mg/dl) %

C4 sérico consumido (mg/dl) %

Anti-DNA (Ul/ml) positivo %

Anticorpo Antifosfolipide positivo %

Bidpsia renal

Classe lll + IV %

A
IC

Classe V %

A
IC

Classe VI %

A
IC

Tempo de seguimento (meses)

20 (16-24)
8 (8-12)
1,4 (0,9-2,8)
2,6 (2,0-3,1)
4,4 (2,7-7,1)
56,3 (n=111)
54 (n=105)
81,2 (n=160)
49,7 (n=98)
74,6 (n=147)
37,6 (n=74)

66,5 (n=131)
5 (3-7)
3 (1-5)
31 (n=61)
3 (1-3,5)

2 (0-3)
2,5 (n=5)
0 (0-4)

9 (7-12)
69 + 37,1

NOTA: Dados expressos em mediana (25%-75%); média + DP; freqliéncia absoluta (n) e relativa (%).

anti-DNA= anticorpo anti-acido desoxirribonucléico; C3= fragdo C3 do complemento; C4= fragdo C4 do complemento;

FAN=fator anti-nucleo; IA= indice de atividade; IC= indice de cronicidade; SLEDAI= indice de atividade da doenga

Lupus Eritematoso Sistémico.
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Em relagdo ao polimorfismo do MCP-1, a frequéncia do gendtipo GG
foi significantemente maior nos pacientes portadores de nefrite lupica
quando comparado com o grupo controle (12,7% e 5,0%, respectivamente)
(p=0,019, OR=2,27), enquanto o gendtipo AA apresentou maior frequéncia
no grupo controle (56,8% e 48,7%), porém sem significancia estatistica
(p=0,059, OR=0,77). Com relagdo aos alelos, a freqiéncia do alelo A foi
significantemente maior no grupo controle (p=0,007, OR=0,80) quando
comparada aos pacientes com nefrite lupica (Tabela 2).

Ja em relagao ao polimorfismo do CCR2 n&o foi observada nenhuma
diferenca na frequéncia do genoétipo entre os dois grupos, porém foi
observada maior frequéncia do alelo V no grupo controle (p=0,046,
OR=0,86) (Tabela 3).

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi obtido nesse estudo (p= 0,99).

Tabela 2 - Distribuicdo dos gendtipos do MCP-1 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lUpica e grupo controle

Pacientes NL Controles p OR 95% IC
(n=197) (n=220)

n % n %
Genétipos
AA 96 48,7 125 56,8 0,059 0,77 0,53-1,13
AG 76 386 84 38,2 0,527 0,90 0,58-1,40
GG 25 12,7 11 5,0 0,019 2,27 1,74-3,53
Alelos
A 268 68 334 75,9 0,007 0,80 0,81-0,84
G 126 32 106 241 0,189 1,19 0,82-1,71

NOTA: Teste de proporgéo (univariada).

IC= intervalo de confianga; NL=nefrite lipica; OR=0dds ratio.
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Tabela 3 - Distribuicdo dos genodtipos do CCR2 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e grupo controle

Pacientes NL Controles p OR 95% IC
(n=197) (n=220)

n % n %
Genotipos
\AY, 148 751 177 80,5 0,120 0,84 0,62-1,14
VI 44 22,3 41 18,6 0,664 1,01 0,60-2,0
Il 5 2,5 2 0,9 0,445 3,33 0,36-30,72
Alelos
\Y, 340 86,3 395 89,8 0,046 0,86 0,84-0,86
I 54 13,7 45 10,2 0,421 1,22 0,70-2,14

NOTA: Teste de proporgéo (univariada).

IC= intervalo de confianga; NL=nefrite lupica; OR=odds ratio.

A analise da distribuicdo dos polimorfismos génicos do MCP-1, CCR2
e seus respectivos alelos em relagao as classes histoldgicas da nefrite lupica

nao mostraram diferenca estatisticamente significativa (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4 - Distribuicdo dos gendtipos do MCP-1 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lUpica e classes histologicas (n=197)

MCP-1
Gendtipos* n (%) Alelos** n (%)
AA AG GG A G
Classe IV (n=131) 60 (45,8) 52 (39,7) 19 (14,5) 172 (65,6) 90 (34,4)
Classe V (n=61) 34 (55,7) 21 (34,5) 6 (9,8) 89 (72,9) 33 (27,1)
Class VI (n=5) 2 (40) 3 (60) 0 (0) 7 (70) 3 (30)

*Teste de associacéo bivariada (Xz) p=NS

**Teste de proporgao univariada p=NS
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Tabela 5 - Distribuicdo dos genodtipos do CCR2 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e classes histologicas (n=197)

CCR2
Genétipos* n (%) Alelos** n (%)
vV VI 1] V I
Classe IV (n=131) 97 (74) 29 (22,2) 5(3,8) 223 (85,1) 39 (14,9)
Classe V (n=61) 47 (77) 14 (23) 0(0) 108 (88,5) 14 (11,5)
Class VI (n=5) 4 (80) 1 (20) 0 (0) 9 (90) 1(10)

*Teste de associagao bivariada (x°) p=NS

**Teste de proporgao univariada p=NS

Também nao se observou diferenca entre os genoétipos MCP-1, CCR2
e alelos em relagcdo a presenga de crescentes, indice de atividade e indice

de cronicidade na biopsia renal (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicdo dos gendtipos do MCP-1, CCR2 e alelos em
pacientes portadores de nefrite lUpica e presenca de crescentes,

indice de atividade e cronicidade na bidpsia renal (n=197)

Crescentes Crescentes I[A>=4 IA<4 IC>=2 IC<2
presentes ausentes  (n=100) (n=80) (n=118) (n=62)
(n=97) (n=92)

n % n % n % n % n % n %
Genétipos MCP-1*
AA 44 (45,4) 48 (52,2) 46 (46) 41 (51,3) 55 (46,6) 32(51,6)
AG 42 (43,3) 31 (33,7) 44 (44) 27 (33,7) 52 (44,1) 19(30,6)
GG 1 (11,3) 13 (14,1) 10 (10) 12 (15) 11 (9,3) 11 (17,8)
Alelos**
A 130 (67) 127 (69) 136 (68) 109 (68,1) 162 (68,6) 83 (67)
G 64 (33) 57 (31) 64 (32) 51 (31,9) 74 (31,4) 41 (33)
Genétipos CCR2*
W 71 (73,2 70 (76,1) 72 (72) 61 (76,2) 85 (72) 48 (77,4)
\4 23 (23,7) 20 (21,7) 26 (26) 16 (20) 29 (24,6) 13 (21)
I 3 (3,1) 2 (2,2) 2 (2) 3 (3,8) 4 (3,4) 1(1,6)
Alelos**
\Y 165 (85,1) 160 (87) 170 (85) 138 (86,3) 199 (84,3) 109 (88)

! 29 (14,9) 24 (13) 30 (15) 22 (13,7) 37 (157) 15(12)

*Teste de associacéo bivariada (Xz) p=NS
**Teste de proporg¢ao univariada p=NS
NOTA: |A=indice de atividade; IC= indice de cronicidade
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Estudando a funcao renal através da creatinina sérica e considerando
os pacientes (n=197) em relacdo a variagao da creatinina entre o inicio e
final do seguimento, verificamos uma diferencga significante (p<0,001) entre

os pacientes que melhoraram e pioraram, como o esperado em NL com

tratamento ativo (Figura 3).

70+

60- p<0,001

Variacdo da creatinina (%)

Melhora Estavel Piora

Figura 3 - Variagdo da creatinina entre o inicio e final do seguimento
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A insuficiéncia renal foi definida como valores de creatinina maiores

que 1,2 mg/dl. A distribuicdo dos pacientes quanto a presenca de IR e

relagcdo com os polimorfismos do MCP-1, CCR2 e alelos esta nas tabelas 7,

8, 9 e 10. Nao houve associagao dos genotipos e alelos com a fungao renal

no inicio e no final do seguimento.

Tabela 7 - Distribuicdo dos genoétipos do MCP-1 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e funcéo

seguimento (n=197)

renal no inicio do

MCP-1
Genodtipos* n (%) Alelos** n (%)
AA AG GG A G
Creatinina > 1,2 56 (50,5) 43 (38,7) 12(10,8) 155 (69,8) 67 (30,2)
mg/dl (n=111)
Creatinina < 1,2 40 (46,5) 33(38,4) 13(15,1) 113(65,7) 59 (34,3)

mg/dl (n=86)

*Teste de associagdo bivariada (x%) p=NS

**Teste de proporgao univariada p=NS

Tabela 8 - Distribuicdo dos genodtipos do CCR2 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e funcéao

seguimento (n=197)

renal no inicio do

CCR2
Genotipos* n (%) Alelos** n (%)
\AY) VI 1 \% I
Creatinina > 1,2 80(72,1) 27(24,3) 4(3,6) 187(84,2) 35(15,8)
mg/dl (n=111)
Creatinina < 1,2 68 (79,1) 17 (19,8) 1(1,1) 153 (89) 19 (11)

mg/dl (n=86)

*Teste de associagao bivariada (x%) p=NS
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**Teste de propor¢ao univariada p=NS

Tabela 9 - Distribuicdo dos gendtipos do MCP-1 e alelos em pacientes
portadores de nefrite lupica e funcdo renal no final do

seguimento (n=197)

MCP-1
Genoétipos* n (%) Alelos** n (%)
AA AG GG A G
Creatinina > 1,2 34 (44,2) 32 (41,6) 11(14,2) 100 (64,9) 54 (35,1)
mg/dl (n=77)
Creatinina < 1,2 62 (51,7) 44 (36,7) 14 (11,6) 168 (70) 72 (30)

mg/dl (n=120)

*Teste de associag3o bivariada (%) p=NS

**Teste de proporg¢ao univariada p=NS

Tabela 10 - Distribuicdo dos gendtipos do CCR2 e alelos em pacientes
portadores de nefrite lupica e fungdo renal no final do

seguimento (n=197)

CCR2
Genétipos* n (%) Alelos** n (%)
vV VI I \% I
Creatinina > 1,2 59 (76,6) 15(19,5) 3(3,9) 133(86,4) 21 (13,6)
mg/dl (n=77)
Creatinina < 1,2 89(74,2) 29(242) 2(1,6) 207 (86,3) 33 (13,7)

mg/dl (n=120)

*Teste de associag3o bivariada (%) p=NS

**Teste de proporg¢ao univariada p=NS
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Dentro deste grupo (n=197), 44 pacientes evoluiram com perda da
funcdo renal e necessitaram de terapia renal substitutiva (TRS).
Comparando o grupo que evoluiu para hemodialise (HD) com aquele que
nao evoluiu para HD, n&o houve associagao entre seus gendtipos e alelos a

necessidade de dialise (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11 - Distribuicdo dos genoétipos do MCP-1 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e terapia renal substitutiva (TRS)

(n=197)
MCP-1
Genotipos* n (%) Alelos** n (%)
TRS AA AG GG A G
Sim (n=44) 23(52,3) 15(34,1) 6(13,6) 61(69,3) 27 (30,7)
N&o (n=153) 73(47,7) 61(39,9) 19(12,4) 207 (67,6) 99 (32,4)

*Teste de associacdo bivariada (y2) p=NS
**Teste de proporgao univariada p=NS
NOTA: TRS= terapia renal substitutiva

Tabela 12 - Distribuicdo dos gendtipos do CCR2 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e terapia renal substitutiva (TRS)

(n=197)
CCR2
Genotipos* n (%) Alelos** n (%)
TRS \AY% VI I \% I
Sim (n=44) 32(72,7) 10(22,7) 2(4,6) 74 (84,1) 14 (15,9)
N&o (n=153) 116 (75,8) 34(22,2) 3(2) 266 (87) 40 (13)

*Teste de associacao bivariada (y2) p=NS
**Teste de propor¢ao univariada p=NS
NOTA: TRS= terapia renal substitutiva
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Quanto ao valor da proteindria no inicio do quadro, também néao
houve associacao entre os gendtipos do MCP-1, CCR2 e seus respectivos

alelos (Tabela 13 e 14).

Tabela 13 - Distribuicdo dos gendtipos do MCP-1 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lUpica e proteinuria inicial (n=197)

MCP-1
Genétipos* n (%) Alelos** n (%)
AA AG GG A G
Proteinuria > 3,0 68 (48,2) 55(39) 18(12,8) 191 (67,7) 91 (32,3)
g/24h (n=141)
Proteindria < 3,0 28 (50) 21(37,5) 7(12,5) 77 (68,8) 35(31,2)

g/24h (n=56)

*Teste de associacao bivariada (Xz) p=NS

**Teste de proporgao univariada p=NS

Tabela 14 - Distribuicdo dos genodtipos do CCR2 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lUpica e proteinuria inicial (n=197)

CCR2
Gendétipos* n (%) Alelos** n (%)
\AY VI I \% I
Proteinuria > 3,0 105 (74,5) 33(23,4) 3(2,1) 243(86,2) 39 (13,8)
g/24h (n=141)
Proteindria< 3,0  43(76,8) 11(19,6) 2(3,6) 97 (86,6) 15 (13,4)

g9/24h (n=56)

*Teste de associag3o bivariada (%) p=NS

**Teste de proporg¢ao univariada p=NS
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Estudando marcadores imunoldgicos nos pacientes portadores de nefrite
lupica em relagdo ao gendtipo, ndo encontramos associacdo do MCP-1,
CCR2 e alelos com o valor do FAN > 1/160, anti-DNA positivo, consumo de

complemento e presencga ou ndo de anticorpo antifosfolipide (Tabelas 15 e 16).

Tabela 15 - Distribuicdo dos gendtipos do MCP-1, CCR2 e alelos em
pacientes portadores de nefrite Ilupica e marcadores

imunoldgicos (n=197)

FAN > FAN < Anti-DNA  Anti-DNA Ac. Ac.
1/160 1/160 +(n=147) —(n=50) Antifosfoli Antifosfoli
(n=105) (n=92) pide + pide -
(n=74) (n=94)
n % n % n % n % n % n %
Gen6tipos MCP-1*
AA 55 (52,4) 41 (44,6) 64 (43,5) 32 (64) 35 (47,3) 49 (52,1)
AG 38 (36,2) 38 (41,3) 65 (44,2) 11 (22) 32 (43,2) 31 (33)
GG 12 (11,4) 13 (14,1) 18 (12,3) 7 (14) 7 (9,5) 14 (14,9)
Alelos**
A 148 (70,5) 120 (65,2) 193 (65,6) 75 (75) 102 (69) 129 (68,6)
G 62 (29,5) 64 (34,8) 101 (34,4) 25 (25) 46 (31) 59 (31,4)
Gen6tipos CCR2*
wW 79 (75,2) 69 (75) 112 (76,2) 36 (72) 55 (74,3) 71 (75,5)
Vi 24 (22,9) 20 (21,7) 30 (20,4) 14 (28) 17 (23) 20 (21,3)
I 2 (1,9) 3 (3,3) 5 (3,4) 0 (0) 2 (2,7) 3 (3,2)
Alelos**
v 182 (86,7) 158 (85,9) 254 (86,4) 86 (86) 127 (85,8) 162 (86,2)

I 28 (13,3) 26 (14,1) 40 (136) 14 (14) 21 (142) 26 (13,8)

*Teste de associagao bivariada (x°) p=NS
**Teste de proporcdo univariada p=NS

NOTA: anti-DNA= anticorpo anti-acido desoxirribonucléico; Ac.=anticorpo; FAN=fator anti-ntcleo.
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Tabela 16 - Distribuicdo dos gendtipos do MCP-1, CCR2 e alelos em
pacientes portadores de nefrite Ilupica em relacdo ao

complemento (n=197)

Complemento consumido Complemento normal (n=36)
(n=161)
n % n %

Genétipos MCP-1*

AA 75 (46,6) 21 (58,3)
AG 67 (41,6) 9 (25)
GG 19 (11,8) 6 (16,7)
Alelos**

A 217 (67,4) 51 (70,8)
G 105 (32,6) 21 (29,2)
Genotipos CCR2*

\AY 125 (77,6) 23 (63,9)
\ 32 (19,9) 12 (33,3)
I 4 (2,5) 1 (2,8)
Alelos**

\Y 282 (87,6) 58 (80,6)
[ 40 (12,4) 14 (19,4)

*Teste de associagao bivariada (x°) p=NS

**Teste de proporgdo univariada p=NS
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Foi avaliada a correlacdo do polimorfismo genotipico e alelico do
MCP-1 e CCR2 com relagdo as manifestacbes clinicas dos pacientes
portadores de nefrite lupica através do escore de SLEDAI e nao houve

associacgao entre os parametros (Tabelas 17 e 18).

Tabela 17 - Distribuicdo dos genoétipos do MCP-1 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e escore SLEDAI (n=197)

MCP-1
Gendétipos* n (%) Alelos** n (%)
AA AG GG A G
SLEDAI > 20 55 (48,7) 50 (44,2) 8(7,1) 160 (70,8) 66 (29,2)
(n=113)
(SL%IZ,)AI <20 41 (48,8) 26 (31) 17 (20,2) 108 (64,3) 60 (35,7)
n=

*Teste de associacéo bivariada (Xz) p=NS
**Teste de proporgao univariada p=NS

SLEDAI= indice de atividade da doenga Lupus Eritematoso Sistémico

Tabela 18 - Distribuicdo dos genottipos do CCR2 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e escore SLEDAI (n=197)

CCR2
Genotipos* n (%) Alelos** n (%)
\AY VI I \% I
SLEDAI > 20 90 (79,6) 20 (17,7) 3(2,7) 200 (88,5) 26 (11,5)
(n=113)
(SLE8I‘31,)AI <20 58 (69) 24 (28,6) 2(2,4) 140(83,3) 28 (16,7)
n=

*Teste de associagdo bivariada (x%) p=NS
**Teste de proporgao univariada p=NS

SLEDAI= indice de atividade da doenga Lupus Eritematoso Sistémico
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Quando estudados apenas os critérios renais através do escore de
SLEDAI com relagao aos polimorfismos do MCP-1 e CCR2, ndo se observou
nenhuma associagcdo, porém, quando estudados os alelos de ambos os
genes, notou-se que nos pacientes com quadro de nefropatia leve (escore < 8)
houve um predominio significante do alelo V em relagao ao alelo | (p=0,046)

(Tabelas 19 e 20).

Tabela 19 - Distribuicdo dos gendtipos do MCP-1 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e SLEDAI renal (n=197)

MCP-1
Gendétipos* n (%) Alelos** n (%)
AA AG GG A G
SLEDAI RENAL 76 (48,4) 61(38,9) 20(12,7) 213(67,8) 101 (32,2)
> 8 (n=157)
SLEDAI RENAL 20 (50) 15 (37,5) 5(12,5) 55 (68,8) 25 (31,2)
< 8 (n=40)

*Teste de associagdo bivariada (%) p=NS
**Teste de propor¢ao univariada p=NS

SLEDAI= indice de atividade da doenga Lupus Eritematoso Sistémico

Tabela 20 - Distribuicdo do gendtipo do CCR2 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica e SLEDAI renal (n=197)

MCP-1
Genotipos* n (%) Alelos** n (%)
AA AG GG A G
SLEDAI RENAL 113 (72) 39 (24,8) 5(3,2) 265 (84,4) 49 (15,6)
> 8 (n=157)
SLEDAI RENAL 35 (87,5) 5(12,5) 0 (0) 75 (93,8) 5(6,2)
< 8 (n=40)

*Teste de associag3o bivariada (%) p=NS
**Teste de proporgéo univariada p=0,046

SLEDAI= indice de atividade da doenga Lupus Eritematoso Sistémico
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E conhecida a relagdo entre o tratamento imunossupressor com a

sobrevida renal e a sobrevida do paciente com nefrite lupica. Assim, varios

esquemas de imunossupressao sao propostos como tratamento, porém, em

nosso meio, utilizamos o da NIH com algumas variantes adaptadas a cada

paciente. Com a finalidade de avaliarmos se a intensidade da medicacao

imunossupressora interferiu no desenlace final do paciente, analisamos as

doses de imunossupressores administradas aos pacientes em relagéo a

distribuicdo genotipica. Nao houve nenhuma relagédo entre doses de

imunossupressores e genotipos (Tabela 21).

Tabela 21 - Distribuicdo dos gendtipos do MCP-1 e CCR2 em pacientes

portadores de nefrite lUupica e doses de imunossupressores

(n=197)
Gendtipos
MCP-1 CCR2
AA AG GG \AY, VI Il
Corticéide oral 20,97+13,08  20,80+10,97 17,39+7,20  20,55+11,59 20,51+12,42 16,72+9,26
(mg/dia)
Metilprednisolona 3398+1665 33531346  3520+1192  3289+1311  3784:2001 300040
(mg)
Ciclofosfamida 732144186  7297+4443 767543286 73004482 758743203  6800+692
(mg)
Tempo de 60,34+45,29  55,80+44,71 64,64+48,77 59,09+4589 61,7+4586  39,4+17,96
seguimento
(meses)

* Anova para medidas néo repetidas; Média + desvio padrao
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Quando os pacientes foram separados de acordo com a etnia, nao foi
observada diferenca significativa em relacdo a distribuigdo dos genotipos
MCP-1 e CCR2, porém, em relagao aos alelos, houve predominio do alelo A
e do alelo V nos pacientes de ambas as etnias (Tabelas 22 e 23). Para essa

analise foram excluidos os pacientes da etnia amarela (n=3 pacientes).

Tabela 22 - Distribuicdo dos genoétipos do MCP-1 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica de acordo com a etnia (n=194)

MCP-1
Gendtipos* n (%) Alelos** n (%)
AA AG GG A G
Etnia Branca 63 (48,8) 50(38,8) 16(12,4) 176 (68,2) 82 (31,8)
(n=129)
Etnia Nao- 33(50,8) 23(35,4) 9(13,8) 89 (68,5) 41 (31,5)

branca (n=65)

*Teste de associag3o bivariada (%) p=NS

**Teste de proporg¢ao univariada p<0,0001

Tabela 23 - Distribuicdo dos gendtipos do CCR2 e alelos em pacientes

portadores de nefrite lupica de acordo com a etnia (n=194)

MCP-1
Gendtipos* n (%) Alelos** n (%)
AA AG GG A G
Etnia Branca 95 (73,6) 30(23,3) 4(3,1) 220(85,3) 38(14,7)
(n=129)
Etnia Nao- 52 (80) 13 (20) 0(0) 117 (90) 13 (10)

branca (n=65)

*Teste de associagdo bivariada (%) p=NS

**Teste de proporgéo univariada p=0,0003
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Em relacdo a distribuicdo da etnia de acordo com as classes
histoldgicas, fungao renal no inicio e no final do seguimento e desfecho para

TRS, também nao foi evidenciada a diferencga estatistica (Tabelas 24, 25 e 26).

Tabela 24 - Distribuicdo da etnia em pacientes portadores de nefrite IUpica

de acordo com as classes histologicas (n=194)

Etnia Branca (n=129) Etnia N&o- branca (n=65)

n % n %
Classe IV (n=129) 92 (71,3) 37 (56,9)
Classe V (n=60) 34 (26,4) 26 (40)
Class VI (n=5) 3 (2,3) 2 (3,1)

*Teste de associagdo bivariada (x°) p=NS

Tabela 25 - Distribuigdo da etnia em pacientes portadores de nefrite Iupica e
funcao renal no inicio e final do seguimento (n=194)

Etnia Branca (n=129) Etnia N&@o- branca (n=65)
Creatinina (mg/dl) n % n %
Inicial >1,2 77 (59,7) 33 (50,8)
Inicial < 1,2 52 (40,3) 32 (49,2)
Final > 1,2 52 (40,3) 23 (35,4)
Final < 1,2 77 (59,7) 42 (64,6)

*Teste de associag3o bivariada () p=NS

Tabela 26 - Distribuicao da etnia em pacientes portadores de nefrite Iupica e

TRS (n=194)
Etnia Branca (n=129) Etnia N&o- branca (n=65)
TRS n % n %
Sim (n=44) 34 (26,4) 10 (15,4)
Nao (n=153) 95 (73,6) 55 (84,6)

*Teste de associag3o bivariada () p=NS
NOTA: TRS= terapia renal substitutiva
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Quando analisados os pacientes portadores do alelo G e do alelo |
(denominado Grupo Gl), ndo se encontrou diferenca estatistica entre as
classes histolégicas e a funcédo renal no inicio e no final do seguimento
quando comparado com o0 grupo nao portador de ambos os alelos

(denominado Grupo nao Gl) (Tabelas 27 e 28).

Tabela 27 - Distribuicdo do grupo Gl e do grupo nédo Gl de acordo com as

classes histologicas

Etnia Branca (n=129) Etnia N&do- branca (n=65)
n % n %
Classe IV (n=131) 19 (79,2) 112 (64,7)
Classe V (n=61) 4 (16,7) 57 (33)
Class VI (n=5) 1 4,1) 4 (2,3)

*Teste de associagao bivariada (x°) p=NS

Tabela 28 - Distribuicdo do grupo Gl e do grupo ndo Gl de acordo com a

funcao renal no inicio e final do seguimento

Etnia Branca (n=129) Etnia N&o- branca (n=65)
Creatinina (mg/dl) n % n %
Inicial >1,2 16 (66,7) 95 (54,9)
Inicial < 1,2 8 (33,3) 78 (45,1)
Final > 1,2 11 (45,8) 66 (38,2)
Final < 1,2 13 (54,2) 107 (61,8)

*Teste de associag3o bivariada (%) p=NS

Nao houve diferenga estatistica entre as curvas de sobrevida renal
funcional dos pacientes portadores de nefrite lupica em relacdo aos

genodtipos MCP-1, CCR2 e seus respectivos alelos (Figuras 4, 5,6 e 7).
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relacdo ao tempo de seguimento de acordo com os alelos do
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4.2 Protocolo Il: Estudo do MCP-1 urinario

Foram realizadas dosagens urinarias do MCP-1 (uMCP-1) em 34
pacientes do sexo feminino, com idade média de 28,4 £ 9,9 anos, portadores
de nefrite lupica em atividade, sendo 9 (26,5%) pacientes de etnia branca e
25 (73,5%) de etnia ndo-branca. As coletas ocorreram no tempo zero (Ty),
préximo ao momento da realizagdo da bidpsia renal e apos 3 (T3) e 6 (Te)
meses de seguimento. Os dados clinicos, laboratoriais e histolégicos dos

pacientes com nefrite lupica em atividade estdo na tabela 29.

Tabela 29 - Caracteristicas clinicas, laboratoriais e histolégicas dos
pacientes portadores de nefrite lUpica em atividade no inicio do

protocolo (n=34)

Creatinina sérica (mg/dl) 1,8 (1,0-3,1)
Albumina (g/dl) 2,6 (2,1-3,2)
Proteinuria (g/24h) 5,4 (3,5-6,8)
Creatinina > 1,2 mg/dl % 64,7 (n=22)
FAN > 1/160 % 76,5 (n=26)
C3 consumido (mg/dl) % 97 (n=33)
C4 consumido (mg/dl) % 76,5 (n=26)
Anti-DNA (Ul/ml) positivo % 70,6 (n=24)
Anticorpo Antifosfolipide positivo % 79,4 (n=27)
Bidpsia renal

Classe lll + IV % 79,4 (n=27)

Classe V % 20,6 (n=7)
Flare

Leve % 26,5 (n=9)

Moderado % 29,4 (n=10)

Grave % 44,1 (n=15)

NOTA: Dados expressos em mediana (25%-75%); frequéncia absoluta (n) e relativa (%).
anti-DNA= anticorpo anti-acido desoxirribonucléico; C3= fragdo C3 do complemento;
C4= fragdo C4 do complemento; FAN=fator anti-nucleo.



Resultados 67

A média da dosagem urinaria do MCP-1 foi significantemente maior
no inicio do protocolo, momento da abertura do quadro, quando comparado
com o MCP-1 urinario apés 3 e 6 meses de tratamento. Em resumo o uMCP-1

diminuiu significantemente ao longo do seguimento (p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8 - Dosagem urinaria de MCP-1 nos tempos 0, 3 e 6 meses de

seguimento em cada paciente

Como no protocolo |, a funcéo renal dos pacientes foi avaliada através
da creatinina sérica e considerado como IR aqueles pacientes com
creatinina maior que 1,2 mg/dl. Quando realizada a andlise da creatinina
sérica no inicio do quadro e apés 6 meses de tratamento em relagdo ao
uMCP-1, observou-se diferenga estatistica somente no Ty, onde pacientes
com creatinina inicial maior que 1,2 mg/dl apresentaram valores mais

elevados de uMCP-1 (p<0,05) (Figuras 9 e 10).
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A creatinina sérica e o uMCP-1 apresentaram uma correlagcéo positiva

no tempo zero do protocolo (p<0,05; r=0,51) (Figura 11).
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Figura 11 - Correlacdao do MCP-1 urinario e creatinina sérica no tempo

zero (To)

Quanto a proteinuria de 24h no inicio do quadro e apds 6 meses de

tratamento, n&o se observou associagédo com o uMCP-1 (Figuras 12 e 13).
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Resultados 71

Com relagao a histologia renal, ndo houve relacao entre o uMCP-1 e as
classes histolégicas da nefrite lupica de acordo com a classificagcdo da OMS

(Figura 14).
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Figura 14 - MCP-1 urinario e classes histolégicas (classificagdo da OMS)

Através do escore de SLEDAI e escore de SLEDAI renal em relagao
ao uUMCP-1, foi avaliada a relagao das manifestagdes clinicas dos pacientes
portadores de nefrite lupica no tempo zero e ndo se observou associagao

entre os parametros (Figuras 15 e 16).
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Quanto aos marcadores imunolégicos para LES em relagao ao uMCP-1,
nao evidenciamos associagdo com o valor do FAN = 1/160, anti-DNA
positivo € consumo de complemento no tempo zero (Figuras 17, 18, 19 e 20).
Porém, houve aumento significante do uMCP-1 em pacientes com anticorpo

antifosfolipide positivo estudados no Ty (p<0,05) (Figura 21).
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Figura 17 - MCP-1 urinario e FAN no tempo zero (To)
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Figura 18 - MCP-1 urinario e anti-DNA no tempo zero (To)
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Figura 19 - MCP-1 urinario e fracdo C3 do complemento no tempo zero (To)
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Figura 20 - MCP-1 urinario e fragcdo C4 do complemento no tempo zero (To)
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Figura 21 - MCP-1 urinario e anticorpo antifosfolipide no tempo zero (To)
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Quando analisada a gravidade da doencga renal utilizando critérios de
flare constatou-se um aumento significante do uMCP-1 nos pacientes com

flares grave e moderado em relacéo ao flare leve (p<0,05) (Figura 22).

10000

8000

6000— p<0,05

4000—

MCP-1 urinario (pg/mg) (T0)

2000

I I I
Leve Moderado Grave

Flare Renal

Figura 22 - MCP-1 urinario e intensidade do flare renal no tempo zero (Ty)

Ja em relacao a intensidade dos flares e classes histolégicas, ndo se
observou nenhuma associagao significante. Vale salientar que o flare leve foi
mais frequente na classe V, enquanto os flares moderado e grave foram

mais frequientes nas classes lll e IV (Figura 23)
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Figura 23 - Intensidade do flare renal e classes histolégicas (classificagcdo
da OMS)

Quanto a distribuicdo genotipica do MCP-1 e a intensidade do flare
renal, observou-se uma associacgao significante dos flares moderado e grave
nos pacientes portadores dos gendtipos AA e AG em relagdo ao genotipo
GG (p< 0,05), enquanto que, em relagao a distribuicdo alélica nao se notou
associagcao. Ja quanto a distribuicdo genotipica e alélica do CCR2 e
intensidade do flare renal ndo se observou nenhuma associagao (Figuras 24,

25, 26 e 27).
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Quando os pacientes foram estudados de acordo com a etnia, nao
houve associacdo entre a etnia e a dosagem do uMCP-1 no inicio do

protocolo (Figura 28).
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Figura 28 - Etnia € MCP-1 urinario no tempo zero (To)

Estudando a distribuicdo genotipica do MCP-1 dos 34 pacientes em
relacdo ao uMCP-1 foi observado um aumento significante do uMCP-1 no
tempo zero do protocolo nos pacientes portadores dos gendtipos AG e AA
quando comparado ao genotipos GG (p<0,05), porém n&o se evidenciou

associagao entre a distribuicao alélica do MCP-1 e o uMCP-1 (Figuras 29 e 30).
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Ja em relacdo a distribuicdo genotipica e alélica do CCR2, nao se
notou nenhuma associagdo dos mesmos € a dosagem de uMCP-1 no tempo

zero do protocolo (Figuras 31 e 32).
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Figura 31 - Distribuicao genotipica do CCR2 e uMCP-1 no tempo zero (To)
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5.1 Protocolo I: Estudo do gendtipo

Dados do presente estudo demonstraram que, em relacdo ao
polimorfismo do gene do MCP-1 -2518, a frequéncia do gendtipo GG foi
significativamente maior nos pacientes portadores de nefrite lupica quando
comparado com o grupo controle (12,7% e 5%, respectivamente) enquanto o
gendtipo AA apresentou maior frequéncia no grupo controle (56,8% e 48,7%,
respectivamente), porém sem significancia estatistica. Com relagdo aos
alelos, a frequéncia do alelo A foi significantemente maior no grupo controle
quando comparada aos pacientes portadores de nefrite lupica (75,9% e
68%, respectivamente).

Ja em relagao ao polimorfismo do gene do CCR2, nao foi evidenciada
diferenca na frequéncia do genoétipo entre os dois grupos, porém foi
observada maior frequéncia, estatisticamente significante, do alelo V no
grupo controle em relagdo aos portadores de nefrite lupica (89,8% e 86,3%,
respectivamente).

Os nossos achados concordam com a hipétese de Rovin et al., em
que o polimorfismo do gene do MCP-1 -2518 parece influenciar a atividade
da transcricdo da regido regulatéria distal do gene em resposta ao estimulo
inflamatorio, pois células mononucleares obtidas de individuos saudaveis
portadores do gendtipo GG ou AG, apds estimulo com IL-13, produzem mais

MCP-1 do que as células de individuos com gendétipo AA. Isso sugere que,
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sob 0os mesmos estimulos, individuos carregando o alelo G na posigao -2518
produzem mais MCP-1 que individuos com gendtipo AA e, consequentemente,
podem apresentar uma resposta inflamatéria mais potente com maior dano
tecidual. Isto vem de encontro a idéia que a nefrite lUpica é, dentro do LES,
uma condicdo de resposta inflamatdria exacerbada com maior infiltracéo
tecidual e maior lesdo ao 6rgao acometido .

O mesmo achado foi relatado por Tucci et al. que observaram maior
freqUéncia do gendtipo AA em individuos saudaveis controle em relagao aos
pacientes com LES, onde os gendtipos AG e GG foram mais frequentes.
Quando analisados os pacientes portadores de LES com ou sem NL, notou-se
aumento da frequéncia do genétipo GG e AG nos pacientes portadores de
NL, enquanto a freqiéncia do gendtipo AA foi maior nos pacientes sem NL.
Em relacéo a distribuicdo alélica observou-se que a presenca do alelo G foi
maior nos pacientes com LES comparados com o controle, e que a presenca
do alelo G ocorreu também com maior freqiéncia em pacientes com NL,
quando comparados com pacientes sem NL. Os dados desse estudo
sugerem que os pacientes portadores de LES com o gendtipo GG ou AG
apresentavam 2 a 4 vezes maior risco de desenvolver NL do que os
pacientes com o gendtipo AA 2.

Ja em discordancia com os nossos dados, Kim et al. demonstraram
que células mononucleares de pacientes portadores de nefrite lupica
carregando o alelo A na posigéo -2518, apds estimulo com fitohemaglutinina,
produziam mais MCP-1 do que pacientes carregando o alelo G na posig¢ao -

2518 **. Achado semelhante porém diferente do nosso foi observado por
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Lima et al. que estudaram uma populagdo de pacientes mexicanos e
encontraram um aumento significante do gendtipo AA e do alelo A nos
pacientes portadores de LES, quando comparados com individuos
saudaveis. No entanto quando os pacientes foram estratificados de acordo
com a presencga ou auséncia de doenga renal, ndo evidenciaram associagcao
entre o polimorfismo do gene do MCP-1 -2518 e a susceptibilidade para
nefrite lupica (106). Trabalhos de Nunez-Roldan et al. e Sanchez et al., que
estudaram uma populagdo de pacientes caucasianos, também nao
evidenciaram associag¢ao entre o polimorfismo do gene do MCP-1 -2518 e a
susceptibilidade para o LES, nem nefrite IUpica ">"®. Estas discrepancias nos
achados de literatura podem ser explicadas pela heterogeneidade racial
das populagdes, assim como, pela clinica dos pacientes analisados normais
e doentes.

Quanto ao polimorfismo do receptor CCR2, sdo poucos os dados na
literatura. Um estudo realizado com modelo de camundongo Iupico
MRLFAS"™ geneticamente deficiente para o CCR2 evidenciou que o receptor
CCR2 apresentava um importante papel no desenvolvimento de doengas
auto-imune e da lesao renal, influenciando a progressao da doenga renal € a
sobrevida do animal *°.

Porém, os poucos trabalhos realizados abordando a distribuicao
genotipica do CCR2 em pacientes portadores de LES ndo demonstraram
nenhuma associagao entre o polimorfismo do CCR2 e a susceptibilidade

para o LES, quando comparados com individuos saudaveis 1%,
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Com relacdo a fungao renal, nossos achados sugerem nao haver
associacao entre a frequéncia da distribuicdo genotipica do MCP-1 e CCR2
ou de seus alelos, que possa estar relacionada a gravidade da nefrite lupica
na sua instalagao (creatinina inicial) nem na sua progressao, medida pela
creatinina ao final do seguimento. O mesmo pode ser dito com relagéo ao
desenlace renal (duplicacdo da creatinina ou necessidade de TRS) como
constatado pelas curvas de sobrevida renal funcional dos pacientes
portadores de nefrite lupica.

Kim et al. também nao constataram associacdo entre os diferentes
gendtipos do MCP-1 nos pacientes portadores de NL e funcéo renal *°.
Nao encontramos relatos na literatura sobre a gravidade da doenca renal e a
distribuicao genotipica e alélica do CCR2.

Com relagao as classes histoldgicas da nefrite lupica (classificagcao
pela OMS), nossos dados nao evidenciaram associagao entre a distribuicao
de gendtipos e alelos, dados que se assemelham aos trabalhos de Tucci et al.
e Nakashima et al, que também ndo encontraram esta associacdo >7%.
No entanto, estudos prévios realizados em camundongos lipicos MRLFAS™"
geneticamente deficientes para o MCP-1 ja demonstraram uma atenuagao
da GN proliferativa nesses animais .

Estudamos também a distribuicdo dos gendtipos do MCP-1 e CCR2
quanto aos indices de atividade (IA — que pode ter valor de 0 a 24) e
cronicidade (IC - que pode ter valor de 0 a 12) da nefrite lupica padronizados

pela OMS. Com a aplicagao destes indices, tem sido observado por alguns

autores que pacientes com IA>12 e IC> 4 tém pior prognéstico em termos de
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sobrevida renal a longo prazo 31 Outros centros, no entanto, ndo tém
constatado tal valor progndstico em estudos de larga escala '°®. Nés nao
verificamos nenhuma associagao entre a distribuicdo genotipica e alélica e
os indices de atividade e cronicidade nos pacientes estudados.

Em relagédo a gravidade da doenga sistémica avaliada pelo escore de
SLEDAI, nossos dados ndo mostraram associagdo com o polimorfismo
genotipico e alélico do MCP-1 e CCR2 nos pacientes portadores de NL
porém, quando foram avaliados os critérios renais de atividade (SLEDAI
renal), notou-se que pacientes com quadro de nefropatia leve apresentavam
predominio significante do alelo V em relagéo ao alelo | do CCR2.

Os dados da literatura sobre a associacdo dos polimorfismos nos
pacientes portadores de NL com as manifestagdes clinicas da doenga séo
escassos. O protocolo de Lima et al. estudou apenas a distribuicdo do
polimorfismo do MCP-1 em relagdo a leucopenia nos pacientes portadores
de LES e observou um aumento significativo do gendtipo AA nesses
pacientes '%.

Estudando os marcadores de atividade imunoldgica dos pacientes
com nefrite lupica em relagdo aos gendtipos e alelos, ndo observamos
associagao do MCP-1 e CCR2 com os seguintes marcadores: FAN, anti-DNA,
complemento e anticorpo antifosfolipide. Por outro lado, relato de literatura
de Lima et al. evidenciaram que pacientes portadores de LES com anti-DNA
e anticorpo antifosfolipide positivos apresentavam maior frequiéncia do
gendtipo GG em relagdo ao gendtipo AA, quando comparados com 0s

pacientes com anti-DNA e anticorpo antifosfolipide negativos. No mesmo



Discusséao 90

estudo observou-se que pacientes com anticorpo antifosfolipide positivo
também apresentavam maior frequéncia do alelo G. Estes achados referem-se
a uma populagdo de pacientes lUpicos e ndo de nefrite lupica '°°.

Estudos de gendtipos e etnia sdo sempre muito importantes. Assim,
os pacientes do nosso estudo foram estratificados, de acordo com a etnia
em brancos e nao-brancos e nao evidenciamos diferenca estatistica entre a
distribuicdo genotipica e alélica do MCP-1 e CCR2 em relagdo a este
aspecto. Em contraste aos nossos achados, o estudo de Brown et al.
mostrou uma maior porcentagem, porém nao significante, do genétipo AG e
GG nos pacientes caucasianos portadores de NL, mas ndo nos pacientes
afro-americanos também portadores de NL. O autor acredita que nao
encontrou diferenca estatistica devido ao reduzido numero de pacientes com
o gendtipo GG analisados (n=12). Nesse mesmo trabalho, o autor
demonstrou que pacientes caucasianos portadores do alelo G apresentavam
um risco 4 vezes maior de desenvolver LES, mas nao os pacientes afro-

americanos '%°

. Isso sugere que a expressao do polimorfismo do MCP-1,
possa ser influenciada pela etnia.

Por sua vez, Hwang et al. demonstraram maior frequéncia do alelo G
em relagcdo ao alelo A nos individuos coreanos saudaveis (65% e 35%,
respectivamente), sendo essa frequéncia 2 vezes maior na populagédo
coreana do que nos caucasianos e afro-americanos ''°. Um estudo japonés
também evidenciou que o alelo G é mais freqiente que o alelo A na

populacao asiatica (65% e 35%, respectivamente), indicando o predominio

do alelo G nessa populagdo "', J4 ao contrario dos dois estudos citados
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acima, Rovin et al. evidenciaram menor frequéncia do alelo G em relagéo ao
alelo A nos individuos asiaticos (47% e 53%), caucasianos (29% e 71%) e
afro-americanos (22% e 78%) "'

Acreditamos que os nossos dados ndo demonstraram diferenga
estatistica em relagao a etnia por conta da complexa miscigenagao da nossa
populacdo, que € composta por pessoas de diversas origens e pelos critérios
subjetivos de caracterizagcdo dos mesmos apontados de acordo com a
impressao de quem preencheu o prontuario. Segundo o estudo de Parra et al.
seria necessario no minimo uma avaliagdo das caracteristicas étnicas
(marcadores moleculares) dos ancestrais dos pacientes, para podermos
estabelecer mais precisamente a etnia de cada um deles, pois somente a

aparéncia fisica ndo é um bom preditor para ancestrais africanos ''2.

5.2 Protocolo Il: Estudo do MCP-1 urinario

Estudando prospectivamente 34 pacientes com nefrite IUpica em
atividade constatamos que os valores da excrecado urinaria do MCP-1 foi
significativamente maior no tempo zero, proximo a abertura do quadro,
quando comparado com os valores apos 3 e 6 meses de tratamento.
Portanto, nos nossos pacientes portadores de NL, o uMCP-1 apresentou
diminuicao significativa ao longo do seguimento.

Noris et al. ja descreveram a elevacao dos niveis de uMCP-1 em

pacientes portadores de nefrite lupica em atividade quando comparados com
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pacientes com nefrite lUpica inativa ou individuos saudaveis, que diminuiam
apds o tratamento com corticosterdide. Acredita-se que este aumento do
uMCP-1 reflita a superproducdo renal da proteina pelas células
glomerulares, como consequéncia da inflamacdo local e sintese de
quimiocinas e linfocinas como IL-1, independente de eventos sistémicos.
Além disso, neste mesmo estudo, os autores relataram que os niveis séricos
de MCP-1, antes e apdés a administracdo de corticéide ndo se
correlacionavam com os niveis urinarios do MCP-1, sugerindo que a rapida
diminuicao do uMCP-1 pode refletir o efeito anti-inflamatério renal da terapia
com esteroide. Para reforgar essa teoria, os achados do estudo mostraram
uma forte correlagdo entre uMCP-1 e o aumento de infiltragdo leucocitaria
em pacientes com NL em atividade *'.

O estudo de Rovin et al. também confirma a hipotese de que o MCP-1
€ produzido no glomérulo lesado de pacientes com nefrite IUpica, pois,
através da técnica de imonuhistoquimica, observaram uma forte
imunorreatividade do MCP-1 no glomérulo desses pacientes. O MCP-1
glomerular foi encontrado predominantemente no mesangio com distribuigao
focal e granular °.

Os trabalhos de Tucci et al. e Li et al. também demonstraram que os
niveis de uMCP-1 foi maior nos pacientes portadores de LES, quando
comparados com o grupo controle (individuos saudaveis), porém os niveis
foram mais elevados nos pacientes portadores de NL do que nos pacientes
sem NL. Isto sugere que este aumento do MCP-1 nos pacientes com LES em

relacdo ao grupo controle foi devido aqueles pacientes portadores de NL 4>,
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Quando analisamos a gravidade da doenga renal do ponto de vista
clinico-laboratorial, evidenciamos um aumento significante do uMCP-1 nos
pacientes que apresentaram flares grave e moderado em relagdo aos
pacientes com flare leve.

O mesmo foi observado por Rovin et al. que demonstraram um aumento
do uMCP-1 de acordo com a severidade do flare renal, os niveis de uMCP-1
foram significativamente mais elevados no flare grave do que nos flares
moderado e leve. Este estudo sugere que o uMCP-1 é um sensivel e especifico
biomarcador de flare renal e da severidade da lesdo renal no LES *.

Com relacao a histologia da nefrite lupica (classificagcao da OMS), os
nossos dados nao mostraram relagao significativa entre o uMCP-1 e as classes
histolégicas. Ao contrario dos nossos achados, Rovin et al. encontraram
niveis de uMCP-1 significativamente mais elevados nas formas proliferativas
(classe Il e IV) do que nas formas ndo proliferativas (classe V)*.
Assim como Wada et al. que evidenciaram niveis marcadamente maiores de
uMCP-1 em pacientes portadores da classe IV quando comparados com
pacientes com as classes V e Il. As lesdes proliferativas glomerulares séo
caracterizadas pelo aumento das células mesangiais, da infiltracdo de
leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos e linfocitos, acompanhados pela
deposigao de complexos imunes e lesdes necrotizantes segmentares além
disso, essas lesbes estdo associadas a nefrite tubulo-intersticial com
depdsitos de imunoglobulinas, complemento e infiltragcdo de leucécitos
polimorfonucleares, mondécitos e linfocitos, diferentemente das formas nao

proliferativas (classe V e Il) em que essas caracteristicas ocorrem em menor
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escala. Isto pode explicar a diferenga entre os niveis de uMCP-1 entre os
pacientes portadores das classes Ill e IV em relagdo as classes V e Il “°.

Por sua vez, Tucci et al. observaram maiores niveis de MCP-1
urinario nos pacientes portadores da classe V (nao proliferativa) quando
comparado com as classes lll e IV (proliferativas) "2.

Quando analisamos a relagao da fungao renal através da creatinina
plasmatica no inicio do quadro renal (To) € apds 6 meses de tratamento (Ts)
com os niveis do uMCP-1, observamos diferenca estatistica somente no T,
quando ficou evidente aumento do uMCP-1 nos pacientes com creatinina
inicial > 1,2 mg/dl. Observamos, também, uma correlagcado positiva entre o
nivel do uMCP-1 e a creatinina sérica nos pacientes portadores de NL no
inicio da atividade renal.

Nossos achados concordam com o trabalho de Rovin et al., em que o
nivel de uMCP-1 durante a atividade renal em pacientes com alteragao da
funcdo renal, identificada através da elevacao da creatinina (creatinina >
1,1mg/dl), foi significativamente maior do que o nivel do uMCP-1 durante a
atividade renal em pacientes com funcdo renal normal **. Assim como com
os estudos de Li et al. e Tucci et al. que demonstraram uma correlagao
positiva entre o nivel do uMCP-1 e a creatinina sérica nos pacientes
portadores de NL, ou seja, quanto maior o valor da creatinina, maior a
excregdo do MCP-1 urinario **"2.

Estudamos a relagdo das manifestacbes clinicas dos pacientes

portadores de nefrite lupica em atividade através do escore de SLEDAI e
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escore de SLEDAI renal em relagio ao uMCP-1 e ndo observamos
associacao entre os parametros.

Contrapondo nossos achados, Chan et al. observaram um aumento
da expressdo do mRNA do MCP-1 na urina de pacientes portadores de NL
correlacionado diretamente com a atividade sistémica da doencga (escore de
SLEDAI), o qual diminuiu com a reduc&o da atividade renal **.

Analisamos, também, a gravidade da atividade renal (flare renal) em
relacdo a distribuicdo genotipica do MCP-1 e observamos um predominio
significante dos flares moderado e grave nos pacientes com gendtipos AA e
AG em relagdo ao gendtipo GG, enquanto que, em relagao a distribuicao
alélica ndo notamos diferenca estatistica. Ja quanto a distribuicao genotipica
a alélica do CCR2 e a gravidade da atividade renal, ndo se observou
nenhuma associagao

Com relagdo aos marcadores imunoldgicos para LES, nossos dados
nao encontraram diferenca estatistica entre o uMCP-1 nos pacientes
portadores de NL e o valor do FAN (FAN = 1/160), anti-DNA positivo e
consumo de complemento no inicio da atividade renal. Porém, observamos
um aumento significativo do uMCP-1 nos pacientes portadores de NL em
relagao ao anticorpo antifosfolipide positivo.

Os dados da literatura sdo escassos em relagdo a associagao do
uMCP-1 e os marcadores imunolégicos para o LES. De acordo com os
nossos achados, o estudo de Wada et al. ndo demonstraram correlagao
entre os titulos de anti-DNA e a excregao urinaria de MCP-1 em pacientes

portadores de NL *°. Por outro lado, o trabalho de Tucci et al. demonstraram
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que os pacientes portadores de NL com anti-DNA positivo apresentavam
maiores niveis de uMCP-1 2,

Estudamos ainda a distribuicdo genotipica do MCP-1 em relagao a
excrecado urinaria do MCP-1 e observamos um aumento significante do
uMCP-1 nos pacientes com genétipos AG e AA quando comparado aos
gendtipos GG no inicio da atividade renal, porém nao evidenciamos
diferenca entre a distribuicao alélica do MCP-1 e o uMCP-1. Ja em relacao a
distribuicdo genotipica e alélica do CCR2, ndo notamos nenhuma diferenca
entre a frequéncia e a dosagem de uMCP-1 na abertura do quadro renal.
Kim et al. demonstraram um aumento n&o significante dos niveis de uMCP-1
no gendtipo AA de pacientes portadores de NL em relagéo aos genétipos AG
e GG de pacientes com NL 45 Ja Tucci et al., estudando os niveis urinarios
de MCP-1 em pacientes portadores de LES pela distribuicdo genotipica do
MCP-1, evidenciaram que os pacientes com os gendtipos GG e AG
apresentavam maiores niveis de uMCP-1 do que os pacientes com o
gendtipo AA "2, Existe uma variagdo entre os estudos, porém ndo ha dados
suficientes na literatura para explicar essa diferenca genotipica em relagao a
dosagem urinaria do MCP-1. Quanto ao polimorfismo do CCR2 néo
encontramos relatos na literatura para comparacéao dos dados.

Em resumo nossos dados mostram que o gendtipo GG esta
associado com maior predisposi¢cao para nefrite lUpica, havendo aumento da
excrec¢ao urinaria do MCP-1 no inicio da atividade renal nos pacientes
portadores de NL. Valores elevados do uMCP-1 estdo associados com

funcao renal e com a gravidade da atividade renal (flares grave e moderado).
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Com relacdo ao gendtipo, nao foi evidenciado associagdo com aspectos
clinicos e histolégicos dos pacientes. Outros polimorfismos genéticos, tais
como de outras quimiocinas, receptores de quimiocinas, Fc, receptores de
complementos podem estar associados com a predisposi¢cao da NL e podem
por sua vez determinar o risco relativo de um paciente com diagndstico ja
estabelecido de LES desenvolver a doenga renal. A monitorizacdo dos niveis
urinarios do MCP-1 pode ser uma abordagem util e n&o-invasiva para a
detecgao precoce da NL e para a monitorizacdo da atvidade da NL e da

resposta terapéutica.
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» Em relacdo ao polimormismo do MCP-1 observamos um aumento
significativo da frequéncia do gendtipo GG nos pacientes portadores
de nefrite lupica quando comparado com o grupo controle (p<0,05).
Assim como maior freqiéncia do alelo A no grupo controle quando

comparada aos pacientes com nefrite lupica (p<0,05).

» Quanto ao polimorfismo do CCR2 nado foi observada nenhuma
diferenca na frequéncia dos gendtipos entre os dois grupos porém, o
alelo V esteve associado ao grupo controle quando comparado com

os pacientes com nefrite lupica (p<0,05).

» Nao houve associacdo dos gendtipos do MCP-1, CCR2 e seus
respectivos alelos com pacientes portadores de nefrite lUpica em relagao
a classe histolégica, presenca de insuficiéncia renal, marcadores
imunoldgicos, manifestagdes clinicas (SLEDAI), proteinuria inicial e

final e doses acumuladas de imunossupressores utilizados.

» Em relagdo ao escore renal (SLEDAI) ndo se observou nenhuma
associagao com os genotipos do MCP-1 e do CCR2, porém houve
associacdo do alelo V nos pacientes com quadro de nefropatia leve

(escore < 8) (p<0,05).
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» Nao observamos associacao entre etnia e distribuicdo dos genotipos
MCP-1 e CCR2. Quanto aos alelos constatamos o dobro da
freqUéncia do alelo A em relacdo ao G em ambos 0s grupos étnicos,

assim como do alelo V em relagao ao |I.

» Nao houve diferenca estatistica entre as curvas de sobrevida renal
funcional dos pacientes portadores de nefrite lupica em relagdo aos

gendtipos e respectivos alelos do MCP-1 e CCR2.

» Os valores da excrecao urinaria do MCP-1 foram significantemente
maiores no inicio do protocolo, momento da abertura da nefrite,
quando comparados com os valores de MCP-1 urinario apos 3 e 6
meses de tratamento, portanto, o uMCP-1 diminuiu ao longo do

seguimento com o tratamento (p < 0,05).

» Quando agrupamos os pacientes quanto aos niveis de creatinina no
inicio do protocolo em mais e menos graves, observamos niveis mais
elevados de uMCP-1 no grupo com fungao renal mais comprometida
(p<0,05). Constatamos também uma correlagdo positiva entre a
creatinina sérica e o uMCP-1 no inicio do protocolo, ou seja, quanto
maior o valor da creatinina maior a excrecdo do MCP-1 urinario

(p<0,05; r=0,51).
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» Nao houve associacdo do uMCP-1 com a classe histoldgica,
proteinuria inicial ou apés 6 meses de tratamento, manifestacdes
clinicas (SLEDAI e SLEDAI renal) e marcadores imunoldgicos, exceto
com o anticorpo antifosfolipide. O grupo com anticorpo antifosfolipide
positivo no inicio do protocolo mostrou niveis mais elevados da

excrecao do uMCP-1 (p<0,05).

» Evidencianos um aumento significante do uMCP-1 nos flares grave e

moderado em relagao ao flare leve (p<0,05).

» Observamos um aumento significante do uMCP-1 nos pacientes
portadores dos gendtipos AG e AA quando comparado aos gendétipos
GG no inicio da atividade renal (p<0,05). Em relagdo a distribuigao
genotipica e alélica do CCR2 nao se notou nenhuma diferenga na
freqiéncia dos mesmos e a dosagem de uMCP-1 na abertura do

quadro renal.

» Observamos uma frequéncia maior de flares moderado e grave nos
pacientes portadores dos gendétipos AA e AG em relagdo ao gendtipo

GG (p< 0,05).
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