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Resumo 
 

 

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma das doenças autoimunes 

reumatológicas mais prevalentes na população e acomete principalmente 

mulheres em idade reprodutiva. Diversos órgãos e sistemas são alvos da doença, 

e altos graus de morbidade e até mesmo o desfecho fatal de alguns destes 

pacientes são possíveis consequências. Descobertas recentes fornecem 

evidências acerca do papel crítico do complexo molecular citoplasmático, 

conhecido como inflamassoma, na predisposição a doenças autoimunes. 

Polimorfismos de base única (SNP) em genes envolvidos com o inflamassoma 

têm sido associados a diversas doenças inflamatórias, mas suas relações com o 

LES ainda permanecem desconhecidas. O presente trabalho buscou investigar o 

papel da presença de polimorfismos em genes responsáveis pela resposta 

inflamatória e a sua relação com a predisposição ao desenvolvimento e 

gravidade do LES. Foram analisados 12 SNPs de 8 genes do inflamassoma 

(NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, CARD8, CASP1, IL-18 e IL1B) em 132 

pacientes lúpicos e em 154 controles saudáveis através de sonda fluorogênica 

Taqman. O perfil de expressão do RNAm destes genes foi avaliado através de 

cultura de monócitos entre os pacientes com LES e o grupo controle. Por fim, 

foi realizado um ensaio de ELISA para avaliar a concentração de IL-1β entre os 

grupos. Nossos resultados indicaram que o alelo G e o genótipo G/G do gene 

NLRP3 rs10754558 apresentou-se mais frequente entre o grupo controle em 

comparação com pacientes com LES (odds ratio [OR]: 0,669, p = 0.023 e OR: 

0,369, p = 0,011, respectivamente). O referido SNP esteve relacionado com a 

nefrite lúpica, uma importante causa de morbidade e mortalidade nos pacientes 

com LES (alelo: OR=0,392, p=0,001; e genótipo: OR=0,217, p=0,04). O gene 

IL-18 esteve associados a alterações cutâneas (OR=4,65, p=9.49e-05), enquanto 

que o gene IL1B esteve associado à fotossensibilidade (OR=0,50, p=0,021). Em 

relação à expressão do mRNA, foi observado que os genes NLRP1, NLRC4, 

CASP1 e IL1B do inflamassoma apresentaram-se superexpressos nos pacientes 

com LES em comparação ao grupo controle. Em conclusão, nossos resultados 

indicam que a presença de variações genéticas no gene NLRP3 está associada a 

uma menor susceptibilidade ao LES, principalmente em relação ao 

desenvolvimento de nefrite nestes pacientes. Além disso, diferentes 

componentes do inflamassoma aparecem alterados na doença, resultando em 

uma maior ativação e produção de IL-1β, confirmando o papel crucial deste 

complexo molecular na patogênese do LES. Estes dados refletem a importância 

da identificação de outros fatores genéticos de risco que podem estar envolvidos 

na susceptibilidade a doenças inflamatórias a fim de se investigar mais 

profundamente a etiologia e as vias moleculares responsáveis pelas patologias 

autoimunes. 

 

Palavras-chave: Lúpus eritematoso sistêmico. Inflamassoma. Nefrite lúpica. 

NLRP3. IL-18. IL1B. RNAm. 
 
 
 
 

 



 
 

Abstract 
 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is one of the most prevalent autoimmune 

rheumatic disease and affects predominantly women of child-bearing age. Many 

organs and systems are affected, and high levels of morbidity and even fatal 

outcome are possible consequences. Recent findings provide evidence about the 

critical role of inflammasome in the predisposition to autoimmune diseases. 

Genetic variants within inflammasome-related genes have been associated with 

various inflammatory diseases but its relation to SLE remains unknown. In this 

study, we aimed to investigate the role of polymorphisms in genes responsible in 

the inflammatory response and its relation to the development and severity of 

SLE. We analyzed twelve variants in 8 genes (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, 

CARD8, CASP1, IL-18, IL1B) in 132 SLE patients and 154 healthy controls, 

using Taqman fluorogenic probes. We also evaluated the mRNA expression 

profile of these genes through monocytes culture in both groups, SLE patients 

and controls. Finally, we conducted an ELISA assay to evaluate the IL-1β 

concentration in SLE patients and controls. Our results indicated a higher 

frequency of NLRP3 rs10754558 G allele and G/G genotype in SLE patients in 

comparison to controls (odds ratio [OR]: 0.669, p = 0.023 e OR: 0.369, p = 

0.011, respectively). When NLRP3 inflammasome SNPs were analyzed as 

predictors of SLE clinical manifestations we observed that rs10754558 G allele 

and G/G genotype was correlated to nephritic lupus, an important cause of 

morbidity and even mortality in SLE patients (allele: OR=0.392, p=0.001; e 

genotype: OR=0.217, p=0.04, respectively). IL-18 genes was associated to malar 

rash (OR=4.65, p=9.49e-05), whereas the IL1B gene was associated with 

photosensitivity (OR=0.50, p=0.021). In relation to mRNA expression, NLRP1, 

NLRC4, CASP1 and IL1B inflammasome genes were upregulated in SLE 

patients in comparison to healthy controls. In conclusion, our results indicate 

that genetic variations in NLRP3 gene may contribute to SLE protection, mainly 

to nephritis development in these patients and that differents inflammasome 

components appear altered in the disease, resulting in enhanced activation and 

subsequently IL-1β production, confirming that the inflammasomes play a 

crucial role in SLE pathogenesis. These data indicate the importance of the 

identification of other genetic risk factors that may be involved in susceptibility 

to inflammatory diseases in order to investigate further the etiology and 

molecular pathways responsible for autoimmune diseases 
 

 

Keywords: systemic lupus erythematosus. Inflammasome. Lupus nephritis. 

NLRP3. IL-18. IL1B. mRNA. 
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1. Introdução 
 
 

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) consiste em uma doença inflamatória crônica, 

multissistêmica, de causa desconhecida e de natureza autoimune, caracterizada pela presença 

de diversos autoanticorpos (Gualtierotti et al., 2010). A doença tem uma evolução variável, 

podendo cursar de forma insidiosa ou fulminante, evoluindo com manifestações clínicas 

polimórficas, com períodos de exacerbações e remissões relacionadas a variações individuais, 

manejo terapêutico e outros fatores desconhecidos (Petri, 2002). De etiologia não esclarecida, 

o desenvolvimento da doença está ligado à predisposição genética e a fatores ambientais, 

como luz ultravioleta e alguns medicamentos (Kyttaris, 2010). 
 

A doença acomete predominantemente indivíduos do sexo feminino, com uma taxa 

que varia de 4 a 13 mulheres para cada homem. Indivíduos de todos os grupos étnicos podem 

ser acometidos pelo LES, sendo mais comum em indivíduos da raça negra. Sintomas 

constitucionais gerais como astenia, febre e emagrecimento são comuns no LES, e as lesões 

dermatológicas são muito frequentes e polimorfas, envolvendo pele, vasos e mucosas (Vyse; 

Kotzin, 1998). 
 

Embora a etiologia do LES não se encontre totalmente compreendida, presume-se que 

fatores genéticos estejam envolvidos na patogênese da doença, uma vez que ocorre a ativação 

de células B e T autorreativas, sugerindo que genes de susceptibilidade influenciem a quebra 

da tolerância em ambas as populações de linfócitos. Ainda que múltiplas anormalidades nos 

fenótipos e nas funções das células B e T tenham sido descritas no LES humano e em 

modelos murinos, ainda não está definido claramente qual é o efeito primário dos fatores 

genéticos na patogênese da doença (Hom et al., 2008). 
 

A genética do LES é complexa e vários genes da imunidade adaptativa foram descritos 

como candidatos ao desenvolvimento da doença (HLA-II, IRF5, STAT4, BLK, ITGAM). No 

entanto, genes da resposta inflamatória e da imunidade inata parecem desempenhar igualmente 

um papel fundamental na patogênese e gravidade do LES (Crow, 2008; Hom et al., 2008). 

 

Estudos indicam que uma ativação anormal dos genes relacionados à reposta 

inflamatória, resultando em uma ativação alterada da IL-1ß e/ou NF-kB, podem contribuir 

para uma patogênese complexa das desordens autoimunes e de forte componente inflamatório, 

como no caso do LES (Shaw et al., 2011). A secreção de IL-1ß e IL-18 é induzida pela 

ativação de um complexo molecular citoplasmático, conhecido como inflamassoma, composto 

por 4 receptores intracelulares (NALP1/NLRP1, NALP3/NLRP3, IPAF/NLRC4 e AIM2), por 

moléculas adaptadoras (CARDINAL/CARD8, ASC/PYCARD) e por moléculas 
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efetoras como a caspase-1, responsável pela clivagem da pró-IL-1ß e pró-IL-18 em IL-1ß e 

IL-18, respectivamente. Cada receptor é capaz de reconhecer moléculas de estresse endógeno, 

amplificando a resposta imune inata e desencadeando um processo inflamatório. A presença 

de mutações nos genes do inflamassoma tem sido relacionada com alterações no padrão da 

resposta inflamatória, levando a processos patogênicos crônicos (Schroder; Tschopp, 2010). 
 

Diante do exposto, o presente trabalho buscou avaliar a distribuição da frequência de 

12 polimorfismos de base única (SNPs) em 8 genes do complexo inflamassoma (NLRP1, 

NLRP3, NLRC4, AIM2, CARD8, CASP1, IL18, IL1B), assim como o perfil de expressão 

destes genes, em pacientes com LES e indivíduos saudáveis, com o objetivo de investigar a 

relação entre estes SNPs e a predisposição para o desenvolvimento e gravidade da doença. 
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2. Revisão da Literatura 
 

 

2.1. Lúpus Eritematoso Sistêmico 
 
 

 

O Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) consiste em uma doença autoimune, 

caracterizada pela produção de múltiplos autoanticorpos, especialmente contra componentes 

do núcleo celular, e pelo comprometimento de vários órgãos do corpo (Drake; Kotzin, 1992). 

Trata-se de uma doença crônica, de intensa inflamação e heterogênea quanto ao espectro 

patológico, incluindo um número diverso de manifestações clínicas, cada uma com a 

produção de autoanticorpos particulares (Drake; Kotzin, 1992). Tal heterogeneidade 

patológica é reflexo dos danos causados pela deposição de diferentes imunocomplexos nos 

tecidos atingidos (Tsao; Grossman, 2001). 
 

O LES apresenta uma evolução variável, podendo cursar de forma insidiosa ou 

fulminante, com recorrências e remissões relacionadas a variações individuais, manejo 

terapêutico e outros fatores desconhecidos (Gualtierotti et al., 2010). 
 

O termo lupus (do latim, lobo) foi usado pela primeira vez no século 13, em doenças 

relacionadas à pele que ocasionavam ulcerações semelhantes a uma “mordida de lobo” 
 
(Cameron, 2001). Em 1838, o termo “lúpus eritematoso” passou a ser utilizado primeiramente 

por Pierre Cazenave (Cazenave; Schedel, 1838 apud Holubar, 2006) e sete anos depois o rash 

em borboleta, típico do LES, foi descrito por Fernindand von Hebra (von Hebra, 1845 apud 
 
Holubar, 2006) com o primeiro caso da doença sendo descrito em 1851. Nessa época, além de 

acometer a pele, percebeu-se que o LES atingia da mesma forma múltiplos órgãos internos. 

No início dos anos de 1900, através de estudos post mortem, chegou-se à conclusão de que o 

LES poderia afetar órgãos internos independentemente de causar desordens cutâneas. Nas 

décadas de 70 e 80, o amplo espectro de manifestações clínicas para o LES foi então 

apropriadamente estabelecido, e com o advento de testes laboratoriais na última metade do 

século 20, foi possível diagnosticar mais facilmente a doença através dos testes de 

imunofluorescência indireta para anticorpos anti-nucleares (ANA), anti-DNA de dupla fita 

(dsDNA), anti-ribonucleoproteínas (RNP), e anticorpos dirigidos contra antígenos extraíveis 

nucleares (ENA), conhecidos como anti-Smith (Sm), anti-Ro e anti-La. No entanto, apesar 

dos autoanticorpos mencionados acima não serem específicos e exclusivos para o LES, estes 

ainda dominam o diagnóstico (Holubar, 2006). 
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2.2. Epidemiologia do LES 
 

 

Estudos epidemiológicos envolvendo pacientes com LES são de difícil realização em 

virtude da variabilidade de manifestações clínicas da doença, pelo fato do diagnóstico 

depender da caracterização de determinados sinais e sintomas pré-estabelecidos pelos critérios 

de classificação e pela sua baixa frequência na população (Alarcón et al., 2006). 
 

Um estudo epidemiológico incluindo os Estados Unidos, Ásia, Europa, Martinica e 

Austrália revelou uma variação de incidência de 1 a 32 casos para cada 100.000 pessoas por 

ano. A maior prevalência foi observada nos países europeus quando comparados com os 

Estados Unidos. Dentre esses, Espanha, Itália e França foram os que apresentaram maior 

prevalência do LES (Danchenko et al., 2006). A diferença significativa entre as taxas de 

prevalência e incidência nas diferentes regiões do mundo deve-se principalmente a variações 

nos fatores genéticos, populacionais e ambientais (Vilar; Sato, 2002). Essas diferenças podem 

ser observadas entre diferentes grupos étnicos onde os indivíduos com ascendência Africana, 

Hispânica ou Asiática, que apresentam prevalência cerca de três vezes maior quando 

comparadas com indivíduos Caucasianos (Pons-Estel et al., 2010). 
 

No Brasil, existem poucos estudos epidemiológicos realizados com LES, entre os 

quais se pode citar o de Vilar e Sato (2002), realizado na cidade de Natal no Nordeste do país, 

onde a taxa de incidência foi de cerca de 8,7 casos para cada 100.000 pesssoas, sendo maior 

em mulheres, com cerca de 14 casos para cada 100.000 pessoas/ano e nos homens de 2,2 

casos para cada 100.000 pessoas/ano. Além deste, o trabalho de Nakashima et al. (2011), 

realizado no estado do Paraná, verificou uma incidência de 4,8 casos para cada 100.000 

habitantes/ano. 
 

Em geral, o surgimento da doença ocorre entre 16-55 anos em 65% dos casos, abaixo 

dos 16 anos em 20% e acima dos 55 anos em 15% dos casos (Kyttaris, 2010). Nestes grupos, 

a taxa de mulheres e homens afetados não varia da mesma forma que em adultos, 

confirmando assim a influência dos fatores hormonais na doença (Kyttaris, 2010). 

 
 

2.3. Etiologia e Patogênese do LES 
 

 

As doenças autoimunes ocorrem em mais de 5% da população (Tobón et al., 2012) e 

são caracterizadas por um descontrole do sistema imune devido à perda da capacidade de 

diferenciação do "próprio" para o "não próprio", ou seja, da capacidade de autotolerância do 

sistema imunológico. Sendo assim, as moléculas que são produzidas normalmente pelo 

organismo ou aquelas que não eram imunogênicas passam a ser consideradas partículas 

estranhas, iniciando um processo anormal de combate a essas moléculas (Abbas; Lichtman; 

Pillai, 2008). 
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A autotolerância pode ser dividida em tolerância central e tolerância periférica. Na 

tolerância central, linfócitos imaturos que reconhecem antígenos próprios na medula óssea e 

no timo são eliminados por apoptose. No caso da tolerância periférica, linfócitos reativos 

maduros quando encontram antígenos próprios nos tecidos periféricos são eliminados ou 

desativados pelos mecanismos de anergia, apoptose ou supressão pelos linfócitos T 

reguladores. Quando os linfócitos autorreativos escapam desses mecanismos de tolerância e 

são influenciados por outros fatores, ocorre o desenvolvimento da resposta autoimune com a 

formação dos autoanticorpos (Abbas; Lichtman; Pillai, 2008). 
 

O LES trata-se de um exemplo clássico de doença autoimune multiorgânica. Assim 

como encontrado em várias outras desordens autoimunes, a etiologia do LES apresenta caráter 

multifatorial, e, embora os fatores que contribuam para o desencadeamento da doença não 

estejam completamente esclarecidos, sabe-se que mecanismos genéticos, ambientais, 

hormonais e imunológicos estejam envolvidos em tal (Gualtierotti et al., 2010), como 

mostrado na figura 1. 

 

 

Figura 1. Visão geral da patogênese do lúpus eritematoso sistêmico. Fatores genéticos, ambientais, 
hormonais, epigenéticos e imunorregulatórios atuam sequencial e/ou simultaneamente, resultando em 
dano tecidual, característico da doença. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fonte: Adaptado de Tsokos, 2011. 
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É necessária uma sucessão de eventos ou a presença de um conjunto de fatores 

atuando ao longo do tempo para que o LES ocorra, sendo estes, principalmente: i) a 

predisposição genética, ii) o sexo, iii) a ação de estímulos ambientais, iv) a presença de 

autoanticorpos, e v) a desregulação de células B e T (Choi et al., 2012). 
 

A participação de agentes infecciosos, algumas drogas, radiação solar e hormônios, 

atuando em um indivíduo geneticamente predisposto, proporciona o reconhecimento anormal 

de autoantígenos pelo sistema imune e a perda da tolerância imunológica associada à falha 

nos mecanismos supressores e de imunorregulação (Zenewicz et al., 2010). Essa alteração na 

resposta imune tem função significativa no desenvolvimento do LES, contribuindo com o 

dano aos tecidos, na via de liberação de citocinas inflamatórias, com a ativação descontrolada 

de células B e T, conduzindo no final a uma produção patogênica de autoanticorpos (Choi et 

al., 2012). 
 

A formação e deposição de imunocomplexos, aliada à ativação do sistema 

complemento (SC) desencadeiam o processo inflamatório e subsequente lesão tecidual, a 

exemplo do observado no acometimento renal de pacientes com glomerulonefrite lúpica. 

Autoanticorpos dirigidos contra membranas celulares contribuem para as citopenias (anemias 

hemolíticas, leucopenia, linfopenia e trombocitopenia), além de outras manifestações 

detectadas na doença (Gualtierotti et al., 2010). A injúria celular promovida por 

autoanticorpos, ativação do SC e inflamação crônica predispõem ao surgimento de novos 

autoantígenos, que mantém a estimulação da resposta imunológica, levando a uma 

perpetuação da resposta autoimune (Tiffin; Adeyemo; Okpechi, 2013). 

 
 

2.4. Aspectos Imunológicos do LES 
 

 

Dentre as anormalidades imunológicas, os pacientes com LES podem apresentar 

diversas alterações, relacionadas principalmente com os linfócitos T e B. A interação de 

fatores ambientais e/ou hormonais, em indivíduos geneticamente susceptíveis, predispõe à 

hiperatividade de linfócitos B, induzindo à formação de autoanticorpos dirigidos contra 

proteínas citoplasmáticas, moléculas de superfície celular e constituintes nucleares, 

especialmente o DNA. Os linfócitos T também têm participação ativa no processo autoimune 

do LES e têm sido implicadas como necessárias à formação de autoanticorpos. Estudos "in 

vitro" relatam que a produção do anticorpo anti-DNA é dependente da participação de células 

T (Crispín et al., 2007). 
 

Cada linfócito T possui um receptor (TCR, do inglês T-cell receptor) na membrana 

com a capacidade de interagir com um antígeno associado a uma molécula de MHC (Major 
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Histocompatibility Complex) presente na superfície da célula apresentadora de antígeno 

(APC, do inglês Antigen-Presenting Cell) (Mendes, 2010). O complexo do receptor CD3 das 

células T, ao reconhecer e se ligar aos antígenos, envia sinais de ativação para o interior da 

célula através de uma cascata de sinalização, a qual envolve diversas estruturas e moléculas. 

Uma característica dos pacientes com LES é a sinalização precoce e amplificada do TCR 

(Crispín et al., 2010; Kyttaris, 2010), induzindo a produção de autoanticorpos anti-DNA por 

células B autorreativas (Gualtierotti et al., 2010). 
 

As células B imaturas, que em condições normais reconhecem e são ativadas contra 

autoantígenos durante seu processo de maturação, são submetidas à seleção negativa pelos 

mecanismos de tolerância do sistema imune, evitando a presença de linfócitos B autorreativos 

em órgãos do sistema imune periférico (Yurasov et al., 2006; Kyttaris, 2010). As células B 

funcionam como APCs na interação com células T, além de apresentar uma grande 

diversidade de funções regulatórias tanto na resposta imune quanto no LES. Apesar de mais 

comumente reconhecidas pela liberação de anticorpos, as células B atuam na produção de 

citocinas e a interação direta com as células T e células dendríticas, com impacto significativo 

na modulação da resposta imune (Abbas; Lichtman; Pillai, 2008). 
 

Os autoanticorpos são produzidos pelas células B autorreativas, as quais fazem parte 

do repertório normal de células dos indivíduos, entretanto, no LES, essas células 

desempenham um papel alterado, provavelmente resultante de um processo de maturação 

defeituoso (Kyttaris, 2010). Populações de células B “naive” em pacientes com LES 

apresentam mais de 50% das células autorreativas antes mesmo do primeiro encontro com 

antígenos. Esse dado sugere falha nos pontos de checagem durante a maturação desses 

linfócitos, as quais resultam em um maior número de células B autorreativas que produzem 

autoanticorpos (Yurasov et al., 2006). Em condições normais, a produção de autoanticorpos é 

importante para a remoção de autoantígenos, liberados tanto por células em apoptose como 

em necrose. A produção de autoanticorpos causa a formação de imunocomplexos, os quais se 

depositam nos tecidos e ativam o sistema complemento. Esses imunocomplexos, uma vez não 

removidos, podem desencadear a resposta inflamatória, causando o dano tecidual (Kyttaris, 

2010). 
 

Essa teoria foi fortalecida pelo fato de que vários componentes do sistema 

complemento apresentam deficiência e possuem seus genes associados com a susceptibilidade 

ao LES. Indivíduos com deficiência de C1q, C2 ou C4 mostram um risco maior de 

desenvolver o LES do que pessoas saudáveis (Manderson et al., 2004). Esses achados indicam 

o papel fundamental do sistema complemento, não apenas como primeira linha de defesa 

contra patógenos, mas também no processo de desenvolvimento da autoimunidade, uma vez 

 
 

 

 



 

23 
 

que os componentes deste sistema opsonizam os imunocomplexos, facilitando a sua remoção 

e, consequentemente, prevenindo o desencadeamento de uma resposta inflamatória (Kyttaris, 

2010). 
 

As células dendríticas (CD) são outro grupo de células do sistema imune que também 

apresentam papel importante no desenvolvimento do LES, embora essa relação seja 

complicada pelo fato de existirem vários subconjuntos dessas células. As CDs podem 

influenciar no desenvolvimento do LES das seguintes maneiras: na apresentação de 

autoantígenos, secreção de citocinas pró-inflamatórias e induzindo a produção de 

autoanticorpos pelas células B, seja de forma direta ou indireta (Choi et al., 2012). As CDs 

são derivadas de monócitos e residem primariamente em tecidos epiteliais como a pele e a 

mucosa dos órgãos. Essa distribuição em vários tecidos permite a imunovigilância contra 

potenciais patógenos invasores. As duas principais funções das CDs são induzir a resposta 

imune contra patógenos e manter a autotolerância, posicionando essas células na interface da 

resposta imune inata e adaptativa (Seitz; Matsushima, 2010). 
 

As citocinas são proteínas secretadas pelas células da imunidade inata e adaptativa e 

parecem ter um papel fundamental na modulação da resposta imune. Seus efeitos tanto podem 

ser estimuladores, como proliferação, ativação e quimiotaxia, como supressores, favorecendo a 

diminuição ou bloqueio de uma resposta imune (Apostolidis et al., 2011). Várias citocinas têm 

sido associadas ao LES ao longo dos últimos anos. O Interferon tipo I (IFNα e IFNβ) apresenta 

diversas funções, como antiviral, antiproliferativa e na modulação da resposta imune. Devido a 

esses efeitos, o IFN I foi considerado como um dos possíveis responsáveis pelo processo 

patogênico de diversas doenças autoimunes, incluindo o LES (Apostolidis et al., 2011). 

Alguns estudos analisaram os níveis séricos de IFN I em pacientes com LES e observaram 

uma alta produção de IFNα em famílias com pessoas afetadas pela doença, tanto nos 

familiares saudáveis quanto nos pacientes (Niewold et al., 2007). Esses resultados indicam que 

o controle genético do IFN I é importante para a susceptibilidade à doença, mas que, para o 

desenvolvimento das manifestações clínicas, é necessária ainda a associação com outros 

fatores como os genéticos, ambientais e hormonais (Apostolidis et al, 2011). Além disso, mais 

da metade dos pacientes com LES apresentam uma desregulação na expressão de genes da via 

do IFN I, levando ao que se chama de "assinatura do interferon" (Borchers et al., 2012). 
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2.5. Manifestações Clínicas do LES 
 

 

Sendo o LES uma doença sistêmica, vários órgãos e sistemas são acometidos ao 

mesmo tempo. As manifestações clínicas podem atingir órgãos vitais e tecidos como a pele, 

sistema nervoso central, renal, sanguíneo e imunológico, como mostrado na figura 2, variando 

de indivíduo para indivíduo, com acometimentos simultâneos, aditivos ou sequenciais, 

cíclicos ou persistentes, agudos ou crônicos, com períodos de remissão e exacerbação 

relativos a órgãos e sistemas diferentes (Assis;Baaklini, 2009). 

 
 

Figura 2. Diagramação dos principais órgãos e sistemas afetados pelo LES e suas respectivas 

manifestações clínicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: www.misodor.com/LUPUS.html. 
 
 

O padrão inicial da doença habitualmente manifesta-se com sintomas constitucionais, 

como mal-estar, fadiga, febre baixa, perda de peso e adenomegalia e costuma evoluir com 

manifestações cutâneas e articulares, alterações hematológicas e sorológicas (Assis; Baaklini, 
 
2009). As alterações cutâneas, como a fotossensibilidade, rash malar e discoide e alopecia, 

atingem cerca de 85% dos pacientes. A fotossensibilidade ocasiona erupções cutâneas devido 

à exposição à luz ultravioleta e, diferente dos rash malar e discoide, podem acometer não 

somente a face, mas também os braços e mãos e persistir por mais de um dia, como mostrado 

na figura 3 a seguir (Uva et al., 2012). 
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O comprometimento articular nos pacientes com LES atinge cerca de 90% dos 

indivíduos, com artralgia, artrite e osteonecrose como sendo as principais manifestações. Tais 

manifestações geralmente são não-erosivas, assimétricas, migratórias, moderadamente 

dolorosas e não causam deformações (Goh et al., 2012). 
 

Uma das manifestações clínicas mais perigosas na doença é nefrite, responsável pela 

maior morbidade e mortalidade no LES. A frequência de envolvimento renal no LES juvenil é 

alta e atinge cerca de 50-80% dos pacientes, sem diferir com etinicidade (Borchers et al., 

2012). As alterações neurológicas relatadas acometem de 25% a 70% dos pacientes com LES 

e podem afetar qualquer parte do sistema nervoso (Cojocaru et al., 2011). 

 
 

Figura 3. Manifestações clínicas do LES. Em (A), lesões cutâneas ocasionadas por exposição à luz 

ultravioleta (UV). Em (B), eritema malar ou lesão em “asa de borboleta”, frequente nos pacientes 
lúpicos. 
 

A  B 
   

 

Fonte: Uva et al., 2012. 
 
 

Os pacientes com LES podem apresentar manifestações vasculares, como por 

exemplo, vasculites cutâneas, as quais são observadas principalmente em vasos de pequeno 

calibre. A vasculite nos pacientes com LES é mediada tanto pela deposição de 

imunocomplexos como pela ligação direta de anticorpos aos componentes celulares e, 

consequentemente, pela ativação do sistema complemento e inflamatório (Uva et al., 2012). 
 

O fenômeno de Raynaud é uma das manifestações vasculares dos pacientes com LES, 

e se caracteriza por uma resposta vascular exagerada a baixas temperaturas e ao estresse 

emocional. Esse fenômeno é caracterizado pela alteração da cor nas pontas dos dedos, 

resultado da vasoconstricção anormal das arteríolas das digitais, sendo esse um processo 

reversível (Uva et al., 2012). 
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O comprometimento do sistema cardiovascular pode atingir cerca de 65% dos 

pacientes com LES, sendo rara como primeira ocorrência da manifestação da doença (Goh et 

al., 2012). As alterações do sistema cardiovascular podem afetar o pericárdio, o miocárdio, as 

válvulas cardíacas e as artérias coronárias (Lalani et al., 2004). A pericardite é uma das 

manifestações cardíacas do LES mais comuns, sendo inclusive um dos critérios usados para o 

diagnóstico da doença na classificação ACR (Colégio Americano de Reumatologia) (Gladman 

et al. 1996; Hochberg, 1997). 
 

Autópsias em pacientes com LES revelam que em mais de 60% dos casos ocorre a 

pericardite, porém apenas 25% a manifestam clinicamente. A miocardite é uma manifestação 

menos comum, sendo muitas vezes clinicamente silenciosa, podendo estar associada com um 

processo inflamatório contra o músculo estriado, resultando em um dano ao miocárdio (Goh 

et al., 2012). 
 

Manifestações neurológicas são relatadas em 25 a 70% dos pacientes com LES e 

podem afetar qualquer parte do sistema nervoso (Cojocaru et al., 2011). Pela classificação do 

ACR (Gladman et al. 1996; Hochberg, 1997), podem ocorrer comprometimentos diversos do 

sistema nervoso central como: estado confusional agudo, disfunção cognitiva, psicose, 

distúrbios do humor, distúrbios da ansiedade, cefaleia, doença cerebrovascular, mielopatia, 

distúrbios do movimento, síndromes desmielinizantes, convulsões e meningite asséptica; 

assim como distúrbios do sistema nervoso periférico tais como: neuropatia cranial, 

polineuropatia, plexopatia, mononeuropatia simples ou múltipla, polirradiculoneuropatia 

aguda inflamatória desmielinizante (síndrome de Guillain-Barré), distúrbio autonômico e 

miastenia gravis (Assis; Baaklini, 2009). 
 

O envolvimento do sistema nervoso central é uma das maiores causas de mortalidade e 

morbidade em pacientes com LES (Goh et al., 2012), sendo as dores de cabeça e transtornos 

de humor as principais manifestações neurológicas relatadas (Cojocaru et al., 2011). 
 

No curso da doença, mais da metade dos pacientes com LES desenvolvem 

manifestações hematológicas (Assis; Baaklini, 2009), entre elas, anormalidades dos elementos 

formadores do sangue, da coagulação e fatores fibrinolíticos, além de sistemas relacionados. 

As manifestações hematológicas mais relevantes do LES são anemia, leucopenia, 

trombocitopenia e a síndrome do anticorpo antifosfolipídico (APS, do inglês antiphospholipid 

syndrome) (Sasidharan et al., 2012). 
 

Em relação às alterações imunológicas, uma das principais características do LES é a 

formação de autoanticorpos contra uma grande variedade de componentes celulares (Arbuckle et 

al., 2003), como antígenos nucleares, por exemplo, DNA nativo, DNA desnaturado e as proteínas 

histonas, U1-RNP, SSA, SSB e ribossomal (Cojocaru et al., 2011). Apesar da 
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presença desses autoanticorpos ser uma característica constante na doença, a sua concentração 

e diversidade variam entre os pacientes (Nath et al., 2004). 

 
 

2.6. Visão Geral dos Métodos Diagnósticos e Tratamento 
 

 

O diagnóstico do LES é complexo em virtude da heterogeneidade clínica da doença. 

Diante das características polimórficas observadas, convencionou-se realizar seu diagnóstico 

através da associação de achados clínicos e laboratoriais, conforme preconizado pelo 

American College of Rheumatology (ACR) em 1982, e revisados em 1997. Foram 

estabelecidos 11 critérios, como mostrado na tabela 1, dos quais o paciente deve apresentar 

pelo menos 4 para o diagnóstico oficial de LES. São eles: presença de rash cutâneo malar ou 

discóide, fotossensibilidade, úlceras orais, artrite, serosite, desordens renais, neurológicas, 

hematológicas, imunológicas e presença de anticorpos antinucleares (Tsokos, 2011). 
 

A presença desses critérios pode diagnosticar o paciente como portador da doença com 
 

95% de especificidade e 85% de sensibilidade (Louis; Fernandes, 2001). 
 

 

Tabela 1. Critérios para o diagnóstico do Lúpus Eritematoso Sistêmico de acordo com o 

ACR. Adaptado de Tsokos (2011). 
 

 Critérios Definição 

 Eritema Malar Eritema fixo, plano ou elevado, sobre as eminências malares, tendendo a 
  poupar sulco nasolabial; 

 Rash Discóide Placas elevadas, eritematosas, com descamação ceratótica e crostículas; 

 Fotossensibilidade Eritema  cutâneo,  às  vezes  maculopapular,  como  resultado  de  uma 

  exposição solar; 

 Úlceras Orais Ulceração oral ou nasofaringeana; 

 Artrite Artrite não erosiva, envolvendo duas ou mais articulações periféricas; 

 Serosite Pleurite ou pericardite; 

 Desordens Renais Proteinúria e/ou desordens no sedimento urinário; 

 Distúrbios Neurológicos Convulsões e psicose; 

 Desordens Hematológicas Anemia, leucopenia, linfopenia e trombocitopenia; 

 Alterações Imunológicas Presença dos anticorpos anti-dsDNA, anti-SM e antifosfolipídico; 

 Fator Anti-Nuclear Presença de anticorpo antinuclear. 
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A avaliação laboratorial reforça o diagnóstico quando se observa alterações tais como: 

leucopenia, anemia, linfopenia, plaquetopenia e alterações do sedimento urinário. De 

particular importância para o diagnóstico de LES é a pesquisa de anticorpos ou fatores 

antinucleares (FAN) por imunofluorescência indireta (IFI), utilizando como substrato as 

células HEp-2, conforme proposta do I Consenso Brasileiro sobre laudos de FAN. A 

positividade desse teste, embora não específico para o diagnóstico de LES, serve como 

triagem em virtude de sua alta sensibilidade (maior que 95%) e alto valor preditivo negativo. 

Nos raros casos de LES com pesquisa de FAN negativa, particularmente com lesões cutâneas 

fotossensíveis, recomenda-se a realização da pesquisa de anticorpos anti-SSa/Ro. A pesquisa 

de anticorpos como anti-DNA nativo, anti-Sm, anti-RNP e células LE pode contribuir para 

melhor caracterização laboratorial do quadro (Sociedade Brasileira de Reumatologia, 2006). 
 

Segundo Sato et al. (2002) algumas medidas gerais devem ser adotadas como parte 

importante da abordagem terapêutica, como: oferecer informações gerais sobre a doença, seu 

diagnóstico e seu tratamento, tanto para o paciente como para familiares; fornecer 

acompanhamento psicológico; estimular a prática de atividades físicas regulares, exceto nos 

períodos de atividade sistêmica da doença onde o repouso é aconselhável; indicar a adoção de 

uma dieta balanceada, evitando excesso de sal, carboidratos e lipídios; evitar o tabagismo. 
 

Ainda de acordo com Sato el al. (2002) considerando que a radiação ultravioleta B é a 

principal causadora de fotossensibilidade e desencadeante das lesões cutâneas do LES, 

protetores solares com FPS 15 ou mais devem ser utilizados pela manhã e reaplicados mais de 

uma vez ao dia. O uso de bloqueadores solares de amplo espectro pode trazer benefício 

adicional pela capacidade de proteção contra UVA em algumas lesões cutâneas, como as 

lesões subagudas. 
 

Não há um tratamento específico para o LES uma vez que não existe protocolo padrão 

para todos os pacientes. A avaliação da atividade da doença no LES é crucial para o médico, 

uma vez que constitui a base para as decisões do tratamento. Dessa forma, uma série de 

medidas entre medicamentos e normas para que se tenha uma boa qualidade de vida são 

empregadas (Omonte; Lenz; Batista, 2006). 
 

Vários são os tipos de drogas empregadas, incluindo analgésicos, anti-inflamatórios 

não-hormonais, corticosteroides, imunomoduladores e agentes biológicos. Quando a 

intervenção acontece no início dos sintomas, antes da ocorrência de danos teciduais 

permanentes, os medicamentos podem ser eficazes, embora com efeitos secundários 

significativos. Para as manifestações cutâneas e articulares são utilizados medicamentos não-

esteróides, antimalárico, com a hidroxicloroquina, e baixas a moderadas doses de 
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corticosteroides, sendo esses muitas vezes suficientes. Para doenças moderadamente graves, 

tais como erupções cutâneas persistentes, pleurite e artrite severa, doses elevadas de 

corticosteróides são usadas, aliado a um medicamento imunossupressor, como o metotrexato 

ou azatioprina. E no caso de manifestações mais graves a órgãos vitais, como rim e sistema 

nervoso, medicamentos citotóxicos como a ciclofosfamida são usados (Papadimitraki; 

Boumpas, 2007; Houssiau; Ginzler, 2008). 
 

Segundo Assis e Baaklini (2009), o tratamento visa restabelecer a homeostase 

imunológica, controlando os sintomas e preservando os órgãos, evitando-se também os efeitos 

colaterais de um tratamento medicamentoso prolongado. Com os progressos no tratamento 

tem ocorrido redução das lesões teciduais e aumento considerável da sobrevida dos pacientes, 

mas as complicações infecciosas ainda são preocupantes e, em pacientes de maior faixa etária, 

elevam-se os riscos de doenças cardiovasculares. 

 
 

2.7. Fatores Genéticos envolvidos na Susceptibilidade ao LES 
 

 

O desenvolvimento do LES está associado a uma forte base genética, uma vez que a 

doença apresenta alta herdabilidade, maior que 66%. Estudos de concordância com gêmeos 

monozigóticos e dizigóticos (Block, 2006), incidência em parentes de primeiro e segundo 

graus (Alarcon-Segovia et al., 2005) e entre irmãos (Deng; Tsao, 2010) são indícios que 

confirmam a importância do componente genético para o desenvolvimento do LES. Muitos 

trabalhos de ligação e associação indicam também que várias regiões do genoma estão 

associadas com a doença. Além disso, diferenças na susceptibilidade por parte de diferentes 

grupos étnicos sugerem que a diversidade genética pode alterar a probabilidade de 

desenvolvimento do LES (Tiffin; Adeyemo; Okpechi, 2013). 
 

Embora em raros casos, o LES pode estar associado a uma deficiência em um único 

gene (por exemplo, os componentes do sistema complemento C1q e C4), no entanto, a doença 

resulta comumente a partir do efeito combinado de diversos polimorfismos de base única 

(SNPs) em um grande número de genes. A complexidade genética nessa doença poligênica 

está relacionada à baixa penetrância de cada gene contribuinte (Bertsias; Cervera; Boumpas, 

2012). Cada alelo contribui com um pequeno efeito, mas é o acúmulo de várias mutações que 

aumentam de forma significativa o risco ao LES. Entretanto, as combinações de alelos de 

risco que levam à predisposição e os mecanismos através dos quais eles contribuem na 

autoimunidade são pouco compreendidos. A maioria dos SNPs associados ao LES encontra-se 

em regiões não-codificadoras do DNA de genes relacionados à resposta imune e representam 

marcadores de alelos co-segregados (Tsokos, 2011). 
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Estudos de genes candidatos, estudos de ligação baseados em análise familial e de 

associação genômica em larga escala (GWAS) vêm sendo utilizados na tentativa de 

determinar a predisposição genética ao LES. Todos esses estudos apontam para a existência 

de um sistema complexo, no qual múltiplos genes da resposta imune inata ou adaptativa 

aparecem associados à doença. A identificação dos genes de susceptibilidade pode fornecer, 

então, importantes informações de como a autoimunidade, em especial o LES, progride e 

quais suas causas (Sestak et al., 2007). 
 

A região cromossômica 6p21 a qual compreende o complexo de histocompatibilidade 

humano (HLA) e codifica mais de 200 genes, a maioria com funções imunológicas, foi a 

primeira associação genética descrita no LES (Goldberg et al., 1976). A maioria dos genes do 

HLA estudados até hoje são de classe II, como o HLA-DR2 e o HLA-DR3, os quais 

mostraram consistentes associações com o LES em várias populações europeias com o dobro 

do risco de desenvolvimento da doença para cada alelo (Tsao et al., 2003). 
 

Por ser a perda da tolerância imunológica a base da etiologia do LES, muitos genes 

que codificam proteínas com funções regulatórias ou adaptativas estão sendo considerados 

como candidatos. Entre eles podemos destacar o gene CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte 

antigen-4), localizado na região cromossômica 2q33 e descrito como um importante regulador 

negativo de doenças autoimunes (Pullmann et al., 1999). Outro gene relacionado é o PDCD-1 
 
(programmed cell death-1), localizado na região cromossômica 2q37, que contém um 

imunorreceptor citoplasmático o qual é expresso na superfície de células T e B ativadas e sua 

associação genética com LES foi confirmada em estudos familiais (Prokunina et al., 2002), 

além disso, é um gene igualmente associado à nefrite lúpica (Johansson et al, 2005). Yang et 

al. (2007) relataram polimorfismos no gene do componente do complemento C4 associados 

ao aumento significativo do risco de susceptibilidade à doença em pacientes que apresentaram 

menos cópias de C4 total. 
 

Além desses, genes como o IRF5, STAT4, osteopontina, IRAK1, TREX1 e TLR8, 

envolvidos na detecção de ácidos nucléicos e na produção de interferon (IFN), também 

surgem como candidatos, junto com os genes PTPN22 e TNFSF4 envolvidos nas vias de 

sinalização das células T e BANK1, BLK, LYN envolvidos nas vias de sinalização das células 

B (Gregersen; Olsson, 2009; Tsokos, 2011). A figura 4 mostra os loci e genes associados ao 

LES, divididos em seis categorias de acordo com as funções dos genes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

31 
 

Figura 4. Distribuição dos loci e genes associados ao LES. Os genes estão separados em seis 

categorias de acordo com a função. Cada categoria é representada por uma cor diferente nos 

cromossomos. Uma categoria adicional (cinza) inclui genes que não pertencem aos outros grupos 
funcionais. Os loci com blocos em laranja dos dois lados indicam locus associado ao LES. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fonte: Adaptado de Tsokos, 2011. 
 

 

O gene IRF5, codifica o principal fator de transcrição na via do IFN tipo I, regulando 

genes dependentes do IFN, citocinas inflamatórias e genes envolvidos na apoptose. Esse gene 

apresenta alguns polimorfismos que combinados formam diferentes haplótipos associados 

com o aumento ou o decréscimo do risco de desenvolvimento do LES (Graham et al., 2006; 

Sigurdsson et al., 2008). O gene STAT4, que codifica a proteína de mesmo nome, também tem 

sido associado com o LES em várias populações da Europa e da Ásia. O alelo presente no seu 

terceiro íntron mostrou-se associado com risco alterado ao desenvolvimento do LES e com 

um quadro mais severo da doença caracterizado pelo seu aparecimento precoce, alta 

frequência de nefrite e presença de anticorpos anti-dsDNA (Remmers et al., 2007; Taylor et 

al., 2008; Sigurdsson et al., 2008). 

Um estudo na população europeia encontrou a associação de polimorfismos no gene 
 

BANK1 (Proteína de célula B com repetições de anquirina) com a susceptibilidade ao LES. 

Esse gene codifica uma proteína adaptadora que faz parte da ativação de células B (Kozyrev 

et al., 2008). Os polimorfimos rs10516487 (G>A), rs17266594 (T>C) e rs3733197 (G>A) 

nesse gene podem contribuir com a manutenção da ativação dos receptores de células B e, 
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consequentemente, com a hiperatividade dessas células, comumente observada nos pacientes 

com LES (Yokoyama et al., 2002). 
 

O gene PTPN22 codifica uma proteína que inibe a atividade de linfócitos T e 

apresenta um SNP não-sinônimo (rs2476601), no códon 620, que está associado com a 

susceptibilidade a diversas doenças autoimunes, incluindo o LES (Gregersen; Olsson, 2009). 

Esse polimorfismo resulta na substituição de um aminoácido (620Arg>Trp) que aumenta a 

atividade da proteína, o que reduz a sinalização desencadeada pelos receptores de células T. 

Essa sinalização reduzida induz a autoimunidade através de alterações na seleção de linfócitos 

autorreativos e redução da atividade e do número de células Tregs (Rieck et al., 2007; Siggs 

et al., 2007). 
 

Um dos mais importantes genes de susceptibilidade a doenças autoimunes é o CTLA-4. 

A proteína codificada por esse gene é expressa na superfície de linfócitos T ativados com uma 

função regulatória inibitória sobre essas células (Teft et al., 2006). Os polimorfismos do 

CTLA-4 mais estudados e considerados como associados ao LES em diferentes populações 

são T>C na posição -1722, C>T na posição -138 e A>G na posição 49 do éxon 1 (Barreto et 

al., 2004; Lee et al., 2005; Ulker et al., 2009; Taha Khalaf et al., 2011). 
 

Além de estudos genéticos de associação de polimorfismos com o desenvolvimento do 

LES, estudos de expressão gênica também vêm sendo realizados para a identificação de genes 

candidatos que possam ser úteis para o entendimento da patogênese, diagnóstico e 

prognóstico do LES. Sandrin-Garcia et al. (2009) avaliaram o perfil de expressão gênica de 

4500 genes comparando pacientes com LES nas fases ativa e inativa da doença e controles 

saudáveis. Um total de 156 genes mostrou-se diferencialmente expresso quando comparados 

os pacientes aos controles. Desses 156 genes, 104 estavam relacionados aos pacientes com 

LES em atividade, sendo 80 reprimidos e 24 induzidos, e 52 estavam relacionados com os 

pacientes na fase de inatividade da doença, sendo 31 induzidos e 21 reprimidos. Entre esses 

genes, estão o FYB (Proteína ligante de Fyn), FYN (Fyn tirosina cinase), SEMA4A 
 
(Semaforina 4A), STK17A (Serina treonina cinase 17 A), SLC38A1 (Membro 1 da família 

carreadora de soluto 38), PGBD3 (Derivado 3 do elemento transponível PiggyBac), PANK1 
 
(Cinase pantotenato 1), CSNK1G3 (Caseína cinase 1 gama 3) e VPS4B (Proteína vacuolar 

homóloga a 4B). 
 

Dessa forma, fica evidente o quanto a genética do LES é complexa e precisa ser 

investigada. O conhecimento de quais genes estão envolvidos na doença e quais variações são 

capazes de alterar o produto destes genes pode vir a contribuir para o esclarecimento da 

etiopatogênese da doença. 
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2.8. O complexo Inflamassoma 
 

 

O sistema imune inato desempenha um papel fundamental no rápido reconhecimento e 

eliminação de microorganismos invasores, através de diferentes processos, tais como a 

fagocitose e a indução da inflamação. Vital igualmente na estimulação e ativação do sistema 

imune adaptativo, proporcionando uma imunidade duradoura ao hospedeiro (Abbas; 

Lichtman; Pillai, 2008). 
 

As células imunes, além das linhagens mesoteliais e epiteliais, expressam receptores 

de reconhecimento padrão (PRRs), responsáveis pela identificação de moléculas conservadas 

tipicamente associadas a patógenos (PAMPs), como peptidioglicano e RNA de fita dupla, ou 

a moléculas associadas ao dano celular do hospedeiro (DAMPs), como ATP extracelular, 

DNA próprio e cristais de urato monossódico, ativando diferentes vias inflamatórias e 

antimicrobianas. Os PRRs incluem receptores trans-membrana do tipo Toll (TLRs), 

receptores de lectina tipo C (CLRs), receptores citosólicos tipo Nod (NLRs), helicases tipo 

gene induzido por ácido retinóico I (RIG-I) e proteínas HIN200 (O’Neill; Bowie, 2010; 
 
Takeuchi; Akira, 2010), encontrados principalmente em fagócitos e células dendríticas, sendo 

os principais gatilhos da imunidade inata. 
 

Estes receptores reconhecem e respondem a sinais endógenos de perigo, derivados do 

hospedeiro, que são liberados em resposta ao estresse, lesão tecidual ou morte celular 

(Medzhitov, 2008; Schroder; Tschopp, 2010). 
 

Os receptores NLRs, em especial, são um grupo de proteínas codificadas por 22 genes 

em humanos, o qual pode ser dividido em três subfamílias: NOD, NLRP e IPAF (Schroder; 

Tschopp, 2010). Proteínas pertencentes ao grupo dos NLRs são receptoras intracelulares com 

três domínios característicos, sendo eles: uma região N-terminal de interação proteína-

proteína, a exemplo do domínio pirina (PYD) e do domínio de recrutamento de caspase 

(CARD), relacionada ao recrutamento de moléculas efetoras na via de sinalização, um 

domínio central de ligação e oligomerização de nucleotídeos (NOD ou NAHCT), responsável 

pela atividade dNTPase, e se liga especificamente ao ATP e por fim uma região C-terminal, 

que nos NLRs é uma série de repetições ricas em leucina (LRRs) responsável pelo 

reconhecimento da molécula antigênica (Martinon; Mayor; Tschopp, 2009) (Figura 5). 
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Figura 5. Representação da organização da família dos receptores do tipo NOD (NLRs). A família 

NLR é caracterizada pela presença de três domínios distintos. São eles: domínio C-terminal LRR, 
domínio central NACHT e domínio N-terminal PYD ou CARD ou BIR. A família NLR pode ser 

subdividida em três subfamílias a depender de sua estrutura molecular em: NALPs, IPAF/NAIP e 
NODs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Martinon; Mayor; Tschopp, 2009. 
 
 

Estudos mais aprofundados a cerca da família NLR revelaram que alguns de seus 

membros são capazes de formar complexos multiprotéicos, denominados inflamassomas, que 

são ativados por infecções ou estresse celular, e responsáveis pelo recrutamento da pro-

caspase-1, ativando-a diretamente ou através de proteínas adaptadoras associadas à apoptose 

(ASC). A formação do inflamassoma ocorre após a ativação dos NLRs por meio de suas 

interações homotípicas com moléculas adaptadoras e efetoras, a ASC e a procaspase-1, 

respectivamente. O recrutamento da procaspase-1, tanto por ligação à ASC quanto por ligação 

ao NLR diretamente, causa uma catálise por aproximação, gerando uma protease ativa 

(Fernandes-Alnemri et al., 2009; Martinon; Mayor; Tschopp, 2009). 
 

A caspase-1 é uma proteína pertencente à família das caspases, as quais utilizam a 

cisteína presente em seus sítios ativos para a clivagem de outras proteínas em um sítio após 

resíduos de aspartato. A atividade mais descrita para a caspase-1 ativa é a clivagem da pró-IL- 
 
1β e pró-IL18, de forma que a via de sinalização dos NLRs pelo inflamassoma culmina com a 

secreção das citocinas IL-1β e IL-18 ativas (figura 6). Para essa via ocorrer, as moléculas pró-

IL-1β e pró-IL- 18 precisam estar anteriormente presentes no citoplasma celular, e a produção 

dessas pró-citocinas é dependente de um primeiro sinal via NF-κB, o qual pode ser induzido 

por sinalização via TLRs ou via TNF (Fernandes-Alnemri et al., 2009). 
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Figura 6. Organização estrutural durante a formação do inflamassoma. Após a sinalização do 

inflamassoma, as proteínas envolvidas formam um complexo multiproteico culminando na ativação de 
citocinas pro-inflamtórias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Martinon; Mayor; Tschopp, 2009. 
 
 
 

 

Há um grande número de receptores NLRs associados à montagem do inflamassoma, 

porém apenas poucos foram fisiologicamente descritos, dentre eles os inflamassomas de 

NLRP3, NLRP1 e NLCR4 (Agostini et al., 2004; Martinon; Burns; Tschopp, 2002; Poyet et 

al., 2001). A proteína AIM2, embora não estruturalmente relacionada aos NLRs e pertencente 

à família HIN-200, também foi descrita como formadora de inflamassomas (Fernandes-

Alnemri et al., 2009). 
 

A desregulação e/ou mutações ou variações em genes codificantes dos componentes 

do inflamassomas tem sido relacionados a doenças humanas, incluindo síndromes 

autoinflamatórias contínuas, síndrome Muckle-Welss, doença de Crohn, sepse e infecções a 

diversos patógenos (Rodrigue-Gervais; Saleh, 2010). 
 

Os receptores NLRs formadores de inflamassomas são importantes no reconhecimento 

de PAMPs e DAMPs intracelulares e na geração de uma resposta imune correspondente. 

Nesse sentindo, atuam de diversas formas quanto ao reconhecimento e tipo de molécula 

reconhecida. O NLRP1 é ativado na presença da toxina letal de Bacillus anthrax (Faustin et 

al., 2007; Liao; Mogridge, 2009). A proteína AIM2 se liga a DNA de fita dupla, e acredita-se 

que esse inflamassoma detecta a presença citosólica do dsDNA (Fernandes-Alnemri et al., 

2009). O NLRC4, antes entendido como um receptor de inflamassoma deve ser visto como um 

adaptador, semelhante à ASC, por meio do qual é transmitido o sinal de diversos 

inflamassomas a ele, culminando na ativação da caspase-1. O NLRP3, também chamado de 

Criopirina ou NALP3, cliva a procaspase-1 via ASC e pode ser ativado por diversos agonistas, 

tanto endógenos quanto exógenos, como ATP, cristais de colesterol e alumínio e a acidose 
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extracelular (Davis; Wen; Ting, 2011; Rajamäki et al., 2013). Da mesma forma, patógenos 

que entram no citosol, como Neisseria gonorrhoeae, o vírus influenza A e Candida albicans 

são capazes de ativar o inflamassoma NLRP3, assim estímulos físicos como a exposição à 

radiação ultravioleta (Allen et al., 2009). 

 

 

2.8.1. Polimorfismos dos Genes das Proteínas do Inflamassoma 
 

 

Nos últimos anos, é possível perceber um progresso significativo na compreensão de 

como os inflamassomas contribuem na patologia molecular de múltiplas doenças 

autoinflamatórias e autoimunes (Martinon; Mayor; Tschopp, 2009). O gene NLRP1, também 

conhecido como NALP1 está localizado no braço curto do cromossomo 17 na região 13.2 

(17p13.2). Os seres humanos expressam o NLRP1 a partir de um único gene, enquanto que no 

genoma murino existem três parálogos em tandem (Nlrp1a, Nlrp1b, e Nlrp1c). Este gene 

codifica um membro das proteínas apoptóticas da família Ced-4 que contêm um domínio de 

recrutamento para caspase (CARD) e são conhecidos por serem mediadores-chaves da morte 

celular programada. O NLRP1 contém um motivo N-terminal PYD envolvido na interação 

proteína-proteína, possivelmente com a ASC, e interage com caspases inflamatórias (caspase-

1 e 5) e com apoptóticas (caspase-2, 3 e 9) (Martinon; Burns; Tschopp, 2002). 
 

Apesar da sua expressão em leucócitos, o NLRP1 parece estar amplamente expresso 

em vários tecidos epiteliais, em neurônios e oligodendrócitos. Polimorfismos no gene NLRP1 

foram recentemente associados com várias condições patológicas do cérebro, sugerindo que 

este gene, em virtude do seu importante papel na sinalização inflamatória, pode contribuir na 

predisposição genética a doenças multifatoriais. O referido gene também tem sido associado 

com risco ao desenvolvimento de algumas doenças inflamatórias, tais como vitiligo, doença 

autoimune de Addison e LES (Jin et al., 2007, Zurawek et al., 2010, Pontillo et al., 2012). 
 

Polimorfismos no promotor e regiões codificadoras do gene NLRP1 estão relacionados 

com o aumento da incidência de vitiligo (Jin et al., 2007) e doença de Addison (Zurawek et 

al., 2010), respectivamente. Segundo Jin et al (2007), a maioria dos SNPs identificados no 

gene NLRP1 está localizada dentro ou ao redor do domínio central NACHT, comprometendo 

a formação do inflamassoma e consequentemente a produção de IL-1β. 
 

O NLRP3 é um NLR que também participa na formação do inflamassoma através do 

recrutamento de ASC e subsequente ativação de caspase-1, com secreção de IL-1β e IL-18. O 

inflamassoma de NLRP3 é de longe o mais bem estudado de todos os inflamassomas e pode 

ser ativado por diversos tipos de estímulos tais como moléculas derivadas de patógenos, sinais 

endógenos e de origem ambiental (Bauernfeind et al., 2009). 
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Diferente dos outros NLRs ativadores do inflamassoma, NLRP3 é expresso em baixas 

quantidades em células apresentadoras de antígenos, tais como macrófagos e células 

dendríticas. Consequentemente, um aumento na expressão de NLRP3 mediado pela ativação 

de NF-κB é crítica para a ativação desse inflamassoma (Bauernfeind et al., 2009). 
 

O gene NLRP3 está localizado no braço longo do cromossomo 1 (1q44) (Hitomi et al, 

2009) e vários polimorfismos já foram descritos para o gene, associados principalmente a 

doenças inflamatórias, tais como psoríase (Carlstrom et al., 2012), artrite reumatoide 

(Kastbom et al., 2008), diabetes tipo 1 (Pontillo et al., 2010), doença de Crohn (Villani et al., 

2009) e doença celíaca (Pontillo et al., 2011). 
 

Como no caso do gene NLRP1, mutações de ganho-de-função dentro ou próximas ao 

domínio central NACHT no gene NLRP3 têm sido associadas com um amplo espectro de 

doenças hereditárias autoinflamatórias, principalmente às pertencentes ao grupo denominado 

CAPS, síndrome periódica associada à criopirina (Bauernfeind et al., 2009). Outro conjunto 

de SNPs no promotor de NLRP3 tem sido associado com o aumento da susceptibilidade à 

doença de Crohn. Estes polimorfismos causam uma diminuição da expressão de NLRP3, 

reduzindo a produção de IL-1β (Villani et al. 2009). 
 

O outro receptor da família NLR, o NLRC4, é mais um componente-chave do 

complexo inflamassoma que indiretamente detecta proteínas específicas de bactérias 

patogênicas e fungos. O gene NLRP4 é constituído por 9 éxons, em um total de 41.3kb 

localizado no cromossomo 2p21-p22. Este gene codifica uma proteína de 1024 resíduos com 

uma massa molecular prevista de 112kDa (Romberg et al., 2014). Modelos murinos 

deficientes em NLRP4 apresentaram maior proteção contra a formação de tumores (Hu et al. 

2013), confirmando o papel-chave da ativação dos inflamassomas na regulação da homeostase 

do intestino e na tumorigênese do cólon. 
 

O inflamassoma de AIM2 foi o primeiro membro da família HIN200 ligado às funções 

do inflamassoma e está localizado no citosol onde reconhece dsDNA de vírus e bactérias 

(Burckstummer et al., 2009; Hornung et al., 2009). Outros trabalhos demonstraram que o 

AIM2 é importante para a ativação de caspase-1 em macrófagos infectados com Francisella 

tularensis e em resposta ao DNA de vírus, tais como citomegalovirus e vaccínia (Fernandes-

Alnemri et al., 2009). 
 

Se a ativação inflamassoma desempenha um papel na progressão ao LES, então o gene 
 

AIM2 parece ser um bom candidato, com base na sua capacidade em reconhecer DNA 

citoplasmático (Hornung et al., 2009). No entanto, o envolvimento de AIM2 ou quaisquer 

outros NLRs envolvidos no inflamassoma e a susceptibilidade ao LES ainda é pouco 

estudado, reforçando a importância de mais estudos nesta área. 
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Polimorfismos no gene IL-18 têm sido igualmente correlacionados com uma maior 

susceptibilidade à doença de Crohn (Tamura et al., 2002). Semelhantemente, tanto a IL-1β 

quanto a IL-18 estão envolvidos na progressão do LES em modelos murinos, sugerindo o 

envolvimento de pelo menos um inflamassoma na doença (Martinon; Burns; Tschopp, 2002). 
 

A importância da sinalização do inflamassoma e sua proteção contra a inflamação do 

cólon foi confirmada em modelos murinos deficientes em ASC e caspase-1 (Allen et al., 

2010), bem como em animais sem IL-1β e IL-18 ou os seus respectivos receptores (Takagi et 

al. 2003; Salcedo et al., 2010). A figura 7 ilustra os principais genes envolvidos na formação 

do complexo inflamassoma e seus respectivos polimorfismos. 

 

Figura 7. Representação esquemática dos SNPs dentro dos componentes do inflamassoma. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fonte: Pontillo et al., 2012. 
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3. Justificativa 
 
 

O LES é uma doença caracterizada pela geração de uma resposta imune inadequada 

direcionada contra autoantígenos, influenciada por muitos fatores ainda não totalmente 

esclarecidos e apresentando uma ampla variedade de manifestações clínicas. Citocinas pró-

inflamatórias, como a IL-1β e a IL-18 possuem papel importante na patogenicidade de 

doenças autoimunes, quando produzidas de maneira desequilibrada. Tal desequilíbrio pode ser 

devido à presença de mutações nos genes envolvidos na codificação de proteínas responsáveis 

pela ativação destas citocinas, conhecidas como complexo inflamassoma. A forte associação 

entre alterações nos componentes do inflamassoma e doenças autoimunes sugere um papel 

proeminente entre o conteúdo genético do indivíduo e sua relação sobre as manifestações 

clínicas e prognóstico destas doenças. 
 

Em estudos anteriores, Pontillo et al. (2012) avaliaram a relação entre 14 SNPs em 7 

genes do inflamassoma (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, CARD8, CASP1, IL1B) e a 

susceptibilidade ao LES em uma população do sudeste do Brasil. Os autores demonstraram 

que polimorfismos no gene NLRP1 estavam relacionados com uma maior susceptibilidade à 

doença, e em particular com o desenvolvimento da nefrite lúpica. No entanto, a falta de 

análises de expressão destes genes no referido trabalho pode representar uma limitação sobre 

como o complexo inflamassoma se comporta na patogênese do LES. 
 

Diante deste contexto, nosso grupo de pesquisa vem buscando estudar variantes 

genéticas informativas para um diagnóstico prévio e prognóstico de doenças multifatoriais, 

como no caso do LES. Dentre os diversos estudos já realizados pelo nosso grupo, o presente 

trabalho teve como objetivo avaliar o papel de variantes genéticas e o perfil de expressão dos 

genes codificantes do complexo inflamassoma como um possível marcador preditivo para o 

diagnóstico do LES na população pernambucana, visando compreender os mecanismos 

patogênicos de autoimunidade da doença. 
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4. Objetivos 
 

4.1. Objetivo Geral 
 

Investigar o papel dos polimorfismos e o perfil de expressão dos genes do inflamassoma 

no Lúpus Eritematoso Sistêmico, doença com forte componente inflamatório, em pacientes do 

Estado de Pernambuco, e a sua atuação na modulação do fenótipo patológico. 

 
 

4.2. Objetivos Específicos 
 

 

1. Descrever a distribuição das frequências alélicas, genotípicas e haplotípicas de genes do 

inflamassoma (NLRP1, NALP3, NALP4, AIM2, CARD8, CASP1, IL1B e IL18) entre 

pacientes com LES e o grupo de indivíduos controle; 

 
 
2. Avaliar as frequências alélicas, genotípicas e haplotípicas dos polimorfismos e suas 

relações com as manifestações clínicas do LES; 

 
 
3. Avaliar a expressão gênica dos componentes do inflamassoma (NLRP1, NALP3, NALP4, 

AIM2, CARD8, ASC e IL1B) entre os grupos estudados; 

 

4. Avaliar a atividade do inflamassoma, através da dosagem de IL-1β, no grupo de pacientes 

com LES e no grupo controle; 
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Abstract 

 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease with a broad range of clinical 

manifestations. Its etiology is unknown, but there are striking proofs about the involvement of 

genetic factors. Recent findings provide evidence about the critical role of a molecular 

complex, known as inflammasome, in the predisposition to SLE and other autoimmune 

diseases. In this study, rs10754558 and rs35829419 NLRP3 single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) were analyzed in a genetic association study in a Brazilian population. NLRP3 

expression profile was also evaluated in peripheral blood and peripheral blood derived- 
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monocytes from SLE patients and healthy controls (HC). NLRP3 rs10754558 SNP was more 

frequent in HC than in SLE patients, suggesting that this variant confers a less susceptibility 

to SLE development itself as well as lupus nephritis, an important cause of morbidity and 

mortality in SLE individuals. Finally, NLRP3 relative expression was about 2.0-fold 

augmented in peripheral blood as well as in monocytes of SLE patients compared to HC. In 

conclusion, our results indicate that NLRP3 rs10754558 is associated to less susceptibility 

towards SLE development and especially towards lupus nephritis development in this cohort. 

In contrast with previous findings, NLRP3 expression appeared to be augmented in SLE 

peripheral blood leukocytes compared to HC. 
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Introduction 
 
 
 
 

Systemic lupus erythematosus (SLE) (OMIM #152700) is an autoimmune syndrome 

characterized by the formation of autoantibodies to nuclear components, immune complex 

deposition, and inflammatory-cell-mediated organ damage [1]. Additionally, SLE is 

associated with a diverse array of clinical manifestations, with periods of exacerbation and 

remission related to individual variations, therapeutic management, and other unknown 

factors [2]. 

 
There is a consensus that the innate immunity and inflammatory response plays an 

important role in SLE pathogenesis. In the last few years, the innate immune signaling 

complex, inflammasome, has garnered support for a role in promoting organ damage and 
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contributing to the SLE triggering and maintenance [3]. An important gene of inflammasome 

complex, NLRP3 (NLR family, pyrin domain containing 3), belongs to a family of genes 

called NLR (nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing family) [4]. This 

group of genes encodes proteins that control the activity of inflammatory caspase-1 by 

forming the immune complexes called inflammasome [5]. Located in the cytosol, the NLR 

family acts as an intracellular non-specific recognition of microbial components, endogenous 

stress and damage signals [6]. After activation, NLRP3 recruits apoptosis-associated speck-

like protein containing a card (ASC) and procaspase-1, leading to autocatalytic processing and 

activation of caspase-1. Active caspase-1 catalyzes cleavage of the procytokines IL-1β and 

 
IL-18, both proinflammatory cytokines involved in the host response to infection and injury 

[7]. 

 
Gain-of-function mutations in NLRP3, leading to a constitutive release of IL-1β, cause 

cryopyrin-associated periodic syndromes (CAPS) [8]. Moreover, several autoimmune and 

autoinflammatory disorders have been associated with NLRP3 gain-of-function polymorphism 

[9,10], suggesting that an altered NLRP3-inflammasome activation might play a role in the 

pathogenesis of these complex disorders [7], such as psoriasis [11], rheumatoid arthritis [12], 

type 1 diabetes [13], Crohn's disease [14] and celiac disease [15]. 

 
In a previous study, our group has shown that another inflammasome receptor gene, 

 

NLRP1, contributes to SLE susceptibility in a Southeast Brazilian population, and in 

particular with the development of nephritis, rash and arthritis [16]. However, considering 

recent and novel findings about NLRP3-inflammasome in SLE pathogenesis [3, 17-20], we 

replicated inflammasome polymorphisms association study in a novel cohort of SLE patients 

from Northeast of Brazil, focusing on NLRP3 well known functional single nucleotide 

polymorphisms (SNPs). Furthermore, we investigated NLRP3 relative expression in 

peripheral blood and peripheral blood derived-monocytes from SLE patients and healthy 

controls (HC) to corroborate recently published data [20]. 
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Materials and Methods 
 
 
 
 

NLRP3 genotyping study 
 
 
 
 

Subjects 
 
 
 

 

132 SLE patients (129 women/3 men, mean age 37.1 years ± 10.5) were recruited at 

the “Hospital das Clínicas” of Federal University of Pernambuco (HC-UFPE) located at 

metropolitan area of Recife, Pernambuco, Brazil, between September 2011 and February 

2013. All of the enrolled patients meet the criteria of the American College of Rheumatology 

(ACR) [21] and SLE activity was assessed by the SLE Disease Activity Index (SLEDAI) 

score [22]. As a control group, we enrolled 154 individuals (125 women / 29 men, mean age 

33.5 years ± 13.4) composed of healthy volunteers without SLE or any other autoimmune 

diseases, or other problems that may impair the immune system. Subjects with diabetes 

mellitus, renal or hepatic dysfunction, acute or chronic inflammatory disease, cancer and 

infection diseases were excluded from the study in order to avoid interference factors in 

immunity. Subjects were chosen randomly in the population, sex-, age- and race-matched and 

from the same geographical area of the patients (metropolitan Recife, PE). The clinical, 

epidemiological and laboratory profile of the research group is in Table 1. 

 
SLE patients and HC were admixed northeastern Brazilians. As self-reported skin 

color classification is a poor marker for ethnicity, we could evaluate previously the ethnicity 

of HC using ancestry markers as reported by Kosoy et al. [23] and the ethnic background 

results demonstrated frequencies of approximately 60% Caucasian, 23% African and 17% 

Amerindian backgrounds [24]. 

 
This study was performed with the approval of the Human Ethics Committee of UFPE 

(CAAE 03065312.3.0000.5208). Written and informed consent was obtained from all of the 
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enrolled subjects. Patients underwent a standardized clinical-epidemiological questionnaire 

besides collection from clinical records. Clinical and epidemiological data were stored and 

subsequently processed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS – version 10.0 

for Windows). 

 

 

Samples and DNA isolation 
 
 
 

 

From each subject 4.0 mL of whole blood were collected by venipuncture using tubes 

with EDTA (Vacuntainer®, and Becton Dickson, England). Genomic DNA was extracted 

from whole blood using DNA Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, 

WI), according to manufacturer instructions. 

 

 

SNPs selection and NLRP3 genotyping 
 
 
 

 

Two well-known functional polymorphisms in NLRP3 were selected due to previously 

reported association with immune dysregulation: rs35829419 (Q705K) is a non-synonymous 

coding SNP leading to a substitution at position 705 and an augmented IL-1ß secretion in 

human monocytes [25]; rs10754558 is a 3’UTR variant previously associated to NLRP3 

mRNA stability [26]. 

 
Rs10754558 C>G and rs35829419 C>A were genotyped by using TaqMan assays 

(Applied Biosystems, Life Technologies, USA). The reactions were prepared based on the 

manufacturer's protocol and genotyping was performed using ABI7500 Real-Time instrument 

(Applied Biosystems, Life Technologies, USA). Allelic discrimination was executed as 

suggested by the manufacturer using SDS software v2.3 (Applied Biosystems, Life 

Technologies, USA). 
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Statistical analysis 
 
 
 

 

Chi-square test was used to verify the Hardy–Weinberg equilibrium and the Fisher’s 

exact test was performed for pair-wise comparison of allele, genotype and haplotype 

frequencies using contingency tables as appropriate. Patients were also stratified by the 

presence of clinical manifestations (rash, photosensitivity, arthritis, nephritis, immunological, 

neurological and hematological alterations). Genotype and allele frequencies were calculated 

using the Genotype Transposer software. All the statistical analyses were carried out using the 

open-source R package (www.r-project.org). Haploview software was used to calculate 

linkage disequilibrium between these polymorphisms and to derive haplotypes. A formal 

Bonferroni correction for the number of analyzed SNPs would require a significance threshold 

of p = 0.025 (p0/N1, p0 = 0.05, N1 = 2 SNPs). The post-hoc statistical power analysis was 

performed with the “G*power” software (version 3.0.5), with an alpha-error probability of 

0.01. 

 

 

NLRP3 gene expression assays 
 
 
 
 

Subjects 
 
 
 

 

Relative NLRP3 gene expression was assessed in whole peripheral blood and 

peripheral blood-derived monocytes of 10 subjects within the case/control study (10 SLE 

patients and 10 healthy individuals). SLE patients did not receive systemic treatment, 

especially corticosteroids drugs or other immunosuppressant before blood collection and 

healthy individual did not present recent illness or treatment before blood collection. SLE and 

healthy subjects were sex-, age- and race-matched. 
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Isolation of peripheral blood monocytes. 
 
 
 

 

Monocytes were isolated by adherence from peripheral blood monocytes obtained by 

centrifugation over Ficoll-Paque gradient and cultured overnight at 5x10
6
 cell in RPMI 1640 

with 10% FBS. 

 

 

Total RNA isolation and Gene expression analysis 
 
 
 

 

Total RNA was isolated from whole blood and monocytes using Qiagen Whole Blood 

RNAse kit or RNAqueous micro kit (Ambion, Life Technologies) respectively, and 

retrotranscribed with the SuperScritp-II kit (Invitrogen). NLRP3 gene was amplified with 

specific TaqMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Life Technologies, USA) 

using the ABI 7500 SDS platform (Applied Biosystems, Life Technologies, USA). Relative 

quantitative expression between SLE patients and controls cells was calculated as Fold 

Change (FC), following the indications by Schmittgen and Livak [27]. GAPDH was the 

housekeeping gene used for normalization. Each sample was examined in biological duplicate 

and technical triplicates for both NALP3 and GAPDH. T test was done to assess statistically 

significant difference in gene expression. 

 

 

Results 
 
 
 
 

Association between NLRP3 SNPs and SLE 
 
 
 

 

Rs35829419 and rs10754558 SNPs in NLRP3 were in Hardy–Weinberg equilibrium 

for both groups SLE patients and controls. 
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Rs10754558 minor G allele was significantly more frequent in healthy controls (40%) 

than in SLE patients (31%), and associated with a less susceptibility to SLE development (p = 

0.023, OR = 0.669, 95% CI 0.46 – 0.95). Also the rs10754558 G/G genotype was more 

frequent in HC than in SLE patients (19% vs. 9%, p=0.011, OR=0.369, 95%CI 0.15 – 0.84) 

(Table 2). 

 
No statistically significant differences were found in NLRP3 rs35829419 for allele and 

genotypes frequencies between cases and healthy controls (p ≥ 0.05). 

 
When assessing haplotype formation, our results showed the SNPs rs10754558 and 

rs35829419 were in linkage disequilibrium (D’= 0.86) and formed 3 haplotypes. The 

haplotype containing rs35829419 major C allele and rs10754558 minor G allele (C-G) was 

more frequent in HC (37.7%) than in SLE patients (29.9%) however, not in a statistical way 

after Bonferroni correction (OR=1.46, p=0.044), as shown in Table 3. 

 
Frequency distribution of NLRP3 polymorphisms was also analyzed in SLE patients 

stratified for clinical manifestations (nephritis, arthritis, malar rash, photosensitivity, 

hematological and neurological alterations). Rs10754558 minor G allele (OR=0.392, p=0.001) 

as well as the G/C (OR=0.287, p=0.001) and G/G genotypes (OR=0.217, p=0.04) were 

associated to lupus nephritis, a marker of disease severity and organ damage, showing less 

susceptibility to the development of this clinical manifestation in the patients who carry this 

allele and/or genotype (Table 4). No association was found for rs10754558 and other clinical 

presentation. Rs35829419 did not associate to clinical manifestations (p ≥ 0.05). The haplotype 

(C-G) was more frequent in health controls (36,5% ) than in patients with nephritis (20,6%) 

(OR=0.387, p=0.012), as shown in Table 5. 
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NLRP3 relative expression in SLE 
 
 
 

 

We investigated whether the NLRP3 relative mRNA expression differs between total 

RNA from peripheral blood and peripheral blood derived-monocytes in SLE patients 

compared to HC. As shown in Figure 1, we observed that NLRP3 was 2-fold upregulated in 

whole blood (p=0.03) and 2.24-fold in monocytes (p=0.07) compared to HC. 

 
As rs10754558 SNP had been shown to be associated to augmented mRNA stability 

[26], we analyzed NLRP3 expression in individuals stratified according to rs10754558 

genotypes. NLRP3 relative expression showed a tendency to be higher in the G/G genotype 

(1.38-fold) than in the G/C (1.13-fold) and C/C (0.72-fold), however there was no statically 

difference between the genotypes (p ≥ 0.05). 

 

 

Discussion 
 
 
 

 

Genetic factors can modify the extent or severity of disease in susceptible individuals, 

being involved in SLE’s development and innate immune activation through NLRP3 

inflammasome sensing might be one of the immunologic mechanisms in disease’s triggering 

and maintenance [3]. Our study identified associations between NLRP3 rs10754558 

polymorphism and SLE in a Northeast Brazilian population. We found that the polymorphism 

was associated with less susceptibility toward SLE development and the association was more 

evident in SLE patients with nephritis. This issue represents the first clinical manifestation in 

SLE, develops in more than half of patients and remains the leading cause of death [28]. 

 
The NLRP3 inflammasome has received a significant attention as a contributor to 

lupus nephritis in murine models. Daily treatment of NZB/NZW F1 and MRL/lpr mice with 

TDZD-8, a selective inhibitor of GSK3β, reported to activate the NLRP3/IL-1β pathway, 

reduced renal inflammation, anti-dsDNA antibody production and circulating pro- 
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inflammatory cytokines, showing that a downregulation of NLRP3 inflammasome was 

protective against lupus nephritis development in these mice [17]. Moreover, the inhibition of 

 
NLRP3 expression by the use of inhibitors of NF-kB was able to protect MRL/lpr mice from 

nephritis and demonstrated a 50% reduction in anti-dsDNA titers [29]. 

 
Studies concerning specific polymorphisms in inflammasome-related gene and its 

relation with SLE susceptibility are scarce, demonstrating the necessity of investigations to 

better understand the involvement of these molecules in SLE pathology. Our group analyzed 

the same NLRP3 polymorphisms in another Brazilian population, but the variants were not 

associated to SLE [16]. Besides that, in the same work, the authors found an association 

between NLRP1 polymorphisms with the development of SLE and lupus nephritis. This 

difference cannot be attributed to bias due to the ethnicity of our population once Pontillo et 

al. [13] reported similar allelic and haplotypic frequencies between Recife (Northeastern of 

Brazil) and São Paulo (Southeast of Brazil). We must consider that SLE is a multifactorial and 

heterogeneous disease and its susceptibility depends not only upon host genetic aspects, but 

also on interactions with environmental factors. Additionally, being aware of our limited small 

sample overall and even more after stratification, we performed a Power analysis to assure that 

our population size were enough to avoid statistical type I or II error (Power = 0.98). 

Nevertheless, most of the significant p-values presented in our study are within the statistically 

significant threshold, even after application of Bonferroni correction. 

 
The NLRP3 rs10754558 G polymorphism was recently associated to a higher mRNA 

stability by Hitomi et al. [26]. In our study we identified that the SNP rs10754558 G allele 

and G/G genotype, were related to an increased quantity of NLRP3 mRNA (1.38-fold) when 

compared to the C allele and C/C genotype. Importantly, even though our results agree with 

the ones found by Hitomi et al [26], they were not statistically significant. Interestingly, in our 

study group the overall mRNA levels in SLE patients were upregulated in comparison to HC 

(p=0.03). Our data are in contrast to Yang et al. [20] findings. They analyzed NLRP3 
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expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from patients with SLE and 

healthy controls in a Chinese population. Their data showed a significant downregulation of 

NLRP3 inflammasome in SLE patients, and a significant negative correlation between the 

inflammasome expression and disease progression, which indicated a possible involvement of 

deregulation of this inflammasome platform in the pathogenesis of SLE. This contradictory 

result may be resulted due a number of environmental factors involved in SLE pathogenesis. 

 
In a recent study, Muller-Calleja et al. [31] showed that patients with the 

antiphospholipid syndrome (APS), an autoimmune disorder particularly associated with SLE, 

presented increased expression of NLRP3 while patients with lupus without antiphospholipid 

antibodies (aPL) had similar expression of NLRP3 as healthy controls. The authors provided 

evidence that human aPL are able to induce directly inflammasome activity in the absence of 

TLR2 and TLR4, resulting in the secretion of large amounts of IL-1β by monocytes in 

patients with APS. However, in our group of study for mRNA levels, none of the assessed 

SLE patients presented APS, what can lead us to infer that the NLRP3 expression in our 

results were not influenced by this syndrome and that others SNPs in the regulatory region of 

this gene might be influencing in the NLRP3 expression. 

 
As known, in SLE patients, there are increased serum antinuclear and anti-glomerular 

autoantibodies, leading to an enhanced autoimmune repertoire [2]. We hypothesized that 

immune complexes, formed secondary to antibody recognition of organ-specific antigens, 

causes cell death and organ failure, exposing damage-associated molecular pattern (DAMPs) 

and stimulating inflammasome activation. These DAMPs not only activate caspase-1 through 

the NLRP3 inflammasome, but may also stimulate membrane-bound pattern recognition 

receptors, such as the Toll-like receptors (TLRs). Signaling of this pathway leads to the 

activation of transcription factor, nuclear factor-kB (NF-kB), resulting in increased 

transcription of pro-IL-1β, pro-IL-18 and NLRP3 [32], as seen in our results for this last one. 
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In conclusion, our results showed NLRP3 as associated to SLE and conferring less 

susceptibility to nephritis in our population. NLRP3 expression was augmented in SLE 

patients leading to higher IL-1β production, which induces considerable damage when control 

of its processing and release is compromised. Further research and confirmation by other 

studies as well as in different populations are needed to understand the pathophysiology of the 

disease. 
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Table 1. Distribution of clinical, epidemiological and laboratory characteristics among SLE 

 

cases and controls. 

 

Variable 
Cases Controls 

p-value 
n=132 (%) n=154 (%)   

Sex    

Male 3 (2) 29 (19) <0.001
a 

Female 129 (98) 125 (81)  

Mean Age 37,1 (±10,5) 33,5 (±13,4)  

Clinical Manifestations    

Cutaneous 89 (64%)   

Photosensitivity 85 (61%)   

Lupus arthritis 88 (63%)   

Ulcer 29 (20%)   

Hematologic 82 (59%)   

Nephritis 58 (42%)   

Neurological 12 (8%)   

FAN (Antinuclear Factor) 114 (82%)   

Immunologic 44 (32%)   

Anti-DNA 37 (27%)   
    

a
 t-test    
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Table 2. Genotype and allelic frequencies of NLRP3 SNP polymorphisms in SLE patients and control 
subjects. 
 

 
Variant 

Cases Controls  
p-value; OR [95%C.I.] 

 
 

n=132 (%) n=154 (%) 
  

     

 rs10754558        
         

 Alleles        

 C 182 (69) 184 (60) - - - 

 G 82 (31) 124 (40) 0.023 0.669 0.46 – 0.95 

 Genotypes        

 C/C 61 (46) 60 (39) - - - 

 G/C 60 (45) 64 (42) 0.702 0.879 0.51 – 1.49 

 G/G 11 (9) 30 (19) 0.011 0.369 0.15 – 0.84 
         

 rs35829419        

 Alleles        

 C 258 (98) 295 (96) - - - 

 A 6 (2) 13 (4) 0.609 0.731 0.21 – 2.33 

 Genotypes        

 C/C 126 (95) 143 (93) - - - 

 C/A 6 (5) 9 (6) 0.607 0.677 0.19 – 2.12 

 A/A 0 (0) 2 (1) - - - 
         

 
 
 
 
 

Table 3. Distribution of NLRP3 gene haplotypes between SLE patients and healthy controls (HC). 
 

 
Haplotype 

SLE HC 
p-value OR 95%IC  

(n=132) (n=154)      

 NLRP3 (D’=86)      

 C-C 0.682 0.592 Ref 1 NA 

 C-G 0.295 0.377 0.044 1.46 1.01 – 2.10 

 A-G 0.018 0.031 0.29 1.81 0.60 – 5.47 
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Table 4. Distribution of NLRP3 gene haplotypes between SLE patients with and without lupus nephritis and 
 

healthy controls (HC). 
 

    
SLE 

 p-value; 
    

HC OR[95%IC]  
SNP ID (rs) 

    

  

SLE/NL+ SLE/NL- (n=154) 
SLE/NL+ vs.SLE/NL- SLE/NL+ vs. HC 

   

   
n=58(%) n=65(%) 

 

      

 rs10754558        

 Allele C 92 (79) 78 (60) 184 (60) Ref Ref 

  
G 24 (21) 52 (40) 124 (40) 

0.001; 0.0001; 
  

0.392 [0.21 – 0.71] 0.387 [0.22 – 0.65]        

 Genotype        

  C/C 37 (64) 21 (32) 59 (38) Ref Ref 

  
G/C 18 (31) 36 (56) 66 (43) 

0.001; 0.015; 
  

0.287 [0.12 – 0.66] 0.436 [0.21 – 0.88]        

  
G/G 3 (5) 8 (12) 29 (19) 

0.04; 0.002; 
  

0.217 [0.03 – 1.03] 0.166 [0.03 – 0.59]        

 
 
 
 

Table 5. NLRP3 haplotype distribution in SLE patients classified according to the presence of nephritic lupus 
 

(NL). 
 

  
SLE 

 p-value; 
  

HC OR[95%IC]  Haplotype   

 

SLE/NL+ SLE/NL- (n=154) 
SLE/NL+ vs.SLE/NL- SLE/NL+ vs. HC   

  
n=58(%) n=65(%) 

 

     

 NLRP3 (D’=86)      

 C-C 0.793 0.588 0.592 Ref Ref 

 
C-G 0.206 0.365 0.377 

0.04; 0.012; 
 

0.420 [0.15 – 1.05] 0.387 [0.16 – 0.83]      

 
A-G 0.019 0.034 0.031 

0.58; 0.664; 
 

0.402 [0.01 – 8.02] 0.415 [0.01 – 2.87]      
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Figure 1. NLRP3 mRNA expression. Peripheral blood (WB) and monocytes (Mo) obtained 

from healthy subjects and SLE patients as described in Materials and methods. NLRP3 mRNA 
expression is increased in whole blood and monocytes from SLE patients compared with 

controls. 
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Abstract 
 
Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex autoimmune disorder displaying 

heterogeneous clinical manifestations and multiple susceptibility genes. Recent findings 

provide evidence about the critical role of inflammasomes in the predisposition to 

autoimmune diseases. Genetics variants within inflammasome-related genes and differential 

expression of their components have been associated with various inflammatory diseases but 

its relation to SLE remains unknown. In this study, we aimed to investigate the role of single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) and the expression profile of genes responsible for the 

inflammatory response and their relations to the development and severity of the disease. 

Were analyzed ten variants in 7 genes (NLRP1, NLRC4, AIM2, CARD8, CASP1, IL-18 and 
 
IL1B) in 132 SLE patients and 154 healthy controls using Taqman fluorogenic probes. We 
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also evaluated the mRNA relative expression of these genes in peripheral blood derived-

monocytes in a resting condition and after LPS+ATP stimulation of patients and healthy 

controls. Finally, we conducted an ELISA assay to evaluate the IL-1β secretion in SLE 

patients and controls. No significant differences were observed in the allelic or genotypes 

frequencies when SLE patients were compared with controls (p ≥ 0.05). When inflammasome 

SNPs were analyzed as predictors of SLE clinical manifestations we observed that IL-18 gene 

was associated with increased risk to the development of malar rash (OR=4.65, p=9.49e-05), 

whereas the IL-1B gene was associated to less susceptibility to photosensitivity (OR=0.50, 

p=0.021). In relation to mRNA expression in peripheral blood derived-monocytes, NLRP1, 

NLRC4, CASP1 and IL1B genes were upregulated in SLE patients in comparison to healthy 

controls, even after LPS+ATP stimulation. In conclusion, our results indicate that differents 

inflammasomes components appear altered in the disease, resulting in enhanced activation 

and subsequently IL-1β production, suggesting that the inflammasomes play a crucial role in 

SLE pathogenesis. These data indicate the importance of the identification of other genetic 

risk factors that may be involved in susceptibility to inflammatory diseases in order to 

investigate further the etiology and molecular pathways responsible for autoimmune diseases. 

 

Keywords:  systemic  lupus  erythematosus,  polymorphisms,  inflammasome,  IL-18,  IL1B, 
 

mRNA. 
 
 
 
 

 

Introduction 
 
 
 
 

Systemic  lupus  erythematosus  (SLE)  (OMIM  152700)  is  a  complex,  prototypic 

 

autoimmune disease that predominantly affects women of child-bearing age. The hallmark of 

 

SLE is the generation of autoantibodies that react with self-nuclear and cytoplasmic antigens, 
 

culminating in immunologic attacks to body organs, cell death and organ failure
1-3

. Although 
 

under intense investigations, the genetic basis of human SLE is still not well understood
4–6

. 
 

Several studies indicate that abnormal activation of genes related to the inflammatory 

 

response, resulting in an altered activation of IL-1ß and/or NF-kB, may contribute to the 

 

pathogenesis of autoimmune disorders with a strong inflammatory component, as observed in 
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SLE
9-13

. In the last few years, the innate immune signaling complex, called inflammasome, 

has garnered support for a role in promoting organ damage and contributing to the SLE 

triggering and maintenance
7
. Different cytoplasmic innate immune receptors, belonging to 

Nod-like Receptors/NLRs (i.e.: NLRP1, NLRP3, NLRC4) or PYHIN (AIM2, IFI16) families, 

have been described to be able to assemble an inflammasome in response to pathogen- or 

danger-associated molecular patterns (PAMPs or DAMPs) leading to caspase-1 activation and 

consequent cleavage and secretion of pro-inflammatory cytokines IL-1ß and IL-18
8
. Genetic 

variants in inflammasome genes have been associated to dysregulated IL-1ß and/or IL-18 

production and to rare autoinflammatory syndromes as well as to multifactorial disorders, 

such as autoimmune diseases (i.e.: Type-1 diabetes, vitiligo, celiac disease, Crohn’s disease). 

 

In a previous study, our group has shown that polymorphisms in the inflammasome 

receptor gene NLRP1 were associated to SLE in a Southeast Brazilian population, and in 

particular with the development of specific SLE clinical presentations such as nephritis, rash 

and arthritis
14

. Even though, the role of inflammasome in the pathogenesis of SLE remains 

unclear. 

 

Kahlenberg and Kaplan
7
 have recently reviewed novel findings about the importance 

of inflammasome in SLE organ damage and in the link between environment and 

development of the disease, emphasizing the involvement of this complex in the immunologic 

dysfunction leading to SLE
15-17

. 

 
To deeper understanding the effect of inflammasome genetics in SLE development, 

we analyzed the frequencies distribution of inflammasome SNPs and inflammasome genes 

expression in a novel cohort of SLE patients from Northeast of Brazil. 
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Materials and Methods 
 
 
 
 

Inflammasome genotyping study 
 
 
 
 

Subjects 
 
 
 

 

For this study, 132 SLE patients (129 women/3 men, mean age 37.1 years ± 10.5) and 

154 healthy individuals (125 women / 29 men, mean age 33.5 years ± 13.4) were recruited at 

the “Hospital das Clínicas” of Federal University of Pernambuco (HC-UFPE), metropolitan 

area of Recife (Pernambuco, Brazil). 

 

Patients attended the criteria of the American College of Rheumatology (ACR)
18

 and 

SLE activity was assessed by the SLE Disease Activity Index (SLEDAI) score
19

. The control 

group was composed of healthy volunteers without SLE or any other autoimmune diseases, or 

other problems that may impair the immune system. Subjects with diabetes mellitus, renal or 

hepatic dysfunction, acute or chronic inflammatory disease, cancer, infection diseases were 

excluded from the study. Subjects were chosen randomly in the population, sex-, age- and 

race-matched and from the same geographical area of the patients (metropolitan Recife, PE). 

The ethnicity of HC was analyzed previously using ancestry markers as reported by Kosoy et 

al.
20

 and the ethnic background results demonstrated frequencies of approximately 60% 

Caucasian, 23% African and 17% Amerindian backgrounds
21

. 

 
A written and informed consent for this study was obtained from all the participants 

and was approved by the Human Ethics Committee of UFPE (CAAE 03065312.3.0000.5208). 

Patients underwent a standardized clinical-epidemiological questionnaire besides collection 

from clinical records. Clinical and epidemiological data were stored and subsequently 

processed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS – version 10.0 for 

Windows). 

 
 
 
 

 



 

80 
 

Samples and DNA isolation 
 
 
 

 

Blood was collected in EDTA-stabilized tubes (Vacuntainer®, Becton Dickinson, 

England). Genomic DNA from SLE patients and controls was extracted from peripheral blood 

by using DNA Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), 

according to manufacturer instructions. 

 

 

SNPs selection and inflamassome genotyping 
 
 
 

 

Ten SNPs were selected within seven main inflammasome genes (NALP1, NLRC4, 

AIM2, CARD8, CASP1, IL1B and IL18) based on public databases Hapmap 

(www.hapmap.org) and GeneBrowser (www.genome.ucsc.edu). Rs12150220 (L155H) and 

rs2670660 (promoter) in NLRP1 were chosen among other SNPs on previous association 

studies
22

. 

 
SNPs were genotyped by using TaqMan assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA). The reactions were prepared based on the manufacturer's protocol and genotyping was 

performed using ABI7500 Real-Time instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA). Allelic discrimination was executed as suggested by the manufacturer using SDS 

software v2.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

 

 

Statistical analysis 
 
 
 

 

To verify the Hardy–Weinberg equilibrium chi-square test was used and the Fisher’s 

exact test was performed for pair-wise comparison of allele, genotype and haplotype 

frequencies using contingency tables as appropriate. Patients were also stratified by the 

presence of clinical manifestations (rash, photosensitivity, arthritis, nephritis, immunological, 
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neurological and hematological alterations). Genotype and allele frequencies were calculated 

using the Genotype Transposer software. All the statistical analyses were carried out using the 

open-source R package (www.r-project.org). Haploview software was used to calculate 

linkage disequilibrium between these polymorphisms and to derive haplotypes. A formal 

Bonferroni correction for the number of analyzed SNPs would require a significance threshold 

of p = 0.005 (p0/N1, p0 = 0.05, N1 = 10 SNPs). The post-hoc statistical power analysis was 

performed with the “G*power” software (version 3.0.5), with an alpha-error probability of 

0.01. 

 

 

Inflammasome gene expression assays 
 
 
 
 

Subjects 
 
 
 

 

We investigated the relative mRNA expression of IL-1β, NALP1, NLRC4, AIM2, ASC 

and CASP1 genes in peripheral blood-derived monocytes of 10 subjects within the 

case/control study (10 SLE patients and 10 healthy individuals) and if their expression differs 

between the basal condition and after LPS+ATP stimulation. 

 
SLE and healthy subjects were sex-, age- and race-matched. Healthy individual did 

not present recent illness or treatment before blood collection. 

 

 

Isolation and culture of peripheral blood monocytes 
 
 
 

 

Monocytes were isolated by adherence from peripheral blood mononuclear cells 

obtained by centrifugation over Ficoll-Paque (GE Healthcare Life Sciences, USA) gradient 

and cultured at 0.5x10
6
 cells/ml in RPMI-1960 medium with 10% Fetal Bovine Serum 

(Gibco®, Life Technologies, USA). 
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Monocytes were stimulated with 1µg/ml lipopolysaccharide (LPS; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) for 4 hours and then treated with 1mM ATP (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) for 15 minutes. 

 
Culture supernatants was harvested and used for IL-1β secretion analysis, and cells 

were lysed for mRNA isolation and gene expression analysis. 

 

 

IL-1β measurement 
 
 
 

 

The secreted IL-1β was measured with ELISA (IL-1β assays, R&D systems, USA). 

Results were expressed in picograms per milliliter. Secretion differences between patients and 

controls were tested with Mann-Whitney U test with SPSS 15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, 

USA). 

 

 

Total RNA isolation and Gene expression analysis 
 
 
 

 

Total RNA was isolated from monocytes using RNAqueous micro kit (Ambion, Life 

Technologies, USA), following the manufacturer’s instructions and retrotranscribed with the 

 
SuperScritp-II kit (Invitrogen). Inflammasome genes (NALP1, NLRC4, AIM2, ASC, CASP-1 

and IL-1β) were amplified with specific TaqMan Gene Expression Assay (Applied 

Biosystems, Life Technologies, USA) using the ABI 7500 SDS platform (Applied 

Biosystems, Life Technologies, USA). GAPDH was the housekeeping gene used for 

normalization. Relative quantitative expression was calculated as Fold Change (FC), 

following the indications by Schmittgen and Livak
23

. T test was done to assess significant 

difference in gene expression. 
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Results 
 
 
 
 

Genotyping study 
 
 
 

 

Inflammasome polymorphisms distribution was assessed in 132 individuals with SLE 

(cases) and 154 healthy subjects (controls). The clinical, epidemiological and laboratory 

profile of the research group is in Table 1. 

 

 

Table 1. Distribution of selected characteristics among SLE cases and controls. 
 

 

 Variable Cases (n=132) (%) Controls (n=154) % 
      

 Sex     

 Male 3 (2%) 29 (19%) 

 Female 129 (98%) 125 (81%) 

 Mean Age 37,1 (±10,5)  33,5 (±13,4)  

 Clinical Manifestations     

 Cutaneous 89 (64%)    

 Photosensitivity 85 (61%)    

 Lupus arthritis 88 (63%)    

 Ulcer 29 (20%)    

 Hematologic 82 (59%)    

 Nephritis 58 (42%)    

 Neurological 12 (8%)    

 Fan 114 (82%)    

 Immunologic 44 (32%)    

 Anti-DNA 37 (27%)    
      

 

 

SNPs  allelic  and  genotypic  frequencies  were  in  Hardy–Weinberg  equilibrium  in 

 

patients and controls. Minor alleles and genotypes frequencies are reported in table 2. 
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Table 2. Genotype and allelic frequencies of inflammasome SNP polymorphisms in SLE patients and healthy controls 

(HC). 
 
 

Gene SNP ID 
Minor Allele/ SLE HC 

p-value OR 95%IC  
Genotype (n=132) (n=154)       

         

 
NLRP1 rs2670660 

G 100 (0.40) 110 (0.41) 0.982 0.982 0.68 – 1.41 
 

A/A-A/G-G/G 43-62-19 47-66-22 0.985 
  

     

 
NLRP1 rs12150220 

T 65 (0.26) 87 (0.30) 0.388 0.837 0.58 – 1.24 
 

A/A-A/T-T/T 68-47-9 75-55-16 0.607 
  

     

 
NLRP4 rs455060 

G 83 (0.33) 111 (0.37) 0.369 0.837 0.57 – 1.21 
 

A/A-A/G-G/G 58-51-16 59-69-21 0.526 
  

     

 
AIM2 rs2276405 

T 5 (0.02) 6 (0.02) 1 0.873 0.20 – 3.48 
 

C/C-C/T-TT 112-5-0 117-6-0 1 
  

     

 
AIM2 rs35130877 

G 0 0 - - - 
 

T/T-G/T-T/T 126-0-0 152-0-0 - 
  

     

 
CARD8 rs2043211 

T 63 (0.27) 73 (0.24) 0.611 1.10 0.72 – 1.68 
 

A/A-A/T-T/T 58-51-6 84-59-7 0.681 
  

     

 
CASP1 rs572687 

A 42 (0.16) 50 (0.18) 0.818 1.07 0.66 – 1.72 
 

G/G-A/G-A/A 89-32-5 95-44-3 0.439 
  

     

 
IL1B rs114363 

T 74 (0.29) 86 (0.31) 0.705 0.928 0.62 – 1.36 
 

C/C-C/T-T/T 60-58-8 67-58-14 0.496 
  

     

 
IL1B rs114364 

A 42 (0.18) 53 (0.20) 0.732 0.916 0.56 – 1.47 
 

G/G-A/G-A/A 79-28-7 87-41-6 0.555 
  

     

 
IL18 rs1946519 

A 93 (0.40) 114 (0.43) 0.648 0.918 0.63 – 1.33 
 

C/C-A/C-A/A 41-53-20 46-60-27 0.876 
  

     

         

 
 
 
 

SNPs of the 3 inflammasome receptors genes, NLRP1, NLRC4 and AIM2, were not 

significantly associated to SLE (p ≥ 0.05) (Table 2). The AIM2 rs35130877 variation has not 

been found in our groups of patients and controls. 

 
The rs2043211 polymorphism in the adaptor molecule CARD8 was not associated 

with SLE (p=0.611), as well in the effector molecule CASP1 (p=0.818). No statistically 

significant differences were found in IL-1B and IL18 for allele and genotypes frequencies 

between cases and healthy controls (p ≥ 0.05). 

 
No linkage disequilibrium (LD) was found for polymorphisms within the same gene 

with the exception of rs114363 and rs114364 in IL-1B (D’=100). The three haplotypes (G-C, 

T-G, C-A) resulting from Haploview analysis were not differentially distributed between SLE 
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and HC (Table 3). NLRP1 haplotypes rs12150220 and rs2670660 were calculated considering 

their previously reported LD
24,25

 and the D’ border-line value (D’=81). As shown in Table 3, 

the four haplotypes (A-A, T-G, A-G and T-A) were not significantly differently distributed 

between SLE and HC. 

 

Table 3. Distribution of inflammasome gene haplotypes between SLE patients and HC.  
 

Haplotypes 
SLE HC 

p-value OR 95%IC  
(n=132) (n=154)      

 NLRP1 (D’=78)      

 A-A 0.575 0.546 Ref 1 Ref 

 T-G 0.238 0.248 0.76 1.07 0.71 – 1.60 

 A-G 0.163 0.158 0.82 1.06 0.64 – 1.77 

 T-A 0.023 0.049 0.10 2.63 0.83 – 8.29 
       

 IL-1B (D’=100)      

 C-G 0.531 0.497 Ref 1 Ref 

 T-G 0.289 0.309 0.53 1.13 0.77 – 1.66 

 C-A 0.180 0.194 0.59 1.13 0.73 – 1.74 
       

 

 

The presence of different clinical manifestations in SLE may possibly be related to 

dysfunction of inflammasome as malar rash, photosensitivity, arthritis, nephritis, neurological 

and hematological abnormalities. We observed the association between some inflammasome 

genes SNPs and the occurrence of patients’ clinical manifestations, resulted in SLE-

subgroups/HC comparisons as reported in Tables 4 and 5. 

 
For the IL18 rs1946519 the genotypes C/A (OR=2.34, p=0.024) and A/A (OR=4.65, 

p=9.49e-05) were more frequent in SLE patients with malar rash in respect of health control, 

conferring risk to this manifestation (Table 4). 
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Table 4. Association of polymorphisms of IL18 gene in SLE patients classified according to the 

presence of malar rash (SLE-MR). 
 

   SLE 
HC 

P-value; OR[95%IC] 
 

SNP ID 
     

  
SLE/MR+ SLE/MR- (n=154) 

SLE/MR+ vs.SLE/MR- SLE/MR+ vs. HC 
   
   

n=89(%) n=32 (%) 
 

      
        

 rs1946519 – IL18       

 Allele C 112 (63) 28 (52) 152 (57) 1 1 

  
A 66 (37) 26 (48) 114 (43) 

0.155; 0.766; 
  

0.635 [ 0.32 – 1.23] 1.31 [0.34 – 4.64]       

 Genotype C/C 13 (15) 6 (22) 46 (35) 1 1 

  
C/A 40 (45) 14 (52) 60 (45) 

0.179; 0.024; 
  

2.17 [0.68 – 6.86] 2.34 [1.07 – 5.36]       

  
A/A 36 (40) 7 (26) 27 (20) 

0.192; 9.49e-05; 
  

2.33 [0.54 – 9.95] 4.65 [2.0 – 11.3]       

 
 
 
 

IL1B rs1143643 minor T allele (OR=0.50, p=0.021) as well as the C/T (OR=0.143, 

p=0.034) and T/T (OR=0.205, p=0.028) genotypes were associated to photosensitivity, 

showing less susceptibility to the development of this clinical manifestation in the patients 

who carry this allele and/or genotype in respect of the patients who do not (Table 5). No 

association was found for the others SNPs and others clinical presentations (p ≥ 0.05). 

 
 
 
 

Table 5. Association of polymorphisms of IL1B gene in SLE patients classified according to the 

presence of photosensivity (SLE-Photo). 
 

    SLE 
HC 

P-value; OR[95%IC] 
 

SNP ID 
      

  
SLE/Photo+ SLE/Photo- (n=154) SLE/Photo+ 

SLE/Photo+ vs. HC 
   
   

n=85(%) n=38 (%) 
 

vs.SLE/Photo-      
         

 rs1143643 – IL1B        

 Allele C 130 (76) 47 (62) 192 (69) 1 1 

  
T 40 (24) 29 (38) 86 (31) 

0.021; 0.104; 
  

0.50 [0.26 – 0.93] 0.687 [0.43 – 1.08]        

 Genotype C/C 47 (55) 13 (34) 67 (48) 1 1 

  
C/T 36 (42) 21 (55) 58 (42) 

0.102; 0.678; 
  0.477 [0.19 – 1.15] 0.885 [0.48 – 1.6]        

  
T/T 2 (2) 4 (11) 14 (10) 

0.034; 0.028; 
  

0.143 [0.01 – 1.12] 0.205 [0.02 – 0.96]        

 
 
 
 

 



 

87 
 

Inflammasome expression analyses 
 
 
 

 

We investigated the relative mRNA expression of IL-1β, NALP1, NLRC4, AIM2, ASC 

and CASP1 genes in monocytes of eleven SLE patients and ten healthy controls (HC) and if 

their expression differs between the basal condition and after LPS+ATP stimulation. 

 
We evaluated the expression in unstimulated and LPS+ATP-stimulated monocytes to 

analyze its capacity to induce the expression in the studied inflammasome genes and IL-1β 

secretion in monocytes supernatants as marker of inflammasome activation. As shown in 

Figure 1, when we compared the gene expression between non-stimulated SLE monocytes 

and non-stimulated HC monocytes, NLRP1, NLRC4, CASP1 genes were upregulated in SLE 

patients, specially IL-1β presented a remarkable increment in SLE patients’ expression levels 

 
(5.45-fold, p=0.009) when comparing to HC monocytes. Basal NLRP1 (3.19-fold, p=0.037), 

 

NLRC4 (2.58-fold, p=0.043) and CASP1 (3.87-fold, p=0.026) expression levels were also 

found increased in resting SLE patients monocytes with respect to resting HC monocytes. 

 
AIM2 and ASC expression were not statistically different between non-stimulated SLE 

monocytes and HC non-stimulated monocytes (p=0.835 and p=0.395, respectively). 

 
When comparing inflammasome components gene expression between LPS+ATP-

stimulated SLE monocytes and LPS+ATP-stimulated HC monocytes, we also observed the 

upregulation of NLRP1, NLRC4, CASP1 and IL-1β genes in SLE patients: NALP1 (8.58-fold, 

p=0.005), NLRC4 (3.85-fold, p=0.05), CASP1 (6.29-fold, p=0.003), IL-1β (36.07-fold, 

p=0.002), as shown in Figure 1. There was no difference observed between expression of 

 
AIM2 and ASC after LPS+ATP stimulation (p=0.189 and p=0.118, respectively). 
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Figure 1. Relative gene expression of inflammasome genes. Among studied genes, we observed an 

increased upregulation of NLRP1, NLRC4, CASP1 and IL-1β genes in SLE patients, in relation to 
healthy controls, in both conditions: non-stimulated and LPS+ATP stimulation. The expression levels 
in healthy controls was set at 1 and is not shown in the graphic. 

 

 

IL-1β secretion was incremented in patients comparing to HC in unstimulated 

monocytes (mean=23.14 vs. 1.13 pg/ml) and after LPS (58.76 vs. 1.41pg/ml), LPS+ATP 

(421.48 vs. 217.2 pg/ml) and only ATP stimulus (62.91 vs. 11.13pg/ml). However, no 

statistical significance was observed (Figure 2). 
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Figure 2. IL-1β secretion in SLE patients and healthy control (HC) and 4 different treatments (Non-

stimulated, ATP-stimulated, LPS-stimulated and ATP+LPS-stimualted) in monocytes culture. 
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Discussion 
 
 
 

 

Multicellular organisms have evolved an intricate network signals that enable an 

efficient production of innate and adaptive immune responses to endogenous and exogenous 

antigens. The problem is when the generated response is changed and triggers exacerbated 

and chronic inflammation
7
. In this study, we demonstrated the relation between 

inflammasome SNPs and SLE clinical manifestation as well a chronic expression of some 

inflammasome components in monocytes of SLE patients. 

 

Although we did not observe a significant difference in the allelic and genotypic 

frequencies of inflammasome genes between SLE patients and controls, it is still possible that 

these molecules have an important role in the progression of the disease, as found in clinical 

manifestations and genetic expression analyzes. 

 

Glinsky
26

 hypothesized that NLRP1 may constitute a predisposing genetic locus for 

human common diseases such as inflammatory disorders even if SLE has not been 

specifically considered. However, in our population, we could not correlate this data, since we 

did not found direct evidence between the presence of mutations and the development of SLE, 

neither to NLRP1 gene nor to another NLR receptor, NLRC4. The same was observed to 

 

AIM2 gene, also described as a good candidate because of its ability to recognize cytoplasmic 

DNA, and its possible role in the production of anti-DNA autoantibodies
27

, however no 

association was found to the development of SLE in our patients. 

 
Considering the inflammasome SNPs in SLE clinical manifestations, we observed the 

association between IL-18 rs1946519 SNP [C>A] and malar rash, a common cutaneous 

alterations in the disease. Patients with malar rash presented a higher frequency of C/A and 

A/A genotypes in relation to the control group, conferring risk for the development of this 

symptom. This SNP is located in the promoter region of IL-18 gene (known as -656) and is 

related to increased levels of serum IL-18, increasing an inflammatory response
28

. Several 
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studies reported increased serum IL-18 in SLE patients
29-31

. This IL-18 expression 

dysregulation might explain the elevated levels of IL-18 found in SLE subjects and its 

pathogenic function, since its levels are correlated with disease activity and renal, 

cardiovascular, and cutaneous manifestations of SLE
32

. Moreover, patients with Lupus 

nephritis (LN) had higher levels of serum IL-18 compared to those without LN, and kidney 

biopsies from the former showed IL-18-positive glomeruli
31

. Lin et al.
28

 demonstrated that 

polymorphisms in -656, -607 and -137 positions of the promoter region of IL-18 in SLE 

patients from Chinese population were associated with disease susceptibility, contributing to 

the genetic background of SLE pathogenesis. Although the inflammasome itself has not been 

well studied in relation to SLE cutaneous manifestations, the inflammasome-activated 

cytokine IL-18 has been proposed as an important pathogenic mediator of cutaneous lesions
7
. 

This cytokine is highly upregulated in biopsy samples of lesional skin from cutaneous lupus 

patients
33

. IL-18 exposure induces upregulation of MHC class II and the chemokine 

CXCL10, which may be important for the recruitment and activation of inflammatory cells
34

. 

 
We observed yet association of IL1B rs1143643 SNP [C>T] with photosensitivity, 

another SLE clinical manifestation. Patients without photosensitivity presented a higher 

frequency for the minor T allele and T/T genotype in relation to patients with it and the 

control group, giving rise a less susceptibility to the development of this manifestation. This 

SNP is located in the intron 6 of IL1B gene, a splicing regulation region, that possible can 

generate a dysfunctional protein, what could be protective against the development of 

photosensitivity. A preliminary study showed that IL-1 blockade with anakinra provided 

therapeutic benefit for patients with SLE
35

. Additionally, both IL-1β and IL-18 are involved 

in disease progression in the mouse model of lupus, suggesting the involvement of least one 

inflammasome in the production of them
36,37

. 

 
The gene expression profile of SLE patients for inflammasome components showed an 

upregulation for four inflammasome genes in both resting and LPS+ATP-stimulated 
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monocytes when comparing to healthy individuals. Remarkably, SLE patients displayed an 

upregulation of NLRP1 (3.19-fold), NLRC4 (2.58-fold), CASP1 (3.87-fold) and especially 

 
IL1B (5.45-fold) genes in resting monocytes, suggesting us that inflammasome is 

constitutively activated in SLE patients in response to frequently damage signs release in the 

disease. Immune complexes formed secondary to antibody recognition of DNA or RNA 

antigens have been shown to stimulate inflammasome activation through upregulation of 

TLR-dependent activation of NF-kB and subsequent activation of the NLRP3 

inflammasome
38,39

. In LPS+ATP-stimulated monocytes, SLE patients also showed an 

inflammasome upregulation for these genes in respect to controls, higher than in resting 

monocytes, which indicates that cells are dramatically sensitized to ligands and respond 

quickly for signs of stimulation, playing an important role in lupus progression. Thereby, the 

upregulation of inflammasome components is expected as in autoimmune diseases there are 

abundant release of DAMPs upon tissue damage, which may activate the inflammasome
7
. 

Therefore, besides the excessive IL-1β secretion, the deregulated activation of these 

complexes may exacerbate the cell death, contributing to the inflammatory process and its 

maintenance in SLE disease. 

 

These differences in inflammasome genes expression between patients and healthy 

controls are underlined by the results observed analyzing IL-1β secretion in monocytes 

supernatants. In all studied conditions, the SLE monocytes secreted higher amounts of IL-1β. 

 
The exact mechanisms responsible for the production and secretion of IL-1β remain unclear, 

but two signals are traditionally required. The first signal, in our case LPS, induces the 

transcription of pro-IL-1β and inflammasome subunits
40,41

. The second signal promotes rapid 

activation of caspase-1 and then secretion of mature IL-1β. This second signal is provided by 

reduction of intracellular K+ generated by ATP
42,43

. Interestingly, the resting and ATP-

stimulated monocytes from patients showed higher IL-1β secretion, indicating the constitutive 

production of pro-IL-1β in SLE monocytes independently of stimulus. 
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In conclusion, our results indicate that the inflammasome is an important player in 

lupus pathogenesis. SNPs in genes of inflammasome components are involved in the disease 

and a chronic expression of some of them was observed, indicating a dysfunction of this 

protein complex in SLE disease. 
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8. Conclusões Gerais 

 

1. Nossos resultados indicam que a presença de SNPs na região 3’UTR do gene NLRP3 
 

encontraram-se associadas a menor susceptibilidade ao desenvolvimento do LES. 
 

 

2. A presença de SNPs na região 3’UTR do gene NLRP3 encontraram-se associadas a menor 

susceptibilidade ao desenvolvimento de nefrite lúpica. 

 
 
3. A expressão do gene NLRP3, através da quantificação relativa do RNAm em sangue 

periférico, apresentou-se aumentada nos pacientes com LES em relação ao grupo controle. 

 
 
4. Neste estudo, não foi encontrada evidências estatísticas da associação dos polimorfismos 

nos genes NLRP1, NLRC4, AIM2, CARD8, CASP1, IL1B e IL18 à susceptibilidade ao LES 

em nossa população; 

 
 
5. Os  pacientes  com  LES  que  apresentaram  SNPs  na  região  promotora  do  gene  IL18 
 

apresentaram risco aumentado para o desenvolvimento de alterações cutâneas; 
 

 

6. Os pacientes com LES que apresentaram SNPs na região codificante do gene IL1B 

apresentaram menor risco para o desenvolvimento de fotossensibilidade; 

 

 

7. Os genes NLRP1, NLRC4, CASP1 e IL1B apresentaram expressão aumentada nos 

monócitos de pacientes com LES em relação aos dos indivíduos controle tanto na condição 

basal quanto após estimulação com LPS+ATP. 

 
 
8. Não foram observadas diferenças estatísticas entre os dados de quantificação de IL-1β nos 
 

sobrenadantes de culturas dos grupos de LES e controles. 
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9. Anexo - Aprovação do Comitê de Ética 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


