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RESUMO 

 

 Vitiligo é uma doença crônica e adquirida da pigmentação cutânea, 

multifatorial e poligênica, caracterizada clinicamente por máculas e manchas 

acrômicas na pele e mucosa, podendo levar também à despigmentação de 

pelos, resultantes da ausência de melanócitos funcionais nas áreas acometidas. 

Diversas hipóteses tentam explicar o desenvolvimento da doença, entre elas a 

autocitotóxica, neural, autoimune e, mais atualmente, a melanocitorrágica, na 

qual uma agressão mecânica leva ao desprendimento do melanócito do tecido 

ao seu redor, com consequente eliminação transepidérmica do mesmo. Vários 

estudos têm demonstrado a importância da genética na suscetibilidade ao 

vitiligo, estudos de genética epidemiológica demonstrando associação do gene 

DDR1 com a doença, bem como dados funcionais que evidenciam alterações na 

expressão imunoistoquímica da molécula de adesão DDR1 em pele de pacientes 

com vitiligo dão suporte à hipótese da melanocitorragia. O objetivo deste estudo 

foi investigar possível associação entre vitiligo e polimorfismos dos genes CDH1, 

NOV e IL1B, relacionado à via de adesão de melanócitos. A população estudada 

foi formada por 212 famílias nucleares compostas por indivíduos afetados com 

vitiligo e seus pais, procedentes dos estados de Santa Catarina e Paraná. Para 

replicar nossos achados uma amostra caso-controle independente foi utilizada 

em uma população composta por 131 casos e 119 controles pareados por idade, 

sexo e etnia. Nossos resultados mostram evidência de associação entre o vitiligo 

per se e o alelo T do marcador rs10431924 do gene CDH1. Não foi demonstrada 

associação com outros marcadores estudados. A análise caso-controle para o 

marcador rs10431924, detectou associação com significância estatística 

marginal. Uma análise combinada das duas populações confirmou a associação. 

Estratificação da amostra demonstrou concentração do sinal de associação para 

presença de autoimunidade nas análises de famílias 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 
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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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 DEFINIÇÃO E EPIDEMIOLOGIA DO VITILIGO 

 

 Vitiligo é um distúrbio crônico e adquirido da pigmentação cutânea, 

caracterizado clinicamente pelo desenvolvimento de máculas ou manchas 

acrômicas na pele, de tamanhos variados e despigmentação de pelos. Trata-se 

de uma dermatose com impacto significativo na qualidade de vida (1). 

Melanócitos das leptomeninges, epitélio pigmentar retiniano, trato úveal 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 início 

do vitiligo foi de 13 anos na forma segmentar, 22 anos na forma vulgar e 28,5 

anos na forma acrofacial (3). A prevalência do vitiligo, de acordo com a 

população estudada, pode variar de 0,4% (4) a 1,8% (5). 

 O vitiligo é aceito como uma doença de base autoimune, o achado de 

anticorpos anti-melanócitos e a presença de resposta imune celular contra os 

melanócitos apoiam este mecanismo fisiopatogênico. Estudos epidemiológicos 

mostram associação de outras doenças autoimunes com vitiligo. Um estudo 

mostrou uma incidência de 19,4% de tireoidite autoimune em portadores de 

vitiligo caucasianos, sendo que na população normal sua incidência é de 2,39%. 

Outras comorbidades autoimunes também tiveram sua incidência elevada, como 

anemia perniciosa, doença de Addison, lúpus eritematoso e doenças inflamatória 

intestinais (Doença de Crohn e colite ulcerativa) (6). Em uma população chinesa, 

demonstrou-se uma incidência de 7,77% de doença autoimune associada ao 

vitiligo, menor, portanto, que a observada em caucasianos; o que coincide com 

observação independente de que chineses têm menor incidência de doença 

inflamatória intestinal quando comparada aos caucasianos (7). 

 

  



 15 

1.2 HISTÓRICO 

 

 O termo vitiligo deriva do latim vitium, que significa marca ou mancha. 

Acredita-se que as primeiras descrições desta doença datam de 1500 anos 

antes de cristo: textos védicos, base das escrituras sagradas do hinduísmo e do 

Egito antigo fornecem registros de descrição de máculas desprovidas de 

pigmentação (8). 

 O estigma causado pelo vitiligo, fato identificado ainda nos dias de hoje 

pelo grande impacto psicossocial desta doença, tem sido relatado na história. 

Em textos hindus, indivíduos que cometessem ofensas por insultar mentores 

religiosos (guru droh) sofreriam de vitiligo em sua próxima vida. Em referências 

bíblicas no antigo testamento, mais especificamente no levítico 13, encontramos 

o termo hebraico Zoráat, este se refere a um grupo de doenças classificadas em 

5 categorias; manchas brancas propriamente ditas, manchas brancas 

associadas a pelos brancos, pelos brancos associados com inflamação, 

manchas brancas com descamação e manchas brancas com atrofia; destas 

descrições, as duas primeiras são provavelmente relacionadas ao vitiligo. O 

termo Zoráat foi inadequadamente traduzido nas versões de língua grega e 

inglesa da bíblia como “lepra branca”. Este equívoco de tradução pode ter 

contribuído para o estigma e impacto social das “manchas brancas” (9). Na 

Europa da idade média, o vitiligo não era bem conhecido, sendo confundido com 

outras doenças caracterizadas por hipopigmentação, 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 avanços no conhecimento do 

vitiligo: Moritz Kaposi, em Viena, foi o primeiro a descrever características 

histopatológicas do vitiligo, como a ausência de grânulos pigmentares nas cristas 

epidérmicas. No mesmo século, Pierre Louis Alphée Cazenave, dermatologista 

francês, descreveu a relação entre vitiligo e alopecia areata, talvez o primeiro 

relato correlacionando o primeiro com outra doença autoimune. Ao mesmo 

tempo, Isidor Neumann em Viena e Louis-Anne-Jean Brocq em Paris descreviam 

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

 

O vitiligo é uma doença caracterizada por hipopigmentação cutânea, onde 

a perda de melanócitos funcionais leva ao aparecimento de manchas acrômicas 

na pele. O aparecimento das lesões pode ocorrer em qualquer idade, porém é 

mais comum em adultos jovens (10). Os portadores de vitiligo apresentam 

máculas ou manchas acrômicas em número e distribuição variável, 

frequentemente são simétricas, com crescimento progressivo. Os pelos em 

áreas de vitiligo também podem perder sua pigmentação. Com a progressão da 

despigmentação, um aspecto tricrômico pode aparecer, com um centro branco, 

uma área hipopigmentada e a pele normal ao redor – por vezes, uma borda 

hiperpigmentada pode estar presente. Em vitiligo, não ocorre alteração da 

superfície da pele e eritema inflamatório é visto ocasionalmente (11). 

As lesões crescem de forma centrífuga, de maneira imprevisível, podendo 

acometer qualquer região do corpo, inclusive mucosas. As regiões mais 

frequentemente acometidas são os dedos, pulsos, axila, região inguinal e regiões 

periorificiais, como a região perioral, pálpebras e genitália. Lesões de vitiligo 

também podem ser desencadeadas por trauma local – o chamado fenômeno de 

Köebner, geralmente em áreas como cotovelos e joelhos (12).  

O exame com a lâmpada de Wood, instrumento portátil que emite luz 

ultravioleta, em ambiente escuro, é usada para o diagnóstico do vitiligo e fornece 

informações adicionais quanto a extensão, atividade de lesão e resposta 

terapêutica, especialmente em indivíduos de pele clara (fototipos I e II) (11). 

 

1.4 CLASSIFICAÇÃO DO VITILIGO 

 

De acordo com Nordlund o vitiligo pode ser classificado em localizado, 

generalizado e universal (13). Em 2007 o Vitiligo European Task Force propôs 

um novo esquema de classificação, visando padronizar estudos, métodos de 

avaliação e possibilitar estudos de meta-análise.  A proposta divide o vitiligo em 

dois grandes grupos: generalizado (ou não segmentar) e segmentar, sendo que 

o primeiro inclui as formas acrofacial, vulgar e universal. O vitiligo vulgar se 
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caracteriza pela presença de lesões múltiplas, por vezes simétricas, geralmente 

com aumento progressivo, a forma acrofacial apresenta predomínio de lesões 

em face e extremidades e na forma generalizada ocorre disseminação das 

lesões de vitiligo (14). O vitiligo segmentar é representado por lesões de 

distribuição dermatomal, única ou múltiplas. O vitiligo focal foi considerado um 

subtipo indeterminado, que pode fazer parte dos dois grupos, sendo uma lesão 

que não tem distribuição dermatomal, com um tamanho de 10 a 15cm2, que 

poderá progredir e ser classificada dentro de um destes grupos (15). Esta 

classificação é interessante, pois separa subtipos de vitiligo que apresentam 

comportamentos fisiopatogênicos e clínicos diferentes (tabela 1) (14). 

A utilização de uma classificação funcional, como a sugerida por Huggins

visa separar tipos clínicos, que possam apresentar mecanismos fisiopatogênico 

e comportamentos clínicos distintos (14). Em um estudo realizado em 586 

portadores de vitiligo foi demonstrado uma associação de vitiligo e 

autoimunidade em 52,6% na forma vulgar, 42,8% na acrofacial e 30% na 

segmentar, a presença de história familial de vitiligo foi de 40,6% na forma 

vulgar, 25,1% na acrofacial e 19,7% na segmentar (3). Tais resultados são 

importantes, pois sugerem que mecanismos fisiopatogênicos distintos em 

diferentes fenótipos da doença podem ter importância na análise de estudos 

genéticos. 

  

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

 
 
 



 18 

 Recentemente, um painel internacional de especialistas em vitiligo reuniu-

se em Bordeaux na França (16), em busca de um consenso para classificação 

da doença. Como resultado, apresentou-se um protocolo de classificação do 

vitiligo em três grupos: 

• Vitiligo não segmentar – Compreende os subtipos acrofacial, mucoso 

(mais de uma região mucosa acometida), generalizado, universal e misto 

(associado com vitiligo segmentar); 

• Vitiligo segmentar – Com um, dois ou mais dermatomos; 

• Vitiligo indeterminado ou inclassificável – focal e mucosa (uma região 

mucosa acometida). 

 

1.5 HISTOPATOLOGIA DO VITILIGO 

 

 O diagnóstico do vitiligo é primariamente clínico, porém a biópsia pode 

auxiliar no diagnóstico diferencial com outras discromias em casos ambíguos 

(12). O vitiligo tem como característica central a destruição de melanócitos na 

junção dermo-epidérmica. Histopatologicamente, o achado mais encontrado nas 

lesões de vitiligo é a perda de melanócitos e melanina e um infiltrado 

monomorfonuclear variável. A periferia das lesões, especialmente áreas 

clinicamente hipopigmentadas, podem apresentar alguns melanócitos DOPA-

positivos e alguns grânulos de melanina na camada basal (17). 

 Lesões precoces podem apresentar um infiltrado inflamatório superficial 

perivascular e ocasionalmente infiltrado liquenóide. Áreas focais de degeneração 

vacuolar na junção dermo-epidérmica, associada com infiltrado 

monomorfonuclear, foi relatada. Colorações específicas para melanina, como 

Fontana-Masson, e exame imunoistoquímico com anticorpos marcadores de 

linhagem melanocítica, mostram ausência de melanócitos em lesões bem 

estabelecidas de vitiligo (18). 

 

 

1.6 FISIOPATOGENIA DO VITILIGO 
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 A etiologia do vitiligo permanece desconhecida; porém, algumas hipóteses 

são propostas para tentar explicar a destruição dos melanócitos, entre elas, as 

hipóteses autoimune, neural, autocitotóxica e melanocitorrágica. Estes 

mecanismos por vezes podem se sobrepor e todos parecem estar sobre 

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

 
Figura 1: Modelo de interação entre as diversas hipóteses fisiopatogênicas e suscetibilidade 

genética. 

 

1.6.1 Hipótese autoimune 

 

 A teoria autoimune é a mais aceita para explicar a ocorrência do vitiligo. 

Diversas observações sugerem que a autoimunidade contra os melanócitos é um 

mecanismo fisiopatogênico importante. O vitiligo se associa a doenças 

autoimunes de diferentes órgãos, como tireóide, anemia perniciosa, doença de 

Addison, doença inflamatória intestinal, entre outras, o que sugere a existência 

de mecanismos fisiopatogênicos e genéticos comuns. Auto-anticorpos contra 

melanócitos foram descritos por diversas técnicas no soro de portadores de 

vitiligo, já tendo sido também demonstrado auto-anticorpos contra tirosinase, 

uma enzima importante para a melanogênese (19).
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 Além do papel importante dos auto-anticorpos, estudos sugerem a ação 

da imunidade celular no vitiligo. Em pacientes onde é evidenciada a presença de 

atividade inflamatória, foi demonstrada a presença de macrófagos e células T, 

paralelamente à agressão dos melanócitos (20). Na pele perilesional, o infiltrado 

de células T apresenta aumento da relação CD8/CD4 e aumento da expressão 

do antígeno linfocitário cutâneo, também foi evidenciado aumento da expressão 

das moléculas HLA-DR pelos melanócitos (19). 

 

1.6.2 Hipótese autocitotóxica 

 

 Pesquisadores sugerem a hipótese de que o vitiligo seja uma doença 

epidérmica, caracterizada por um desequilíbrio bioquímico que leva à inibição da 

tirosinase e agressão dos melanócitos por radicais livres de oxigênio (21). Na 

pele normal, a L-tirosina é um substrato para a síntese da melanina; é proposto 

que portadores de vitiligo tenham atividades baixas da enzima 4α-hidroxi-BH4 

desidratase, levando a um aumento de peróxido de hidrogênio na epiderme e 

inibição da fenilalanina hidroxilase, que converte a L-fenilalanina em L-tirosina, 

ocasionando um defeito na síntese 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 peróxido de hidrogênio (19). 

 

1.6.3 Hipótese neural 

 

 A hipótese neural é embasada clinicamente na ocorrência do vitiligo 

segmentar, seguindo um trajeto neural. Foi evidenciado, em avaliação ultra 

estrutural de nervos em áreas de lesão de vitiligo, um aumento da membrana 

basal das células de Schwann (22). Este mecanismo é supostamente causado 

direta ou indiretamente por uma reação inadequada de células pigmentares 

derivadas da crista neural a neuropeptídeos, catecolaminas ou seus metabólitos. 

Embora não se conheça muito do efeito de neuropeptídios em melanócitos 

humanos, o sistema nervoso pode ter alguma ação em melanócitos, 
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especialmente  pela secreção de peptídeos relacionados à calcitonina, este está 

aumentado em fibras nervosas de pele lesional (23). 

 

1.6.4 Hipótese melanocitorrágica 

 

 Esta teoria propõe que a despigmentação do vitiligo é resultado de um 

defeito de adesão do melanócito, que levaria ao desprendimento desta célula da 

membrana basal da epiderme e sua eliminação transepidérmica, fenômeno 

denominado melanocitorragia (23). Este mecanismo fisiopatogênico pode ser 

induzido pelo fenômeno de Koebner, sendo uma resposta alterada do melanócito 

frente à fricção da pele. Além disso, recente estudo genético encontrou evidência 

do envolvimento de polimorfismos do gene DDR1 implicado na via de adesão de 

melanócitos, no risco de ocorrência do vitiligo, sendo esta a primeira evidência 

da existência de genes da via de adesão de melanócitos envolvidos no controle 

da suscetibilidade ao vitiligo (24). 

 

1.7 GENÉTICA DE DOENÇAS COMPLEXAS 

 

 O avanço da genética molecular levou à identificação de defeitos 

cromossômicos e genes mutantes únicos, causadores de doenças que seguem 

um padrão mendeliano bem definido. Porém, doenças complexas dependem de 

múltiplos fatores genéticos (poligênicas) e ambientais, que interagem de maneira 

complexa, sendo a identificação destes genes um desafio para a genética 

moderna. Algumas ferramentas vêm sendo usadas nos estudos genéticos de 

doenças complexas, como estudos de genética epidemiológica, estudos de 

genes e regiões cromossômicas candidatas, e estudos pan genômicos de 

ligação e associação (25). 

 As análises de genética epidemiológica são importantes para se identificar 

a influência de fatores genéticos em uma doença. A observação de uma 

concentração de casos em famílias, identificadas por estudos de agregação 

familial, bem como uma maior concordância da ocorrência da doença entre 

gêmeos monozigóticos quando comparados com gêmeos dizigóticos, apoiam a 
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hipótese da existência de um componente genético por trás do fenótipo. Outro 

método importante é a análise de segregação complexa, que avalia como a 

doença está distribuída em uma coleção de pedigrees, com o objetivo de definir 

o modelo de herança genética que melhor explica os dados observados. 

Estudos de genes e regiões genômicas candidatas são baseados em 

conhecimentos prévios de que este gene ou região têm uma relação funcional 

com a doença; por exemplo, uma estratégia interessante é o estudo de vias 

biológicas importantes para a doença em estudo. Os genes candidatos também 

podem ser identificados por uma estratégia posicional, definida a partir da 

identificação de regiões cromossômicas por análise de ligação, como será 

discutido mais a frente. Como alternativa, estudos de scan genômico, de ligação 

ou associação, utilizam um mapeamento genético extenso (genômico), livres (ou 

geradores) de hipótese. 

Estudos de ligação bem sucedidos localizam loci co-segregando com o 

fenótipo de interesse em regiões genômicas que compreendem dezenas de 

genes. Assim, a definição exata do(s) gene(s) envolvido(s) no controle do 

fenótipo em questão depende de estudos adicionais, geralmente de associação, 

envolvendo genes candidatos localizados na região genômica identificada na 

análise de ligação. Mais recentemente, tornaram-se possíveis os estudos de 

scan genômico de associação (em inglês, Genome Wide Association Studies, 

GWAS), nos quais centenas de milhares de SNPs são testados, em um método 

livre de hipótese prévia, em um grande número de indivíduos. Estes estudos são 

considerados uma ferramenta poderosa para a investigação de doenças 

complexas (26); porém, são aspectos a serem avaliados criticamente nestes 

estudos: a possibilidade de falsos positivos, devido a multiplicidade dos testes 

estatísticos; e a possibilidade de se identificar SNPs com valor de p 

significativos, porém com riscos relativos muito baixos (<1,5) e sem qualquer 

relevância biológica estabelecida. Em ambos os casos, é extremamente 

importante a realização de estudos de replicação, para a confirmação destes 

achados (27). 
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1.8 GENÉTICA DA SUSCETIBILIDADE AO VITILIGO 

 

1.8.1 Estudos de genética epidemiológica  

 

 Estudos de genética epidemiológica apoiam a hipótese do vitiligo ser uma 

doença de base genética. Em 1959, Lerner demonstrou agregação familial em 

38% dos casos (10); estudos de gêmeos demonstram maior taxa de 

concordância da doença em gêmeos monozigóticos quando comparados aos 

dizigóticos (28), e estudos de análise de segregação complexa sugerem um 

modelo genético para a doença (29). O vitiligo apresenta alto índice de 

agregação familial, porém não é herdada de uma forma Mendeliana, sendo 

resultado de interações epistáticas de alelos em dois ou mais loci, características 

de herança poligênica e multifatorial (29). 

  

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

 

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/regiões genômicas candidatos(as) 

 

Genes e regiões genômicas candidatas, têm sido investigadas 

intensamente em portadores de vitiligo, utilizando diversas estratégias de 

análises genéticas (tabela 2). Os primeiros estudos genéticos de associação com 

vitiligo foram estudos do tipo caso-controle, analisando a região do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC, em inglês major histocompatibility 

complex). Diversos estudos têm reportado associação 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 região do MHC em pacientes com diferentes fenótipos de vitiligo versus 

controle, em populações de diferentes regiões geográficas. 

 

Tabela 3: Descrição dos antígenos HLA associados ao vitiligo em diferentes grupos étnicos. 

 

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 não têm encontrado associação consistente entre 

a ocorrência de vitiligo e alelos HLA, com exceção do alelo HLA-DR4. Uma 

meta-análise, realizada por Liu e col., encontrou associação entre vitiligo e HLA-

A2 (42). Estudos recentes, utilizando métodos moleculares mais robustos e 

análise de associação baseada em famílias encontraram associação 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 famílias multiplex caucasianas com vitiligo generalizado, o haplótipo 

MHC classe II HLA-DRB1*04-(DQA1*0302)-HLADQB1*0301 estava associado 

tanto com aumento de risco ao vitiligo como com início precoce da doença (46). 

Em chineses da etnia Han, o haplótipo HLA A25-Cw*0602-DQA1*0302 estava 

associado com vitiligo generalizado (47).  

 Associação genética, em estudos do tipo caso-controle e baseado em 

famílias, foi relatada entre alelos de marcadores do gene LMP/TAP, localizado 

na região MHC, com vitiligo generalizado de início precoce (48). Namian e col. 

observaram que o polimorfismo funcional -308 do gene MHC classe III TNFA 

determina a suscetibilidade ao vitiligo em iranianas do sexo feminino (p = 0,0001) 

(49). O real significado dos inúmeros achados de associação entre genes HLA e 

vitiligo ainda é obscuro, em parte devido à associação desses genes com outras 

doenças autoimunes. No entanto, essas iniciativas contribuíram para somar 

evidências de que a doença tem um componente autoimune na sua patogênese. 

A investigação de genes candidatos localizados fora da região do MHC 

tem levado a resultados promissores. Em uma análise de gene candidato 

utilizando-se um desenho de associação baseado em populações, Casp e col. 

encontraram alelos de marcadores intragênicos no gene CAT associados ao 

vitiligo em uma população caucasiana (50). Mais recentemente, usando desenho 

de estudo semelhante, Park e col. replicaram este achado em uma população 

coreana formada por 118 indivíduos afetados e 200 controles (51). Em um 

estudo de associação de polimorfismos do gene DDR1 e vitiligo, gene este 

candidato funcional envolvido na via de adesão dos melanócitos, Silva de Castro 

e col. encontraram polimorfismo de marcadores deste gene associados ao vitiligo 

per se, um efeito dependente da idade de aparecimento da doença – a 

associação concentrou-se em uma sub-amostra populacional de casos precoces 

(24). Entre outros genes candidatos analisados, evidência para associação com 
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fenótipos 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 ligação – Clonagem de posição 

 

Estudos de ligação têm desempenhado um importante papel na 

elucidação do componente genético do vitiligo. Nath et al. (2001), em uma 

população euro-americana de 92 famílias multiplex portadoras de lupus 

eritematoso sistêmico, selecionaram 16 famílias com pelo menos um indivíduo 

afetado também por vitiligo e utilizaram estas famílias para um estudo de ligação 

com marcadores do cromossomo 17p13. Análise de ligação não-paramétrica 

resultou no LOD score significativo de 4,02 (p = 2,8x10-5) para esse locus, 

denominado pelos autores de SLEV1 (63). Um estudo de associação, realizado 

em 114 famílias estendidas da América do Norte e do Reino Unido, envolvendo 

marcadores do locus SLEV1, resultou na identificação do gene NLRP1 (do 

inglês, encoding NACHT Leucine-rich-repeat protein, previamente denominado 

NALP1) como o melhor candidato localizado nesta região genômica. Estudos 

posteriores de mapeamento fino de associação usando marcadores do tipo 

Polimorfismo de Nucleotídeo Único (SNP, em inglês Single Nucleotide 

Polymorphism) cobrindo toda a extensão do gene NLRP1 e estendendo-se por 

224kb da sua região promotora, mostrou associação de variantes específicas do 

gene NLRP1 e vitiligo associado a outras doenças autoimunes e inflamatórias, 

nessas mesmas famílias. Nesse trabalho, uma análise de regressão logística 

indicou que pelo menos duas variantes contribuíam independentemente para o 

risco da doença (64). Subsequentemente, a associação genética entre vitiligo e 

NLRP1 foi confirmada em um estudo caso-controle independente em uma 

população da Romênia formada por 66 indivíduos afetados e 93 controles (65). 

Análise de ligação tanto paramétrica como não-paramétrica detectou 

evidência positiva de ligação entre o locus 1p31, denominado pelos autores 
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“AIS1” (em inglês, Autoimmunity Susceptibility Locus 1) e vitiligo em uma grande 

família multigeracional apresentando múltiplos casos de vitiligo e tireoidite de 

Hashimoto. No mesmo estudo, a análise foi repetida com a adição de mais 26 

famílias (LOD score não-paramétrico = 4,16; p = 8,5x10-4) (28). A expansão da 

mesma amostra populacional para 71 famílias multiplex recrutadas nos EUA e 

Reino Unido, usadas em um scan genômico, levou a forte evidência para ligação 

entre o locus AIS1 e vitiligo (LOD score não-paramétrico = 5,56; p = 2,82x10-7) 

(66). Em estudo complementar posterior, onde a coleção original de 71 famílias 

foi novamente expandida para um total de 102 pedigrees, evidência adicional 

para ligação com vitiligo foi detectada nos cromossomos 7 (LOD = 3,73; p = 

2,08x10-5) e 8 (LOD = 3,36; p = 4,18x10-5)(67). No entanto, as evidências de 

ligação entre vitiligo e o locus 1p31 devem ser interpretadas com cautela, uma 

vez que quando se remove a família multiplex multigeracional original (28), o 

LOD score paramétrico total das outras 26 famílias estudadas cai para 1,24, 

sugerindo um efeito genético exclusivo ao primeiro pedigree. Esta possibilidade é 

reforçada por dados de estudo experimental, realizado pelo mesmo grupo, que 

detectou variação no gene FOXD3 localizado no locus AIS1, exclusivamente na 

família original. Assim, o efeito genético detectado para o locus AIS1 parece ser 

exclusivo de um pedigree, e não explica a ocorrência da doença na população 

em geral (68). 

Um scan genômico independente realizado em 106 famílias multiplex 

chinesas afetadas por vitiligo generalizado identificou sinal significativo de 

ligação entre a doença e marcadores da região 4q13-q21 (LOD score não-

paramétrico = 4,62; p = 3,0x10-6), além de sinais sugestivos de ligação em outros 

cinco loci, 1p36, 6p21-22, 6q24-q25, 14q12-q13 e 22q12 (69). Em estudo 

subsequente, dois loci atingiram significância estatística após a adição de 37 

famílias às 106 anteriores: locus 22q12 (LOD score não-paramétrico = 4,14; p = 

1,5x10-5) e 6p21-p22 (LOD score não-paramétrico = 4,10; p =1,8x10-5) (70). 

O locus de suscetibilidade ao vitiligo generalizado, na região 

cromossômica 22q12, identificado no estudo previamente citado (70),  abriga o 

gene XBP1 que codifica a proteína homônima, que age como fator de 

transcrição, reconhecendo o elemento promotor X2 do HLA DR-α e DP-β. A 
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relação do vitiligo com autoimunidade e evidências de associação com HLA DR 

tornam este gene um importante candidato funcional (71). Um estudo 

subsequente mostrou evidências de associação de alelos do marcador 

rs2269577 (OR = 1,36, p_trend = 7x10-3) da região promotora do gene XBP1 com 

vitiligo. No mesmo estudo, análise estratificada não revelou associação na 

presença de comorbidades autoimunes. Dados funcionais do mesmo estudo 

mostram elevação da expressão do RNAm do XBP1 em pele lesional comparada 

com pele normal, correlacionando com o polimorfismo do rs2269577 (71). Esta 

associação do polimorfismo do marcador rs2269577 foi replicada (p=7.5E-04, 

OR=1.17) em uma população caucasiana (72). 

 

1.7.3.2 Estudos de associação – GWAS 

 

O primeiro GWAS em vitiligo foi realizado em uma população fundadora, 

que se caracteriza por menor variabilidade genética, com elevada prevalência de 

vitiligo generalizado, no noroeste da Romênia, encontrando-se associação entre 

a doença e o marcador rs13208776 (p=3,13x10-8) do gene SMOC2 (73); até o 

momento, porém, este achado não foi replicado. 

Subsequentemente, um GWAS para vitiligo generalizado em uma 

população caucasiana e, paralelamente, um estudo realizado em uma população 

chinesa, encontraram forte associação com polimorfismos em loci da região do 

MHC, bem como outros em loci não MHC (74, 75); parte destes achados foram 

replicados em populações e estudos independentes, conforme resumido na 

tabela 4 (64, 73, 75, 76). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 29 

Tabela 4.  Genes associados (P<5x10-8) ao vitiligo generalizado em GWAS, já replicados. 

 

 

 

1.9 GENES CANDIDATOS DO PRESENTE ESTUDO 

 

A importância da melanocitorragia como mecanismo fisiopatogênico do 

vitiligo e a associação de polimorfismos de genes que codificam proteínas 

responsáveis pela adesão intercelular, como o DDR1, tornam necessária uma 

melhor investigação de outros genes que codificam importantes proteínas 

envolvidas na adesão queratinócito-melanócitos como a E-caderina, a CCN3 e a 

IL-1β, respectivamente os genes CDH1, NOV (previamente conhecido como 

CCN3) e IL1B (figura 2). 
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Figura 2: Principais citocinas envolvidas na via de adesão dos melanócitos.  

(Adaptado de Fukunaga-Kalabis, M et al., 2008) (77).  

 

1.9.1 Gene CDH1 

 

O gene CDH1 localizado genomicamente na região 16q22.1 codifica a 

glicoproteína E-caderina, uma molécula de adesão intercelular transmembrana 

dependente do cálcio. A E-caderina é expressada na epiderme, exceto na 

camada córnea, tanto no queratinócito como no melanócito. 

A E-caderina é a principal mediadora de adesão dos melanócitos humanos 

aos queratinócitos (23). Esta célula tem um papel importante no controle das 

funções normais do melanócito, especialmente em relação ao crescimento e 

melanogênese, sendo esta interação dependente da E-caderina (18). O uso de 

anticorpo anti-E-caderina humana inibe quase completamente a adesão de 

melanócitos e queratinócitos in vitro (78). 

 

1.9.2 Gene NOV  

 

O gene NOV “Nephroblastoma overexpressed”, também conhecido como 

CCN3, localizado genomicamente na região 8q24.1, codifica uma proteína de 

matriz extracelular, que dependendo da célula envolvida, pode ter ação em 

adesão, proliferação, diferenciação ou sobrevivência celular. Em cultura de 

melanócitos e queratinócitos esta proteína inibe a proliferação de melanócito e 

atua na localização tridimensional desta célula (79). O silenciamento do gene 
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NOV foi relacionado com diminuição da expressão da proteína DDR1 bem como 

com a diminuição da adesão a colágeno do tipo IV, sendo esta adesão mediada 

pelo DDR1 (80). Além disso, foi demonstrado que melanócitos knockout para 

NOV perdiam sua localização espacial na epiderme, junto à membrana basal, 

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

 

1.9.3 Gene IL1B 

O gene IL1B localizado genomicamente na região 2q14, codifica uma 

proteína que é membro da família das citocinas da interleucina 1. Foi sugerido 

que uma alteração na atividade das caspases 1 e 5, estas reguladas pelo gene 

NLRP1, modulam a atividade da interleucina 1β (IL1β). Especula-se que algum 

mecanismo, como a fricção da pele, que pode levar à melanocitorragia, possa 

ativar o reservatório de IL-1β, biologicamente inativo na epiderme (82). Um 

provável mecanismo através do qual melanócitos mantém a adesão à camada 

basal envolve a produção e liberação de IL-1β pelos queratinócitos em resposta 

a stress, tais como traumas e radiação ultravioleta, a IL-1β estimularia a 

produção e liberação de CCN3 pelos melanócitos, que agiria aumentando a 

expressão de DDR1, consequentemente aumentando a adesão ao colágeno IV 

na membrana basal, resultando em melhora adesão celular. 

 

2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE  

 

O vitiligo é uma doença com um alto impacto na qualidade de vida, cuja 

fisiopatogenia não está completamente elucidada. A complexa relação do vitiligo 

com outras doenças, especialmente autoimunes, e a influência de um importante 

controle genético sobre o risco de ocorrência da doença, identificado através de 

estudos epidemiológicos e moleculares, justificam esforços para identificar 

variantes genéticas envolvidas nesta doença, a fim de se avançar no 

entendimento das vias biológicas que contribuem para o seu desenvolvimento. 

 Considerando a melanocitorragia uma hipótese importante para o 

desenvolvimento do vitiligo (23), em particular, sob a ótica dos achados prévios 
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do nosso grupo mostrando associação entre a doença e polimorfismos do gene 

DDR1 (24) envolvido com a via de adesão dos melanócitos, assim faz-se 

necessários estudos para avaliar o impacto de polimorfismos genéticos desta via 

no vitiligo.  

Nossa hipótese é que polimorfismos dos genes CDH1, NOV e IL1B 

candidatos funcionais da via de adesão celular, estejam envolvidos no controle 

da suscetibilidade à doença em uma população sul-brasileira.  

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

aspectos: 

 

(i) serem reguladores de proteínas expressas na via de adesão dos 

melanócito; 

(ii) ser o defeito de adesão dos melanócitos, um mecanismo 

fisiopatogênico importante no desenvolvimento do vitiligo; 

(iii) demonstração prévia de associação de outro gene da via de 

adesão com vitiligo, como DDR1; 

(iv) necessidade de uma melhor compreensão desta via biológica. 

 

 

3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

O objetivo geral deste estudo é aplicar uma estratégia de análise de 

associação baseado em famílias para investigar, em uma população sul-

brasileira, a participação de polimorfismos dos genes CDH1, IL1B, e NOV no 

controle da suscetibilidade ao vitiligo e suas variáveis clínicas.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

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

associação 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 famílias; 

2. Estimar as OR relativas às variantes associadas ao controle do vitiligo na 

população estudada; 

3. Verificar a influência das variáveis, autoimunidade, forma clínica, idade de 

início, presença de fenômeno de Köebner do vitiligo em caso de evidência 

de associação para os polimorfismos dos genes candidatos selecionados; 

4. Replicar os achados positivos em uma amostra populacional 

independente, do tipo caso-controle, recrutada paralelamente a população 

de famílias, na mesma região geográfica; 

5. Testar os achados positivos em uma população combinada composta 

pelos casos dos trios e da amostra caso-controle. 

4 MÉTODOS  

 

4.1 POPULAÇÃO ESTUDADA 

 

 Este estudo foi realizado utilizando uma população previamente recrutada, 

durante o período 2004-2007, para fins de estudos epidemiológicos e análise 

genética de suscetibilidade ao vitiligo. Todos os indivíduos recrutados foram 

avaliados por um único médico dermatologista, treinado e com ampla 

experiência no tratamento de vitiligo, junto ao seu consultório particular de 

dermatologia e no serviço de dermatologia da Santa Casa de Misericórdia de 

Curitiba. Para determinar a presença de vitiligo, todos os indivíduos foram 

submetidos a exame clínico de todo o tegumento e através de exame de 

lâmpada de Wood que emite luz ultravioleta “A” em ambiente escuro, a fim de 

diferenciar acromia (ausência de pigmento), encontrado no vitiligo, de hipocromia 

(pequena quantidade de pigmento) encontrada em outras doenças. Todos os 

procedimentos diagnósticos empregados neste estudo são amplamente 

consagrados na literatura especializada, e não 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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Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da PUCPR (CONEP 14394/anexo 2). Os 

indivíduos que concordaram em participar foram solicitados a assinar o TCLE. 

Caso o voluntário fosse menor de idade, um formulário próprio foi apresentado e 

assinado por um dos pais ou guardião legal. 

 Para a análise de associação baseada em famílias, foram incluídos neste 

estudo 632 indivíduos distribuídos em 199 famílias nucleares formadas por 

indivíduos afetados com vitiligo, independente de sua forma clínica, e seus pais e 

parentes, quando disponíveis, procedentes do estado de Santa Catarina e 

Paraná. Estas famílias dividem-se em 181 famílias simplex independentes 

(formado por um indivíduo afetado e seus pais) e 18 famílias multiplex (formadas 

por dois ou mais membros afetados). Ao todo, 224 trios foram derivados desta 

amostra populacional. 

 Para compor a população caso-controle de replicação, foram recrutados 

paralelamente 121 indivíduos com vitiligo per se, diagnosticados conforme os 

mesmos critérios de recrutamento da população de famílias descrito acima; e 

134 indivíduos sem histórico de vitiligo e doenças autoimunes, examinados por 

médico dermatologista, pareados com os casos de acordo com idade e sexo, 

para compor o grupo controle.  

 Na tabela 5 estão descritas as principais características, incluindo gênero, 

idade de início do vitiligo, autoimunidade e forma clínica, dos 224 indivíduos 

afetados com vitiligo recrutados para compor o estudo baseado em famílias e 

dos 121 indivíduos que compõem o grupo de casos. As doenças autoimunes 

associadas com vitiligo presentes na nossa população foram: doença autoimune 

da tireóide, artrite reumatoide, diabetes tipo I, psoríase, lúpus eritematoso 

sistêmico, halo-nevo, alopecia areata, esclerodermia cutânea. 
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Tabela 5: Característica clínica dos indivíduos afetados com vitiligo na população estudada. 

Adaptado de Silva de Castro, et al. Journal of Dermatological Science. 2012; 65: 63–67 (3) 

 

 

 

4.1.1 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

• Os pacientes que tiveram o diagnóstico de vitiligo confirmado e a doença 

classificada por médico dermatologista, através de exame clínico de 

rotina, conforme protocolo de diagnóstico de vitiligo; 

• Aqueles pacientes cujo diagnóstico não foi confirmado pelo exame clínico, 

mas que tiveram a doença confirmada após biópsia incisional e exame 

anatomopatológico; 

• Os pacientes para os quais tenha sido descartada a presença de 

síndromes que apresentam o vitiligo como uma das suas manifestações 

como: síndrome Vogt-Koyanagy-Harada e síndrome de Waardenburg; 

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

assinaram o TCLE. 
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4.1.2 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

 

• Famílias para as quais inconsistências de transmissão mendeliana foram 

encontradas durante a análise genética; 

• Amostras para as quais não foram obtidos DNA em qualidade suficiente 

para a amplificação por PCR e análise molecular. 

 

4.2 COLETA DO MATERIAL, EXTRAÇÃO DO DNA E DETERMINAÇÃO 

DA CONCENTRAÇÃO DE DNA NAS AMOSTRAS 

 

 O DNA utilizado nas análises foi obtido a partir de sangue total. Foram 

coletados 5 ml de sangue por punção venosa em tubos do tipo vacuotainer® 

contendo EDTA (Ácido Etilenodiaminotetracético) como anticoagulante, em 

condições ideais de assepsia. O sangue coletado foi centrifugado e separado a 

camada leucocitária (buff coat) para extração do DNA, segundo o protocolo para 

extração rápida do DNA genômico proposto em (83). O DNA extraído foi 

submetido à leitura por espectrofotometria para verificar a concentração da 

amostra. Após a determinação da concentração, as amostras foram diluídas a 

uma concentração final de 20 ng/µl, para solução de trabalho, e armazenadas 

em freezer a –20ºC de acesso restrito e permitido apenas aos pesquisadores 

envolvidos no projeto ou ao pessoal técnico por eles autorizado. 

 

4.3 SELEÇÃO DE MARCADORES 

 

 Para os genes candidatos foram selecionados principalmente marcadores 

do tipo tag SNP através do Hap Map Project, usando parâmetros de r2 de 80% e 

MAF de 0,2. Assim, foram selecionados oito marcadores do gene CDH1; 

rs10431924, rs1801552, rs7186333, rs7196495, rs8056633, rs8059139, 

rs9927789 e rs2011779, dois marcadores do gene NOV; rs2071519 e rs7014927 

e três marcadores do gene IL1B; rs1143634, rs1143633 e rs3136558.  
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4.4 ANÁLISE MOLECULAR 

 

 A genotipagem dos marcadores do gene IL1B selecionados foram 

realizadas através do sistema de discriminação alélica ABI TaqMan conforme 

implementado na plataforma 7500 de discriminação alélica por PCR. 

 O sistema TaqMan de discriminação alélica é um ensaio no qual as 

variantes genômicas são detectadas através de uma reação da cadeia da 

polimerase (PCR) multiplex, que combina a amplificação e detecção do 

segmento polimórfico em um único passo. Isso ocorre devido à presença, na 

reação, de: (i) um par de oligonucleotídeos sonda, específicos para cada variante 

alélica, marcados com química fluorescente diferente (normalmente VICTM e 

FAMTM) e (ii) um quencher que captura a fluorescência do fluoróforo que está 

próximo fisicamente. Quando ocorre hibridização sonda/amplicon, a atividade 5’ 

nuclease da Taq DNA polimerase leva à clivagem da sonda e liberação do 

fluoróforo, o qual emite fluorescência no comprimento de onda específico, que é 

detectado através de um conjunto de filtros. Os dados da intensidade de 

fluorescência são acumulados a cada ciclo da reação de PCR e podem ser 

obtidos no final do processo, considerado end-point. 

  As reações foram realizadas em termociclador modelo ABI Prism 7500 

(Applied Biosystems) em um volume final de 5µL contendo 20ng de DNA 

genômico, reagente Assay 40X em concentração final de 1X contendo 

oligonucleotídeos iniciadores e sondas marcadas com os fluoróforos VICTM e 

FAMTM alelo específico em concentrações ideais e TaqMan Genotyping PCR 

Master Mix, a qual contém Gold Taq Polimerase com atividade de 5’ DNAse, 

dNTP’s e tampão a base MgCl2. Todos os reagentes foram utilizados seguindo 

as recomendações do fabricante (Applied Biosystems). 

 O ensaio de discriminação alélica envolve as seguintes etapas: 

 

1. Pré-leitura: as reações são submetidas a uma pré-leitura a 60ºC por 1 

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

oligonucleotídeos iniciadores e sondas antes da amplificação.  
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2. Reação de amplificação: consiste em uma incubação inicial a 50ºC por 2 

min para inativação da enzima AmpErase® e 95ºC durante 10 minutos 

para a desnaturação inicial. Em seguida as amostras são submetidas a 40 

ciclos a 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto, durante o qual ocorre 

a hibridização dos oligonucleotídeos e a extensão dos fragmentos.  

3. Pós-leitura: as reações são submetidas a uma pós-leitura a 60ºC por 1 

minuto, a fim de subtrair o background coletado na pré-leitura do valor 

final obtido na pós-leitura.  

4. Interpretação dos resultados: nos indivíduos homozigotos, ocorre à 

hibridização com uma das sondas alelo-específica VICTM ou FAMTM, 

sendo somente detectada a fluorescência no comprimento de onda de um 

dos fluoróforo, dependendo para qual alelo o indivíduo é homozigoto. Nos 

indivíduos heterozigotos, ocorre à hibridização com ambas as sondas 

alelo-específica VICTM e FAMTM, e as sondas apresentam intensidade de 

fluorescência equivalentes para os alelos, sendo detectadas em ambos os 

comprimentos de onda dos fluoróforos em questão (figura 3). 

A genotipagem dos marcadores dos gene NOV e CDH1 foi realizada na 

plataforma de alto rendimento Sequenom®  MassARRAY, que usa o ensaio 

denominado de iPLEX. O ensaio iPLEX é baseado em uma amplificação inicial 

dos fragmentos genômicos em um PCR multiplex. As reações foram realizadas 

em um volume final de 5 µl contendo tampão Sequenom PCR, 2 mM de 

Sequenom MgCl2, 0,5 mM de Sequenom dNTPs, pool de oligonucleotídeos 

iniciadores a 0,1 uM, 0,2 U/ul de Sequenom Enzima PCR, sob condições 

uniformes e universal de ciclagem para todos os SNPs. Após o PCR os 

amplicons foram tratados por 50 min, sob alternância de temperatura, com 0,150 

U/ul da enzima SAP, a qual desativa os nucleotídeos livres que não foram 

incorporados à reação de PCR. Na sequência foi realizada a etapa SBE (em 

inglês, single base extension) que se baseia na incorporação de um nucleotídeo 

terminal com massa modificada.  

1. As reações de extensão foram realizadas em um volume final de 2 ul 

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

terminator, tampão iPLEX e 0.655 U/ul de iPLEX thermo sequence. Os 
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produtos resultantes da extensão das sondas foram tratados com 6 mg de 

resina (clean resin), a qual precipita os cátions presentes na reação e, 

então, o sobrenadante foi adicionado ao SpectroCHIP®. O chipe contendo 

o produto da extensão foi analisado no espectro de massa MALDI-TOF 

(em inglês, matrix-assisted laser desroption/ionization-time of flight). Os 

genótipos foram discriminados através da sua massa e analisado no 

software MassARRAY Typer 4.0. 

 

 
Figura 3: Padrão dos clusters alelo-específicos discriminados de acordo com a intensidade de 

fluorescência detectada no comprimento de onda dos fluoróforos VICTM e FAMTM, para o 

marcador rs1143633 do gene IL1B. Em azul; indivíduos homozigotos para o alelo T, em verde; 

indivíduos heterozigotos, em vermelho; indivíduos homozigotos para o alelo C; “X” indicam 

amostras onde não foi obtida discriminação alélica; quadrados cinzas são os controles negativos 

(sem DNA). 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Análise de associação genética baseada em famílias entre os marcadores 

testados e suscetibilidade ao vitiligo foi realizada através de teste de 

desequilíbrio de transmissão (TDT), conforme implementado no software FBAT 
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(84). A análise considera pais heterozigotos e avalia a frequência com as quais 

os alelos são transmitidos dos pais heterozigotos para os filhos afetados. Assim, 

só são incluídas na análise famílias apresentando pelo menos um dos pais 

heterozigotos para o marcador em estudo. As frequências alélicas na população 

foram estimadas com base nos alelos parentais não-transmitidos (85). Os alelos 

dos marcadores dos genes candidatos mostrando evidência para associação 

foram analisados por regressão logística condicional, estratégia que permite 

analisar a influência dos fatores ambientais juntamente aos fatores genéticos, 

assim como estimar odds ratio (OR) e intervalo de confiança (IC), implementado 

no software SAS, versão 9.1 (SAS institute, Cary, North Carolina, USA). A 

análise de associação genética baseada em população (caso-controle) foi 

implementada no programa SAS. 

 O teste para verificar se as frequências alélicas dos SNPs estavam em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg e o grau de LD entre alelos de pares de 

marcadores foram estimadas através do parâmetro r2, conforme implementado 

no software Haploview.  

 

  



 41 

4.6 DESENHO DO ESTUDO 

O diagrama abaixo resume o desenho geral do estudo. 

 

 

 

 

 
Figura 4: Desenho do estudo  
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6 RESULTADOS COMPLEMENTARES  

 

6.1 Gene CDH1  
 

 
Figura 5: Análise de desequilíbrio de ligação entre os SNPs do gene CDH1. Os números 

no interior dos quadrados indicam a proporção de DL em %, calculado utilizando-se o parâmetro 

de r2, a variação 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 distribuição das frequências alélicas dos marcadores do gene CDH1 

rs10431924, rs1801552, rs7186333, rs7196495, rs8056633, rs8059139 e 

rs9927789 estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Os marcadores não se 

encontravam em desequilíbrio de ligação, segundo o critério de r2 < 0,8 (Figura 

5). A análise de associação baseada em famílias dos marcadores do gene CDH1 

revelou associação com vitiligo per se ao alelo T do rs10431924 (p=0,04; 

OR=1,6; 95% IC, 1,01-2,54) (Tabela 7). Não houve evidência de associação 

entre os demais marcadores do gene CDH1 e vitiligo per se  e quando 

estratificado por sexo, idade, fenômeno de Köebner, presença ou não de doença 

autoimune e forma clínica. Uma análise independente em uma população caso-

controle evidenciou associação com significância estatística 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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associação anterior foi realizada outra análise combinada com os casos de 

ambas as populações e os controles da amostra de caso-controle (p=0,01; 

OR=1,63; 95% IC, 1,04-2,57).  

Ao se estratificar para variáveis como idade, sexo, fenômeno de Köebner, 

presença ou não de doença autoimune e forma clínica, observamos uma 

concentração do sinal de associação do rs10431924 com vitiligo, na amostra de 

famílias, na presença de comorbidade autoimune (p=0,03, OR= 2,22; 95% 

IC,1,06-4,69), achado este replicado na população caso-controle (p=0,06, 

OR=2,04; 95 % CI, 0,97-4,33) e na análise combinada das populações (p=0,002, 

OR=2,61; IC, 1,85-4,92). Ao se estratificar para ausência de comorbidade 

autoimune, observamos perda dos sinais de associação.

 

6.2 Gene NOV  

 

Figura 6: Análise de desequilíbrio de ligação entre os SNPs do gene NOV. Os números no 
interior dos quadrados indicam a proporção de DL em %, calculado utilizando-se o parâmetro de 
r2, a variação 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 distribuição das frequências alélicas de ambos os marcadores do gene 

NOV testados, rs2071519 e rs7014927, estavam em equilíbrio de Hardy-

Weinberg. Os marcadores se encontravam em desequilíbrio de ligação, segundo 
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o critério de r2 < 0,8 (Figura 5). A análise de associação baseada em famílias dos 

SNPs rs2071519 e rs7014927 não revelou associação com vitiligo per se (Tabela 

7). Também não houve evidência positiva de associação entre alelos de ambos 

os marcadores do gene NOV e vitiligo na amostra populacional estratificada por 

sexo, fenômeno de Köebner, presença ou não de doença autoimune e forma 

clínica (anexo 5). 

 

6.3 Gene IL1B  

 

 O rs3136558 foi excluído das análises devido a baixa qualidade dos 

genótipos obtidos; assim, apenas os marcadores rs1143634 e rs1143633 foram 

testados para associação com vitiligo. As frequências alélicas dos marcadores 

estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg na amostra. Os marcadores não se 

encontravam em desequilíbrio de ligação, segundo o critério de r2 < 0,8 (figura 

4). 

 
Figura 7: Análise de desequilíbrio de ligação entre os SNPs do gene IL1B. Os números no interior 

dos quadrados indicam a proporção de DL em %, calculado utilizando-se o parâmetro de r2, a 

variação 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 análise de associação baseada em famílias dos SNPs rs1143634 e 

rs1143633 não revelou associação com vitiligo per se (tabela 7). Também não 

houve evidência positiva de associação entre alelos de ambos os marcadores de 
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IL1B e vitiligo na amostra populacional estratificada por sexo, fenômeno de 

Köebner, presença ou não de doença autoimune e forma clínica; evidência 

marginal de associação 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 após os 25 anos de idade (p=0.05, em modelo aditivo) 

(anexo 5). 

 

Tabela 7: Análise de associação dos SNPs dos genes CDH1, NOV e IL1B. 

 
 

  

 

7 DISCUSSÃO COMPLEMENTAR 

Dados de literatura vêm trazendo suporte à hipótese de que um defeito de 

adesão dos melanócitos esteja implicada na patogênese do vitiligo (24, 86, 87). 

Observamos em nossas análises a associação do marcador rs10431924 do 

gene CDH1 e vitiligo per se, em uma população de famílias, achado este 

replicado na população caso controle e subsequentemente em análise 

combinada com maior significância estatística. Ao se estratificar a população 

para a presença de comorbidade autoimune podemos observa uma maior 

concentração do sinal de associação. 
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 É interessante observar que o vitiligo tem sido considerado um distúrbio 

funcional e estrutural da interação do melanócito e queratinócito e que em fase 

inicial da doença queratinócitos apoptóticos têm sido demonstrados. Um estudo 

recente demonstrou que a inibição de duas quinases, a PI3K (Fosfatidil inositol-3 

quinase) e a AKT (também conhecida como PKB, fosfoquinase B) induzem a um 

estado pró-apoptótico do queratinócito (88). Por sua vez, a ativação da PI3K é 

dependente da adesão celular mediada pela E-caderina, molécula de adesão 

importante para à diferenciação de queratinócitos (89). 

 A aquaporina 3 (AQP3), uma proteína transmembrana de tecidos 

epiteliais, com  ação antiapoptótica em queratinócitos, co-acumula com E-

caderina. Sugere-se que a PI3K seja dependente de E-caderina e que a AQP3 

tenha um papel na ativação desta quinase, tendo sido demonstrado que a 

inibição da AQP3 em cultura de queratinócitos humanos resulta em diminuição 

da fosforilação da PI3K e diminuição da expressão de E-caderina (90). 

Foi demonstrada expressão reduzida de AQP3 em pele despigmentada, 

quando comparada à pele normal de portadores de vitiligo, também foi 

observado que cultura de queratinócitos knockdown para AQP3 apresentam 

menor expressão de E-caderina,  β-catenina e γ-catenina, este mesmo estudo 

demonstrou menor expressão de AQP3 e E-caderina na pele lesionada em 

comparação com apele normal (90). 

A demonstração de apoptose, da menor expressão de AQP3 e E-caderina 

na epiderme lesionada, bem como a diminuição da sobrevida de queratinócitos 

knockdown para AQP3 (90). Sugerem que a comunicação intercelular do 

queratinócito e melanócito tem um papel importante para o funcionamento 

adequado destas células e que a participação da E-caderina pode ser importante 

neste processo. 

Em um estudo comparando vitiligo ativo, com vitiligo estável e pele 

normal, foi demonstrada alteração morfológica de melanócitos, apresentando 

dendritos mais curtos e mais achatados em sua extremidade, evidenciou-se 

também menor adesão do melanócito de vitiligo ativo ao colágeno do tipo IV, 

quando comparado ao vitiligo estável 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 instável, quando comparadas com vitiligo estável e 

controle (91). 

As células de Langerhans, presentes na epiderme também expressam E-

caderina em sua superfície e estão ancoradas aos queratinócitos ao seu redor 

através desta proteína de adesão (92). Uma importante função destas células 

dendríticas é manter tolerância a proteínas próprias do indivíduo (“self”), uma 

falha nesta ação levaria a um processo inflamatório ou autoimune. Foi 

demonstrado que a ativação de células dendríticas via E-caderina não aumenta 

a expressão de citocinas  pró-inflamatórias, o que pode contribuir para maior 

tolerância imunológica e não indução de um processo autoimune (92). 

Dados de literatura mostram evidências da importância da E-caderina na 

comunicação intercelular entre o melanócito e o queratinócito (78), também é 

interessante observarmos o papel da E-caderina na maturação de células 

dendríticas, com importante papel na tolerância imunológica,, consequentemente 

levando a um estado de equilíbrio imunológico contra tecidos próprios. Os 

nossos dados, evidenciando associação do vitiligo com polimorfismo do gene 

CDH1, codificador da E-caderina, trazem suporte a este defeito da interação 

queratinócito e melanócito, bem como a concentração do sinal nos portadores de 

comorbidades autoimune, em conjunto com o papel desta proteína de adesão na 

maturação de células dendríticas, sugerem que a E-caderina possa ter um papel 

na interação entre o melanócito, o queratinócito. e a células de Langerhans na 

epiderme, na patogenia do vitiligo. 
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8 CONCLUSÕES 

1. Foi encontrada associação 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. 

2. A odds ratio para a associação do rs10431924 e vitiligo foi de 1,6 (1,1-

2,54, IC 95%) indicando maior suscetibilidade ao vitiligo. 

3. O sinal de associação entre o rs10431924 e vitiligo apresentou 

concentração em pacientes portadores de comorbidades autoimune 

(p=0,03, OR= 2,22; 95% IC,1,06-4,69). 

4. A análise independente em uma população caso-controle evidenciou 

associação com significância estatística marginal entre o rs 10431924 e 

vitiligo per se (p=0,07; OR=1,55; IC, 0,87-2,73). A evidência de 

associação do marcador com vitiligo na presença de comorbidade 

autoimune também foi replicada, com valor marginal, na população caso-

controle (p=0,06, OR=2,04; 95 % IC, 0,97-4,33).  

5. A análise combinada usando casos de ambas às populações e os 

controles da amostra de caso-controle revelou evidência positiva de 

associação com vitiligo (p=0,01; OR=1,63; 95% IC, 1,04-2,57) e na 

presença de comorbidade autoimune (p=0,002, OR=2,61; IC, 1,85-4,92). 

 

 

  



 52 

9 REFERÊNCIAS 

1. Halder RM, Chappell JL. Vitiligo update. Semin Cutan Med Surg. 
2009;28(2):86-92. 
2. Akay BN, Bozkir M, Anadolu Y, Gullu S. Epidemiology of vitiligo, 
associated autoimmune diseases and audiological abnormalities: Ankara study of 
80 patients in Turkey. J Eur Acad Dermatol Venereol. 2010;24(10):1144-50. 
3. Silva de Castro CC, do Nascimento LM, Olandoski M, Mira MT. A pattern 
of association between clinical form of vitiligo and disease-related variables in a 
Brazilian population. J Dermatol Sci. 2012;65(1):63-7. 
4. Howitz J, Brodthagen H, Schwartz M, Thomsen K. Prevalence of vitiligo. 
Epidemiological survey on the Isle of Bornholm, Denmark. Arch Dermatol. 
1977;113(1):47-52. 
5. Mehta NR, Shah KC, Theodore C, Vyas VP, Patel AB. Epidemiological 
study of vitiligo in Surat area, South Gujarat. Indian J Med Res. 1973;61(1):145-
54. 
6. Alkhateeb A, Fain PR, Thody A, Bennett DC, Spritz RA. Epidemiology of 
vitiligo and associated autoimmune diseases in Caucasian probands and their 
families. Pigment Cell Res. 2003;16(3):208-14. 
7. Zhang Z, Xu SX, Zhang FY, Yin XY, Yang S, Xiao FL, et al. The analysis 
of genetics and associated autoimmune diseases in Chinese vitiligo patients. 
Arch Dermatol Res. 2009;301(2):167-73. 
8. Millington GW, Levell NJ. Vitiligo: the historical curse of depigmentation. Int 
J Dermatol. 2007;46(9):990-5. 
9. Goldman L, Moraites RS, Kitzmiller KW. White spots in biblical times. A 
background for the dermatologist for participation in discussions of current 
revisions of the bible. Arch Dermatol. 1966;93(6):744-53. 
10. Lerner AB. Vitiligo. The Journal of investigative dermatology. 1959;32(2, 
Part 2):285-310. 
11. Gawkrodger DJ, Ormerod AD, Shaw L, Mauri-Sole I, Whitton ME, Watts 
MJ, et al. Guideline for the diagnosis and management of vitiligo. The British 
journal of dermatology. 2008;159(5):1051-76. 
12. Alikhan A, Felsten LM, Daly M, Petronic-Rosic V. Vitiligo: a comprehensive 
overview Part I. Introduction, epidemiology, quality of life, diagnosis, differential 
diagnosis, associations, histopathology, etiology, and work-up. J Am Acad 
Dermatol. 2011;65(3):473-91. 
13. Lotti T, Gori A, Zanieri F, Colucci R, Moretti S. Vitiligo: new and emerging 
treatments. Dermatol Ther. 2008;21(2):110-7. 
14. Huggins RH, Schwartz RA, Janniger CK. Vitiligo. Acta Dermatovenerol Alp 
Panonica Adriat. 2005;14(4):137-42, 44-5. 
15. Taieb A, Picardo M, Members V. The definition and assessment of vitiligo: 
a consensus report of the Vitiligo European Task Force. Pigment Cell Res. 
2007;20(1):27-35. 
16. Ezzedine K, Lim HW, Suzuki T, Katayama I, Hamzavi I, Lan CC, et al. 
Revised classification/nomenclature of vitiligo and related issues: the Vitiligo 
Global Issues Consensus Conference. Pigment Cell Melanoma Res. 
2012;25(3):E1-13. 



 53 

17. Spielvogel RaK, G. Pigmentary disorder of the skin. In: Elder D, editor. 
Lever's Hystopathology of the skin. 8th ed. Philadelphia: Raven Publishers; 1997. 
p. 617-23. 
18. Yaghoobi R, Omidian M, Bagherani N. Vitiligo: a review of the published 
work. J Dermatol. 2011;38(5):419-31. 
19. Castanet J, Ortonne JP. Pathophysiology of vitiligo. Clin Dermatol. 
1997;15(6):845-51. 
20. Passeron T, Ortonne JP. Physiopathology and genetics of vitiligo. Journal 
of autoimmunity. 2005;25 Suppl:63-8. 
21. Westerhof W. Vitiligo--a window in the darkness. Dermatology. 
1995;190(3):181-2. 
22. Al'Abadie MS, Warren MA, Bleehen SS, Gawkrodger DJ. Morphologic 
observations on the dermal nerves in vitiligo: an ultrastructural study. Int J 
Dermatol. 1995;34(12):837-40. 
23. Gauthier Y, Cario Andre M, Taieb A. A critical appraisal of vitiligo etiologic 
theories. Is melanocyte loss a melanocytorrhagy? Pigment Cell Res. 
2003;16(4):322-32. 
24. Silva de Castro CC, do Nascimento LM, Walker G, Werneck RI, Nogoceke 
E, Mira MT. Genetic variants of the DDR1 gene are associated with vitiligo in two 
independent Brazilian population samples. The Journal of investigative 
dermatology. 2010;130(7):1813-8. 
25. Schork NJ. Genetics of complex disease: approaches, problems, and 
solutions. Am J Respir Crit Care Med. 1997;156(4 Pt 2):S103-9. 
26. Manolio TA, Collins FS, Cox NJ, Goldstein DB, Hindorff LA, Hunter DJ, et 
al. Finding the missing heritability of complex diseases. Nature. 
2009;461(7265):747-53. 
27. Visscher PM, Brown MA, McCarthy MI, Yang J. Five years of GWAS 
discovery. Am J Hum Genet. 2012;90(1):7-24. 
28. Alkhateeb A, Stetler GL, Old W, Talbert J, Uhlhorn C, Taylor M, et al. 
Mapping of an autoimmunity susceptibility locus (AIS1) to chromosome 1p31.3-
p32.2. Hum Mol Genet. 2002;11(6):661-7. 
29. Nath SK, Majumder PP, Nordlund JJ. Genetic epidemiology of vitiligo: 
multilocus recessivity cross-validated. American journal of human genetics. 
1994;55(5):981-90. 
30. Spritz RA. The genetics of generalized vitiligo and associated autoimmune 
diseases. Pigment Cell Res. 2007;20(4):271-8. 
31. Foley LM, Lowe NJ, Misheloff E, Tiwari JL. Association of HLA-DR4 with 
vitiligo. J Am Acad Dermatol. 1983;8(1):39-40. 
32. al-Fouzan A, al-Arbash M, Fouad F, Kaaba SA, Mousa MA, al-Harbi SA. 
Study of HLA class I/IL and T lymphocyte subsets in Kuwaiti vitiligo patients. Eur 
J Immunogenet. 1995;22(2):209-13. 
33. Finco O, Cuccia M, Martinetti M, Ruberto G, Orecchia G, Rabbiosi G. Age 
of onset in vitiligo: relationship with HLA supratypes. Clin Genet. 1991;39(1):48-
54. 
34. Dunston GM, Halder RM. Vitiligo is associated with HLA-DR4 in black 
patients. A preliminary report. Arch Dermatol. 1990;126(1):56-60. 
35. Metzker A, Zamir R, Gazit E, David M, Feuerman EJ. Vitiligo and the HLA 
system. Dermatologica. 1980;160(2):100-5. 



 54 

36. Orecchia G, Perfetti L, Malagoli P, Borghini F, Kipervarg Y. Vitiligo is 
associated with a significant increase in HLA-A30, Cw6 and DQw3 and a 
decrease in C4AQ0 in northern Italian patients. Dermatology. 1992;185(2):123-7. 
37. Lorini R, Orecchia G, Martinetti M, Dugoujon JM, Cuccia M. Autoimmunity 
in vitiligo: relationship with HLA, Gm and Km polymorphisms. Autoimmunity. 
1992;11(4):255-60. 
38. Venkataram MN, White AG, Leeny WA, al Suwaid AR, Daar AS. HLA 
antigens in Omani patients with vitiligo. Clin Exp Dermatol. 1995;20(1):35-7. 
39. Venneker GT, Westerhof W, de Vries IJ, Drayer NM, Wolthers BG, de 
Waal LP, et al. Molecular heterogeneity of the fourth component of complement 
(C4) and its genes in vitiligo. J Invest Dermatol. 1992;99(6):853-8. 
40. Tastan HB, Akar A, Orkunoglu FE, Arca E, Inal A. Association of HLA 
class I antigens and HLA class II alleles with vitiligo in a Turkish population. 
Pigment Cell Res. 2004;17(2):181-4. 
41. 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. 
42. Liu JB, Li M, Chen H, Zhong SQ, Yang S, Du WD, et al. Association of 
vitiligo with HLA-A2: a meta-analysis. J Eur Acad Dermatol Venereol. 
2007;21(2):205-13. 
43. Zamani M, Spaepen M, Sghar SS, Huang C, Westerhof W, Nieuweboer-
Krobotova L, et al. Linkage and association of HLA class II genes with vitiligo in a 
Dutch population. The British journal of dermatology. 2001;145(1):90-4. 
44. Buc M, Fazekasova H, Cechova E, Hegyi E, Kolibasova K, Ferencik S. 
Occurrence rates of HLA-DRB1, HLA-DQB1, and HLA-DPB1 alleles in patients 
suffering from vitiligo. Eur J Dermatol. 1998;8(1):13-5. 
45. Arcos-Burgos M, Parodi E, Salgar M, Bedoya E, Builes J, Jaramillo D, et 
al. Vitiligo: complex segregation and linkage disequilibrium analyses with respect 
to microsatellite loci spanning the HLA. Hum Genet. 2002;110(4):334-42. 
46. Fain PR, Babu SR, Bennett DC, Spritz RA. HLA class II haplotype 
DRB1*04-DQB1*0301 contributes to risk of familial generalized vitiligo and early 
disease onset. Pigment Cell Res. 2006;19(1):51-7. 
47. Xia Q, Zhou WM, Liang YH, Ge HS, Liu HS, Wang JY, et al. MHC 
haplotypic association in Chinese Han patients with vitiligo. J Eur Acad Dermatol 
Venereol. 2006;20(8):941-6. 
48. Casp CB, She JX, McCormack WT. Genes of the LMP/TAP cluster are 
associated with the human autoimmune disease vitiligo. Genes Immun. 
2003;4(7):492-9. 
49. Namian AM, Shahbaz S, Salmanpoor R, Namazi MR, Dehghani F, Kamali-
Sarvestani E. Association of interferon-gamma and tumor necrosis factor alpha 
polymorphisms with susceptibility to vitiligo in Iranian patients. Arch Dermatol 
Res. 2009;301(1):21-5. 
50. Casp CB, She JX, McCormack WT. Genetic association of the catalase 
gene (CAT) with vitiligo susceptibility. Pigment Cell Res. 2002;15(1):62-6. 
51. Park HH, Ha E, Uhm YK, Jin SY, Kim YJ, Chung JH, et al. Association 
study between catalase gene polymorphisms and the susceptibility to vitiligo in 
Korean population. Exp Dermatol. 2006;15(5):377-80. 



 55 

52. Kemp EH, Ajjan RA, Waterman EA, Gawkrodger DJ, Cork MJ, Watson PF, 
et al. Analysis of a microsatellite polymorphism of the cytotoxic T-lymphocyte 
antigen-4 gene in patients with vitiligo. Br J Dermatol. 1999;140(1):73-8. 
53. Blomhoff A, Kemp EH, Gawkrodger DJ, Weetman AP, Husebye ES, 
Akselsen HE, et al. CTLA4 polymorphisms are associated with vitiligo, in patients 
with concomitant autoimmune diseases. Pigment Cell Res. 2005;18(1):55-8. 
54. Jin SY, Park HH, Li GZ, Lee HJ, Hong MS, Hong SJ, et al. Association of 
angiotensin converting enzyme gene I/D polymorphism of vitiligo in Korean 
population. Pigment Cell Res. 2004;17(1):84-6. 
55. Canton I, Akhtar S, Gavalas NG, Gawkrodger DJ, Blomhoff A, Watson PF, 
et al. A single-nucleotide polymorphism in the gene encoding lymphoid protein 
tyrosine phosphatase (PTPN22) confers susceptibility to generalised vitiligo. 
Genes Immun. 2005;6(7):584-7. 
56. LaBerge GS, Bennett DC, Fain PR, Spritz RA. PTPN22 is genetically 
associated with risk of generalized vitiligo, but CTLA4 is not. J Invest Dermatol. 
2008;128(7):1757-62. 
57. Tursen U, Kaya TI, Erdal ME, Derici E, Gunduz O, Ikizoglu G. Association 
between catechol-O-methyltransferase polymorphism and vitiligo. Arch Dermatol 
Res. 2002;294(3):143-6. 
58. Onay H, Pehlivan M, Alper S, Ozkinay F, Pehlivan S. Might there be a link 
between mannose binding lectin and vitiligo? Eur J Dermatol. 2007;17(2):146-8. 
59. Kim HJ, Choi CP, Uhm YK, Kim YI, Lee JW, Yoon SH, et al. The 
association between endothelin-1 gene polymorphisms and susceptibility to 
vitiligo in a Korean population. Exp Dermatol. 2007;16(7):561-6. 
60. Li M, Sun D, Li C, Zhang Z, Gao L, Li K, et al. Functional polymorphisms of 
the FAS gene associated with risk of vitiligo in Chinese populations: a case-
control analysis. J Invest Dermatol. 2008;128(12):2820-4. 
61. Tazi-Ahnini R, McDonagh AJ, Wengraf DA, Lovewell TR, Vasilopoulos Y, 
Messenger AG, et al. The autoimmune regulator gene (AIRE) is strongly 
associated with vitiligo. Br J Dermatol. 2008;159(3):591-6. 
62. Lu T, Yu S, Fan D, Mu J, Shangguan Y, Wang Z, et al. Collection and 
comparative analysis of 1888 full-length cDNAs from wild rice Oryza rufipogon 
Griff. W1943. DNA Res. 2008;15(5):285-95. 
63. Nath SK, Kelly JA, Namjou B, Lam T, Bruner GR, Scofield RH, et al. 
Evidence for a susceptibility gene, SLEV1, on chromosome 17p13 in families with 
vitiligo-related systemic lupus erythematosus. American journal of human 
genetics. 2001;69(6):1401-6. 
64. Jin Y, Mailloux CM, Gowan K, Riccardi SL, LaBerge G, Bennett DC, et al. 
NALP1 in vitiligo-associated multiple autoimmune disease. N Engl J Med. 
2007;356(12):1216-25. 
65. Jin Y, Birlea SA, Fain PR, Spritz RA. Genetic variations in NALP1 are 
associated with generalized vitiligo in a Romanian population. The Journal of 
investigative dermatology. 2007;127(11):2558-62. 
66. Fain PR, Gowan K, LaBerge GS, Alkhateeb A, Stetler GL, Talbert J, et al. 
A genomewide screen for generalized vitiligo: confirmation of AIS1 on 
chromosome 1p31 and evidence for additional susceptibility loci. American 
journal of human genetics. 2003;72(6):1560-4. 



 56 

67. Spritz RA, Gowan K, Bennett DC, Fain PR. Novel vitiligo susceptibility loci 
on chromosomes 7 (AIS2) and 8 (AIS3), confirmation of SLEV1 on chromosome 
17, and their roles in an autoimmune diathesis. Am J Hum Genet. 
2004;74(1):188-91. 
68. Alkhateeb A, Fain PR, Spritz RA. Candidate functional promoter variant in 
the FOXD3 melanoblast developmental regulator gene in autosomal dominant 
vitiligo. The Journal of investigative dermatology. 2005;125(2):388-91. 
69. Chen JJ, Huang W, Gui JP, Yang S, Zhou FS, Xiong QG, et al. A novel 
linkage to generalized vitiligo on 4q13-q21 identified in a genomewide linkage 
analysis of Chinese families. Am J Hum Genet. 2005;76(6):1057-65. 
70. Liang Y, Yang S, Zhou Y, Gui J, Ren Y, Chen J, et al. Evidence for two 
susceptibility loci on chromosomes 22q12 and 6p21-p22 in Chinese generalized 
vitiligo families. The Journal of investigative dermatology. 2007;127(11):2552-7. 
71. Ren Y, Yang S, Xu S, Gao M, Huang W, Gao T, et al. Genetic variation of 
promoter sequence modulates XBP1 expression and genetic risk for vitiligo. 
PLoS Genet. 2009;5(6):e1000523. 
72. Birlea SA, Jin Y, Bennett DC, Herbstman DM, Wallace MR, McCormack 
WT, et al. Comprehensive association analysis of candidate genes for 
generalized vitiligo supports XBP1, FOXP3, and TSLP. The Journal of 
investigative dermatology. 2011;131(2):371-81. 
73. Birlea SA, Gowan K, Fain PR, Spritz RA. Genome-wide association study 
of generalized vitiligo in an isolated European founder population identifies 
SMOC2, in close proximity to IDDM8. The Journal of investigative dermatology. 
2010;130(3):798-803. 
74. Jin Y, Birlea SA, Fain PR, Gowan K, Riccardi SL, Holland PJ, et al. Variant 
of TYR and autoimmunity susceptibility loci in generalized vitiligo. N Engl J Med. 
2010;362(18):1686-97. 
75. Quan C, Ren YQ, Xiang LH, Sun LD, Xu AE, Gao XH, et al. Genome-wide 
association study for vitiligo identifies susceptibility loci at 6q27 and the MHC. 
Nature genetics. 2010;42(7):614-8. 
76. Tang XF, Zhang Z, Hu DY, Xu AE, Zhou HS, Sun LD, et al. Association 
Analyses Identify Three Susceptibility Loci for Vitiligo in the Chinese Han 
Population. The Journal of investigative dermatology. 2012. 
77. Fukunaga-Kalabis M, Santiago-Walker A, Herlyn M. Matricellular proteins 
produced by melanocytes and melanomas: in search for functions. Cancer 
Microenviron. 2008;1(1):93-102. 
78. Tang A, Eller MS, Hara M, Yaar M, Hirohashi S, Gilchrest BA. E-cadherin 
is the major mediator of human melanocyte adhesion to keratinocytes in vitro. J 
Cell Sci. 1994;107 ( Pt 4):983-92. 
79. Fukunaga-Kalabis M, Martinez G, Liu ZJ, Kalabis J, Mrass P, Weninger W, 
et al. CCN3 controls 3D spatial localization of melanocytes in the human skin 
through DDR1. J Cell Biol. 2006;175(4):563-9. 
80. Ricard AS, Pain C, Daubos A, Ezzedine K, Lamrissi-Garcia I, Bibeyran A, 
et al. Study of CCN3 (NOV) and DDR1 in normal melanocytes and vitiligo skin. 
Experimental dermatology. 2012. 
81. Craiglow BG. Vitiligo in early American history: the case of Henry Moss. 
Arch Dermatol. 2008;144(9):1242. 



 57 

82. Taieb A. NALP1 and the inflammasomes: challenging our perception of 
vitiligo and vitiligo-related autoimmune disorders. Pigment Cell Res. 
2007;20(4):260-2. 
83. John SW, Weitzner G, Rozen R, Scriver CR. A rapid procedure for 
extracting genomic DNA from leukocytes. Nucleic Acids Res. 1991;19(2):408. 
84. Horvath S, Xu X, Laird NM. The family based association test method: 
strategies for studying general genotype--phenotype associations. Eur J Hum 
Genet. 2001;9(4):301-6. 
85. Thomson G, Esposito MS. The genetics of complex diseases. Trends Cell 
Biol. 1999;9(12):M17-20. 
86. Gauthier Y, Cario-Andre M, Lepreux S, Pain C, Taieb A. Melanocyte 
detachment after skin friction in non lesional skin of patients with generalized 
vitiligo. The British journal of dermatology. 2003;148(1):95-101. 
87. Reichert-Faria A, Jung JE, Moreschi Neto V, Silva de Castro CC, Mira MT, 
Noronha L. Reduced immunohistochemical expression of Discoidin Domain 
Receptor 1 (DDR1) in vitiligo skin. J Eur Acad Dermatol Venereol. 
2013;27(8):1057-9. 
88. Lee AY. Role of keratinocytes in the development of vitiligo. Annals of 
dermatology. 2012;24(2):115-25. 
89. Xie Z, Bikle DD. The recruitment of phosphatidylinositol 3-kinase to the E-
cadherin-catenin complex at the plasma membrane is required for calcium-
induced phospholipase C-gamma1 activation and human keratinocyte 
differentiation. The Journal of biological chemistry. 2007;282(12):8695-703. 
90. Kim NH, Lee AY. Reduced aquaporin3 expression and survival of 
keratinocytes in the depigmented epidermis of vitiligo. The Journal of 
investigative dermatology. 2010;130(9):2231-9. 
91. Kumar R, Parsad D, Kanwar AJ. Role of apoptosis and melanocytorrhagy: 
a comparative study of melanocyte adhesion in stable and unstable vitiligo. The 
British journal of dermatology. 2011;164(1):187-91. 
92. Jiang A, Bloom O, Ono S, Cui W, Unternaehrer J, Jiang S, et al. Disruption 
of E-cadherin-mediated adhesion induces a functionally distinct pathway of 
dendritic cell maturation. Immunity. 2007;27(4):610-24. 
 

  



 58 

10 ANEXO 
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Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Suscetibilidade ao 

vitiligo 

 

A Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUCPR) estará 

realizando um estudo que irá investigar o papel da genética na 

suscetibilidade ao vitiligo e na gravidade da doença. Se bem 

sucedido, o projeto poderá facilitar o tratamento do vitiligo e 

melhorar a qualidade de vida dos pacientes, seus familiares e 

pessoas próximas. Este estudo será coordenado por Dr. Marcelo 

Távora Mira, professor adjunto e pesquisador do programa de 

Pós-Graduação em Ciências da Saúde da PUCPR. 

 

1) Métodos 

 

Se você concordar em participar neste estudo, você será submetido a um 

exame médico e coleta de uma amostra de sangue de seu antebraço, com uma 

agulha nova e descartável, após assepsia local (limpeza). A amostra de sangue 

será usada para extração de ácidos nucléicos (DNA, seu material genético). O 

DNA será enviado a um laboratório para um teste chamado “genotipagem” que 

irá permitir aos cientistas estudar as características genéticas que tornam mais 

fácil para alguns indivíduos e seus familiares contrair vitiligo e desenvolver os 

diferentes tipos clínicos da doença. Sob sua autorização, informações de 

prontuários clínicos também poderão ser lidas pelos cientistas e utilizadas no 

estudo. 

 

2) Local do estudo 

 

Os procedimentos descritos acima serão realizados parte no Consultório 

de Dermatologia ou no Hospital Santa Casa de Misericórdia da PUCPR, 

(avaliação clínica e coleta sanguínea), parte nos laboratórios da PUCPR e 

instituições associadas (testes laboratoriais). Colaboração entre a PUCPR e 
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outros institutos de pesquisa deverão aumentar as chances de sucesso e o 

impacto do estudo. Portanto, está sendo requerida sua autorização para o uso 

de sua amostra em estudos do vitiligo envolvendo outras instituições. Sua 

autorização só valerá sob a condição de se manter o desenho, objetivos e 

metodologia do projeto original, além da avaliação e aprovação de eventuais 

alterações pelo Comitê de Ética da PUCPR. 

 

3) Permissão para estocagem 

 

Está sendo solicitada a sua permissão para estocagem da sua amostra de 

DNA na PUCPR. Se assinar esse termo de consentimento, você está 

autorizando estocagem de longo prazo de sua amostra de DNA. Sua amostra de 

DNA será mantida indefinidamente. Isto significa que sua amostra não será 

destruída após um determinado período de tempo, mas sim será estocada pelo 

tempo que ela durar. Embora pequenas quantidades de sua amostra possam ser 

enviadas a instituições colaboradoras para análise, não haverá estocagem de 

amostras em outras instituições além da PUCPR. Amostras estocadas serão 

usadas exclusivamente para fins de pesquisa. Amostras estocadas poderão ser 

utilizadas para estudos adicionais de suscetibilidade ao vitiligo. Nenhuma outra 

doença será investigada. O uso da sua amostra estocada terá como condição 

uma nova avaliação e aprovação do projeto de pesquisa pelo Comitê de Ética 

pertinente. 

 

4) Riscos Físicos para Saúde/Desconfortos 

 

Os riscos físicos para saúde de participação neste estudo são muito 

pequenos e limitados ao procedimento de coleta de sangue. Durante a coleta de 

sangue, você poderá sentir um desconforto temporário devido à introdução da 

agulha. A coleta de sangue poderá resultar em uma pequena lesão que quase 

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

 

Se você desenvolver infecção localizada devido ao procedimento de 

coleta de sangue, o tratamento será providenciado pela PUCPR. O custo deste 

tratamento será totalmente coberto pelo projeto. 

 

6) Alternativas 

 

Se você estiver afetado por vitiligo, acesso a procedimentos médicos para 

diagnóstico e tratamento da doença será providenciado mesmo que não queira 

participar do estudo. Portanto, se você decidir não participar, ou cessar sua 

participação no estudo a qualquer momento, todos os procedimentos para 

diagnósticos e tratamento médico serão mantidos pelo Hospital Santa Casa de 

Misericórdia da PUCPR e instituições colaboradoras. 

Se você não estiver afetado pelo vitiligo, você está sendo convidado a 

participar do estudo como parte do grupo controle ou como familiar do afetado. 

Neste caso, sua decisão de participar ou não, ou de cessar sua participação a 

qualquer momento, não irá interferir de nenhuma forma nos procedimentos 

médicos para diagnóstico ou tratamento do vitiligo  que você possa necessitar no 

futuro. Da mesma forma, sua decisão não irá refletir no acesso a procedimentos 

médicos necessários à algum familiar ou contato  afetado pelo vitiligo. 

 

7) Custos para os participantes 

 

No caso de você decidir participar do estudo, você não terá nenhum custo. 

Custos com testes laboratoriais e análises de suas amostras para propósito de 

pesquisa serão cobertos pelo estudo. 
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8) Benefícios 

 

A longo prazo, os procedimentos médicos e laboratoriais aos quais você 

será submetido poderão facilitar a detecção de resistência ao tratamento do 

vitiligo, tornando possível evitar tratamentos inadequados. Além disso, espera-se 

que conhecimentos científicos adicionais sejam alcançados, com consequente 

melhoria do tratamento de pessoas afetadas pelo vitiligo. 

 

9) Reembolso 

 

Você não será reembolsado por participar deste estudo. 

 

10) Exclusividade do uso do material genético 

 

Amostras de DNA SERÃO UTILIZADAS APENAS PARA PESQUISA DE 

SUSCETIBILIDADE AO VITILIGO. Nenhuma outra doença será estudada. Se, 

devido a situações imprevistas, os pesquisadores descobrirem alguma 

informação relacionada a suscetibilidades que não ao vitiligo, você será 

aconselhado a procurar seu médico para um exame completo. Você não terá 

acesso a nenhuma informação genética específica que nós produzirmos. Todos 

os resultados obtidos no estudo, após análise do conjunto completo dos dados, 

serão publicado em artigos científicos. Como estes dados publicados serão 

usados por outros investigadores é desconhecido. Importante reafirmar, o alvo 

de nossos estudos é a identificação do fator de risco genético ao vitiligo. 

 

11)  Confidencialidade dos dados 

 

A participação 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 serão adotados pelos 

responsáveis por este estudo no intuito de proteger a confidencialidade das 

informações que você fornecer e as informações produzidas pelo projeto. 

Nenhuma informação genética individual será tornada pública. As informações 

serão codificadas e mantidas num local reservado o tempo todo. Somente os 

pesquisadores envolvidos neste estudo terão acesso às informações. Após o 

término deste estudo, as informações serão transcritas dos questionários para 

arquivos de computador, mantidos em local restrito com acesso permitido 

apenas aos mesmos pesquisadores. Os dados deste estudo poderão ser 

discutidos com pesquisadores de outras instituições, mas nenhuma identificação 

será fornecida. 

 

 

CONSENTIMENTO 

 

Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Suscetibilidade ao vitiligo 

 

Você receberá uma cópia deste Termo de Consentimento para mantê-lo consigo. 

Se você tiver qualquer duvida no futuro sobre a sua participação neste estudo, 

você pode e deve utilizar os seguintes meios de contato com o pesquisador 

responsável: 

 

Dr. Marcelo Távora Mira 

Telefone: (41) 3271-2618 

Celular: (41) 96318997 

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

 

 Você tem o direito de não concordar em participar ou mesmo de se retirar 

do estudo em qualquer momento que queira, sem riscos para o seu tratamento 

médico. Se você desejar e concordar em participar, deve assinar ou fornecer sua 

impressão digital na linha apropriada abaixo. 

 Se você desejar participar do estudo, permitirá que seu endereço e 

telefone sejam anotados em uma folha separada, para facilitar contato quando 

necessário. Como já foi esclarecida anteriormente, toda informação, pessoal 

será mantida em sigilo. 

 

_______________________________        _____________________________ 

Assinatura/impressão digital do voluntário  Nome completo e nº do prontuário 

_______________________________         _____________________________ 

        Assinatura do entrevistador          Nome do entrevistador 

_______________________________         _____________________________ 

            Assinatura testemunha 1                   Assinatura testemunha 2 

 

_____/_____/____  

           Data 
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10.2 ANEXO 2 – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
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10.3 ANEXO 3 – Artigos de revisão publicado no periódico Anais Brasileiro 
de Dermatologia  
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10.4 ANEXO 4 – Artigos de revisão publicado no periódico Anais Brasileiro 
de Dermatologia 
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10.5 ANEXO 5 – Tabela da Influência das variáveis na associação do 

polimorfismo do genes estudados  e vitiligo na população de trios. 
 

 


