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RESUMO

Vitiligo € uma doenga crbénica e adquirida da pigmentacdo cutanea,
multifatorial e poligénica, caracterizada clinicamente por maculas e manchas
acrbmicas na pele e mucosa, podendo levar também a despigmentagado de
pelos, resultantes da auséncia de melandcitos funcionais nas areas acometidas.
Diversas hipoteses tentam explicar o desenvolvimento da doencga, entre elas a
autocitotéxica, neural, autoimune e, mais atualmente, a melanocitorragica, na
qual uma agressdao mecanica leva ao desprendimento do melandcito do tecido
ao seu redor, com consequente eliminagao transepidérmica do mesmo. Varios
estudos tém demonstrado a importdncia da genética na suscetibilidade ao
vitiligo, estudos de genética epidemioldgica demonstrando associagédo do gene
DDR1 com a doenga, bem como dados funcionais que evidenciam alteracbes na
expressao imunoistoquimica da molécula de adesdo DDR1 em pele de pacientes
com vitiligo dao suporte a hipétese da melanocitorragia. O objetivo deste estudo
foi investigar possivel associagao entre vitiligo e polimorfismos dos genes CDH1,
NOV e IL1B, relacionado a via de adesao de melanécitos. A populagao estudada
foi formada por 212 familias nucleares compostas por individuos afetados com
vitiligo e seus pais, procedentes dos estados de Santa Catarina e Parana. Para
replicar nossos achados uma amostra caso-controle independente foi utilizada
em uma populagao composta por 131 casos e 119 controles pareados por idade,
sexo e etnia. Nossos resultados mostram evidéncia de associagéo entre o vitiligo
per se e o alelo T do marcador rs10431924 do gene CDH1. Nao foi demonstrada
associagao com outros marcadores estudados. A andlise caso-controle para o
marcador rs10431924, detectou associagdo com significAncia estatistica
marginal. Uma analise combinada das duas populag¢des confirmou a associagao.
Estratificacdo da amostra demonstrou concentragédo do sinal de associagao para
presenca de autoimunidade nas anadlises de familias e caso-controle. Estes
dados sugerem que o gene CDH1 pode apresentar um papel na suscetibilidade
ao vitiligo, especialmente nos pacientes portadores de comorbidades
autoimunes.

Palavras-Chave: Vitiligo, CDH1, NOV, IL1B, autoimunidade, polimorfismos



ABSTRACT

Vitiligo is an acquired depigmenting disorder characterized by chronic and
progressive loss of functional melanocytes from the epidermis, resulting in
achromic macules and patches of the skin, sometimes affecting the hair follicles.
Theories have been proposed to explain the pathogenesis of vitiligo, among them
the cytotoxic, neural, autoimmune and recently the melanocytorragic, based on
the hypothesis that the disease is caused by a defective adhesion of the
melanocytes and that mechanical friction leads to detachment and
transepidermal loss of pigment cells of the epidermis. The importance of a
genetic factor in the susceptibility of vitiligo has been demonstrated, genetical
epidemiologic studies reporting the association of the DDR1 gene with the
disease and functional studies showing different immunohistochemical
expression of DDR1 supports the melanocitorragic hypothesis. The objective of
this study was to investigate the association of polymorphisms of the genes
CDH1, NOV and IL1B, involved in the melanocytes adhesion pathway. We
studied a population sample of 212 family trios composed by affected individuals
and their parents from the south of Brazil. To replicate our findings, we used an
independent case—control population sample composed of 131 vitiligo patients
and 119 control individuals fully matched by age, gender, and ethnicity. Our
results show positive evidence of allelic association between vitiligo and the T
allele of marker rs10431924 of CDH1. No evidence of association was observed
for any of the additional markers tested. The independent, case-control analysis,
performed only for rs10431924, also detected association, with borderline
significance. A combined analysis using the cases from both samples and the
controls from the case-control population confirmed association between
rs10431924 and vitiligo. Stratified analysis revealed that the evidence for
association between rs10431924 and vitiligo in the family-based sample was
concentrated among the trios presenting autoimmune comorbidity, a finding again
replicated in the case-control and the combined population. Our data suggest that
the CDH1 gene may play a role in the susceptibility to vitiligo, especially in the
presence of autoimmune comorbidities.

Key words: Vitiligo, CDH1, NOV, IL1B, autoimmunity, polymorphism.
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1 INTRODUGAO

1.1 DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA DO VITILIGO

Vitiligo € um distarbio cronico e adquirido da pigmentacdo cutanea,
caracterizado clinicamente pelo desenvolvimento de maculas ou manchas
acrbmicas na pele, de tamanhos variados e despigmentacédo de pelos. Trata-se
de uma dermatose com impacto significativo na qualidade de vida (1).
Melanécitos das leptomeninges, epitélio pigmentar retiniano, trato uveal e ouvido
interno também podem ser acometidos (2).

O vitiligo acomete igualmente os sexos, podendo se manifestar em
qualquer idade. Em um estudo realizado no sul do Brasil, a idade média de inicio
do vitiligo foi de 13 anos na forma segmentar, 22 anos na forma vulgar e 28,5
anos na forma acrofacial (3). A prevaléncia do vitiligo, de acordo com a
populacao estudada, pode variar de 0,4% (4) a 1,8% (5).

O vitiligo é aceito como uma doenga de base autoimune, o achado de
anticorpos anti-melanécitos e a presenga de resposta imune celular contra os
melandécitos apoiam este mecanismo fisiopatogénico. Estudos epidemioldgicos
mostram associagdo de outras doencas autoimunes com vitiligo. Um estudo
mostrou uma incidéncia de 19,4% de tireoidite autoimune em portadores de
vitiligo caucasianos, sendo que na populagéo normal sua incidéncia é de 2,39%.
Outras comorbidades autoimunes também tiveram sua incidéncia elevada, como
anemia perniciosa, doenga de Addison, lupus eritematoso e doencgas inflamatoria
intestinais (Doenga de Crohn e colite ulcerativa) (6). Em uma populagao chinesa,
demonstrou-se uma incidéncia de 7,77% de doenga autoimune associada ao
vitiligo, menor, portanto, que a observada em caucasianos; o que coincide com
observagado independente de que chineses tém menor incidéncia de doenca

inflamatdria intestinal quando comparada aos caucasianos (7).
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1.2 HISTORICO

O termo vitiligo deriva do latim vitium, que significa marca ou mancha.
Acredita-se que as primeiras descricdes desta doenga datam de 1500 anos
antes de cristo: textos védicos, base das escrituras sagradas do hinduismo e do
Egito antigo fornecem registros de descricdo de maculas desprovidas de
pigmentacgao (8).

O estigma causado pelo vitiligo, fato identificado ainda nos dias de hoje
pelo grande impacto psicossocial desta doenca, tem sido relatado na histdria.
Em textos hindus, individuos que cometessem ofensas por insultar mentores
religiosos (guru droh) sofreriam de vitiligo em sua préxima vida. Em referéncias
biblicas no antigo testamento, mais especificamente no levitico 13, encontramos
o termo hebraico Zoraat, este se refere a um grupo de doengas classificadas em
5 categorias; manchas brancas propriamente ditas, manchas brancas
associadas a pelos brancos, pelos brancos associados com inflamacéo,
manchas brancas com descamacdo e manchas brancas com atrofia; destas
descrigdes, as duas primeiras sao provavelmente relacionadas ao vitiligo. O
termo Zoraat foi inadequadamente traduzido nas versdes de lingua grega e
inglesa da biblia como “lepra branca”. Este equivoco de traducdo pode ter
contribuido para o estigma e impacto social das “manchas brancas” (9). Na
Europa da idade média, o vitiligo ndo era bem conhecido, sendo confundido com
outras doengas caracterizadas por hipopigmentagcédo, especialmente a “lepra’,
motivo pelo qual estes pacientes eram perseguidos e obrigados a viver em
isolamento, junto com outros doentes considerados “leprosos” (8).

Somente no século XIX ocorreram maiores avangos no conhecimento do
vitiligo: Moritz Kaposi, em Viena, foi o primeiro a descrever caracteristicas
histopatolégicas do vitiligo, como a auséncia de granulos pigmentares nas cristas
epidérmicas. No mesmo século, Pierre Louis Alphée Cazenave, dermatologista
francés, descreveu a relagao entre vitiligo e alopecia areata, talvez o primeiro
relato correlacionando o primeiro com outra doeng¢a autoimune. Ao mesmo
tempo, Isidor Neumann em Viena e Louis-Anne-Jean Brocq em Paris descreviam

a correlagao de fatores emocionais com a piora do vitiligo (8).
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1.3 ASPECTOS CLINICOS DO VITILIGO

O vitiligo é uma doencga caracterizada por hipopigmentacéo cuténea, onde
a perda de melandcitos funcionais leva ao aparecimento de manchas acrémicas
na pele. O aparecimento das les6es pode ocorrer em qualquer idade, porém é
mais comum em adultos jovens (10). Os portadores de vitiligo apresentam
maculas ou manchas acrbmicas em numero e distribuicdo variavel,
frequentemente sao simétricas, com crescimento progressivo. Os pelos em
areas de vitiligo também podem perder sua pigmentagdo. Com a progressao da
despigmentagao, um aspecto tricromico pode aparecer, com um centro branco,
uma area hipopigmentada e a pele normal ao redor — por vezes, uma borda
hiperpigmentada pode estar presente. Em vitiligo, ndo ocorre alteragdo da
superficie da pele e eritema inflamatério € visto ocasionalmente (11).

As lesbes crescem de forma centrifuga, de maneira imprevisivel, podendo
acometer qualquer regido do corpo, inclusive mucosas. As regides mais
frequentemente acometidas sao os dedos, pulsos, axila, regido inguinal e regides
periorificiais, como a regiao perioral, palpebras e genitalia. Lesdes de vitiligo
também podem ser desencadeadas por trauma local — o chamado fenbmeno de
Kdéebner, geralmente em areas como cotovelos e joelhos (12).

O exame com a lampada de Wood, instrumento portatil que emite luz
ultravioleta, em ambiente escuro, € usada para o diagndéstico do vitiligo e fornece
informacbes adicionais quanto a extensdo, atividade de lesdo e resposta

terapéutica, especialmente em individuos de pele clara (fototipos | e II) (11).

1.4 CLASSIFICAGAO DO VITILIGO

De acordo com Nordlund o vitiligo pode ser classificado em localizado,
generalizado e universal (13). Em 2007 o Vitiligo European Task Force propds
um novo esquema de classificacdo, visando padronizar estudos, métodos de
avaliagao e possibilitar estudos de meta-analise. A proposta divide o vitiligo em
dois grandes grupos: generalizado (ou ndo segmentar) e segmentar, sendo que

o primeiro inclui as formas acrofacial, vulgar e universal. O vitiligo vulgar se
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caracteriza pela presencga de lesbes multiplas, por vezes simétricas, geralmente
com aumento progressivo, a forma acrofacial apresenta predominio de lesdes
em face e extremidades e na forma generalizada ocorre disseminagao das
lesdes de vitiligo (14). O vitiligo segmentar € representado por lesdes de
distribuicdo dermatomal, unica ou multiplas. O vitiligo focal foi considerado um
subtipo indeterminado, que pode fazer parte dos dois grupos, sendo uma leséo
que ndo tem distribuicdo dermatomal, com um tamanho de 10 a 15cm?, que
podera progredir e ser classificada dentro de um destes grupos (15). Esta
classificagdo é interessante, pois separa subtipos de vitiligo que apresentam
comportamentos fisiopatogénicos e clinicos diferentes (tabela 1) (14).

A utilizagdo de uma classificagao funcional, como a sugerida por Huggins
visa separar tipos clinicos, que possam apresentar mecanismos fisiopatogénico
e comportamentos clinicos distintos (14). Em um estudo realizado em 586
portadores de vitiligo foi demonstrado uma associacdo de vitiligo e
autoimunidade em 52,6% na forma vulgar, 42,8% na acrofacial e 30% na
segmentar, a presenca de histéria familial de vitiligo foi de 40,6% na forma
vulgar, 25,1% na acrofacial e 19,7% na segmentar (3). Tais resultados sao
importantes, pois sugerem que mecanismos fisiopatogénicos distintos em
diferentes fendtipos da doenca podem ter importancia na analise de estudos

genéticos.

Tabela 1: Classificagao do Vitiligo (adaptado de: HUGGINS, 2005) (14).

N3o segmentar Segmentar
Frequéncia 72-95% 5-28%
e Bilateral geralmente simétrico; ndo . S
Distribuicao ' & ! Unilateral; dermatomal; assimetrico.
dermatomal.
Inicio Qualguer idade Precoce

Curso da Doenca

Provavel Etiologia

Associacdo
Autoimune

Variavel, com surgimento de novas leses
ao longo da vida

Autoimune

Forte

Rapido surgimento inicial, com
interrupcdo da progressdo das lesdes apds
1ano

MNeural

Raro
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Recentemente, um painel internacional de especialistas em vitiligo reuniu-
se em Bordeaux na Franga (16), em busca de um consenso para classificacéo
da doencga. Como resultado, apresentou-se um protocolo de classificagdo do
vitiligo em trés grupos:

* Vitiligo ndo segmentar — Compreende os subtipos acrofacial, mucoso
(mais de uma regido mucosa acometida), generalizado, universal e misto
(associado com vitiligo segmentar);

* Vitiligo segmentar — Com um, dois ou mais dermatomos;

* Vitiligo indeterminado ou inclassificavel — focal e mucosa (uma regiao

mucosa acometida).

1.5 HISTOPATOLOGIA DO VITILIGO

O diagnéstico do vitiligo € primariamente clinico, porém a bidpsia pode
auxiliar no diagnéstico diferencial com outras discromias em casos ambiguos
(12). O vitiligo tem como caracteristica central a destruicdo de melandcitos na
juncao dermo-epidérmica. Histopatologicamente, o achado mais encontrado nas
lesdes de vitiligo € a perda de melandcitos e melanina e um infiltrado
monomorfonuclear variavel. A periferia das lesdes, especialmente areas
clinicamente hipopigmentadas, podem apresentar alguns melandécitos DOPA-
positivos e alguns granulos de melanina na camada basal (17).

Lesbes precoces podem apresentar um infiltrado inflamatério superficial
perivascular e ocasionalmente infiltrado liquendide. Areas focais de degeneracéo
vacuolar na jungdo dermo-epidérmica, associada com infiltrado
monomorfonuclear, foi relatada. Coloragdes especificas para melanina, como
Fontana-Masson, e exame imunoistoquimico com anticorpos marcadores de
linhagem melanocitica, mostram auséncia de melanécitos em lesbes bem

estabelecidas de vitiligo (18).

1.6 FISIOPATOGENIA DO VITILIGO
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A etiologia do vitiligo permanece desconhecida; porém, algumas hipoteses
sdo propostas para tentar explicar a destruigdo dos melandcitos, entre elas, as
hipéteses autoimune, neural, autocitotéxica e melanocitorragica. Estes
mecanismos por vezes podem se sobrepor e todos parecem estar sobre

influéncia de um fator de suscetibilidade genético (Figura 1).

Genética

adesdo

Autocitotdxica

Figura 1: Modelo de interagcdo entre as diversas hipdteses fisiopatogénicas e suscetibilidade

genética.

1.6.1 Hipdtese autoimune

A teoria autoimune é a mais aceita para explicar a ocorréncia do vitiligo.
Diversas observagdes sugerem que a autoimunidade contra os melandcitos € um
mecanismo fisiopatogénico importante. O vitiligo se associa a doencas
autoimunes de diferentes 6rgaos, como tiredide, anemia perniciosa, doenga de
Addison, doenca inflamatéria intestinal, entre outras, o que sugere a existéncia
de mecanismos fisiopatogénicos e genéticos comuns. Auto-anticorpos contra
melandcitos foram descritos por diversas técnicas no soro de portadores de
vitiligo, ja tendo sido também demonstrado auto-anticorpos contra tirosinase,

uma enzima importante para a melanogénese (19).
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Além do papel importante dos auto-anticorpos, estudos sugerem a acgéao
da imunidade celular no vitiligo. Em pacientes onde ¢é evidenciada a presencga de
atividade inflamatdria, foi demonstrada a presengca de macrofagos e células T,
paralelamente a agressao dos melanécitos (20). Na pele perilesional, o infiltrado
de células T apresenta aumento da relagcdo CD8/CD4 e aumento da expressao
do antigeno linfocitario cutaneo, também foi evidenciado aumento da expresséo

das moléculas HLA-DR pelos melandcitos (19).

1.6.2 Hipdtese autocitotoxica

Pesquisadores sugerem a hipodtese de que o vitiligo seja uma doenca
epidérmica, caracterizada por um desequilibrio bioquimico que leva a inibicdo da
tirosinase e agressdo dos melandcitos por radicais livres de oxigénio (21). Na
pele normal, a L-tirosina € um substrato para a sintese da melanina; é proposto
que portadores de vitiligo tenham atividades baixas da enzima 4a-hidroxi-BH4
desidratase, levando a um aumento de perdxido de hidrogénio na epiderme e
inibicdo da fenilalanina hidroxilase, que converte a L-fenilalanina em L-tirosina,
ocasionando um defeito na sintese da melanina; os mesmos autores sugerem
que a atividade baixa da catalase na epiderme de portadores de vitiligo, levem a

um aumento de toxicidade pelo perdxido de hidrogénio (19).

1.6.3 Hipdtese neural

A hipotese neural € embasada clinicamente na ocorréncia do vitiligo
segmentar, seguindo um trajeto neural. Foi evidenciado, em avaliagao ultra
estrutural de nervos em areas de lesao de vitiligo, um aumento da membrana
basal das células de Schwann (22). Este mecanismo é supostamente causado
direta ou indiretamente por uma reacdo inadequada de células pigmentares
derivadas da crista neural a neuropeptideos, catecolaminas ou seus metabdlitos.
Embora ndo se conheca muito do efeito de neuropeptidios em melandcitos

humanos, o sistema nervoso pode ter alguma acdo em melandcitos,
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especialmente pela secreg¢ao de peptideos relacionados a calcitonina, este esta

aumentado em fibras nervosas de pele lesional (23).

1.6.4 Hipdtese melanocitorragica

Esta teoria propde que a despigmentagcédo do vitiligo € resultado de um
defeito de adesao do melandcito, que levaria ao desprendimento desta célula da
membrana basal da epiderme e sua eliminagao transepidérmica, fendmeno
denominado melanocitorragia (23). Este mecanismo fisiopatogénico pode ser
induzido pelo fenbmeno de Koebner, sendo uma resposta alterada do melandcito
frente a friccdo da pele. Além disso, recente estudo genético encontrou evidéncia
do envolvimento de polimorfismos do gene DDR1 implicado na via de adesao de
melanécitos, no risco de ocorréncia do vitiligo, sendo esta a primeira evidéncia
da existéncia de genes da via de adesao de melandcitos envolvidos no controle

da suscetibilidade ao vitiligo (24).

1.7 GENETICA DE DOENGAS COMPLEXAS

O avango da genética molecular levou a identificacdo de defeitos
cromossémicos e genes mutantes unicos, causadores de doengas que seguem
um padrao mendeliano bem definido. Porém, doencas complexas dependem de
multiplos fatores genéticos (poligénicas) e ambientais, que interagem de maneira
complexa, sendo a identificacdo destes genes um desafio para a genética
moderna. Algumas ferramentas vém sendo usadas nos estudos genéticos de
doengas complexas, como estudos de genética epidemioldgica, estudos de
genes e regides cromossOmicas candidatas, e estudos pan gendmicos de
ligacao e associagao (25).

As andlises de genética epidemioldgica sao importantes para se identificar
a influéncia de fatores genéticos em uma doenga. A observagdo de uma
concentracdo de casos em familias, identificadas por estudos de agregacéao
familial, bem como uma maior concordancia da ocorréncia da doenca entre

gémeos monozigdéticos quando comparados com gémeos dizigéticos, apoiam a
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hipotese da existéncia de um componente genético por tras do fendtipo. Outro
método importante € a analise de segregagao complexa, que avalia como a
doenca esta distribuida em uma colegao de pedigrees, com o objetivo de definir
o0 modelo de heranga genética que melhor explica os dados observados.

Estudos de genes e regides gendmicas candidatas sdo baseados em
conhecimentos prévios de que este gene ou regido tém uma relagcéo funcional
com a doencga; por exemplo, uma estratégia interessante € o estudo de vias
bioldgicas importantes para a doenga em estudo. Os genes candidatos também
podem ser identificados por uma estratégia posicional, definida a partir da
identificacédo de regides cromossOmicas por anadlise de ligagdo, como sera
discutido mais a frente. Como alternativa, estudos de scan genémico, de ligacéo
ou associagao, utilizam um mapeamento genético extenso (gendmico), livres (ou
geradores) de hipdtese.

Estudos de ligagdo bem sucedidos localizam /oci co-segregando com o
fendtipo de interesse em regides gendmicas que compreendem dezenas de
genes. Assim, a definicdo exata do(s) gene(s) envolvido(s) no controle do
fendtipo em questdo depende de estudos adicionais, geralmente de associagao,
envolvendo genes candidatos localizados na regido genémica identificada na
analise de ligacdo. Mais recentemente, tornaram-se possiveis os estudos de
scan genOmico de associagao (em inglés, Genome Wide Association Studies,
GWAS), nos quais centenas de milhares de SNPs sé&o testados, em um método
livre de hipotese prévia, em um grande numero de individuos. Estes estudos sao
considerados uma ferramenta poderosa para a investigacdo de doencas
complexas (26); porém, sao aspectos a serem avaliados criticamente nestes
estudos: a possibilidade de falsos positivos, devido a multiplicidade dos testes
estatisticos; e a possibilidade de se identificar SNPs com valor de p
significativos, porém com riscos relativos muito baixos (<1,5) e sem qualquer
relevancia bioldgica estabelecida. Em ambos os casos, é extremamente
importante a realizacido de estudos de replicagdo, para a confirmagao destes
achados (27).
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1.8 GENETICA DA SUSCETIBILIDADE AO VITILIGO

1.8.1 Estudos de genética epidemioldgica

Estudos de genética epidemioldgica apoiam a hipétese do vitiligo ser uma
doencga de base genética. Em 1959, Lerner demonstrou agregagao familial em
38% dos casos (10); estudos de gémeos demonstram maior taxa de
concordancia da doenga em gémeos monozigéticos quando comparados aos
dizigdticos (28), e estudos de anadlise de segregagcao complexa sugerem um
modelo genético para a doenca (29). O vitiligo apresenta alto indice de
agregacao familial, porém nao é herdada de uma forma Mendeliana, sendo
resultado de interagdes epistaticas de alelos em dois ou mais loci, caracteristicas
de heranga poligénica e multifatorial (29).

Tabela 2: Genes estudados para vitiligo por diferentes métodos de genética epidemioldgica

Locus Gene Método
1p13.3-p32.2 AIS1 (FOXD3) Ligagio, Clonagem Posicional
1p13 PTPN22 Associagdo
2p21 VIT1 (FBXO11) Analise de Expressdo
2q33 CTLA4 Associagdo
3p14.1-p12.3 MITE Ligagao
6p21 DDR1 Associagdo
6q25.1 ESR Associagdo
7 AlIs2 Ligacdo, Associagdo
8 AIS3 Ligagdo
10q11.2-g21 MBL2 Associagdo
11p13 CAT Associagdo
12q12-q14 VDR Associagdo
12q13 MYG1 Analise de Expressao
14q22.1-q22.2 GCH1 Associagdo, Sequenciamento
17p13 NALP1 (SLEV1) Ligag3o, Associagdo
17923 ACE Associagdo
21q22.3 AIRE Ligagdo, Sequenciamento, Associagdo
22q11.2 COMT Associagdo
22q12 XBP1 Associagdo

Adaptado de: SPRITZ, R.; The genetics of generalized vitiligo and associated autoimmune
diseases. Pigment Cel Res 2009, 20 (5), p271-278 (30).
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1.8.2 Estudos de genes/regides genbmicas candidatos(as)

Genes e regides genbmicas candidatas, tém sido investigadas
intensamente em portadores de vitiligo, utilizando diversas estratégias de
analises genéticas (tabela 2). Os primeiros estudos genéticos de associagao com
vitiligo foram estudos do tipo caso-controle, analisando a regido do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC, em inglés major histocompatibility
complex). Diversos estudos tém reportado associagao entre variantes de genes
HLA com a suscetibilidade para desenvolver vitiligo em diferentes grupos étnicos
(31-40) (tabela 3). Esses estudos foram realizados testando diversos marcadores
da regido do MHC em pacientes com diferentes fenétipos de vitiligo versus

controle, em populagdes de diferentes regides geograficas.

Tabela 3: Descrigao dos antigenos HLA associados ao vitiligo em diferentes grupos étnicos.

Populagao HLA associado Autor
Americana HLA-DR4 Foley e col, 1983
Kuwaitiana HLA-B21, Cw6, DR53 Al-fouzan e col, 1995
amgg;na HLA-A1, A2 A31, DR4, DQ3 Kachru e col, 1978; Dunston e col, 1990
Holandesa HLA-DR4, DR6 Venneker e col, 1993
ltaliana HLA-A30, Cwé, DR6, DR7,0Q3  vasecchie cg:h:gs;s;cglr'e;:gcg;a S R
Eslovena HLA-A2 DW7 Bluce e col, 1996
Omani HLA-DR7 Venkataram e col , 1995
Alema HLA-A2, DR12 Schallreuter e col, 1995
Turca HLA-DR3, DR4, DR7 Tastan e col, 2004
Saudita HLA-B7, Bw6, Cw6, Cw7, DR4 Abamni e col, 2006

Nota: Adaptado de Rezaei N, Gavalas NG, Weetman AP, Kemp EH. Autoimmunity as an
aetiological factor in vitiligo. J. Eur Acad Dermatol Venereol. 2007; 21(7): 865-76 (41).

Em geral esses estudos nao tém encontrado associagao consistente entre
a ocorréncia de vitiligo e alelos HLA, com exceg¢ao do alelo HLA-DR4. Uma
meta-analise, realizada por Liu e col., encontrou associagao entre vitiligo e HLA-
A2 (42). Estudos recentes, utilizando métodos moleculares mais robustos e

analise de associagdo baseada em familias encontraram associagao genética
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entre vitiligo generalizado e alelos dos genes HLA-DRB4*0101 e HLA-
DRB1*0303 em pacientes holandeses (43); alelos dos genes HLA-DRB1*0301,
HLA-DRB1*0401 e HLA-DRB1*0701 em turcos (40), alelos dos genes
DRB1*0701, DQB1*0201 e DPB1*1601 em eslovacos (44) e o alelo 122 do
microssatélite D6S265, localizado no cromossomo 6p21.3-p21.4 em colombianos
(45). Em familias multiplex caucasianas com vitiligo generalizado, o haplétipo
MHC classe Il HLA-DRB1*04-(DQA1*0302)-HLADQB1*0301 estava associado
tanto com aumento de risco ao vitiligo como com inicio precoce da doenca (46).
Em chineses da etnia Han, o haplétipo HLA A25-Cw*0602-DQA1*0302 estava
associado com vitiligo generalizado (47).

Associacao genética, em estudos do tipo caso-controle e baseado em
familias, foi relatada entre alelos de marcadores do gene LMP/TAP, localizado
na regidao MHC, com vitiligo generalizado de inicio precoce (48). Namian e col.
observaram que o polimorfismo funcional -308 do gene MHC classe Ill TNFA
determina a suscetibilidade ao vitiligo em iranianas do sexo feminino (p = 0,0001)
(49). O real significado dos inumeros achados de associagéo entre genes HLA e
vitiligo ainda é obscuro, em parte devido a associagdo desses genes com outras
doencas autoimunes. No entanto, essas iniciativas contribuiram para somar
evidéncias de que a doenga tem um componente autoimune na sua patogénese.

A investigacdo de genes candidatos localizados fora da regiao do MHC
tem levado a resultados promissores. Em uma analise de gene candidato
utilizando-se um desenho de associagao baseado em populacdes, Casp e col.
encontraram alelos de marcadores intragénicos no gene CAT associados ao
vitiligo em uma populagao caucasiana (50). Mais recentemente, usando desenho
de estudo semelhante, Park e col. replicaram este achado em uma populagao
coreana formada por 118 individuos afetados e 200 controles (51). Em um
estudo de associacédo de polimorfismos do gene DDR1 e vitiligo, gene este
candidato funcional envolvido na via de adesao dos melandcitos, Silva de Castro
e col. encontraram polimorfismo de marcadores deste gene associados ao vitiligo
per se, um efeito dependente da idade de aparecimento da doengca — a
associagao concentrou-se em uma sub-amostra populacional de casos precoces

(24). Entre outros genes candidatos analisados, evidéncia para associagdo com
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fendtipos do vitiligo foi encontrada para marcadores dos genes CTLA-4 (52, 53),
ACE (54), PTPN22 (55, 56), ESR1 (54), COMT (57), MBL2 (58), EDN1 (59), FAS
(60), AIRE (61), Nrf2 (62).

1.8.3 Estudos de genoma completo

1.7.3.1 Estudos de ligagdo — Clonagem de posigao

Estudos de ligagdo tém desempenhado um importante papel na
elucidacao do componente genético do vitiligo. Nath et al. (2001), em uma
populacdo euro-americana de 92 familias multiplex portadoras de lupus
eritematoso sistémico, selecionaram 16 familias com pelo menos um individuo
afetado também por vitiligo e utilizaram estas familias para um estudo de ligacéo
com marcadores do cromossomo 17p13. Andlise de ligacdo nao-paramétrica
resultou no LOD score significativo de 4,02 (p = 2,8x10°) para esse locus,
denominado pelos autores de SLEV1 (63). Um estudo de associagao, realizado
em 114 familias estendidas da América do Norte e do Reino Unido, envolvendo
marcadores do locus SLEV1, resultou na identificacdo do gene NLRP1 (do
inglés, encoding NACHT Leucine-rich-repeat protein, previamente denominado
NALP1) como o melhor candidato localizado nesta regido gendémica. Estudos
posteriores de mapeamento fino de associagdo usando marcadores do tipo
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP, em inglés Single Nucleotide
Polymorphism) cobrindo toda a extensao do gene NLRP1 e estendendo-se por
224kb da sua regiao promotora, mostrou associacédo de variantes especificas do
gene NLRP1 e vitiligo associado a outras doengas autoimunes e inflamatdrias,
nessas mesmas familias. Nesse trabalho, uma analise de regressao logistica
indicou que pelo menos duas variantes contribuiam independentemente para o
risco da doenga (64). Subsequentemente, a associacdo genética entre vitiligo e
NLRP1 foi confirmada em um estudo caso-controle independente em uma
populagdo da Roménia formada por 66 individuos afetados e 93 controles (65).

Analise de ligagao tanto paramétrica como nao-paramétrica detectou

evidéncia positiva de ligacdo entre o locus 1p31, denominado pelos autores
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“‘AlS1” (em inglés, Autoimmunity Susceptibility Locus 1) e vitiligo em uma grande
familia multigeracional apresentando multiplos casos de vitiligo e tireoidite de
Hashimoto. No mesmo estudo, a analise foi repetida com a adigdo de mais 26
familias (LOD score ndo-paramétrico = 4,16; p = 8,5x10™) (28). A expanséo da
mesma amostra populacional para 71 familias multiplex recrutadas nos EUA e
Reino Unido, usadas em um scan gendmico, levou a forte evidéncia para ligagao
entre o locus AlS1 e vitiligo (LOD score ndo-paramétrico = 5,56; p = 2,82x107)
(66). Em estudo complementar posterior, onde a colegéo original de 71 familias
foi novamente expandida para um total de 102 pedigrees, evidéncia adicional
para ligacao com vitiligo foi detectada nos cromossomos 7 (LOD = 3,73; p =
2,08x10°) e 8 (LOD = 3,36; p = 4,18x10°)(67). No entanto, as evidéncias de
ligacao entre vitiligo e o locus 1p31 devem ser interpretadas com cautela, uma
vez que quando se remove a familia multiplex multigeracional original (28), o
LOD score paramétrico total das outras 26 familias estudadas cai para 1,24,
sugerindo um efeito genético exclusivo ao primeiro pedigree. Esta possibilidade é
reforcada por dados de estudo experimental, realizado pelo mesmo grupo, que
detectou variagdo no gene FOXD3 localizado no locus AlS1, exclusivamente na
familia original. Assim, o efeito genético detectado para o locus AlIS1 parece ser
exclusivo de um pedigree, e ndo explica a ocorréncia da doenga na populagéo
em geral (68).

Um scan genbmico independente realizado em 106 familias multiplex
chinesas afetadas por vitiligo generalizado identificou sinal significativo de
ligacdo entre a doenga e marcadores da regiao 4q13-g21 (LOD score néo-
paramétrico = 4,62; p = 3,0x10°), além de sinais sugestivos de ligacdo em outros
cinco loci, 1p36, 6p21-22, 6q24-925, 14q12-q13 e 22912 (69). Em estudo
subsequente, dois loci atingiram significancia estatistica apés a adicdo de 37
familias as 106 anteriores: locus 22q12 (LOD score nao-paramétrico = 4,14; p =
1,5x10°) e 6p21-p22 (LOD score ndo-paramétrico = 4,10; p =1,8x107°) (70).

O Jlocus de suscetibilidade ao vitiligo generalizado, na regiao
cromossbmica 22912, identificado no estudo previamente citado (70), abriga o
gene XBP1 que codifica a proteina hombénima, que age como fator de

transcricdo, reconhecendo o elemento promotor X2 do HLA DR-a e DP-B. A
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relacdo do vitiligo com autoimunidade e evidéncias de associagdo com HLA DR
tornam este gene um importante candidato funcional (71). Um estudo
subsequente mostrou evidéncias de associagdo de alelos do marcador
rs2269577 (OR = 1,36, p wend = 7x107°) da regido promotora do gene XBP1 com
vitiligo. No mesmo estudo, andlise estratificada ndo revelou associacdo na
presenca de comorbidades autoimunes. Dados funcionais do mesmo estudo
mostram elevacao da expressdao do RNAm do XBP1 em pele lesional comparada
com pele normal, correlacionando com o polimorfismo do rs2269577 (71). Esta
associagao do polimorfismo do marcador rs2269577 foi replicada (p=7.5E-04,

OR=1.17) em uma populagao caucasiana (72).
1.7.3.2 Estudos de associacdo — GWAS

O primeiro GWAS em vitiligo foi realizado em uma populagao fundadora,
que se caracteriza por menor variabilidade genética, com elevada prevaléncia de
vitiligo generalizado, no noroeste da Roménia, encontrando-se associagao entre
a doenca e o marcador rs13208776 (p=3,13x10°) do gene SMOC2 (73); até o
momento, porém, este achado nao foi replicado.

Subsequentemente, um GWAS para vitiligo generalizado em uma
populacédo caucasiana e, paralelamente, um estudo realizado em uma populacao
chinesa, encontraram forte associagdo com polimorfismos em /oci da regidao do
MHC, bem como outros em loci ndo MHC (74, 75); parte destes achados foram
replicados em populagdes e estudos independentes, conforme resumido na
tabela 4 (64, 73, 75, 76).
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Tabela 4. Genes associados (P<5x10'8) ao vitiligo generalizado em GWAS, ja replicados.

Locus Gene Populagido Tipo de Replicagao
1p36.23 RERE CEU No mesmo estudo
1p13.2 PTPN22 CEU No mesmo estudo
29242 IFIH1 CEU No mesmo estudo
3q13.33 CcD80 CEU No mesmo estudo
3q28 LPP CEU, HAN Independente
4p16.1 CLINK CEU No mesmo estudo
6g21.3 MHC classe | (HLA-A), MHC classe Il, MHC classe Ill CEU No mesmo estudo
6q15 BACH2 CEU No mesmo estudo
6q27 CCR6 HAN No mesmo estudo
8qg24.2 SLA CEU No mesmo estudo
10p15.1 IL2RA CEU, HAN No mesmo estudo
10922.1 SLC29A3-CDH23 HAN No mesmo estudo
10g25.3 CASP7 CEU No mesmo estudo
11p13 CD44 CEU No mesmo estudo
11914.3 TYR CEU No mesmo estudo
11921 TYR regulation CEU No mesmo estudo
119233 Regido intergenica entre DDX6 e CXCR5 HAN No mesmo estudo
12q13.2 IKZF4 CEU, HAN Independente
12924 .12 SH2B3 CEU No mesmo estudo
14q12 GZMB CEU No mesmo estudo
15q12-13.1 OCA2-HERC2 CEU No mesmo estudo
16g24.3 MC1R CEU No mesmo estudo
19p13.3 TICAM1 CEU No mesmo estudo
219223 UBASH3A CEU No mesmo estudo
22q123 IL2RB HAN No mesmo estudo
22q13.1 C1QTNF6 CEU No mesmo estudo
22q13.2 TOB2 CEU No mesmo estudo

1.9 GENES CANDIDATOS DO PRESENTE ESTUDO

A importancia da melanocitorragia como mecanismo fisiopatogénico do

vitiligo e a associacao de polimorfismos de genes que codificam proteinas

responsaveis pela adesao intercelular, como o DDR1, tornam necessaria uma

melhor investigacdo de outros genes que codificam importantes proteinas

envolvidas na adesao queratindcito-melandécitos como a E-caderina, a CCN3 e a

IL-18, respectivamente os genes CDH1, NOV (previamente conhecido como
CCNJ3) e IL1B (figura 2).
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Figura 2: Principais citocinas envolvidas na via de adesao dos melandécitos.
(Adaptado de Fukunaga-Kalabis, M et al., 2008) (77).

1.9.1 Gene CDH1

O gene CDH1 localizado genomicamente na regiao 16g22.1 codifica a
glicoproteina E-caderina, uma molécula de adesao intercelular transmembrana
dependente do calcio. A E-caderina é expressada na epiderme, exceto na
camada coérnea, tanto no queratinécito como no melandcito.

A E-caderina é a principal mediadora de adesdo dos melandcitos humanos
aos queratindcitos (23). Esta célula tem um papel importante no controle das
funcbes normais do melandcito, especialmente em relagdo ao crescimento e
melanogénese, sendo esta interagdo dependente da E-caderina (18). O uso de
anticorpo anti-E-caderina humana inibe quase completamente a adesdo de

melandcitos e queratinécitos in vitro (78).

1.9.2 Gene NOV

O gene NOV “Nephroblastoma overexpressed”, também conhecido como
CCNa3, localizado genomicamente na regiao 8q24.1, codifica uma proteina de
matriz extracelular, que dependendo da célula envolvida, pode ter acdo em
adesao, proliferacdo, diferenciacdo ou sobrevivéncia celular. Em cultura de
melandcitos e queratinécitos esta proteina inibe a proliferacdo de melandcito e

atua na localizagéo tridimensional desta célula (79). O silenciamento do gene
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NQOV foi relacionado com diminuigado da expressao da proteina DDR1 bem como
com a diminui¢do da adesao a colageno do tipo IV, sendo esta adesao mediada
pelo DDR1 (80). Além disso, foi demonstrado que melandcitos knockout para
NOV perdiam sua localizagdo espacial na epiderme, junto a membrana basal,

sendo deslocados para camadas suprabasais ou invadindo a derme (81).

1.9.3 GenelL1B

O gene IL1B localizado genomicamente na regidao 2g14, codifica uma
proteina que é membro da familia das citocinas da interleucina 1. Foi sugerido
que uma alteragdo na atividade das caspases 1 e 5, estas reguladas pelo gene
NLRP1, modulam a atividade da interleucina 1B (IL1B3). Especula-se que algum
mecanismo, como a fricgdo da pele, que pode levar a melanocitorragia, possa
ativar o reservatério de IL-1B, biologicamente inativo na epiderme (82). Um
provavel mecanismo através do qual melandécitos mantém a adesdo a camada
basal envolve a producao e liberagao de IL-1B pelos queratindcitos em resposta
a stress, tais como traumas e radiagcao ultravioleta, a IL-1B estimularia a
producao e liberacdo de CCN3 pelos melandcitos, que agiria aumentando a
expressao de DDR1, consequentemente aumentando a adeséo ao colageno IV

na membrana basal, resultando em melhora adesao celular.

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O vitiligo é uma doenga com um alto impacto na qualidade de vida, cuja
fisiopatogenia ndo esta completamente elucidada. A complexa relagao do vitiligo
com outras doencgas, especialmente autoimunes, e a influéncia de um importante
controle genético sobre o risco de ocorréncia da doenga, identificado através de
estudos epidemioldgicos e moleculares, justificam esforgos para identificar
variantes genéticas envolvidas nesta doenga, a fim de se avangar no
entendimento das vias biolégicas que contribuem para o seu desenvolvimento.

Considerando a melanocitorragia uma hipotese importante para o

desenvolvimento do vitiligo (23), em particular, sob a ética dos achados prévios
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do nosso grupo mostrando associagao entre a doenga e polimorfismos do gene
DDR1 (24) envolvido com a via de adesdo dos melandcitos, assim faz-se
necessarios estudos para avaliar o impacto de polimorfismos genéticos desta via
no vitiligo.

Nossa hipotese € que polimorfismos dos genes CDH1, NOV e IL1B
candidatos funcionais da via de adesao celular, estejam envolvidos no controle
da suscetibilidade a doengca em uma populacao sul-brasileira.

A escolha do genes CDH1, NOV e IL1B é justificada pelos seguintes

aspectos:

(i) serem reguladores de proteinas expressas na via de adesao dos
melandcito;

(i) ser o defeito de adesdo dos melanécitos, um mecanismo
fisiopatogénico importante no desenvolvimento do vitiligo;

(i)  demonstracdo prévia de associacao de outro gene da via de
adesao com vitiligo, como DDR1;

(iv)  necessidade de uma melhor compreensao desta via biolégica.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo é aplicar uma estratégia de analise de
associagdo baseado em familias para investigar, em uma populagdo sul-
brasileira, a participagao de polimorfismos dos genes CDH1, IL1B, e NOV no

controle da suscetibilidade ao vitiligo e suas variaveis clinicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Testar polimorfismos dos genes candidatos, CDH1, IL1B, e NOV para

associagao com suscetibilidade ao vitiligo em uma amostra populacional
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composta por trios formados por filhos afetados com vitiligo e seus pais,
utilizando um desenho baseado em familias;

2. Estimar as OR relativas as variantes associadas ao controle do vitiligo na
populagao estudada;

3. Verificar a influéncia das variaveis, autoimunidade, forma clinica, idade de
inicio, presenca de fendbmeno de Kbebner do vitiligo em caso de evidéncia
de associagao para os polimorfismos dos genes candidatos selecionados;

4. Replicar os achados positivos em uma amostra populacional
independente, do tipo caso-controle, recrutada paralelamente a populacdo
de familias, na mesma regiao geografica;

5. Testar os achados positivos em uma populacdo combinada composta

pelos casos dos trios e da amostra caso-controle.

4 METODOS

4.1 POPULACAO ESTUDADA

Este estudo foi realizado utilizando uma populacao previamente recrutada,
durante o periodo 2004-2007, para fins de estudos epidemiolégicos e analise
genética de suscetibilidade ao vitiligo. Todos os individuos recrutados foram
avaliados por um unico médico dermatologista, treinado e com ampla
experiéncia no tratamento de vitiligo, junto ao seu consultério particular de
dermatologia e no servigo de dermatologia da Santa Casa de Misericordia de
Curitiba. Para determinar a presenca de vitiligo, todos os individuos foram
submetidos a exame clinico de todo o tegumento e através de exame de
ldmpada de Wood que emite luz ultravioleta “A” em ambiente escuro, a fim de
diferenciar acromia (auséncia de pigmento), encontrado no vitiligo, de hipocromia
(pequena quantidade de pigmento) encontrada em outras doengas. Todos os
procedimentos diagndsticos empregados neste estudo sdo amplamente
consagrados na literatura especializada, e ndo oferecem riscos ao paciente além
daqueles descritos no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Todos os candidatos foram solicitados a ler o TCLE, devidamente aprovado pelo
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Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da PUCPR (CONEP 14394/anexo 2). Os
individuos que concordaram em participar foram solicitados a assinar o TCLE.
Caso o voluntario fosse menor de idade, um formulario préprio foi apresentado e
assinado por um dos pais ou guardiao legal.

Para a analise de associagao baseada em familias, foram incluidos neste
estudo 632 individuos distribuidos em 199 familias nucleares formadas por
individuos afetados com vitiligo, independente de sua forma clinica, e seus pais e
parentes, quando disponiveis, procedentes do estado de Santa Catarina e
Parana. Estas familias dividem-se em 181 familias simplex independentes
(formado por um individuo afetado e seus pais) e 18 familias multiplex (formadas
por dois ou mais membros afetados). Ao todo, 224 trios foram derivados desta
amostra populacional.

Para compor a populagao caso-controle de replicagao, foram recrutados
paralelamente 121 individuos com vitiligo per se, diagnosticados conforme os
mesmos critérios de recrutamento da populacdo de familias descrito acima; e
134 individuos sem historico de vitiligo e doengas autoimunes, examinados por
médico dermatologista, pareados com os casos de acordo com idade e sexo,
para compor o grupo controle.

Na tabela 5 estdo descritas as principais caracteristicas, incluindo género,
idade de inicio do vitiligo, autoimunidade e forma clinica, dos 224 individuos
afetados com vitiligo recrutados para compor o estudo baseado em familias e
dos 121 individuos que compdem o grupo de casos. As doengas autoimunes
associadas com vitiligo presentes na nossa populagao foram: doenga autoimune
da tiredide, artrite reumatoide, diabetes tipo |, psoriase, lUpus eritematoso

sistémico, halo-nevo, alopecia areata, esclerodermia cutanea.
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Tabela 5: Caracteristica clinica dos individuos afetados com vitiligo na populagéo estudada.
Adaptado de Silva de Castro, et al. Journal of Dermatological Science. 2012; 65: 63-67 (3)

Estudo baseado em

Caracteristica dos familias Estudo caso-controle
individuos afetados n=224 n=121

p valor

Forma clinica n {%)
Segementar 40 (17 ,8%) 14 (11,6%) p=0.04

Mao-segmentar 184(82,2%) 107 (88.4%)

1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

N

* Os pacientes que tiveram o diagndstico de vitiligo confirmado e a doenca
classificada por médico dermatologista, através de exame clinico de
rotina, conforme protocolo de diagndstico de vitiligo;

* Aqueles pacientes cujo diagnéstico nao foi confirmado pelo exame clinico,
mas que tiveram a doenga confirmada apds bidpsia incisional e exame
anatomopatoldgico;

* Os pacientes para os quais tenha sido descartada a presenca de
sindromes que apresentam o vitiligo como uma das suas manifestagoes
como: sindrome Vogt-Koyanagy-Harada e sindrome de Waardenburg;

* Pacientes e seus pais que concordaram em participar do estudo e

assinaram o TCLE.

3
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4.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

* Familias para as quais inconsisténcias de transmissao mendeliana foram
encontradas durante a analise genética;
* Amostras para as quais nado foram obtidos DNA em qualidade suficiente

para a amplificacéo por PCR e anélise molecular.

4.2 COLETA DO MATERIAL, EXTRAGCAO DO DNA E DETERMINACAO
DA CONCENTRAGCAO DE DNA NAS AMOSTRAS

O DNA utilizado nas analises foi obtido a partir de sangue total. Foram
coletados 5 ml de sangue por pungédo venosa em tubos do tipo vacuotainer®
contendo EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético) como anticoagulante, em
condigdes ideais de assepsia. O sangue coletado foi centrifugado e separado a
camada leucocitaria (buff coat) para extragdo do DNA, segundo o protocolo para
extracdo rapida do DNA gendmico proposto em (83). O DNA extraido foi
submetido a leitura por espectrofotometria para verificar a concentracdo da
amostra. Apods a determinagdo da concentracdo, as amostras foram diluidas a
uma concentragao final de 20 ng/ul, para solugdo de trabalho, e armazenadas
em freezer a —20°C de acesso restrito e permitido apenas aos pesquisadores

envolvidos no projeto ou ao pessoal técnico por eles autorizado.

4.3 SELECAO DE MARCADORES

Para os genes candidatos foram selecionados principalmente marcadores
do tipo tag SNP através do Hap Map Project, usando parametros de r* de 80% e
MAF de 0,2. Assim, foram selecionados oito marcadores do gene CDHT,
rs10431924, rs1801552, rs7186333, rs7196495, rs8056633, rs8059139,
rs9927789 e rs2011779, dois marcadores do gene NOV; rs2071519 e rs7014927
e trés marcadores do gene IL1B; rs1143634, rs1143633 e rs3136558.
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4.4 ANALISE MOLECULAR

A genotipagem dos marcadores do gene IL1B selecionados foram
realizadas através do sistema de discriminacédo alélica ABI TagMan conforme
implementado na plataforma 7500 de discriminagao alélica por PCR.

O sistema TagMan de discriminagao alélica € um ensaio no qual as
variantes genémicas sado detectadas através de uma reagdo da cadeia da
polimerase (PCR) multiplex, que combina a amplificagdo e deteccdo do
segmento polimoérfico em um Unico passo. Isso ocorre devido a presencga, na
reacao, de: (i) um par de oligonucleotideos sonda, especificos para cada variante
alélica, marcados com quimica fluorescente diferente (normalmente VIC™ e
FAM™) e (ii) um quencher que captura a fluorescéncia do fluoréforo que esta
préoximo fisicamente. Quando ocorre hibridizagdo sonda/amplicon, a atividade 5’
nuclease da Taqg DNA polimerase leva a clivagem da sonda e liberagdo do
fluoroforo, o qual emite fluorescéncia no comprimento de onda especifico, que é
detectado através de um conjunto de filtros. Os dados da intensidade de
fluorescéncia sdao acumulados a cada ciclo da reacdo de PCR e podem ser
obtidos no final do processo, considerado end-point.

As reacdes foram realizadas em termociclador modelo ABI Prism 7500
(Applied Biosystems) em um volume final de 5uL contendo 20ng de DNA
genbmico, reagente Assay 40X em concentracdo final de 1X contendo
oligonucleotideos iniciadores e sondas marcadas com os fluoréforos VIC™ e
FAM™ alelo especifico em concentracdes ideais e TagMan Genotyping PCR
Master Mix, a qual contém Gold Taq Polimerase com atividade de 5 DNAse,
dNTP’s e tampao a base MgCl,. Todos os reagentes foram utilizados seguindo
as recomendagdes do fabricante (Applied Biosystems).

O ensaio de discriminagao alélica envolve as seguintes etapas:
1. Pré-leitura: as reagdes sao submetidas a uma pré-leitura a 60°C por 1

min, a fim de detectar o background da fluorescéncia associada com os

oligonucleotideos iniciadores e sondas antes da amplificagao.
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2. Reacgao de amplificagédo: consiste em uma incubacéo inicial a 50°C por 2
min para inativagao da enzima AmpErase® e 95°C durante 10 minutos
para a desnaturagao inicial. Em seguida as amostras sdao submetidas a 40
ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, durante o qual ocorre
a hibridizacao dos oligonucleotideos e a extensao dos fragmentos.

3. Poés-leitura: as reagdes sdo submetidas a uma pods-leitura a 60°C por 1
minuto, a fim de subtrair o background coletado na pré-leitura do valor
final obtido na pds-leitura.

4. Interpretacdo dos resultados: nos individuos homozigotos, ocorre a
hibridizacdo com uma das sondas alelo-especifica VIC™ ou FAM™,
sendo somente detectada a fluorescéncia no comprimento de onda de um
dos fluoréforo, dependendo para qual alelo o individuo € homozigoto. Nos
individuos heterozigotos, ocorre a hibridizagdo com ambas as sondas
alelo-especifica VIC™ e FAM™, e as sondas apresentam intensidade de
fluorescéncia equivalentes para os alelos, sendo detectadas em ambos os
comprimentos de onda dos fluoréforos em questéao (figura 3).

A genotipagem dos marcadores dos gene NOV e CDH1 foi realizada na
plataforma de alto rendimento Sequenom® MassARRAY, que usa o0 ensaio
denominado de iPLEX. O ensaio iPLEX é baseado em uma amplificacéo inicial
dos fragmentos genédmicos em um PCR multiplex. As reagdes foram realizadas
em um volume final de 5 pl contendo tampdo Sequenom PCR, 2 mM de
Sequenom MgCl,, 0,5 mM de Sequenom dNTPs, pool de oligonucleotideos
iniciadores a 0,1 uM, 0,2 U/ul de Sequenom Enzima PCR, sob condicbes
uniformes e universal de ciclagem para todos os SNPs. Apdés o PCR os
amplicons foram tratados por 50 min, sob alternancia de temperatura, com 0,150
U/ul da enzima SAP, a qual desativa os nucleotideos livres que n&o foram
incorporados a reagao de PCR. Na sequéncia foi realizada a etapa SBE (em
inglés, single base extension) que se baseia na incorporagdo de um nucleotideo
terminal com massa modificada.

1. As reagdes de extensao foram realizadas em um volume final de 2 ul

contendo pool dos oligonucleotideos sondas 47% V, 1 mM de iPLEX

terminator, tampao iPLEX e 0.655 U/ul de iPLEX thermo sequence. Os
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produtos resultantes da extensédo das sondas foram tratados com 6 mg de
resina (clean resin), a qual precipita os cations presentes na reagao e,
entdo, o sobrenadante foi adicionado ao SpectroCHIP®. O chipe contendo
o produto da extensao foi analisado no espectro de massa MALDI-TOF
(em inglés, matrix-assisted laser desroption/ionization-time of flight). Os
gendtipos foram discriminados através da sua massa e analisado no
software MassARRAY Typer 4.0.

Allelic Discrimination
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Figura 3: Padrao dos clusters alelo-especificos discriminados de acordo com a intensidade de
fluorescéncia detectada no comprimento de onda dos fluoréforos vic™ e FAM™, para o
marcador rs1143633 do gene /L1B. Em azul; individuos homozigotos para o alelo T, em verde;
individuos heterozigotos, em vermelho; individuos homozigotos para o alelo C; “X” indicam
amostras onde nao foi obtida discriminagao alélica; quadrados cinzas sao os controles negativos

(sem DNA).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Analise de associagao genética baseada em familias entre os marcadores
testados e suscetibilidade ao Vvitiligo foi realizada através de teste de

desequilibrio de transmisséo (TDT), conforme implementado no software FBAT
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(84). A andlise considera pais heterozigotos e avalia a frequéncia com as quais
os alelos sao transmitidos dos pais heterozigotos para os filhos afetados. Assim,
s6 sao incluidas na analise familias apresentando pelo menos um dos pais
heterozigotos para o marcador em estudo. As frequéncias alélicas na populacao
foram estimadas com base nos alelos parentais ndo-transmitidos (85). Os alelos
dos marcadores dos genes candidatos mostrando evidéncia para associagcao
foram analisados por regressao logistica condicional, estratégia que permite
analisar a influéncia dos fatores ambientais juntamente aos fatores genéticos,
assim como estimar odds ratio (OR) e intervalo de confianga (IC), implementado
no software SAS, versdao 9.1 (SAS institute, Cary, North Carolina, USA). A
andlise de associacdo genética baseada em populagdo (caso-controle) foi
implementada no programa SAS.

O teste para verificar se as frequéncias alélicas dos SNPs estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg e o grau de LD entre alelos de pares de
marcadores foram estimadas através do parametro r?, conforme implementado

no software Haploview.
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4.6 DESENHO DO ESTUDO

O diagrama abaixo resume o desenho geral do estudo.
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Figura 4: Desenho do estudo
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Abstract: Vitiligo is a depigmenting disorder characterized by loss
of functional melanocytes from the epidermis. Experimental data
suggest that defective melanocyte adhesion may underlie the
pathogenesis of the disease. In particular, association between
vitiligo and genetic variants of the DDRI gene involved in
melanocyte adhesion has been recently published. A subsequent,
independent study revealed lower expression of DDRI in vitiligo
lesions. Here, we expand this investigation by testing for
association between vitiligo and polymorphisms of CDHI, ILIB

and NOV (formerly CCN3), genes belonging to the DDRI
adhesion pathway, in two population samples of distinct design.
Our results reveal that alleles of marker rs10431924 of the CDH1
gene are associated with vitiligo, especially in the presence of
autoimmune comorbidities.
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Background

Vitiligo is a depigmenting disorder characterized by loss of func-
tional melanocytes from the epidermis, resulting in achromic
patches of the skin. The hypothesis that vitiligo is caused by
impaired melanocyte adhesion is based on the observation that
mechanical friction leads to cell detachment and transepidermal
loss (1). The adhesion hypothesis has been reinforced by recent
report of association between vitiligo and polymorphisms of the
Discoidin Domain Receptor 1 (DDR1) gene that codifies a tyrosine
kinase receptor involved in melanocyte anchoring through binding
to collagen IV (2). A subsequent study revealed reduced immuno-
histochemical expression of DDRI1 in lesional versus non-lesional
skin (3), raising the hypothesis that additional genes of the same
pathway may be involved.

In this context, IL1f, a pro-inflammatory cytokine produced
by keratinocytes, upregulates expression of the matricellular
protein  CCN3 that stimulates DDR1 expression, preventing
melanocyte detachment from the basement membrane of the
epidermis (4). Also, depletion of DDRI in MDCK cell cultures
decreased the levels of cell surface E-cadherin, causing cytoplas-
mic accumulation and decreased intercellular adhesion mediated
by this protein; DDR1 overexpression stabilized cell surface
E-cadherin (5).

Question addressed

Our goal was to investigate for association between vitiligo and
polymorphisms of genes belonging to the same melanocyte adhe-
sion pathway as DDRI: CDH1, IL1B and NOV that codify pro-
teins E-cadherin, IL1ff and CCN3, respectively.
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Experimental design

A family-based association analysis involving 212 family trios (596
individuals) previously described (2) was performed between
vitiligo and genetic variants of CDH1, IL1B and NOV. To replicate
our findings - thus reducing the probability of false positive
association results — we used an independent case-control popula-
tion sample of 131 patients with vitiligo and 119 controls matched
by age, gender and ethnicity. The study was approved by the
Ethics Committee of the Pontifical Catholic University of Parand
and conducted according to the principles of the Declaration of
Helsinki.

Tag single nucleotide polymorphism (SNP) markers capturing
the entire information of the candidate genes were selected
according to the International Hap Map Project, release 24/phase
2_Set08. We selected tag SNPs presenting a minor allele frequency
of 0.2 or more in at least 4 HapMap populations (Caucasian,
Japanese, Yoruba and Chinese Han) (Table 1). The cut-off parameter
to define independence between two markers, estimated by Link-
age Disequilibrium (LD), was an r* < 0.8. Genomic DNA was
obtained from peripheral blood by salting-out. SNPs were geno-
typed by either fluorescence-based TagMan or SEQUENOM Mass-
ARRAY platforms. Family-based association and logistic
multivariate analysis were performed in FBAT: Harvard Univer-
sity, Cambridge, MA, USA and SAS: SAS Institute, Cary, NC,
USA. software, respectively. Genotype frequencies of cases and
controls and the combined population were analysed by condi-
tional logistic regression, as implemented in SAS.

Table 1. Candidate genes, genomic location and selected tag SNPs

Gene G P : Mark
CDH1  16g22.1 rs10431924, rs1801552, rs2011779 rs7186333,
57196495, rs8056633, rs8059139
and rs9927789
iLig 2q14 51143634, 151143633 and rs3136558
NOV  8g24.12 rs2071519 and rs7014927
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Results and discussion

There was positive evidence for association between vitiligo and
the “T" allele of marker rs10431924, a C — T substitution at posi-
tion 68805399 of CDHI (P = 0.04). No evidence of association
was observed for any additional marker. Independent case-control
analysis, performed only for rs10431924, confirmed association,
with borderline significance (P = 0.07). A combined analysis using
cases from both samples and the controls from the case-control
population confirmed association between rs10431924 and vitiligo
(P = 0.01) (Table 2).

Stratified analysis by age of onset, autoimmune comorbidity,
clinical type (segmental vs. non-segmental) and Kéebner phenom-
enon revealed concentration of the association signal between
rs10431924 and vitiligo among trios presenting autoimmune com-
orbidity (P = 0.03), a finding replicated in the case-control
(P=0.06) and combined populations (P = 0.002) (Table 2). No
impact of the other covariants was observed.

In silico analysis showed rs10439324 - an intronic variant with
no obvious functional impact — in proxy (perfect LD, r* = 1.0)
with rs10431923 associated with Crohn’s disease. In the same
study, the authors showed that the risk allele of rs10431923 causes
a smaller mRNA in intestinal biopsies, leading to a higher cyto-
plasmic localization of E-cadherin in enterocytes, in contrast with
the normal plasma membrane localization observed in patients
without the risk allele (6).

E-cadherin is a transmembrane anchor and a core component of
the adherens junction of the epithelial sheet (Reference S1),
expressed by epidermal melanocytes and functionally mediating its
adhesion to keratinocytes in vitro, effect abolished in the presence of
anticadherin antibodies (7). Comparison between lesional and non-
lesional skin of patients with vitiligo shows reduced E-cadherin
expression, as well as reduced fluorescence for anti-E-cadherin {Ref-
erence S2). A recent study, published as an abstract, suggests that
reducing CDH1 activity in mice and melanocytes of human recon-
structed epidermis, in the presence of mechanical or oxidative stress,
decreases pigmentation and number of basal melanocytes and
increases melanocytes in suprabasal layers (Reference S3).

Table 2. Association of vitiligo and CDH1 marker rs10431924 in the family-based and the case-control analysis, according to phenotypes

SNP rs10431924 T allele
Vitiligo and autoimmune Vitiligo without
Phenotype Vitiligo comorbidity autoimmune comorbidity
Family based NFNIF! 2121134 82/53 94/59
TrangUntrans” 11305 64/47 59/58
P-value 0.04 0.03 0.84
OR? (CI* 95%) 1.6(1.01-2.54) 2.22(1.06-4.69) 1.13{064-20)
Case-control # Cases (% T/C) 125 (48.4/51.6) 47 (50/50) 64 (47 66/52.34)
Population # Controls (% T/C) 108 (41.2/58.8) 108 (41.2/58.8) 108 (41.2/58.8)
P-value 0.07 0.06 0.37
OR (Cl 95%) 1.55 (0.87-2.73) 2.04(0.97-4.33) 0.75 (0.39-1.41)
Combined # Cases (% T/C) 294 (49,15/50.85) 125 (54/46) 154 (45.13/54.87)
# Controls (% T/C) 108 (41.2/58.8) 108 (41.2/58.8) 108 (41.2/58.8)
P-value 0.01 0.002 0.81
OR (Cl 95%) 1.63(1.04-257) 2.61(1.85-4.92) 0.93 (0.54-1.61)

"NFNIF, Number of familiesiumber of informative families.
trang/untrans, transmitted/untransmitted.

*0R, odds ratio.

“cl, confidence interval.

© 2015 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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Interestingly, E-cadherin also anchors Langerhans cells to kerati-
nocytes, regulating its tolerogenic differentiation. A dysfunction of
this mechanism could induce autoimmune/inflammatory disease
(8), an effect in accordance with our observation of concentration
of association among patients presenting autoimmune comorbidities.

Some aspects of our findings are intriguing: no association was
observed between vitiligo and the CDHI locus in genomewide
association studies (GWAS) (References S4-S6), probably due to
the use of highly stringent statistical corrections for multiple tests
in GWAS that could result in missing of true association (Refer-
ence S7). The lack of association between vitiligo and IL1B poly-
morphisms is somewhat unexpected, given a recent study showing
association between vitiligo progression and marker rs16944 of
ILIB (9); the use of a distinct phenotype could explain the
absence of replication in our population.

Defective melanocyte adhesion may impact on the pathogenesis
of vitiligo (1-3, Reference S8) through distinct mechanisms. Previ-
ous studies have suggested a role of nitric oxide in regulating cell
adhesion in cultured melanocytes; in addition, the effect of adhe-
sion molecules in immunogenic cells has also been described

!leferences

(8, References S9, S10). A dysfunctional E-cadherin could result in
morphologic and functional impaired melanocytes, as well as a
lower threshold of immune tolerance that, in the presence of oxi-
dative or mechanical stress, could result in loss of melanocytes.
Here, we reinforce the adhesion hypothesis for vitiligo pathogene-
sis by reporting association between the disease and a CDHI poly-
morphism, an effect particularly evident in the presence of
autoimmune comorbidity.
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6 RESULTADOS COMPLEMENTARES

6.1 Gene CDH1
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Figura 5: Analise de desequilibrio de ligagcao entre os SNPs do gene CDH1. Os numeros
no interior dos quadrados indicam a propor¢do de DL em %, calculado utilizando-se o pardmetro
de r’, a variagdo dos tons de cinza refletem a intensidade de DL entre os dois marcadores:

quanto mais escuro o quadrado maior o DL entre os SNPs.

A distribuicdo das frequéncias alélicas dos marcadores do gene CDH1
rs10431924, rs1801552, rs7186333, rs7196495, rs8056633, rs8059139 e
rs9927789 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os marcadores nao se
encontravam em desequilibrio de ligacdo, segundo o critério de r? < 0,8 (Figura
5). A analise de associagédo baseada em familias dos marcadores do gene CDH1
revelou associagdo com vitiligo per se ao alelo T do rs10431924 (p=0,04;
OR=1,6; 95% IC, 1,01-2,54) (Tabela 7). Nado houve evidéncia de associagao
entre os demais marcadores do gene CDH1 e vitiligo per se e quando
estratificado por sexo, idade, fenbmeno de Kdebner, presenca ou nao de doenca
autoimune e forma clinica. Uma analise independente em uma populacéo caso-
controle evidenciou associacdo com significancia estatistica marginal entre o
rs10431924 e vitiligo per se (p=0,07; OR=1,55; IC, 0,87-2,73). Para confirmar a
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associacdo anterior foi realizada outra analise combinada com os casos de
ambas as populagbes e os controles da amostra de caso-controle (p=0,01;
OR=1,63; 95% IC, 1,04-2,57).

Ao se estratificar para variaveis como idade, sexo, fendbmeno de Kdebner,
presenca ou nao de doenga autoimune e forma clinica, observamos uma
concentragcao do sinal de associagdo do rs10431924 com vitiligo, na amostra de
familias, na presenca de comorbidade autoimune (p=0,03, OR= 2,22; 95%
IC,1,06-4,69), achado este replicado na populagdo caso-controle (p=0,06,
OR=2,04; 95 % CI, 0,97-4,33) e na analise combinada das popula¢des (p=0,002,
OR=2,61; IC, 1,85-4,92). Ao se estratificar para auséncia de comorbidade

autoimune, observamos perda dos sinais de associacao.

6.2 Gene NOV
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Figura 6: Analise de desequilibrio de ligagdo entre os SNPs do gene NOV. Os numeros no
interior dos quadrados indicam a propor¢céo de DL em %, calculado utilizando-se o parametro de
P a variagdo dos tons de cinza refletem a intensidade de DL entre os dois marcadores: quanto
mais escuro o quadrado maior o DL entre os SNPs.

A distribuicdo das frequéncias alélicas de ambos os marcadores do gene
NOV testados, rs2071519 e rs7014927, estavam em equilibrio de Hardy-

Weinberg. Os marcadores se encontravam em desequilibrio de ligagédo, segundo
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o critério de r* < 0,8 (Figura 5). A andlise de associacdo baseada em familias dos
SNPs rs2071519 e rs7014927 nao revelou associagao com vitiligo per se (Tabela
7). Também nao houve evidéncia positiva de associacao entre alelos de ambos
os marcadores do gene NOV e vitiligo na amostra populacional estratificada por
sexo, fendbmeno de Koebner, presenga ou ndo de doenca autoimune e forma

clinica (anexo 5).
6.3 GenelL1B

O rs3136558 foi excluido das analises devido a baixa qualidade dos
gendtipos obtidos; assim, apenas os marcadores rs1143634 e rs1143633 foram
testados para associacédo com vitiligo. As frequéncias alélicas dos marcadores
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra. Os marcadores nao se
encontravam em desequilibrio de ligacdo, segundo o critério de r* < 0,8 (figura
4).

rs1143634
rs1143633

Figura 7: Analise de desequilibrio de ligagdo entre os SNPs do gene IL1B. Os numeros no interior
dos quadrados indicam a propor¢céo de DL em %, calculado utilizando-se o parametro de , a
variagdo dos tons de cinza refletem a intensidade de DL entre os dois marcadores: quanto mais

escuro o quadrado maior o DL entre os SNPs.

A analise de associacao baseada em familias dos SNPs rs1143634 e
rs1143633 nao revelou associagao com vitiligo per se (tabela 7). Também nao

houve evidéncia positiva de associacao entre alelos de ambos os marcadores de
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IL1B e vitiligo na amostra populacional estratificada por sexo, fenbmeno de
Kdebner, presengca ou ndo de doenga autoimune e forma clinica; evidéncia
marginal de associacado foi observada para o marcador rs1143633 na amostra
contendo pacientes que manifestaram o vitiligo abaixo dos 18 anos (p=0,06, em
modelo aditivo) e para o rs1143634 na amostra contendo apenas pacientes que
manifestaram vitiligo apdés os 25 anos de idade (p=0.05, em modelo aditivo)

(anexo 5).

Tabela 7: Analise de associagao dos SNPs dos genes CDH1, NOV e IL1B.

Gene Marcador Alelo Frz?;ci‘a:acia infi)arzgit?\?as F(:)at OR (95% IC)
rs10431924 T 0.47 105 0.04 1.6 (1.01-2.54)
rs1801552 T 0.36 114 0.38 1.19 (0.79-1.79)
rs7186333 T 0.68 58 0.14 1.59 (0.85-2.97)

CDH1 rs7196495 G 0.17 59 0.72 0.91 (0.53-1.56)
rs8056633 C 0.23 80 0.9 1.03 (0.64-1.64)
rs8059139 G 0.1 46 0.22 1.46 (0.79-2.69)
rs9927789 T 0.1 8 0.4 2.47 (0.28-21.20)

NOV rs2071519 A 0.75 29 0.51 1.37 (0.54-3.47)
rs7014927 T 0.71 38 0.63 0.84 (0.41-1.72)
rs1143633 C 0.63 42 0.33 0.719(0.37-1.39)

iL18 rs1143634 G 0.23 80 1.0 1.000 (0.36-2.75)

F BAT, Familly based association test. p, valor de p. OR, Odds Ratio. IC, Intervalo de confianca

7 DISCUSSAO COMPLEMENTAR

Dados de literatura vém trazendo suporte a hipétese de que um defeito de
adesao dos melandcitos esteja implicada na patogénese do vitiligo (24, 86, 87).
Observamos em nossas analises a associacdo do marcador rs10431924 do
gene CDH1 e vitiligo per se, em uma populacdo de familias, achado este
replicado na populagdo caso controle e subsequentemente em analise
combinada com maior significancia estatistica. Ao se estratificar a populacéo
para a presenca de comorbidade autoimune podemos observa uma maior

concentracao do sinal de associacao.
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E interessante observar que o vitiligo tem sido considerado um disturbio
funcional e estrutural da interagdo do melandcito e queratinécito e que em fase
inicial da doenga queratindcitos apoptoticos tém sido demonstrados. Um estudo
recente demonstrou que a inibicdo de duas quinases, a PI3K (Fosfatidil inositol-3
quinase) e a AKT (também conhecida como PKB, fosfoquinase B) induzem a um
estado pro-apoptotico do queratindcito (88). Por sua vez, a ativagdo da PI3K é
dependente da adesao celular mediada pela E-caderina, molécula de adeséao
importante para a diferenciagao de queratinécitos (89).

A aquaporina 3 (AQP3), uma proteina transmembrana de tecidos
epiteliais, com acdo antiapoptética em queratindcitos, co-acumula com E-
caderina. Sugere-se que a PI3K seja dependente de E-caderina e que a AQP3
tenha um papel na ativacido desta quinase, tendo sido demonstrado que a
inibicdo da AQP3 em cultura de queratinécitos humanos resulta em diminui¢cao
da fosforilagado da PI3K e diminuicao da expressao de E-caderina (90).

Foi demonstrada expressao reduzida de AQP3 em pele despigmentada,
quando comparada a pele normal de portadores de vitiligo, também foi
observado que cultura de queratinécitos knockdown para AQP3 apresentam
menor expressao de E-caderina, B-catenina e y-catenina, este mesmo estudo
demonstrou menor expressao de AQP3 e E-caderina na pele lesionada em
comparagao com apele normal (90).

A demonstracado de apoptose, da menor expressao de AQP3 e E-caderina
na epiderme lesionada, bem como a diminuicao da sobrevida de queratinécitos
knockdown para AQP3 (90). Sugerem que a comunicagdo intercelular do
queratinécito e melandécito tem um papel importante para o funcionamento
adequado destas células e que a participacao da E-caderina pode ser importante
neste processo.

Em um estudo comparando vitiligo ativo, com vitiligo estavel e pele
normal, foi demonstrada alteragdo morfolégica de melandcitos, apresentando
dendritos mais curtos e mais achatados em sua extremidade, evidenciou-se
também menor adesdo do melandcito de vitiligo ativo ao colageno do tipo IV,
quando comparado ao vitiligo estavel ou ao controle. Neste estudo também foi

demonstrado aumento da caspase 3, um importante marcador de apoptose
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celular, em células de vitiligo instavel, quando comparadas com vitiligo estavel e
controle (91).

As células de Langerhans, presentes na epiderme também expressam E-
caderina em sua superficie e estdo ancoradas aos queratinécitos ao seu redor
através desta proteina de adesdo (92). Uma importante fungdo destas células
dendriticas € manter tolerancia a proteinas préprias do individuo (“self’), uma
falha nesta acado levaria a um processo inflamatério ou autoimune. Foi
demonstrado que a ativacdo de células dendriticas via E-caderina ndo aumenta
a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, o que pode contribuir para maior
tolerancia imunoldgica e nao indugao de um processo autoimune (92).

Dados de literatura mostram evidéncias da importancia da E-caderina na
comunicagao intercelular entre o melanécito e o queratinécito (78), também é
interessante observarmos o papel da E-caderina na maturacdo de células
dendriticas, com importante papel na tolerancia imunolégica,, consequentemente
levando a um estado de equilibrio imunolégico contra tecidos proprios. Os
nossos dados, evidenciando associagdo do vitiligo com polimorfismo do gene
CDH1, codificador da E-caderina, trazem suporte a este defeito da interagao
queratinécito e melandcito, bem como a concentragao do sinal nos portadores de
comorbidades autoimune, em conjunto com o papel desta proteina de adesao na
maturagao de células dendriticas, sugerem que a E-caderina possa ter um papel
na interagao entre o0 melandcito, o queratinécito. e a células de Langerhans na

epiderme, na patogenia do vitiligo.
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8 CONCLUSOES

1.

Foi encontrada associagdo significativa entre vitiligo e o marcador
rs10431924 do gene CDH1 (p=0,04), na amostra populacional composta
por trios formados por filhos afetados com vitiligo e seus pais.

A odds ratio para a associagao do rs10431924 e vitiligo foi de 1,6 (1,1-
2,54, 1C 95%) indicando maior suscetibilidade ao vitiligo.

O sinal de associagdo entre o rs10431924 e Vvitiligo apresentou
concentracdo em pacientes portadores de comorbidades autoimune
(p=0,03, OR=2,22; 95% 1C,1,06-4,69).

A analise independente em uma populagdo caso-controle evidenciou
associagao com significancia estatistica marginal entre o rs 10431924 e
vitiligo per se (p=0,07; OR=1,55; IC, 0,87-2,73). A evidéncia de
associacdo do marcador com vitiligo na presenga de comorbidade
autoimune também foi replicada, com valor marginal, na populagado caso-
controle (p=0,06, OR=2,04; 95 % IC, 0,97-4,33).

A analise combinada usando casos de ambas as populacbes e os
controles da amostra de caso-controle revelou evidéncia positiva de
associagao com vitiligo (p=0,01; OR=1,63; 95% IC, 1,04-2,57) e na
presenca de comorbidade autoimune (p=0,002, OR=2,61; IC, 1,85-4,92).
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10 ANEXO

10.1 ANEXO 1 — Termo De Consentimento Livre e esclarecido
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Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Suscetibilidade ao

vitiligo

A Pontificia Universidade Catdélica do Parana (PUCPR) estara
realizando um estudo que ira investigar o papel da genética na
suscetibilidade ao vitiligo e na gravidade da doenga. Se bem
sucedido, o projeto podera facilitar o tratamento do vitiligo e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes, seus familiares e
pessoas proximas. Este estudo sera coordenado por Dr. Marcelo
Tavora Mira, professor adjunto e pesquisador do programa de

Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude da PUCPR.

1) Métodos

Se vocé concordar em participar neste estudo, vocé sera submetido a um
exame médico e coleta de uma amostra de sangue de seu antebrago, com uma
agulha nova e descartavel, apds assepsia local (limpeza). A amostra de sangue
sera usada para extragdo de acidos nucléicos (DNA, seu material genético). O
DNA sera enviado a um laboratério para um teste chamado “genotipagem” que
ira permitir aos cientistas estudar as caracteristicas genéticas que tornam mais
facil para alguns individuos e seus familiares contrair vitiligo e desenvolver os
diferentes tipos clinicos da doenca. Sob sua autorizagdo, informacgdes de
prontuarios clinicos também poderao ser lidas pelos cientistas e utilizadas no

estudo.

2) Local do estudo

Os procedimentos descritos acima serao realizados parte no Consultério
de Dermatologia ou no Hospital Santa Casa de Misericordia da PUCPR,
(avaliacéo clinica e coleta sanguinea), parte nos laboratérios da PUCPR e

instituicbes associadas (testes laboratoriais). Colaboragdo entre a PUCPR e
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outros institutos de pesquisa deverdao aumentar as chances de sucesso e o
impacto do estudo. Portanto, esta sendo requerida sua autorizagdo para o uso
de sua amostra em estudos do vitiligo envolvendo outras instituicdes. Sua
autorizagdo soO valera sob a condigdo de se manter o desenho, objetivos e
metodologia do projeto original, além da avaliagdo e aprovagédo de eventuais

alteragdes pelo Comité de Etica da PUCPR.

3) Permissao para estocagem

Esta sendo solicitada a sua permissao para estocagem da sua amostra de
DNA na PUCPR. Se assinar esse termo de consentimento, vocé esta
autorizando estocagem de longo prazo de sua amostra de DNA. Sua amostra de
DNA sera mantida indefinidamente. Isto significa que sua amostra ndo sera
destruida apds um determinado periodo de tempo, mas sim sera estocada pelo
tempo que ela durar. Embora pequenas quantidades de sua amostra possam ser
enviadas a instituicbes colaboradoras para analise, ndo havera estocagem de
amostras em outras instituicbes além da PUCPR. Amostras estocadas serao
usadas exclusivamente para fins de pesquisa. Amostras estocadas poderao ser
utilizadas para estudos adicionais de suscetibilidade ao vitiligo. Nenhuma outra
doenca sera investigada. O uso da sua amostra estocada tera como condi¢céo
uma nova avaliacdo e aprovacéo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica

pertinente.

4) Riscos Fisicos para Saude/Desconfortos

Os riscos fisicos para saude de participacdo neste estudo sao muito
pequenos e limitados ao procedimento de coleta de sangue. Durante a coleta de
sangue, vocé podera sentir um desconforto temporario devido a introdugéo da
agulha. A coleta de sangue podera resultar em uma pequena lesao que quase

sempre cura-se sozinha. Em raros casos, pode ocorrer infeccio localizada.
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5) Tratamento e Compensagao por Danos

Se vocé desenvolver infeccdo localizada devido ao procedimento de
coleta de sangue, o tratamento sera providenciado pela PUCPR. O custo deste

tratamento sera totalmente coberto pelo projeto.

6) Alternativas

Se vocé estiver afetado por vitiligo, acesso a procedimentos médicos para
diagndstico e tratamento da doencga sera providenciado mesmo que nao queira
participar do estudo. Portanto, se vocé decidir ndo participar, ou cessar sua
participacdo no estudo a qualquer momento, todos os procedimentos para
diagndsticos e tratamento médico serdo mantidos pelo Hospital Santa Casa de

Misericordia da PUCPR e instituicdes colaboradoras.

Se vocé nao estiver afetado pelo vitiligo, vocé estd sendo convidado a
participar do estudo como parte do grupo controle ou como familiar do afetado.
Neste caso, sua decisdo de participar ou ndo, ou de cessar sua participacao a
qualquer momento, nao ira interferir de nenhuma forma nos procedimentos
médicos para diagnostico ou tratamento do vitiligo que vocé possa necessitar no
futuro. Da mesma forma, sua decisao nao ira refletir no acesso a procedimentos

médicos necessarios a algum familiar ou contato afetado pelo vitiligo.

7) Custos para os participantes

No caso de vocé decidir participar do estudo, vocé nao tera nenhum custo.
Custos com testes laboratoriais e analises de suas amostras para propésito de

pesquisa serao cobertos pelo estudo.
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8) Beneficios

A longo prazo, os procedimentos médicos e laboratoriais aos quais vocé
sera submetido poderdo facilitar a deteccao de resisténcia ao tratamento do
vitiligo, tornando possivel evitar tratamentos inadequados. Além disso, espera-se
que conhecimentos cientificos adicionais sejam alcangados, com consequente

melhoria do tratamento de pessoas afetadas pelo vitiligo.

9) Reembolso

Vocé nao sera reembolsado por participar deste estudo.

10)Exclusividade do uso do material genético

Amostras de DNA SERAO UTILIZADAS APENAS PARA PESQUISA DE
SUSCETIBILIDADE AO VITILIGO. Nenhuma outra doenca sera estudada. Se,
devido a situagbes imprevistas, os pesquisadores descobrirem alguma
informacgédo relacionada a suscetibilidades que nao ao vitiligo, vocé sera
aconselhado a procurar seu médico para um exame completo. Vocé nao tera
acesso a nenhuma informagao genética especifica que nés produzirmos. Todos
os resultados obtidos no estudo, apds analise do conjunto completo dos dados,
serdo publicado em artigos cientificos. Como estes dados publicados seréo
usados por outros investigadores € desconhecido. Importante reafirmar, o alvo

de nossos estudos € a identificagao do fator de risco genético ao vitiligo.

11) Confidencialidade dos dados

A participagdo em projetos de pesquisa pode resultar em perda de

privacidade. Além disso, a descoberta de fatores de risco genéticos para vitiligo
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podem expor suscetibilidades de certos grupos de pessoas, possivelmente
levando a outros ou certas empresas a considerar estes grupos diferentes de
uma forma negativa. Entretanto, procedimentos serdo adotados pelos
responsaveis por este estudo no intuito de proteger a confidencialidade das
informacdes que vocé fornecer e as informagdes produzidas pelo projeto.
Nenhuma informagado genética individual sera tornada publica. As informagdes
serdo codificadas e mantidas num local reservado o tempo todo. Somente os
pesquisadores envolvidos neste estudo terdo acesso as informacgdes. Apds o
término deste estudo, as informagdes serao transcritas dos questionarios para
arquivos de computador, mantidos em local restrito com acesso permitido
apenas aos mesmos pesquisadores. Os dados deste estudo poderdo ser
discutidos com pesquisadores de outras instituicdes, mas nenhuma identificacao

sera fornecida.

CONSENTIMENTO

Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Suscetibilidade ao vitiligo

Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento para manté-lo consigo.
Se vocé tiver qualquer duvida no futuro sobre a sua participacao neste estudo,
vocé pode e deve utilizar os seguintes meios de contato com o pesquisador

responsavel:

Dr. Marcelo Tavora Mira
Telefone: (41) 3271-2618
Celular: (41) 96318997

E-mail: m.mira@pucpr.br
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A PARTICIPAGAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA

Vocé tem o direito de ndo concordar em participar ou mesmo de se retirar
do estudo em qualquer momento que queira, sem riscos para o0 seu tratamento
médico. Se vocé desejar e concordar em participar, deve assinar ou fornecer sua

impressao digital na linha apropriada abaixo.

Se vocé desejar participar do estudo, permitira que seu endereco e
telefone sejam anotados em uma folha separada, para facilitar contato quando
necessario. Como ja foi esclarecida anteriormente, toda informagao, pessoal

sera mantida em sigilo.

Assinatura/impressao digital do voluntario Nome completo e n° do prontuario
Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador
Assinatura testemunha 1 Assinatura testemunha 2
/ /
Data
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10.2 ANEXO 2 — Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa

BT PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF PARANA

RESEARCH ETHICS COMMITTEE

Curitiba (Brazil), 2008-02-12

To whom it may concerns

We hereby, certify that the study entitled "ESTUDO DE FATORES DE RISCO
GENETICOS DE SUSCETIBILIDADE AO VITILIGO" (PORTUGUESE
VERSION), was submitted to the Research Ethics Committee of the Pontifical
Catholic University of Parana. After analysis the project was approved for
execution at the committee meeting of Sepetember 5, 2007, under the protocol
number 1975.

The protocol was submitted and approved by the Brazilian National
Commission on Ethics in Research (CONEP), under the protocol number
14394.

Prof. Sergio Surugi de Siqueira, Ph.D.
Coordinator

Research Ethics Committee of the Pontifical Catholic University of Parana
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10.3 ANEXO 3 — Artigos de revisao publicado no periédico Anais Brasileiro
de Dermatologia

REvVISAO
v
Vitiligo - Parte 1’
Roberto Gomes Tarlé" ? Liliane Machado do Nascimento'
Marcelo Tavora Mira’ Caio Cesar Silva de Castro™

DOI: httpfdx.doiorg/10.1590/abd1806-4841 20142573

Resumo: O vitiligo ¢ uma doerga cronica estigmatizante, ja conhecida ha milénios, que afeta, principalmente, os
melandcitos da camada basal da epiderme, causando lesdes hipocrémicas e acrdmicas, Estima-se que a enfermi- l

dade ocorra em aproximadamente 0,5% da populagic mundial. O envolvimento de fatores genéticos na
suscetibilidade ao vitiligo vem sendo estudado ao longo das altimas décadas e os resultados dos estudos j4 rea-
lizados permitem considerar o vitiligo como uma doenga complexa, multifatorial e poligénica. Neste contexto,
certos genes, entre eles o XBP1, DDR1 e NLRP1, tém sido consistentemente associados funcionalmente a doenga.
Nao obstante, fatores ambientais que precipitem ou mantenham a doenga ainda ndo foram descritos. A etiopato-
genia do vitiligo ainda n3o foi totalmente esclarecida e varias teorias tm sido propostas, Destas, a hipotese
autoimune ¢ hoje a mais citada e estudada entre os especialistas. Disfungbes em vias metabolicas, que levariam
a produgio de metabolitos toxicos e provocariam danos aos melanteitos, tém sido também investigadas. O
déficit de adesdo dos melandcitos em pacientes com vitiligo tem sido especulado principalmente através do
aparecimento do fendmeno de Kdebner. Recentemente, noves genes e proteinas envolvidas com este déficit tém
sido encontrados.
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INTRODUGAO

O vitiligo ¢ uma doenga sistmica cronica  hipoacusia neurossensorial, conforme ja detectadas em
adquirida, que apresenta evolugio clinica imprevisi- 13 a 16% de ntes de estudos anteriores® No
vel, caracterizada pelo surgimento de méculas e man-  entanto, uma das principais consequéncias da doenga
chas acrOmicas ou hipocrémicas em pele e mucosas ¢ psiquica porgue o vitiligo pode gerar grande impac-
devido ao desaparecimento dos melandcitos nas dreas  to sobre a autoestima dos pacientes, com aumento dos
afetadas. Estas lesdes podem apresentar-se em dife-  casos de depressio grave, um forte sentimento de dis-
rentes formas e tamanhos e podem estar presentes em  criminagdo social e consequente diminuigdo da quali-
qualquer area do tegumento. dade de vida desses pacientes.*

Além de o vitiligo afetar pele e mucosas, levan-
do-se em conta que existem melandcitos nos aparelhos  ASPECTOS HISTORICOS
ocular (predominanternente no trato uveal) e auditivo Os mais antigos textos sobre uma doenga seme-
(nas estrias vasculares e no modiolo da coclea), podem  Thante ao vitiligo, como hoje ¢ conhecido, datam de
também ocorrer, além da diminuigio desses melanoci- 1500 AC. Estio presentes em escritos sagrados hindus
tos, enfermidades oculares como uveites ou mesmo  ("Vedas”), com a denominagio de kil 3a, e em textos
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(papiros) do antigo Egito. ” Existemn virias referéncias
no Antigo Testamento, principalmente no Levitico
XIW, ao termo Zordat ou Tzamat que, em hebreu classi-
co, significaria “manchas brancas”, mas existem con-
trovérsias quanto A possibilidade de essa doenga ser
realmente o vitiligo.

O termo latino vitiligo surge no primeiro século
dC, usado por Celsus no tratado classico de Medicina,
Entretanto, a raiz latina do termo ¢ desconhecida e
entre as outras palavras Latinas citadas estio algumas
palavras com significados semelhantes, como vite-
hius e wituli, que comparam as lesdes acrOmicas ou
hipocrémicas do vitiligo as manchas brancas observa-
das em bezerros, ou vitium, que significa defeito ou
falha. *

No século XIX, Broog e Kaposi estavam entre os
primeiros a descrever fanto os aspectos clinicos, como
acromia e hiperpigmentagio nas bordas das lesdes,
quanto a histopatologia, na qual Kaposi descreveu a
auséncia de grinulos de pigmento nas ctlulas da
camada basal da epiderme.”

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A doenga afeta, igualmente, ambos os sexos ¢
pode manifestar-se em qualquer idade. A média de
idade de inicio do vitiligo praticamente se mantém em
diferentes regides e varia entre 22 anos
nos EUA e India, 24 no Brasil até 25 anos na
Inglaterra. Além disso, diferengas na média de idade
de inicio do vitiligo tém sido relatadas entre casos de
vitiligo familial e esporadico.”™

A prevaléncia do vitiligo tem sido estimada entre
0,093% na China, 0,34% na ilha de Martinica, 0,38% na
Dinamarca, 1% nos EUA e de 0,5% a 1,13% na India >
™ O Brasil ndo possui dados epidemiologicos atualiza-
dos relativos a incidéncia e a prevaléncia da doenga.

Com o desaparecimento dos melanbcitos nos
individuos afetados por vitiligo, seria esperada uma
maior incidéncia de cancer ndo melanoma e ceratoses
actinicas; ndo obstante, dados experimentais eviden-
ciam o contrario; desse modo, alguns autores formu-
laram a hipétese de que esta baixa incidéncia de cin-
cer de pele ocorrenia por uma superexpressio da pro-
teina p53, que teria um efeito anticarcinogénico. Ja foi
demonstrada, por meio de estudo imuno-histoquimi-
€0, uma maior expressio de p53 anto na pele afetada
por vitiligo quanto na pelendo afetada desses mesmos
individuos, quando comparada & pele de controles
com historia de carcinoma basocelular.™ Além disso,
a reduzida expressio de GD3 (que contribui para a
apoptose de queratindcitos) induziria a um mecanis-
mo compensatorio de espessamento epidérmico para
proteger a pele afetada dos danos da radiagio UV
Finalmente, em dois estudos recentes retrospectivos,
ndo foi detectado um aumento estatisticamente signi-

An Bras Dermatol. 2014;85(3)461-71.

ficativo de cancer de pele ndo melanoma ou cincer de
pele ndo melanoma e melanoma em pacientes com
vitiligo quando comparados & populagio em geral.
Além disso, neste dltimo estudo retrospectivo, tam-
bém nio foi encontrada uma tendéncia ao aumento de
prevaléncia desses cinceres de pele no subgrupo de
pacientes que foi submetido a tratamento com PUVA
e Narrow-Band UVB, ajustados por idade e tempo de
exposigio durante a vida™®

GENETICA DO VITILIGO

A maioria das doengas humanas resulta da inte-
ragio entre variantes genéticas e fatores ambientais.
Esmbelecer a real contribuigio dos fatores genéticos &
0 estdgio inicial dos estudos genéticos de doengas
complexas. Em termos gerais, a dissecgiio do compo-
nente genético de doengas complexas inicia-se por
meio de estudos observacionais, tais como: anélises de
agregagio familial de casos, estudos comparativos de
taxas de concordancia da ocorréncia da doerga entre
gémeos monozgoticos (MZ) e dizigoticos (DZ) e ana-
lises de segregacio complexa (ASC). Entretanto, estes
estudos ndo fomecem informag Ges sobre a exata natu-
reza do componente genético em questio, como a
localizagio e a identidade dos genes envolvidos, Para
se avangar, € necessiria a adogdo de modelos de estu-
dos envolvendo marcadores genéticos moleculares,
tal como € feito nas andlises de ligagio e associagio.

Estudos de genética epidemiologica tém
demonstrado que o vitiligo pode ser considerado uma
doenga genética complexa, pois: (i) a doenga varia na
gravidade dos sintomas e idade de inicio, 0 que resul-
ta em dificuldades na defini¢io do fenétipe apropria-
do e na selegio da melhor populagio para estudo;
idadede inicio precoce foi associada a ocorréncia fami-
lial de vitiligo generalizado ™ Além disso, vitiligo de
inicio precoce estd associado A maior gravidade da
doenga(ii) a doenga pode variar em seu mecanismo
etiologico; a etiopatogenia do vitilige ainda nao foi
toalmente esclarecida, sendo que vanas teorias tém
sido propostas; (iii) doengas genéticas complexas sdo
frequentemente oligogénicas, ou mesmo poligénicas, e
cada gene contribui com uma fragdo do nisco relativo
total; analises de ligagio realizadas utilizando o fenoti-
po vitiligo identificaram loci de suscetibilidade locali-
zados nos cromossomos 1, 4, 6,7, 8, 17 e 22 cosegre-
gando com a doenga”™® Para essas regides, alguns
genes consistentemente associados ao vitiligo foram
descritos, tais como NLRP1 (17p13) e XBP1 (22q12).

GENETICA EPIDEMIOLOGICA OBSERVACIO-
NAL EM VITILIGO

O envolvimento dos fatores genéticos na susce-
tibilidade ao vitiligo tomou-se evidente nos estudos
familiais, mostrando que o vitiligo segrega com um
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complexo padrio de heranga multifatorial e poligéni-
ca." Estudo envolvendo 160 familias caucasianas dos
EUA confirmou agregagio familial de casos, com 20%
dos afetados apresentando ao menos um familiar de
primeiro grau com vitiligo. O risco relativo de vitili-
go, nas populagdes da Dinamarca e india, foi de sete
para os pais, 12 para os irmios e 36 para os filhos™ O
risco relativo de vitiligo para familiares de primeiro
grau foi estimado entre sete a dez vezes maior em
relagio a populagio em geral™ Estudo realizado em
gémeos com vitiligo mostrou uma taxa de 23% de con-
cordancia de vitiligo generalizado para 22 pares de
gémeos MZ em comparagio a 0% em 24 pares de
gémeos DZ." No entanto, a falta de completa concor-
dancia para o vitiligo entre gémeos MZ sugere a
importancia de fatores ndo genéticos,

Evidéncia adicional da existénda de um compo-
nente de suscetibilidade ao vitiligo vem sendo
obtida a partir de ASC, principal ferramenta estatistica
usada para determinar, a partir de informagbes das
familias, o modelo de heranga que melhor explique o
padrio de segregacio de um fenétipo em particular™
Resultado de ASC realizada em 56 familias colombia-
nas de maltiplas gerages, contendo individuos afeta-
dos por vitiligo, indicou como mais adequado um
modelo que assume a existéncia de um gene principal
dominante, com forte influéncia de fatores ambientais
agindo sobre os genétipos recessivos.® Outra ASC
envolvendo 2247 chineses portadores de vitiligo e suas
familias demonstrou que diferentes tipos de vitiligo sio
regulados por diferentes conjuntos de genes, reforgan-
do o cardter oligo /poligénico da doenga.®

ESTUDOS DE LIGACAO EM VITILIGO

A andlise de ligagio ¢ uma ferramenta que per-
mite a varredura de todo 0 genoma humano, usando
familias multigeracionais a fim de identificar regioes
do genoma que abrigam lod responsdveis pelo fen6ti-
po observado, mesmo sem suposigbes prévias sobre a
patogénese da doenga. O principio da andlise de liga-
¢io € baseado na premissa de que, se um marcador
polimérfico estd perto do locus que abriga o gene de
predisposigio a doenga, ele vai co-segregar nas fami-
lias, ao longo das geragdes, de forma mais frequente
do que o esperado sob a hipétese da transmissio alea-
toria prevista em uma herarga independente de loci
nao ligados ®

A primeira evidéncia de ligagio foi entre vitili-
go associado ao Lapus Eritematoso Sistémico (LES) e
marcadores do cromossomo 17pl3, locus denominado
pelos autores de SLEV1, em 16 familias euro-america-
nas afetadas por ambas as doengas.® Este resultado
sugere a existéncia deum possivel determinante gené-
tico de autvimunidade comum entre vitiligo ¢ LES
nestas familias. Estudo independente subsequente

detectou ligagio entre o locus 1p31, denominado pelos
autores “AIS1” (em inglés, Autoimmunity Susceptibility
Locus 1), e vitiligo em uma grande familia multigera-
cional, apresentando maltiplos casos de vitiligo e
tireoidite de Hlashimoto.“*® Em estudo complementar
posterior, em que a colegio original de familias foi
expandida para um total de 102 pedigrees, evidéncia
adicional para ligagdo com vitilige foi detectada nos
cromossomos 7 e 8. Além disso, foi confirmada a evi-
déncia de ligagio para o locus 17p13, anteriormente
descrito.® Foi ainda detectado sinal sugestivo de liga-
¢Ao para quatro loei nos cromossomos 9, 13,19 e 2.
Os autores sugerem que os sinais de ligagio detecta-
dos para os cromossomos 7q e 17p parecem derivar
primariamente de familias que segregam vitilip e
doengas autoimunes epidemiologicamente associa-
das. Ja o sinal de ligagio detectado para o cromosso-
mo 8p deriva de familias que segregam somente o
vitiligo.®™ Mais recentemente, scan gendmico realiza-
do em familias muitiplex chinesas afetadas por vitiligo
generalizado identificou ligagio entre a doenga e mar-
cadores da regido 4q13-q21, 22q12 e 6p21-p2.2*
Anilises de ligagio realizadas em populagdes
com hackgrounds énicos diferentes, usando vitiligo
generalizado como fendtipo, mostraram gue o princi-
pal locus de suscetibilidade cosegregando com a doen-
¢a ndo @ 0 mesmo em cada populagio, exceto para
o locus 22q11. lsso sugere que diferentes genes podem
estar envolvidos na patogénese do vitiligo em diferen-
tes populagdes ao redor do mundo, caracterizando
uma doenga poligénica™*® A definigio exata do(s)
gene(s) envolvido(s) no controle do fendtipo em ques-
tio depende de estudos adicionais, geralmente de
associagio, envolvendo genes candidatos localizados
naregido gendmica identificada na andlise de ligagio.

ESTUDOS DE ASSOCIACAO EM VITILIGO
Existern dois tipos principais de desenho de
estudo de associagio: o primeiro, baseado em popula-
30 e outro, baseado em familias. Os estudos baseados
em populagbes (tipo caso-controle) basicamente com-
param as frequéncias alélicas de um marcador genéti-
co entre os individuos afetados e ndo afetados (contro-
les); determinado alelo ¢ considerado associado ao
fenotipo estudado quando este ocorrer com frequén-
cia diferente entre os grupos. Nesse tipo de estudo, o
grande desafio € a correta selegio da amostra popula-
cional e 0 tamanho amostral, a fim de que tenha poder
suficiente para detectar o efeito genético, se ele real-
mente existir,. O estudo de associagio baseado em
familias usa o desenho basico de trios, que consiste
nos dois pais ¢ um filho afetado. A andlise avalia a fre-
quéncia com que um determinado alelo € transmitido
de um pai heterozigoto para o filho afetado: um des-
vio na transmissdo esperada ao acaso, de acordo com
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a primeira lei de Mendel, sugere associagio. E impor-
tante ressaltar que estudos de associagio tém um
poder maior para detectar efeitos genéticos modera-
dos a fracos quandocomparados a estudos de ligagio,
0 que os toma ideais para mapeamento fino de
regides cromossOmicas previamente detectadas em
ligagdo com a doenga.*

Atualmente, mais 50 genes candidatos ja foram
investigados em estudos de associagio para a susceti-
bilidade ao vitiligo. No entanto, poucos genes, entre

eles o DDR1, XBP1, NLRP1, PTPN22 ¢ COMT, foram
consistentemente associados 4 doenga, seja por esta-
rem localizados em regido previamente identificada
em estudo de ligagdo (posicional) ou por terem sido
replicados em populagdes de diferentes regides geo-
graficas (Tabela 1). Além dos citados acima, evi-
déncia para associagio com fenétipos do vitiligo foi
encontrada para marcadores dos genes ACE, AIRE,
D4, COX2, ESR1, EDN1, FAS, FOXD3, FOXP3, IL1-
RN, IL-10, MBL2 MCIR, MYGI, Nrf2, PDGFRA,

TABELA T: Genes ndo-HLA consistentemente associados ao vitiligo

hmwuwumw Variame  Poskde  ValorP

OR [C1-99%)  Auwor Ano

contrale
Familis
find)
coMr 2yl ¢ /8 = Aol vall3/158met Exomd Pe0g NA Tewncld, @™
gtz ¢ M9 M vt Vegr/ o) Exond panpon LQ{L5-1%) lidd, b
Samdo - 1P
CC BRIy BepE Goealado w6d) Exond NS Brlmetd, AN*
LT BF WRF B VElgpew n®lSE  SNerGee 002 ST(LH 040 Shadeetd, 2N
e INDT s ExoalS Pe015 L0 - A0)
DE%A fxeal? Papl ign.am
cC B Bradera  Visgo s 2641 Exon1? Pelg AO(173.528)  Shvadectd, I
. mjaw Coreima N> Segmene l6T Fxonl$ NS . Kmed 20"
CC B9 Beps Geealode n@66 Exon 17 NS Edmcd, AINC
MRP 113 BF wWE Ameivira | Gevnlzado o0& bwals P000a WA fmed DO
56 INDY Bopla  +DAA
E A Paa 2102900
o 8/e Homera Goemalado nS@E  eall  P00Wb LB -32)  jaed, 2O
nEE) 8 PeODWE LSH(L0 . 23)
¢ B/a Ae Gewmalado mGES 4 Pz NA Albged B0
dd,
a8 P03 NA
mpapBd CC 185/ Bmpin  Gewsalado 1R CT Bxoald PeS ¢ LR{LY.28)  Comacd, DE™
P11 (RE2UW)
€ 2e/ N0 I Gewmalzado 188 C/T  Beonl NS Lal@actd, D™
(RE20W)
¢ &/m Soemma Gewralzado 188 CT  Bonl 1% ¢ RN TE)  Labegeetd, DB
(RE20W)
8F 26§ Ameiama  Gewalzado 1R CT  Bxoal 10N a 26(12.38)  LaBegeetd, D3
mamoy [B=gpéa 4 DAA (Rezow)
e %/48 Ao Geweralizado 188 C/T Exenld NS Albged AW
(RE2W) dd,
XB 21 CC M9/ Gl Vel porw o2d67  Fomao OO0 LHLN-1N)  Renctd, DN
5, a4 ChinsaHim  Visligo per e n2670 Promato P00 LU 1)
MR/ 1B CeeoHm VeSgpes o267 Fomso P0G LIS {106 - 13
CC W6/ 155 Bepés  Geenlodo n@667  Posste  P000NS LIT(LG-1%)  Erlwdd, 20T
MA  B8/280 Bl oDEET  Pomso  PODOONONE  L2{L1.119)
Ciinesa
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PR(O2268, SCF, SOGE, TXNDCS, UVRAG, VDR, porém
estas associagbes nao foram replicadas em populagoes
independentes.” J& os diversos estudos genéticos rea-
lizados para os genes CAT e CTLA-4, em populagdes
de origem étnica distinta, tm produzido resultados
conflitantes.”* Em geral, associagbes entre variantes
dos genes HLA com suscetibilidade ao vitiligo, consi-
derando diferentes grupos étnicos, ndo tm sido con-
sistentes, porém hé notaveis exceqdes, como os sinais
de associagdo observados para os alelos HLA-
A2, HLA-DR4 e HLA-DR77**

Genes candidatos, identificados a partir
de scan gendmico de ligagio, geraram resultados inte-
ressantes. O primeiro deles foi o NLRP1, localizado na
regido cromossdmica 17p13, que codifica uma protei-
na reguladora do sistema imune inato, Polimorfismos
do gene NLRPI foram primeiramente investigados e
associados em familias americanas afetadas com viti-
ligo generalizado e doengas autoimunes epidemiolo-
gicamente associadas ao vitiligo; posteriormente, o
sinal de associagdo foi replicado em populagbes inde-
pendentes do tipo caso-controle, provenientes da
Roménia e Jordania, usando o fenétipo de vitiligo
generalizado ™%

Mapeamento fino bem-sucedido do locus 22q12
identificou o gene XBP1 associado ao vitiligo.
O XBP1 codifica um fator de transcrigio que regula a
expressio de genes do MHC de classe IL A identifica-
¢do da variante genética rs2269577, localizada na
regido promotora do gene XBP1, associada ao vitili-
g0 per se, foi possivel devido A realizagio de andlises
de associagio progressivas em trés amostras popula-
cionais independentes, tanto caso<ontrole quanto
familias. Ainda, estudo funcional mostrou uma eleva-
da expressio de XBP1 na pele lesionada de pacientes
que carregam o0 alelo de risco C do polimorfismo
rs2269577 7 Curiosamente, 0 mesmo alelo de risco da
variante 182269577 foi replicado em uma populagio
europeia em um estudo de associagio caso-controle.”

Qutra abordagem ¢ a selegio de genes envolvi-
dos em vias biolégicas importantes na patogénese da
doenga, como é o caso do gene DDRI, localizado na
regido cromossomica 6p21. O gene DDR1 codifica um
receptor transmembrana de tirosina quinase; muta-
¢Oes neste gene podem levar a alteragbes na adesio
dos melandeitos & membrana basal via integrina
CCON3.  Associagio  entre  polimorfismos  do
gene DDR1 e vitiligo per se foi reportada em uma
populagio proveniente do sul do Brasil
Significativamente, o sinal de associagio observado
fot fortemente dependente da idade, sugerindo um
efeito genético mais pronunciado em pacientes afeta-
dos pelo vitiligo com idade < 18 e 25 anos”
Importante estudo em uma amostra populacional
coreana replicon a associagio entre vitiligo e duas

variantes do DDRY, apesar de o sinal estatistico nao
ter resistido & corre¢io para multiplos testes.® Qutro
estudo independente falhou em replicar a mesma
associagdo; no entanto, os autores ndo avaliaram a
amostra populacional estratificada por idade de inicio
do vitiligo.” Estudos funcionais recentes demonstra-
ram que a diminuigio da adesdo do melanécito na
lamina basal ¢ em parte, devido & diminuigio da
expressdo de DDR1.%%

ESTUDOS DE ASSOCIACAO DE GENOMA COM-
PLETO - (GENOME WIDE ASSOCIATION STu-
DIES - GWAS)

Os GWAS envolvem centenas de milhares de
marcadores genéticos, suficientes para a cobertura
completa do genoma, que sio testados em conjunto
para associagio a uma determinada doenga. Este
método ¢ livre de hipétese funcional ou posicional,
pois 0 énico objetivo na selegio da colegio de marca-
dores testados ¢ a cobertura mais dersa possivel,
incluindo todos os genes do genoma, que sio investi-
gados em um dnico experimento. Desta forma, os
GWAS permitem a identificagdo de genes previamen-
te insuspeitos de participar do controle da patogénese
da doenga em estudo.

O primeiro GWAS em vitiligo foi realizado em
uma amostra populacional de um isolado genético,
sob forte efeito fundador (portanto, apresentando
menor variabilidade genética) do noroeste da
Roménia, com elevada prevaléncia de vitiligo genera-
lizado; 0s autores encontraram associagdo entre a
doenga e o marcador rs13208776 (p=3,13x109 do
gene SMOQC2; até o momento, este achado ndo foi
replicado.® Em seguida, dois GWAS independentes
para vitiligo generalizado, realizados em amostras
caucasiana e chinesa, encontraram diversos sinais de
associagio entre vitiligo e polimorfismos de loci diver-
sos, incluindo o MHC.“* Destes sinais, apenas dois,
para os genes LPP ¢ IKZF4, foram replicados em
amostras populacionais distintas das onginais *“®%

ETIOPATOGENIA

A etiopatogenia do vitiligo ainda ndo foi total-
mente esclarecida e vérias teorias tém sido propostas.
Destas, a hipétese autoimune é hoje a mais aceita
entre os especialistas.®™ Além dessa teoria, outras tém
sido intensamente estudadas, assim como a do defei-
to de adesdo na epiderme, a bioguimica e a neural,
Neste artigo, viio ser discutidas as teorias autoimune,
do defeito de adesdo e a bioguimica.

TEORIA AUTOIMUNE
A percepgio inicial de que a autoimunidade

estava implicada em pacientes com vitiligo nio se
mentar foi baseada na frequente coocorréncia

Ani Bras Dermatol 2074:8%3):461-71.
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doengas autoimunes nesses pacientes e em seus
parentes, como lapus eritematoso, psoriase, alopecia
areata, halo-nevus e, principalmente, doengas autoi-
munes da tireoide, ¢ na resposta favoravel a imunos-
supressores, como fotoquimioterapia com UVA
(PUVA) e corticosteroides topicos e orais™™ Neste
sentido, j4 foi determinado que terapia com corticoste-
roides sistémicos diminuiu a citotoxcidade mediada
por anticorpos contra melantcitos de pacientes com
vitiligo.”

Além disso, dois grandes estudos epidemiolo-
gicos encontraram diferentes prevaléncias de comor-
bidades autoimunes em individuos com vitiligo, espe-
cialmente doengas da tireoide, neste caso, 7,7% em
individuos chineses, contrastando com uma prevalén-
cia maior de 20% em caucasianos.™ Uma recente
revisdo sistematica sobre doengas de tireocide em
pacientes com vitiligo identificou uma prevaléncia
média de doengas da tireoide, doengas autoimunes da
tireoide ¢ a presenga de autoanticorpos tirecide-espe-
cificos de, respectivamente, 15,1%, 14,3% e 2,8% e um
Risco Relativo (RR) para estes afetados de 1,9, 25 ¢
5,2 respectivamente.™

Qvitiligo ¢ acompanhado de anormalidades da
imunidade humoral e celular e altos niveis de autoan-
ticorpaos circulantes tém sido detectados em soro entre
5 a 10% dos pacientes, predominantemente da classe
1gC e, principalmente, anticorpos antitirosinase um e
dois (TRP-1 e TRP-2), Entretanto, o papel de anticor-
pos antimelanéeitos na patogénese do vitiligo perma-
nece incerto e tem sido sugerido que a presenga deles
possa ser secunddria ao dano aos queratinécitos e
melanbeitos.™"

Os melandeitos sdo capazes de apresentar anti-
genos na presenga de MHC de classe TI, 0 que permi-
tiria quecélulas HLA-DR+ presentes na area perilesio-
nal do vitiligo apresentassem antigenos em resposta a
traumas ou inflamagio local, neste altimo caso, levan-
do a destruigio autvimune dos melandcitos,™” Varios
estudos ja demonstraram que existemn infiltrados lin-
fociticos CD4+ ¢ CD8+ na jungdo dermoepidérmica
em pele perilesional de vitiligo™® Foi observado,
experimentalmente, que, em alguns pacientes com
vitiligo comum, ocorreu infiltragio de células T CLA+
na pele perilesional, sendo possivel que o recrutamen-
to destas células T ocorra através da ativagdo das oélu-
las dendriticas e estas, por sua vez, sejam ativadas nos
locais de trauma epidérmico.™™ Recentemente, foram
encontrados dados que talvez confirmem esta hipote-
se. Um estudo de imuno-histoquimica demonstrou
um aumento da populagio de células dendriticas mie-
loides dérmicas CD1lc+ e células de Langerhans
CD207+ na borda lesional de lesdes de vitiligo.”

Curiosamente, linfécitos T citotéxicos melano-
cito-especificos foram associados a atividade da doen-
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¢a.”® Mais recentemente, em estudo in wvitre, foi
demonstrado que linfécitos T citotoxicos infiltrados
em drea perilesional de vitiligo comum destruiram os
melanocitos vizinhoes,®

Melanteitos e células de melanoma comparti-
Iham antigenos de diferenciagio e, com base no name-
ro de casos observados em humanos e camundongos,
o desenvol vimento espontaneo de vitiligo em pacien-
tes com melanoma tem sido considerado como um
sinal de bom para melanoma ™* Neste
sentido, varios estudos na drea da imunologia do viti-
ligosdo decorrentes do estudo de melanoma e de vaci-
nas contra melanoma. A imunoterapia contra antige-
nos, como gpld0 e tirosinase, pode, por exemplo,
levar & infiltragio de linfécitos T citotoxicos especifi-
cos tanto na drea de melanoma quanto nas lesdes de
vitiligo,”*

Camundongos que tiveram tumores de mela-
noma extirpados cirurgicamente geraram resposta de
linfécitos T citotéxicos de memoria contra os melano-
citos. Estes camundongoes, que apresentavam ausén-
cia de células T reguladoras (TREGs), desenvolveram
vitiligo, sugerindo que as TREGs preveniriam autoi-
munidade contra melanécitos!™ Novos dados em
pacientes com vitiligo corroboram estes resultados,
como a detecgio de uma redugio da quimiocina
CCL22 que aumenta a migragio de TREGs (Regulatory
T wlis) em diregdo a pele lesada, o que levaria a um
namero inadequado de TREGs em pacientes com viti-
ligo, que ndo seria capaz de suprimir uma reagio cito-
toxica na pele de pacientes afetados.™ Nesta mesma
vertente de pesquisa, andlise através de citometria de
fluxo revelou aumento de linfécitos T CD8+ e dimi-
nuigdo de TREGs circulantes em pacientes com vitili-
go generalizado. Alem disso, foram identificados
aumentos expressivos desses dois tipos de oélulas na
pele perilesional desses pacientes. Entretanto, as
TREGs do sangue periférico tinham diminuigio da
capacidade de supressio dos linfocitos T CD8+, suge-
rindo que a falha no funcionamento das TREGs ¢ o
aumento desses linfocitos contribuiram para a des-
truigdo dos melandcitos nestes  afetados™
Contrastando com alguns resultados deste altimo
estudo, em outro artigo, ndo foram encontrados
aumento de TREGs ou linfécitos T CD8+ em sangue
periférico de pacientes com vitiligo generalizado em
comparagio aos controles; entretanto, neste trabalho,
estas células ndo foram estudadas em drea de pele
perilesional de vitiligo."™ Nio obstante, de relevancia
neste mesmo estudo foi detectada uma diminuigio,
no sangue periférico, de células invariantes natural kil-
ler T (i NKT), que sdo células reguladoras do equili-
brio Th1/Th2 da resposta imune e que estio frequen-
temente diminuidas em outras doengas autoimunes,
como lapus eritematoso e artrite reumatoide, sugerin-
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do um efeito protetor dessas células."™

O mecanismo de perda de autotolerancia que
potencialize a agio de linfocitos citotoxicos autorreati-
vos na perda dos melandcitos ainda ¢ pouco conheci-
do. Estudo recente apresentou evidéncias de defeitos
funcionais de linfécitos T regulatérios periféricos
(TREGs) em metade dos pacientes testados com vitili-
go instavel ™

Também tem sido encontradas no vitiligo seg-
mentar, cuja patogénese foi primordialmente relacio-
nada a disfungdes dos nerves simpéticos, evidéncias
de que uma resposta celular imunomediada, incluindo
linfocitos T CD8+, esteja envolvida nas fases iniciais
desse tipo de vitiligo. Alem disso, neste mesmo estudo,
foi detectado, por citometria de fluxo, um elevado
nivel de expressdo de [FN-gama na pele lesional.™

Um perfil de citocinas Th-1, Interferon - gama,
TNF- alfa e, recentemente, [L-8, tem sido bem descrito
em areas de pele de vitiligo tanto segmentar guanto
ndo segmentar.™™ Além da Th-1, muitas evi-
déncias de uma influéncia Th-17 tém sido descritas no
vitiligo, com demaonstragio por imuno-histoquimica e
imunofluorescéneia de infiltragio de linfécitos IL17 A+
em areas dérmicas na borda de lesoes de vitiligo. Além
disso, foi encontrado também, nos bordos das lesdes,
aumento de expressio demRNAde IL-17 Ae [L-1beta.
" Recentemente, foi descrito um aumento de IL-17 em
soro de pacientes afetados por vitiligo.™

TEORIA DO DEFEITO DE ADESAO

Tem sido sugerido que defeitos de adesdo este-
jam envolvidos no desaparecimento dos melanocitos
nas lesdes de vitiligo.® O principal sinal clinico refor-
cando essa teoria é a presenga do fendmeno de
Koebner (aparecimento de vitiligo apés traumas cro-
nicos ou agudos) que pode estar presente em aké 31%
dos pacientes caucasianos com vitiligo comum.™

Em um dos primeiros estudos que tentava iden-
tificar defeitos de adesio na génese do vitiligo, foi rea-
lizada uma andlise imuno-histoquimica que demons-
trou que a proteina tenascin, que pode interferir na
adesio dos melandcitos, estava superexpressa em pele
lesada comparada a pele 53 dos mesmos pacientes, =™

Estudo experimental com pacientes do subgru-
po generalizado (que incluiu os tipos comum, acrofa-
cial e universal) demonstrou que estes afetados apre-
sentaram destacamento dos melandcitos ap6s fricgio
mecanica da pele ndo afetada.™ Esta observagio levou
A proposi¢do de uma nova teoria, na qual o vitiligo
ndo segmentar ¢ uma desordem priméria melanoci-
torrdgica, ou seja, ocorreria uma provével perda
aguda dos melanéeitos (porque a maioria dos pacien-
tes tem um & repentino das lesdes), com res-
posta alterada do melanéeito a fricgdo e a possiveis
outros tipos de estresse, que induziriam o destaca-

mento das células e subsequente perda transepidérmi-
ca. Neste contexto, 0s autores da teoria especularam
que um fendmeno autoimune possa ser desencadeado
por liberagio de antigenos e reconhecimento por oélu-
las dendriticas ou células T de meméria durante a
migragio transepidérmica de melandeitos afetados,
agravando, assim, o destacamento ¢ a perda de mais
melanocitos.™

Alteragbes na principal proteina que adere o
melandeito & lamina basal da epiderme, a DDR1
(Discoidin Domain Receptor-1), tém sido implicadas
como um dos fatores agravantes na perda dos mela-
nécitos. Inicialmente, estudos genéticos de associagio
encontraram evidéncias de associagio entre vitiligo
ndo segmentar e alelos do gene DDR1 e esta associa-
¢do foi mais evidente em afetados que tiveram o viti-
ligo iniciado antes dos 25 anos de idade ™

Estudos funcionais tentando explicar a partici-
pagio das proteinas DDR1 ¢ CON3 (que controlam a
adesdo do DDR1 2 limina basal da epiderme’™ identi-
ficaram que melandcitos perilesionais ndo expressa-
vam CCN3® Além disso, o silenciamento de CCN3
em melandeitos induziu uma inibigio significante da
adesdo dos melandcitos ao colageno IV. Neste mesmo
estudo, foi demonstrado que a expressio de DDR1
estava diminuida na pele lesional em comparagio a
pele perilesional na maiona dos pacientes e a expres-
sdo do coldgeno TV estava diminuida em todos os
pacientes.” Nesta mesma linha de pesquisa, um estu-
do recente confirmou a diminuigio da expressio de
DDRI1 em toda a epiderme lesional, considerando que
a expressao epidérmica de DDRI era devido somente
A expressdo entre os queratindcitos, € ndo na camada
basal da epiderme onde estio localizados 0s melano-
citos. Este estudo levantou a hipétese de que o vitiligo
seja uma doenga em que toda a epiderme ¢ afetada e
ndo somente os melandcitos™

TEORIA BIOQUIMICA DO VITILIGO

A hipotese de o vitiligo ser causado por uma
disfungdo em vias metabélicas, ndo necessariamente
relacionadas aos melandécitos, que levariam a produ-
¢do de metabolitos toxicos, como catecolaminas, o-qui-
nonas, espécies reativas de oxigénio, tem sido ampla-
mente investigada ™™

O envolvimento do estresse oxidativo no dano
ao melanteito ¢ suportado por evidéncias que suge-
rem um desequilibrio entre o sistema oxidante /anti-
oxidante na epiderme de pacientes com vitiligo. Foi
demonstrado que 0s melanocitos das bordas das
lesdes de pacientes com vitiligo apresentavam aumen-
to da sensibilidade ao estresse oxidativo quando culti-
vados." Schallreuter e cols. observaram in vive que
pacientes com vitiligo podem acumular uma concen-
tragio acima de 10-* M de H,0, na sua epiderme”
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Diferentes possiveis fontes endogenas de produgiode
H,0, na epiderme de pacientes com vitiligo tém sido
descritas, incluindo aumento na atividade da
Monoamino Oxidase A (MAO-A), aumento da ativi-
dade da NADPH-oxidase e desequilibrio na
sintese/ reciclagem/ regulagio da (6R}-L-eritro-5,6,78
tetra-hidrobiofiterina (6-BH4)."™™ Uma das possiveis
consequéncias do aumento da produgio de 6-BH4
observado na epiderme de pacientes com vitiligo ¢ a
inibigio da enzima fenilalanina hidroxilase, responsa-
vel pela produgdo L-tirosina a partir da L-fenilalani-
na, levando a baixo nivel de tirosina e, consequente-
mente, a defeito na sintese da melanina.™ Pacientes
com vitiligo apresentam um baixo nivel/atividade
dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos,
como catalase, glutationa peroxidase e vitamina E,
possivelmente aumentando a toxicidade do H 0,2
Os resultados obtidos para os niveis do antioxidante
superéxido dismutase foram conflitantes entre os
estudos realizados. ™™™ Qutra evidéncia do envol-
vimento do estresse oxidativo na patogénese da doen-
¢a € a suspensio do processo de despigmentacio e
restauragio da cor da pele com a remogio do HO, da
epiderme pelo Narmow-Band UVB31Inm-pseudocata-
lase ativada”

An Bras Dermatol. 2014;85(3)461-71.

Estudos relatam o envolvimento do sistema
colinérgico e adrenérgino na patogénese do vitiligo.™
A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima importan-
e em promover e manter o estresse oxidativo, sendo
ela inativada pela oxidagio dos residucs Trp42, Trps®s,
Met¥% pelo H,0,. Significativamente, a atividade da
AChE ¢ baixa nas lesdes de pele de vitiligo durante a
despigmentagio, mas retoma ao normal guando a
pele lesionada volta a repigmentar,™ Picardo e cols,
mostraram que a anormal liberagio de catecolaminas
pelas terminagbes nervosas autondmicas pode resul-
tar na produgio excessiva de radicais toxicos no
microambiente dos melandcitos.”™ Além disso, foram
reportados niveis elevados de metabdlitos de catecola-
minas na urina de pacientes com vitiligo, na fase ativa
da doenga, quando comparados a controles pareados
por idade.™™ 0
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Vitiligo: classificacdo, histopatologia e tratamento - Parte 2
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Resumo: Em um esforgo inédito na drea de vitiligo, fai realizado um conserso mundial que sugeriu uma nova
classificagio da doenga. O principal achade histopatolégico no vitiligo € a auséncia total de melandeitos funcio-
nantes nas lesoes e as células inflamatdrias mais comumente encontradas nos bordos das lestes sdo linfocitos
CDi+ e CD8+. Ostratamentos fisicos e com farmacos do vitiligo m camo objetivo controlar o dano autoimune
acs melandcitos e estimular a migragio de melandaitos dos bordos sdos das lesdes e do eservatdrio na bainha
extema da rakz do pelo para a pele lesada. Akm disso, ¢s tratamentos cirtrgicos podem ser combinados com

tratamentos topicos e fisicos.
Palavras~chave: Histologla; Resultado de tratamento; Terapéutica; Vitiligo
CLASSIFICACAO DO VITILIGO * Vitiligosegmentar: pode ser uni, bi ou multisseg-

De acordo com a revisdo realizada pelo Vitdigo  mentar (F 2). A forma unissegmentar & a mais
Ghobal Tssues Cansensus Conference’ entre 2011-2012, 0 comum e consiste na presenga de uma ou mais macu-
vitiligo pode ser classificado nas seguintes formas dli-  las brancas em um lado do corpo, geralmente respei-
nicas (Tabela 1) tando a linha média corporal, em envolvimento des

* Vitiligo Nao Segmentar (VNS): grupo compesto mﬂmmemﬁpﬂo inkio do quadio.
pelas formas acrofacial, muceso, generalizada ou comumente, pode afetar dois ou mais segmen-

comum, universal, mista e formas raras, tos e até ocarrer distribuigio segmentar bilateral, com
a. Acrofacial: pode afetar face, cabega, mios e inicio simultineo ou ndo.
pés e atingir, preferencialmente, regido peribucal
e extremidade dos digitos; * Formas inclassificaveis ou indeterminad as:
b. Mucoso: quando envolve mucosas oral e geni- a) Focal: mancha brancaisolada que nao
tal. Além disso, areas de mucosa podem ser afe- hdww Esta forma pode evoluir
tadas em pacientes com as formas acrofacial, segmentar ou nao segmentar.
comum ¢ universal: quando afeta um s6 sitio r mwnmmmu&hda.

mucoso, € chssificada como indeterminada’

¢ Generalizado ou comum {Figura 1). as macu- Este consenso fol um grande avango em diregio
las/manchas sio frequentemente simétricas, A padronizagio da dassificagio do vitiligo, mas ainda
podem afetar qualquer parte do tegumento ¢ existem alguns aspectos que precisario ser melhor
afetam, principalmente, mios, dedos, face ¢  apreciados em uma préxima revisio, tais coma: 1) a
Areas mais expostas a traumatismes; redagio da classificagio do antige tipo pudgaris ficou
d. Universal: ¢ a forma que afeta malorextensio  confusa porgue, na tabela, fala-se em lipo

do tegumento (80 a 9% da superficie corporal)  do e, no apéndice, esta forma ¢é citada como sendo
€& mais comum na fase adulta. Geralmente, ¢ comum; 2) no vitiligo acrofacial, também podem ocor-
precedida pela forma generalizada ou comurm; rer leshes em genitalia que ndo foram descritas na
& Misto: é 0 acometimento concomitante de viti-  classificagdo” Além disso, ndo se pode afirmar que o
ligo evitiligondo segmentar. Namaio-  vitiligo acrofacial necessadamente evolua para formas
da das vezes, afonna segmentar precede o VNS, mais graves da deoenga. Assim, estudos pros pectivos,
£ Formas mms: puntata, miwr e folicular Esses tipos de coorte, 530 necessirics para se investigar esta hipo-
foram tambeém considerados como indlassificaveis tese; 3) as formas rams, que foram designadas como
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- Beichart Faria A, Torld B0, Didlahwre G, Misa MY, Sdiva de Castoo OO
Tasera |- Clhwificagio do vitiligo
Tipos Subtipos
Vitilige Nao Segmentar Acrofacial
” Mucoso (mats de um ato afetado)
Cu % oes ou
Universl
Misto (associado com vitiligo segmentar)
Formas mms
Segmentar Uni, b ou plurissegmentar

Focal
Mucoso (um s6 sitio afetado)

S

Fxama 2 Vilgo segmentar O vl ko sogmentar carac enes-se
o eralidade das sdes, que T

wp quase almha
meda corparal Exstem casos rarcs de vitidi go segmentar ilaseral

An Bras Dermttol 2014895} 78581,

Inclass ificaveis, ndo deveriam estar no grupo VNS da
tabela e, sim, no grupo indassificavel.

HISTOPATOLOGIA

Os melandcitos derivam de células da crista
neural. De tais células pluripotenciais também tém
origem os neurdnics, células glias, células candiacas,
tecido eraniofacial e medula adrenal. Os precursores
dos melindcitos, os melanoblastos, migram, prolife-
ram e diferenciam-se no percurso até seus destinos na
epiderme hasal e folicules pilosos?

Os melandcitos e queratindeitos da epiderme
formam unidades funcionais e estruturais, conhecidas
como  unidades melanoepidérmicas, nas quais
cada melindcito transporta seus melanossomes atra-
vés de dendritos para, aproximadamente, 36 querali-
nocites assoclados. A pigmentagio da pele msulla
desta estreita interagio entre melandcites, que produ-
zem o6 melanossomos, e o8 queratindcitos, que os
recebem.! Os melandeites localizamse na camada
basal daepiderme muna taxa de ] pam cada 5 quera-
tindcitos basais**

A manutengio deste equilibrio ocarre atraves
de indugdo controlada da divisio dos melandeites.
Para proliferar, o melandcito desacopla-se da mem-
brarma basal e dos queratindcitos, retrai seus dendrites,
divide-se, migra pela membrana basal e reacopla-se 4
malriz e aos queralindcitos pam formar uma nova
unidade melanoepidérmica’

Os queratindcitos exercem efeitos nos meland-
citos por meio da produgio de diversos fatores que
regulam sua sobrevivéncia' Propiciam o microam-
biente necessario A proliferagio, 4 diferenciagio e a
migragio melanocitica

A diferenga histopatologica fundamental entre
a pele de caloragio normal e a pele com vitiligo ¢ a
auséncia de melandeitos funcionantes ¥ Embora
possa haver imelandaitos viaveis na pele lesional, mais
comumente estes encontram-se ausentes, o que pode
ser verificado pela coloragio de Fontana-Masson,
especifica para melanina ou pela técnica de dihidroxi-
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fenil alanina pam demonstragio da tirosinase.®™ As
técnicas que utilizam autoanticorpes para pesquisa de
linhagem melanocitica e microscopia eletronica tam-
bém demorstram que as manchas acromicas de vitili-
go sio desprovidas de melandcitos® Outms colora-

que podem ser Uteis sio. DOPA, que detecta
melmédmadva.om Mel-5, NKI/beteb, que
detectam melandcitos ativos e inativos™*

Em lestes de longa duragio, | foram identifica-
das alteraghes degenerativas em nervos cutinecs e
estruturas anexiais, como glindulas sudoriparas,
sebaceas ou do foliculo piloso. Tais alteragdes foram
mais em doenga de Ioms dunao.
segundo uma andlise de 74 cascs de

Alteragdes inflamatorias foram enccntndn
com mais frequéneia em lesdes recentes. Quando pre-
sentes, as células inflamatdrias identificadas foram
predominantemente células T CD4+ e CD8+.7
Funcionalmente, tai oélulas isoladas de pele com viti-
ligo podem demonstrar citotoxicidade melandcito-
especifica em pele nio lesional *

Nas margens de lesdes recentes, pode haver um
infiltrado superficial linfocitdrio e, ocasionamente,
liquenaide mononuclear, Na borda externa de pele
com vitiligo, os melandcilos 530 maikores, frequente-
mente vacuolados e com longos processos dendriticos

com granulos de melanina®

A pele de coloragio normal adjacente também
podcwtr focos dealteraghes vacuolares na jun-

do dermoepidérmica em assoclagio com discreto
inﬁlndo mononuclear® Em pacientes com vililigo
comum ativo, foi identificada infilragio de células T
m.mlodtmmp(d&uadepdenlobbnd com
odos melandcitos da area ™ Ja foram
mhdocdepﬂosdew’mnhrwu-
lar e focos de degeneragdo vacuolar de queratindcitos
basaise em analise por micoscopia eletrd-
nica de localizadas até 15 cm de distincia de
manchas de vitiligo.*

TRATAMENTO DO VITILIGO
O tratamento do vitiligo tem como objetivo
controlar o dano autaimune acs melandcitos e estimu-
lar a migragio de melandcitos de seus reservatarios da
pele ao redar e anexce. O tratamento pode ser dividi-
do em farmacolégico, fsko e crumgicn, por vezes
podenda ser combinades.
1. Tratamento farmacologico
a. Topko
b. Sistémico
2 Tratamento fisico
3. Tratamento cinigico

1. Tratamento farmacologico
4. Tratamento topico
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Corticostervide

A corticoterapia topica é considerada um trata-
mento de primeira linha no vitiligo, sendo de baixo
custo e de facil aplicagio”™ A limitagio deste trata-
mento se da pelo dsco de efeitos adversos locais,
camo atrofia, estrias e telangiectasias, e sistémicos.
Por este motivo, 0 uso de corticosterides Wpicos de
alta poténcia é mais adequado para o acometimento
de pequenas dreas, sendo mais eficazes na face, coto-
velse joelhos. Alguns autores ddo preferéncia ao uso
dos de baixa poténcia na face e regides flexurais.®

Em um estudo de metanalise, foi demonstrada
a maiar ekdcia do uso de corticosteraides topicos de
classe 3 no tratamento do vitiligo localizado, quando
comparados aos de dasse 4 e intmlesional, mostrando
também maior incidéncia de atrofia nos de classe 4.%

Um estudo retmospectivo comparou o uso de
carticosteroide Wpico de alta e média poténcia em 101
criangas. Nos dois grupos, houve repigmentagio em
64'% dos casos, estabilizagio em 24'% e piora em 11%.
Em analise estratificada pela poténcia do corticoste-
roide, ndo houve diferenga entre o de moderada e ode
alta poténcia (p=0,03); também nio houve diferenga
na incidéncia de efeitos adversos locais ,3). Este
estudo deve ser interpretado com cui devido &
posologia variada de aplicagio do medicamento, bem
¢anodopt¢wnmmdcacamgrqode
media poténcia.®

Embora estudos recomendem o uso de cortico-
terapia topica de alta poténcia em vitiligo localizado,
o seu uso deve ser limitado por 2 a 4 meses, para se
diminuir o fsco de efeites adversos. O uso de corti-
costeroides de baixa poténcia ou o uso de outros imu-
nomoduladores deve ser corsiderado. Se ndo houver
resposta da corlicoterapia topica em 3 a 4 meses, esta
deve ser interrompida®

Inibidores da calcineurina

Inibidores da calcineurina s3o (munessupresso-
res usades nicialmente em pacientes transplantados.
O primeiro deles, a ciclosporina, ndo apresenta boa
absorgho cutdnea, nio sendo usada topicamente.
Posteriormente, outres inibidores da calcineurina, o
tacolimo e o pimecralime, apresentaram boa absor-
¢do quando usades topicamente na pele®

Os corticosteroides inibem a sintese de colage-
na, levando a um maior riseo de atrofia cutinea,
cidmente em uso . Uma vantagem
inibidores de calcineurina ¢ que a mocdn.&\uee
independente da calcineurina, ndo kvando ao risco
de atrofia’®

O tacrolimo topico & um inibidor da caleineuri-
na, que age contralando a agio dos linfécitos T por
inibir citocinas pré-inflamatdrias, blogueando a trans-
erigdo de genes da IL-2 que sdo importantes para a

An Bras Dermatal. 2004,:89(5) 78591,
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~ Beichert Faria A, Torlé BG, Dadlohere G, Misa MY, Siive d Castop OO

A enxertia autdloga com Suspensio de Células
Epidérmicas Ndo Cultivadas (SCENC), uma técnica
de trarsplante celular, possui a vantagem de tratar
uma area receptora cerca de 10 vezes maior que a drea
doadora, com excelente compatibilidade de
cor® Neste procedimento, um fragmento de pele &
obtido através de biopsia por shaving e a epiderme &
separada da derme utilizando-se uma solugdo com
tripsina. Apds alguns passos adiclonals, uma suspen-
540 de quemtindcitos e melandeitos € obtida e trans-
plantada na pele receptora desepitelizada *** Em
estudo mndomizado com 41 pacientes, a epigmenta-
¢do fol considerada excelente (30-100% de repigmen-
tagio) em 71% das lesdes no grupo tratado com
SCENC, em comparagio a 27% das ksdes no grupo
tratado com a téenica de EBES™ O cultivo celular tam-
bém tem sido utilizado como melo de aumentar o
nimero de células vidvels e tratar areas ainda maio-
res, utilizando menes tecido doador. Entretanto, esse ¢
um método de alto custo e que requer a estrutura de
um labaratério de cultivo de tecidos® Além disso, o
uso de algurs mitdgencs presentes nos meics de cul-
tura gerou guestionamentos a respeito da seguranga
do procedimento ™

CONSIDERACOES FINAIS

Muito tem sido descoberto nos uliimos anos
sobre a fislopatologia da doenga, direcionando a apre-
sentagio dos achados clinicos a rés principais fatores:
1) um déficit de adesio em toda a epiderme, nio 50
afetando a adesio des melandeitos como também a
dos quemtindcites; 2) aumento do estresse oxidativo
local e 3) citotoxicidade mediada por linfocitos T con-
tra os melandcitos. No entanto, a real contibuigio de
cada um desses falores em cada paciente ainda preci-
sa ser bastante investigada.

Apds décadas sem um devido esfor¢o conunto
mundial, finalmente foi publicado um artigo de con-
senso para dassificagio do vitiligo: entretanto, ainda
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existem alguns subtipes de vitiligo ndo foram
devidamente definidos sobre sua existéncia ou
posigio na classificagio por tipos e isto deve ser obje-
to de uma nova revisdo da clssificagio no futumw,
principalmente associando a caracterizagio dos tipos
e subtipos clinkos 4 exames gené ko-moleculares,
Entre s grandes desafios da genética epide-
mioldgica moderna esta a validagio dos achades de
assoclagio, através de estudos independentes de
replicagio e, em dltima instincia, de estudos funcio-
nais que levem A4 resolugio do real efeito biologico
causador da associagio ou ligagio observadas. A tare-
faesta longe de ser trivial: além do desafio classico de
se estabelecer uma relagio de causa e efeito a partir de
um achado de assoclagico, o cendrio que emernge atual-
mente, a partir de estudes de larga escala de caracte-
ristkas genéticas complexas (como os GWAS), tem
revelado tremendes desafios. Por exemplo, & possivel

que o genético de controle de doengas
como ovmo, detectavel em estudos observacionais,
esteja pulvenizado em dezenas - talvez centenas - de
genes, cada um contribuindo com uma pequena par-
celd do risco relativo find. E pessivel ainda que
variantes genéticas muito raras em nivel populacio-
nal, mas encontradas em todo genoma, sgam respon-
sdveis por uma grande pawela deste risco relativo.
Testar esta hipdtese exigird uma capacidade de
sequenciamento de genoma humano completo, 6
recentemente disponivel acs grandes laboratorios.
Finadmente, é possivel que o8 fendtipos clinicos com
0s quais se trabalha classicamente, tais como “vitili-
£0", sejam complexos demais - neste caso, a definkao
de fendtipos moleculares mais controlados, definides
a partir de sistenas biokgicos in pitro, por exemplo,
pode ser decisiva. Desenvolvimentos neste sentido
comegam a se tarnar publices, abrindo novas aveni-
das na diregio do entendimento completo das bases
genéticas de doengas complexas, em geral, e do vitili-
#o, em particular O
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10.5 ANEXO 5 — Tabela da Influ

polimorfismo do genes estudados e vitiligo na populagao de trios.
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