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RESUMO

O vitiligo é uma doenca pigmentar adquirida e multifatorial caracterizada por uma perda
progressiva de melandécitos. As razbes que levam a danos nos melandcitos e seu
posterior desaparecimento na pele ainda ndo foram totalmente elucidadas. Diversas
hipoteses tém sido investigadas; dentre elas, a mais explorada pelos pesquisadores
prevé uma base autoimune para a doenca. Dentre as evidéncias que suportam essa
teoria esta a frequente ocorréncia de outras doencas autoimunes com o vitiligo. Além
disso, varios loci associados ao vitiligo abrigam genes que codificam para moléculas que
possuem um papel importante no controle da imunidade. Simetricamente, diversos
estudos genéticos envolvendo doencas autoimunes tém identificado associagfes
genéticas em comum entre elas e com o vitiligo. Nossa hipotese é de que o vitiligo pode
ser utilizado como modelo para o estudo do componente genético envolvido no controle
dos processos de autoimunidade. Para testar essa hipétese, este estudo investigou os
genes CYP27B1, REL, TNFAIP3 e IL2/IL21, todos previamente relacionados com
doencas autoimunes associadas ao vitiligo, quanto a sua possivel associacdo com a
doenca pigmentar. O estudo foi realizado utilizando-se duas amostras populacionais
independentes de desenho distinto: uma amostra de descoberta, baseada em familias
composta por 211 trios; e uma amostra de replicagcdo formada por 131 casos e 119
controles. Um total de 15 marcadores genéticos fornecendo cobertura fisica completa dos
genes candidatos foram genotipados em plataforma baseada em fluorescéncia de alto
rendimento ABI 7500 ou Thermo-Life QuantStudio 7 Flex. Analise estatistica foi realizada
utilizando-se o teste de desequilibrio de transmissdo (para a populacdo de familias) e
técnicas de regressao logistica multivariada. Como resultados, foram encontrados sinais
de associacdo com significAncia estatistica entre os marcadores rs6545836 do gene REL
(P=0,01; OR=0,55 (0,34-0,90)) e rs2069763 do gene IL2 (P=0,03; OR=0,66(0,43-1,00))
na populacdo de familias. Ambos os sinais de associacdo se concentraram entre
pacientes com comorbidade autoimune e forma clinica ndo-segmentar, condizente com
a nossa hipétese. Evidéncia de validacéo foi detectada para o rs2069763 na amostra
populacional caso-controle (P=0,028; OR=0,37 (0,15-0,90)). Nossos achados sugerem
os genes REL e IL2 como novos loci candidatos na suscetibilidade ao vitiligo e reforcam
a hipotese de um mecanismo genético compartilhado que controla o vitiligo e outras
doencas autoimunes.

Palavras-chave: Autoimunidade. Vitiligo. Genética.



ABSTRACT

Vitiligo is an acquired, multifactorial pigmentary disease characterized by progressive loss
of melanocytes. The reasons leading to melanocyte damage and its subsequent
disappearance of the skin have not been fully elucidate and several hypotheses have
been investigated; among them, the most explored by researchers assumes an
autoimmune basis for the disease. Supporting this hypothesis is the frequent co-
occurrence of autoimmune diseases with vitiligo. In addition, various genetic loci
associated with vitiligo harbor key immune response genes. Symmetrically, genetic
studies involving autoimmune pathologies have identified variants also associated with
vitiligo. Our hypothesis is that vitiligo can be used as a model for the study of the genetic
component controlling autoimmunity. To test this hypothesis, we investigated for
association between vitiligo and genes CYP27B1, REL, TNFAIP3 and IL2/IL21, all
previously related to autoimmune diseases associated with vitiligo. The study was
performed using two independent population samples: a discovery, family-based set of
211 trios and a replication set of 131 cases and 119 controls. A total of 15 genetic markers
providing complete physical coverage of the candidate genes were genotyped using
fluorescence-based plataforms ABI 7500 or Thermo-Life QuantStudio 7 Flex. Statistical
analysis was performed using the transmission disequilibrium test (for the family-based
population) and multivariate logistic regression techniques. Statistically significant
association with vitiligo was detected between rs6545836 of the REL gene (P=0,01,;
OR=0,55 (0,34-0,90)) and rs2069763 of the IL2 gene (P=0,03; OR=0,66(0,43-1,00)) in the
family-based sample. Both association signals were concentrated among patients
displaying autoimmune comorbidity and non-segmental vitiligo, consistently with our
hypothesis. Evidence for validation was detected for rs2069763 in the case-control
sample (P=0,028; OR=0,37 (0,15-0,90)). Our findings suggest REL and IL2 as new vitiligo
susceptibility genes and reinforce the hypothesis of a shared genetic mechanism
controlling vitiligo and other autoimmune diseases.

Key-words: Autoimmunity. Vitiligo. Genetics.
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1 INTRODUCAO

1.1 GENETICA DE DOENCAS COMPLEXAS

O termo “doencas complexas” pode ser aplicado a doencas que sao influenciadas
por varios fatores, entre eles, fatores genéticos. Sob esta perspectiva, essas doencas
sdo caracterizadas por ndo seguirem um padrdo de heran¢ca mendeliana classico, ou
seja, ndo h4 uma relacdo direta entre o genotipo e o fendétipo observado (1). Dentre as
caracteristicas que diferenciam as doencas genéticas complexas das mendelianas estao:
i) a existéncia de variacdo na gravidade dos sintomas e na idade de inicio da doenca,
dificultando assim a definicdo de um fendtipo apropriado e na selecdo de uma amostra
populacional ideal; i) variacdo no mecanismo etioldgico da doenca, envolvendo diversas
vias biolégicas; iii) as doencas complexas sao normalmente oligogénicas ou poligénicas,
com cada gene contribuindo para uma fracdo do risco relativo total (2). Assim, o
envolvimento de diversos genes, fatores ambientais e a interagéo entre eles dificulta o
estudo da etiologia de doencas genéticas complexas. Para superar as barreiras e buscar
pelos fatores de risco para essas doencas, diversas ferramentas podem ser utilizadas,
dentre elas estéo estudos observacionais de genética epidemioldgica, estudos de ligacao

e de associacao.

1.1.1 Estudos observacionais de genética epidemioldgica

Idealmente, para se avancar no entendimento da etiologia de uma doenca
genética complexa, devem ser primeiramente realizados estudos a fim de se identificar a
presenca ou ndo de um componente genético, medindo sua herdabilidade e buscando
pela existéncia ou ndo de um padrdo de heranc¢a ao longo de familias e populacdes (3).
Um dos métodos empregados para avaliar os efeitos genéticos e ambientais de
determinada doenca sdo os estudos baseados na comparacdo da concordancia
fenotipica entre gémeos monozigoéticos e dizigoéticos (4). Sabendo do compartilhamento

genético existente entre gémeos monozigoéticos, uma concordancia fenotipica maior entre
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estes quando comparado com os dizigéticos seria sugestivo da presenca de um
componente genético (4).

Sabendo da existéncia do componente genético na etiologia de determinada
doenca, pode-se, utilizando-se informacgfes de familias, determinar qual o modelo de
heranca de determinado fendtipo. Para isso, sdo realizadas analises de segregacao
complexas, que usam modelos matematicos visando encontrar um padrdao de heranca
que melhor se ajuste aos dados observados nas familias (3).

Finalmente, para entdo se buscar pela contribuicdo dos genes e variantes
genéticas envolvidas nas doencas complexas, estudos moleculares podem ser

realizados, como os estudos de ligacédo e associacao.

1.1.2 Estudos de ligacao

O principio dos estudos de ligacado baseia-se na premissa de que, se um marcador
polimérfico estd préximo ao locus onde esta localizado o gene que predispde a
determinada doenca, eles irdo co-segregar nas familias ao longo das geracdes, de
maneira divergente ao esperado dentro da hipotese de transmissao aleatoéria de loci que
nao estado fisicamente ligados (2). Sendo assim, esses estudos fazem uso de familias
com o intuito de verificar a co-segregacdo de um marcador genético e um fenétipo,
visando estabelecer se ha uma ligacao fisica entre o marcador e a caracteristica

analisada (5).

1.1.3 Estudos de associacao

Diferente da analise de ligacdo, que permite uma ampla busca por todo o genoma
de loci ligados a determinada -caracteristica baseados em suas localizacdes
cromossOmicas, os estudos de associagdo tém como objetivo identificar variantes
genéticas que modifiquem o controle da suscetibilidade de determinada doencga (5).
Andlises de associacdo podem ser realizadas utilizando-se principalmente de dois

formatos de desenho de estudos: baseado em populacdes e baseado em familias (3).
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Os estudos baseados em populacdes comparam as frequéncias alélicas de
determinado marcador genético obtidas em dois grupos diferentes: aqueles afetados pela
doenca (casos) e individuos nao afetados (controles). Como resultado, um alelo é dito
associado a determinada doencga caso sua frequéncia seja maior em um dos grupos
analisados (6). Ja os estudos baseados em familia analisam trios formados pelos pais e
um filho afetado pela doenca. Para essa analise, utiliza-se o Teste de Desequilibrio de
Transmisséo (TDT) para verificar a frequéncia na qual determinado alelo é transmitido de
um pai com gendtipo heterezigoto para o filho afetado. Um desvio na transmisséo
aleatéria dos alelos de acordo com a primeira lei de Mendel sugere associacao (6).

Os estudos baseados em familias oferecem vantagens quando comparado aos
estudos do tipo caso-controle, dentre elas a protecdo em relacdo a estratificacéo
populacional que pode ocorrer entre casos e controles(7). Por outro lado, por necessitar
de ao menos um pai heterozigoto, variacdes genéticas com uma frequéncia alélica baixa
podem ocasionar a perda no niumero de familias informativas e, como consequéncia, uma
reducdo no poder estatistico da anélise (8).

Sinais positivos de associagao podem ocorrer devido a trés principais motivos: i)
associacao ao acaso; ii) idealmente, uma associacao direta, na qual o alelo associado &
de fato o causador da doenca; iii) como motivo mais frequente, uma associacao indireta,
na qual a variante associada nao é a causal, mas esta em desequilibrio de ligacédo (DL)
com a variante causal (3). O desequilibrio de ligacdo pode ser definido como uma
associacdo ndo aleatoria de alelos em diferentes loci dentro de uma populacéo (9). Esse
fendbmeno descreve, portanto, a relacao entre gendtipos em um par de sitios polimérficos
(10). As duas principais medidas do DL sdo o D’ e o r?, com valores variando entre 0 e 1
(11). O D’, também chamado de “probabilidade de associagao”, € uma medida para a
identificacdo de regibes nas quais ha pouca recombinacéo (6). Um valor de D’ igual a 1
indica um completo DL, ou seja, a auséncia de recombinacgéo entre os dois marcadores
genéticos (6). Para determinar a forca do DL, utiliza-se o parametro de r?, o quadrado do
coeficiente de correlacdo entre a frequéncia alélica em dois loci (6). Valores de r?
superiores a 0,8 indicam um alto DL entre duas variagdes genéticas, sendo que valores
iguais a 1 indicam um perfeito DL, ou seja, dois SNPs (do inglés — Single nucleotide

polymorphisms) capturam a mesma informacéo (10). Quando essas variantes ndo sofrem
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recombinacdo dentro das geracgdes, esse desequilibrio de ligacdo persiste e os alelos
serdo herdados em haploétipos, ou seja, segregardo como uma unidade (12).

Embora o genoma apresente milhdes de variagbes genéticas, seu mapeamento
fisico completo se tornou possivel através dos estudos de genoma completo, GWAS (do
inglés — Genome-wide association study). Esses estudos baseiam-se no conceito de DL
para selecionar marcadores genéticos representativos de um conjunto de outros
marcadores associados a estes, denominados entdo, Tag SNPs. Com isso, o0s GWAS
possibilitam testar centenas de milhares de SNPs buscando por associagdes com

condic@es clinicas complexas, incluindo as doencas com componente autoimune (13).

1.2 DOENCAS AUTOIMUNES

Doencas autoimunes surgem a partir da perda da tolerancia fisiologica a
autoantigenos, tendo sido identificadas mais de 80 doencas com essa caracteristica,
como o Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), a Artrite Reumatoide (AR) e o Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) (14). A maioria das doencgas autoimunes é multifatorial, envolvendo tanto
fatores ambientais como genéticos (15). Fatores ambientais como infec¢des, exposicao
a raios ultravioletas, nutricdo e estresse fisico e psicoldgico contribuem para o surgimento
destas doencas (16). No entanto, estudos classicos, como os realizados com gémeos,
indicam a existéncia de fatores genéticos associados a doengas autoimunes, uma vez
que ha maior concordancia de ocorréncia destas doengas em gémeos monozigéticos
guando comparados aos dizigéticos (4). Sendo assim, a genética pode ser considerada

parcialmente responsavel pelo controle da suscetibilidade a doencas autoimunes (17).

1.2.1 Genética de doencas autoimunes

Associacbes entre variacbes genéticas e doengcas autoimunes foram,
primeiramente, identificados na década de 1970. Estas variagdes foram localizadas na
regido do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, em inglés, Major
Histocompatibility Complex), que codifica para os Antigenos Leucocitarios Humanos

(HLA, em inglés, Human Leucocity Antigen) (18). Mais recentemente, estudos gendmicos
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de larga escala, como os GWAS, demonstraram associacdo de certas doencas
autoimunes a diversos polimorfismos em genes que codificam para moléculas que
possuem um importante papel na imunidade, tais como: citocinas, moléculas de
sinalizagéo para células B, moléculas de sinalizag&o intracelular, fatores de transcrigéo e
receptores de superficie celular (19). Desta forma, ha um forte indicio da contribuicdo

destes genes e suas variacdes no desenvolvimento de doencas autoimunes.

1.3 VITILIGO

1.3.1 Definicéo

O vitiligo € uma doenga pigmentar caracterizada pela perda progressiva de
melandcitos, predominantemente encontrados na camada basal da epiderme, bem como
na matriz do foliculo capilar, levando a diminuicdo ou auséncia de melanina em certas
areas da pele (20, 21). Pelo fato das manchas resultantes do vitiligo normalmente
ocorrerem em regides expostas do corpo, como face e maos, esta desordem apresenta
um alto impacto na autoestima do paciente, sendo considerada uma doenca com um
grande efeito deletério psicolégico (20).

Véarios fatores podem agir de forma isolada ou em conjunto para o
desenvolvimento da doenca, incluindo o estresse psicoldgico, traumas, exposicao a raios
solares, infec¢des, e estresse oxidativo (22). Também foi verificada uma ocorréncia
concomitante entre o vitiligo e diversas doencas autoimunes; além disso, estudos
identificaram loci genéticos compartilhados entre essas doencas (23), sugerindo o
envolvimento de um componente genético e autoimune na etiologia da doenca. Foi
proposto que o vitiligo apresente um modo de heranca poligénico, com penetrancia
incompleta e expresséo variavel, também apresentando um histérico familiar positivo
(24).. Além disso, um estudo realizado com 815 chineses portadores de vitiligo e seus

familiares, identificou uma herdabilidade de aproximadamente 55% (25).
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1.3.2 Histoérico

Os primeiros relatos de doencas de pele com caracteristicas semelhantes as do
vitiligo datam de aproximadamente 1500 a.C. (26). Tanto textos pré-Hindu Vedicos
guanto antigos textos egipcios apresentam registros claros de maculas despigmentadas
de pele (27). O Papiro de Ebers faz mencéo a duas doencas de pele, a primeira pode ser
interpretada como a hanseniase, acompanhada da recomendacdo thou shalt not do
anything to it (do inglés, “ndo ha nada que possa ser feito para isso0”). Ja a outra doenca
parece caracterizar o vitiligo, como uma simples falta de pigmentacédo (26). Existem
também diversas referéncias no antigo testamento aos termos Zoraat ou Tzaraat (em
hebraico classico, manchas brancas), porém existe uma controvérsia quanto ao fato
dessa doencga ser, realmente, o vitiligo (2).

A palavra “vitiligo” foi, primeiramente, utilizada por Aulus Cornelius Celsus em seu
tratado classico “De Medicina”. Porém, foi apenas no século 19 que o vitiligo teve a sua
primeira descricao histopatolégica pelo dermatologista hingaro Moritz Kaposi, o qual
estabeleceu que a Unica mudanca anatdmica na pele de pessoas portadoras de vitiligo é

a falta de granulos de pigmentos em células epidérmicas profundas (26).

1.3.3 Epidemiologia

A prevaléncia do vitiligo varia de 0,06% até 1,5% entre paises, afetando ambos os
sSexos na mesma proporc¢ao (28, 29). Pelo fato do vitiligo ser uma doenca que nao requer
notificacéo obrigatéria em nenhum pais, os niveis de incidéncia e prevaléncia da doenca
sdo mal compreendidos, dependendo, muitas vezes, de estudos epidemioldgicos
académicos independentes. Para melhor entender a prevaléncia mundial do vitiligo, a
Fundacao de pesquisa do Vitiligo (Vitiligo Research Foundation) reuniu dados de estudos
epidemioldgicos na construcdo de um mapa que mostra a doenca concentrada na China
e India (Figura 1). Ja no Brasil, um estudo populacional realizado com cerca de 17.000
brasileiros identificou uma prevaléncia variando entre 0,46 e 0,68% (30).

A taxa de incidéncia pode atingir indices elevados, de 8,8% na india (31). Além

disso, ndo é observada uma diferenca nos indices de ocorréncia de acordo com a etnia,
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e cerca de metade dos pacientes desenvolvem a doenca antes dos vinte anos de idade
(20). Com relacdo ao historico familiar, foi observado que individuos que possuem
parentes de primeiro ou segundo grau afetados apresentam riscos relativos
significativamente maiores quando comparados com a populacdo em geral (32). Além
disso, a idade média do inicio do vitiligo foi inferior nas familias com historico dessa

doenca, sendo essa uma caracteristica classica de um traco poligénico (32).

Figura 1 - Mapa da prevaléncia mundial estimada.
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Fonte: Adaptado de <http://vrfoundation.org/map> com modifica¢fes.

Estudo realizado com 1.098 pacientes caucasianos com vitiligo relatou que 20%
deles foram afetados por pelo menos uma doenga autoimune adicional; a maioria dos
pacientes apresentou Tireoidite de Hashimoto (12,9%), seguido por alopecia areata
(3,8%), anemia perniciosa (0,5%) e LES (0,3) (24). Outro estudo, realizado com cerca de
1.800 pacientes de origem caucasiana, revelou que 19,4% dos individuos com vitiligo
apresentaram também um histérico clinico de doengas autoimunes da tireoide. Além
disso, dentre os 8.034 parentes de primeiro grau dos pacientes com vitiligo, 5,7%

reportaram apresentar doencas da tireoide (33). Uma proporcéo diferente foi identificada
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em um estudo realizado com cerca de 6.000 pacientes com vitiligo de origem chinesa.
Nesse estudo apenas 7,7% dos pacientes apresentou alguma doenca autoimune, sendo
a mais prevalente a artrite reumatoide (2,2%), também sendo reportada um aumento de

psoriase entre os pacientes com vitiligo (0,34%) (32).

1.3.4 Formas Clinicas

O vitiligo pode ser classificado de acordo com sua manifestacéo clinica em duas
formas principais, denominadas vitiligo segmentar (VS) e vitiligo ndo segmentar (VNS)
ou comum (21) (Figura 2). O VNS é definido como uma desordem pigmentar crbnica
caracterizada por manchas brancas na pele, na maioria das vezes simétricas que
usualmente aumentam de tamanho com o tempo (34). Quando comparado com o VS, o
VNS apresenta manchas normalmente com bordas bem definidas, enquanto que no VS
as manchas possuem bordas mais irregulares (35). Diferentemente do VS, no VNS
geralmente ndo é observada falta de pigmentacdo nos pelos corporais, porém, pode
ocorrer uma despigmentacéo do cabelo com a progressao da doencga (21). Tanto o vitiligo
segmentar como nao-segmentar possuem subclassificacées. O VS, menos frequente,
pode ser distribuido em unissegmentar, bissegmentar ou plurissegmentar (36). O VNS

pode ser subclassificado em:

e Vitiligo acrofacial: os locais afetados sdo geralmente limitados a face,
cabeca, maos e pés, podendo, eventualmente,evoluir para outros locais do
corpo, resultando em \vitiligo generalizado tipico. Apresenta uma
caracteristica distintiva relacionada a despigmentacéo distal dos dedos e
dos orificios faciais (21, 37);

e Vitiligo de mucosa: tipicamente refere-se ao envolvimento das mucosas
orais e genitais (21, 37);

e Vitiligo comum: a forma mais comum do vitiligo é caracterizada por
manchas geralmente simétricas; pode afetar qualquer parte do tegumento,

incluindo areas expostas a trauma (21, 37);
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e Vitiligo universal: € identificado como a forma mais extensa da doenca,
geralmente ocorrendo na idade adulta. Essa classificagdo é normalmente
utilizada quando a despigmentacao € praticamente universal (80-90% da
superficie corporal). Os cabelos podem ser parcialmente poupados (21, 37);

e Vitiligo misto: refere-se a ocorréncia concomitante do VS e VNS (21, 37).

Figura 2 - Representacao fotografica das duas principais formas cIinicas' do vitiligo.

.
i " » \
4 . .'l.

A: Vitiligo ndo segmentar — lesdes bilaterais e frequentemente simétricas. B: Vitiligo segmentar — lesGes
unilaterais. Fonte: Faria AR, Tarle RG, Dellatorre G, Mira MT, Castro CC. Vitiligo--Part 2--classification,
histopathology and treatment. Anais brasileiros de dermatologia. 2014;89(5):784-90 (37).

1.3.5 Tratamento

Diversas opc¢des de tratamento sé&o disponiveis para o vitiligo, sempre tendo como
objetivo a reducdo dos danos ocasionados aos melandcitos e a repigmentacéo da pele
(37). As recomendac0Oes de tratamento definidas pelo Grupo de Trabalho Europeu do
Vitiligo (em inglés, Vitiligo European Task Force - VETF) sdo baseadas tanto nas
evidéncias clinicas disponiveis quanto na opinido de um médico especialista, e podem
ser divididas em trés principais linhas de tratamento (38). Devido a facilidade da aplicacéo
e ao baixo custo, a primeira linha é baseada no tratamento tépico com corticosteroides
ou inibidores de caucineurina (37). A segunda linha consiste em tratamentos com
fototerapia, utilizando raios de banda estreita de ultra violeta B (NB-UVB - 311nm) e raios
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ultravioletas A (UVA) com psoraleno (PUVA). Além disso, esta linha ainda considera o
uso sistémico de corticosteroides, quando o paciente estd com despigmentacdo. Ja a
terceira linha de tratamento, usada principalmente para pacientes com vitiligo estavel, é
a intervencao cirurgica, tendo como alvo o transplante de melandcitos para a regiao
afetada (38).

1.3.6 Etiologia

A etiologia do vitiligo ainda ndo esta totalmente elucidada (20). Existem hipoteses
sugerindo causas ligadas a fatores autoimunes, estresse oxidativo, ou de uma falha na
via de adesdo dos melandcitos (39-41); porém, nenhuma dessas causas age de forma
exclusiva, sendo possivel que cada uma das hipéteses contribua parcialmente para o
aparecimento da doenca (20).

Em 2010, Gautier e colaboradores observaram que a pele saudavel de pacientes
portadores de vitiligo apresentava desprendimento de seus melanécitos apls ser
submetida a friccdo controlada (42). Esse estudo levou a teoria de que a perda de
melandcitos se da devido a uma falha na via de adeséo dessas células. Essa teoria foi
posteriormente sustentada por outros achados, dentre eles um estudo no qual foi
realizado o cultivo de melandcitos perilesionais; em pacientes com vitiligo ativo, essas
células estavam em fase de desprendimento levando a apoptose, enquanto que 0s
melandcitos em cultura de controles e de pacientes com vitiligo estavel eram
morfologicamente normais, sem quaisquer defeitos de adeséao (43).

A teoria do estresse oxidativo sugere que pacientes com vitiligo apresentam um
estado redox desequilibrado em sua pele (44). Este desequilibrio pode ocasionar o
acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS, em inglés, Reactive Oxygen Species),
formadas através de estimulos exdégenos, como radiagéo ou traumas fisicos, ou por acédo
de compostos fendlicos (45). Pacientes com vitiligo ativo demonstraram um aumento na
geracdo de ROS nos eritrécitos e neutrofilos (46). Aléem disso, também foi verificado um
aumento na producéao de citocinas proé-inflamatérias, como IL6, TNF-a, IL13, IFN-y e IL8,
bem como de algumas ani-inflamatorias, como IL5 e IL10, sendo que os niveis de IFN-y

e IL10 se correlacionaram com a geracao de ROS (46). Com isso, a producao de
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peréxidos e radicais livres que danificam todos os componentes celulares, incluindo
proteinas, lipideos e DNA, também pode levar a destruicdo dos melandcitos, originando
a despigmentacao, observada no vitiligo (44, 47).

Atualmente, a teoria mais aceita para a etiologia do vitiligo € uma causa a partir de
fatores autoimunes. De fato, evidéncias sugerem que uma série de eventos autoimunes
complexos, envolvendo principalmente a imunidade inata, mediada por células, resultam
em danos aos melandcitos (48). As células apresentadoras de antigenos provavelmente
migram para os linfonodos para realizar a apresentacao de antigenos dos melandcitos
para as células-T (24). A apresentacdo e subsequente ativacdo dessas células resultam
nas respostas adaptativas das células-T (24). As células inatas podem secretar citocinas
que irdo recrutar e ativar células-T autorreativas, matando diretamente os melandécitos
(24).

A ideia de que a célula-T citotéxica CD8* esta envolvida e media a destruicdo
progressiva ou perda de melandcitos no vitiligo é suportada por diversos achados. Dentre
as evidéncias que suportam essa teoria estdo o aumento perilesional das células-T, a
diminuicdo na proporcdo de CD4* e CDS8*, a presenca de melandcitos antigeno-
especifico de células-T CD8* e a citotoxicidade especifica do melandcito, devido a
presenca de células-T CD8* perilesionais (48). Apesar do mecanismo de ativacdo das
células-T citotdxicas, que leva a despigmentacédo, ndo estar bem definido, o envolvimento
de defeitos funcionais de células-T reguladoras (Tregs) tem se mostrado forte candidato
para a elucidacédo desse mecanismo (48). As células-Tregs SA0 conhecidas por inibirem a
autorreatividade e por manterem as respostas autoimunes em controle (49). Essas
células séo caracterizadas pela expressao do fator de transcricdo FoxP3 e por altos niveis
de CD25 em sua superficie, permitindo a captacao de IL2 e outras moléculas envolvidas
em funcdes imunossupressoras (50).

Outra evidéncia que suporta a hipotese autoimune esta relacionado a uma
resposta positiva ao tratamento com imunomuduladores tépicos (51). Além disso, uma
observacdo importante que reforca a hipétese autoimune é que a ocorréncia do vitiligo
esta associada a presenca de outras doencgas autoimunes, tais como anemia perniciosa,

doenca de Addison, doencgas autoimunes da tireoide, LES, psoriase, AR e DM1 (52).
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1.3.7 Genética da suscetibilidade ao vitiligo

Um dos principais achados que suportam um controle genético da suscetibilidade
ao vitiligo é sua concordancia em gémeos monozigoticos. Um estudo com 22 pares de
gémeos monozigoéticos mostrou uma taxa de concordancia de 23% (33), superior aos 0%
de taxa de concordancia encontrada em 24 pares de gémeos dizigoticos (33). Além disso,
um estudo realizado na China com 815 sujeitos portadores de vitiligo e suas familias
identificou uma prevaléncia de 2,58% e de 0,62% de vitiligo nos parentes de primeiro e
segundo grau dos individuos estudados, respectivamente (25).

Outras evidéncias que suportam o envolvimento de um componente genético na
suscetibilidade ao vitiligo estdo sendo obtidas a partir de andlise de segregacao
complexa. Em 2004, Zhang e colaboradores apds analisarem 2.247 chineses portadores
de vitiligo e suas familias, concluiram que variadas formas da doenca apresentam
diferentes modelos de heranca (53). De acordo com os autores, um modelo poligénico
aditivo foi aquele que melhor explicou os dados obtidos para pacientes com a maioria
das formas clinicas (53). Apenas para o vitiligo universal, 0 modelo mais adequado foi 0
modelo ambiental (53).

Diversos estudos baseados em hipoteses vém confirmando a existéncia de um
componente genético na fisiopatologia do vitiligo. Silva de Castro e colaboradores, em
2010, apresentaram o gene DDR1 (discoidin domain receptor tyrosine kinase 1) como
um gene de suscetibilidade ao vitiligo, sugerindo uma base genética para a hipétese da
falha de adesdo dos melandcitos em pacientes portadores dessa doenca (40). Em um
estudo subsequente, Tarlé e colaboradores identificaram um polimorfismo no gene CDH1
(cadherin 1), que codifica para a proteina E-caderina, que age como uma ancora
transmembrana, sendo um componente central das juncdes aderentes da camada
epitelial (41). Apesar de esses achados fortalecerem a hip6tese de perda de adeséo, eles
também fortalecem a hipétese de uma condi¢do autoimune desregulada no vitiligo, uma
vez que a E-caderina também ancora células de Langerhans aos queratindcitos,
regulando assim sua diferenciacdo — portanto, defeitos neste mecanismo podem induzir
a doencas inflamatérias e autoimunes (41). Outro estudo recente revelou dois

polimorfismos localizados no locus do gene BCHE (butyrylcholinesterase) associados ao
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vitiligo. Interessantemente para embasar o0 racional desta proposta: essa associacao
estava concentrada entre os pacientes com comorbidade autoimune (39).

Esses estudos, que utilizam genes candidatos, sdo baseados no pressuposto de
que, com base no conhecimento anterior sobre esses genes, é elaborada uma hipétese
de seu provavel envolvimento com a suscetibilidade a determinada doenca. Ja os
estudos livres de hipéteses, como os GWAS, permitem a identificacdo de genes cujo
envolvimento na doenca era previamente desconhecido. Curiosamente, a partir dos
resultados obtidos pelos GWAS, foi identificado um compartilhamento genético entre
diversas doencgas autoimunes, sugerindo um mecanismo genético comum de controle
destas doencas. Até o momento ja foram publicados oito GWAS para o vitiligo. No quadro
1 estéo listados os loci identificados por esses estudos.

No primeiro GWAS, foi analisada uma populacdo fundadora isolada de romenos,
identificando apenas um locus associado com a desordem pigmentar, porém sem
nenhuma replicacdo (54). Ainda no ano de 2010, Jin e colaboradores realizaram um
GWAS no qual boa parte dos genes de suscetibilidade identificados codificam para
componentes do sistema imune, (como moléculas do MHC da classe | e Il e 0s genes
PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22), LPP (LIM domain
containing preferred translocation partner in lipoma), IL2RA (interleukin 2 receptor subunit
alpha), UBASH3A (ubiquitin associated and SH3 domain containing A), CLQTNF6 (Clq
and TNF related 6), RERE (arginine-glutamic acid dipeptide repeats), GZMB (granzyme
B) e TYR (tyrosinase)) (55). Esse mesmo grupo publicou um segundo GWAS em 2012
(56), identificando, a partir de uma metanalise entre os GWAS1 (2010) e o0 GWAS2
(2012), 13 novos loci associados ao vitiligo. Seguindo 0 mesmo racional, 0 mesmo grupo
publicou um terceiro GWAS em 2016 (57). A partir da metanalise dos trés GWAS foram
entdo identificados 23 novos loci associados a desordem pigmentar. Por fim, no ano de
2018 o loci PVT1 (Pvtl oncogene) foi identificado como assocido ao vitiligo a partir de
uma metanalise dos trés GWAS anteriores com o estudo de replicacdo realizado em
1.743 casos e 2.182 controles (58). E importante ressaltar, porém, que as populacdes

utilizadas nos estudos desse grupo ndo foram totalmente independentes entre si.
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Quadro 1 - Loci identificados em GWAS em vitiligo.

Locus Populacao Caso/Ctrl  Valor de P OR (IC) Ref Ano
SMOC2 Romenos 32/50 8.51x1078 7,4 (3,6-15,5) (54) 2010
HLA-A Europeus 1514/2813 9.05x107%3 15(,4-16) (55) 2010
HLA-DRB1 Europeus 1514/2813 4.50x10734 1,6 (1,5-1,7) (55) 2010
PTPN22 Europeus 1514/2813 1.31x1077 1,4(1,2-1,6) (55) 2010
LPP Europeus 1514/2813 1.01x107%* 1,3(1,2-1,4) (55) 2010
IL2RA Europeus 1514/2813 2.78x107° 1,3(1,2-1,4) (55) 2010
UBASH3A Europeus 1514/2813 1.26x107° 1,3(1,2-1,4) (55) 2010
C1QTNF6 Europeus 1514/2813 2.21x10716 1,4(1,3-15) (55) 2010
RERE Europeus 1514/2813 7.07x107% 1,4(1,3-15) (55) 2010
GZMB Europeus 1514/2813 3.44x1078 1,3(1,2-1,4) (55) 2010
TYR Europeus 1514/2813 1.60x107'8 15(@,4-1,7) (55 2010
HLA-1I Chineses Han  1149/1468 2.01x107'! 1,9(1,6-2,3) (60) 2010
HLA-C-HLA-B Chineses Han  1149/1468 2.21x107® 0,7 (0,6-0,8) (60) 2010
RNASET2-FGFR1OP-  Chineses Han  4431/5260 2.63x107° 1,2(1,1-1,3) (60) 2010
CCR
c60rf10-BTNL2 Europeus 1339/2692 3.22x107° 1,5* (61) 2011
HLA-DRB1-DQA1 Europeus 1339/2692 1.56x1075 1,1* (61) 2011
OCA2-HERC2 Europeus 450/3182  3.23x1077 1,2* (56) 2012
MC1R Europeus 450/3182  1.08x1078 0,8* (56) 2012
IFIH1 Europeus 450/3182  1.67x1071° 0,8* (56) 2012
CD80 Europeus 450/3182  3.97x1077 1,3* (56) 2012
CLNK Europeus 450/3182  9.00x1078 1,2* (56) 2012
BACH2 Europeus 450/3182  2.14x107° 1,2% (56) 2012
SLA Europeus 450/3182  1.14x107°® 1,2* (56) 2012
CASP7 Europeus 450/3182  1.20x107° 0,8* (56) 2012
CD44 Europeus 450/3182  3.06x1078 1,2* (56) 2012
IKZF4 Europeus 450/3182  1.53x107° 1,3* (56) 2012
SH2B3 Europeus 450/3182  1.32x1071! 0,8* (56) 2012
TICAM1 Europeus 450/3182  6.98x107°° 1,2* (56) 2012
TOB2 Europeus 450/3182  1.02x1077 0,8* (56) 2012
KIAA1005 Coreanos 260/192 3.31x1015 32(2,4-42) (62) 2013
FASLG Europeus 4680/39586 6.74x1077 1,3(1,2-1,4) (57) 2016
PTPRC Europeus 4680/39586 1.02x107°° 0,8(0,8-0,9) (57) 2016
PPP4R3B Europeus 4680/39586 3.73x1071° 15(@,4-1,7) (57) 2016
BCL2L11-MIR4435- Europeus 4680/39586 3.96x107° 1,2(1,1-1,2) (57) 2016
2HG
CTLA4 Europeus 4680/39586 1.49x10710 1,2(1,1-1,2) (57) 2016
FARP2-STK?25 Europeus 4680/39586 3.70x107° 0,8(0,7-0,9) (57) 2016
UBE2E2 Europeus 4680/39586 3.13x107® 0,9 (0,8-0,9) (57) 2016
FBXO45-NRROS Europeus 4680/39586 2.53x107® 0,9(0,8-0,9) (57) 2016
PPP3CA Europeus 4680/39586 3.43x107® 0,9 (0,8-0,9) (57) 2016
IRF4 Europeus 4680/39586 8.86x10716 0,7 (0,7-0,8) (57) 2016
SERPINB9 Europeus 4680/39586 2.54x1078 0,8 (0,7-0,9) (57) 2016
CPVL Europeus 4680/39586 8.72x1072%6 1,8(1,6-2,1) (57) 2016
NEK6 Europeus 4680/39586 1.01x10°8 1,1(1,1-1,2) (57) 2016
ARID5B Europeus 4680/39586 6.93x107° 1,2(1,1-1,2) (57) 2016
PPP1R14B-PLCB3- Europeus 4680/39586 4.81x1078 0,9(0,8-0,9) (57) 2016
BAD-GPR137-KCNK4—
TEX40—-ESRRA-
TRMT112-PRDX5
TNFSF11 Europeus 4680/39586 4.76x107° 1,2(1,1-1,2) (57) 2016
KAT2A-HSPB9-RAB5C Europeus 4680/39586 6.77x10710 1,2(1,1-1,3) (57) 2016
TNFRSF11A Europeus 4680/39586 2.81x10710 1,2(1,1-1,3) (57) 2016
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TICAM1 Europeus 4680/39586 1.94x10714 1,2(1,2-1,3) (57) 2016

SCAF1-IRF3-BCL2L12 Europeus 4680/39586 2.36x107° 0,8 (0,8-0,9) (57) 2016

RALY-EIF252—ASIP— Europeus 4680/39586 1.04x10°° 0,6 (0,5-0,7) (57) 2016
AHCY-ITCH

PTPN1 Europeus 4680/39586 9.47x107° 1,1(1,1-1,2) (57) 2016

L1IRAPL1 Europeus 4680/39586 7.34x10710 1,8(1,5-2,1) (57) 2016

PVT1 Europeus 1743/2182 5.11x10-1% 1,2* (58) 2018

Caso/Ctrl: Numero de casos e controles analisados no estudo. OR (IC): Odds ratio (intervalo de confianga)
Ref: referéncia. * Valores de intervalos de confianca néo informados.

Em 2010, Quan e colaboradores realizaram um GWAS em uma populacdo
chinesa, identificando dois loci na regido MHC. Nesse mesmo estudo, os autores
realizaram uma segunta etapa na pesquisa, na qual foram analisados mais 17 SNPs que
haviam apresentado valor de P < 1x104, sendo que o nivel de significancia considerado
pelos GWAS deve ser inferior a 5x108, bem como outras 15 variagGes fortemente
associadas em um GWAS para LES (59). Nessa segunda etapa realizada com 4.431
casos e 5.260 controles, foram identificados dois loci com significancia estatistica, porém
apenas um, localizado na regido 6g27 atingindo o nivel de significancia inferior a 5x10°8.
A outra variacdo estava localizada na regido 10922, no gene ZMIZ1 (zinc finger MIZ-type
containing 1), apresentando um valor de P igual a 5.01x1073,

Grande parte dos genes identificados nos GWAS como de suscetibilidade ao
vitiligo também se mostraram associados a outras doencgas autoimunes. Esses achados,
mais uma vez, suportam a ideia da existéncia de uma base comum regulando o controle
de doencas autoimunes; neste caso, o0 vitiligo poderia ser utilizado como modelo para o

estudo do controle da autoimunidade.
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2 JUSTIFICATIVA

O vitiligo € um problema para a saude e bem-estar de milhdes de pessoas. Apesar
de néo ter sua fisiopatologia totalmente elucidada, sabe-se que existe um componente
genético e autoimune controlando a suscetibilidade ao vitiligo. Sendo assim, entendemos
gue esforcos no sentido de identificar genes e variantes genéticas envolvidas contribuirdo
para um maior entendimento da patogénese da doenca. Além disso, o vitiligo podera ser
utilizado como um modelo para explorar uma provavel base molecular compartilhada na

patogénese de doencas autoimunes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste estudo é investigar polimorfismos de genes previamente
associados com doencgas autoimunes quanto a associa¢cao com vitiligo em duas amostras

populacionais independentes de desenho distinto.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Através de uma estratégia stepwise, selecionar genes envolvidos em processos
autoimunes, candidatos a suscetibilidade ao vitiligo;

2. Utilizar nova estratégia stepwise para testar os marcadores selecionados para
associacdo com vitiligo em uma populacao de descoberta, baseada em familias e
uma populacéo de replicagao independente, caso controle;

3. Testar o impacto de covariaveis ndo genéticas nos sinais de associacado
detectados;

4. Realizar andlise de impacto funcional in silico das variantes associadas ao vitiligo.
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4 METODOLOGIA
4.1 DESENHO GERAL DO ESTUDO

Este trabalho € caracterizado como um estudo de ciéncia basica que utiliza
ferramentas de genética e biologia molecular para a anélise do componente genético na
suscetibilidade ao vitiligo. Para isso, foi utilizada uma anélise primaria com um desenho
de associacdo baseada em familia e um estudo de replicacdo com uma populagéo caso-

controle. A Figura 3 apresenta o desenho geral do estudo.

Figura 3 - Fluxograma do desenho geral do estudo.

_Sele;ﬁo ste;:w}se de
regibes e genes candidatos

Recrutamento da
amostra populacional

Descoberta: Familias - Doengas autoimunes associadas ao vitiligo;

Replicagéo: Caso-controle - Genes associados a essas doengas;

- Genes nao estudados para o vitiligo.

Selecdo de marcadores

Preparo das amostras (TagSNP)

r?=0,8
7500 ou QuantStudio? MAF=0,05
- .. CEU
Discriminagao alélica na
populagao de descoberta
Analise estatistica TDT (FBAT)

(Familias)

Sinais positivos de associagio

Discriminacgdo alélica na
populacédo de replicagao

Analise esTtatl'sT RLM (SAS)
(Caso-controle)

Caixas em azul: atividades realizadas em um estudo anterior. Caixas em verde: atividades realizadas no
presente estudo.
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4.2 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo esta incluido em um projeto maior, intitulado “Estudo de fatores
de risco genéticos de suscetibilidade ao vitiligo” aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da PUCPR (Pontificia Universidade Catdlica do Parana —n°® 1975 — e na
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) — Parecer n°14394 (Anexo 1). Todos
os individuos anteriormente recrutados, ou seus representantes legais, foram solicitados
aler e, caso concordassem participar do estudo, assinar o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (Anexo II).

4.3 AMOSTRAS POPULACIONAIS

As amostras populacionais utilizadas neste estudo foram recrutadas no periodo de
2004 a 2007 junto ao servico de dermatologia da Santa Casa de Misericérdia de Curitiba
e a um consultério particular, com o objetivo de serem utilizadas em estudos
epidemioldgicos e analise de associacdo genética com suscetibilidade ao vitiligo. O
recrutamento dos individuos afetados, seus pais e controles independentes foi realizado
no sul do Brasil, nos estados do Parana e Santa Catarina. Os individuos recrutados foram
avaliados por um unico médico dermatologista, com reconhecida experiéncia no
tratamento de vitiligo. Com a finalidade de determinar a presenca da doenca, todos os
individuos foram submetidos a exames clinicos de pele e a exames de lampada de Wood.
Este exame permite detec¢do do vitiligo através da emissao de luz ultravioleta “A” em
ambiente escuro, permitindo a diferenciacdo da acromia (auséncia de pigmento),
caracteristica do vitiligo, e da hipocromia (pequena quantidade de pigmento), encontrada
em outras doencas. A confirmacdo do diagnostico de vitiligo, quando necesséaria, foi
realizada através de biopsia e exame histopatolégico. Depois de diagnosticados, o0s
sujeitos da pesquisa responderam a questionarios para a obtencdo dos dados
demograficos e clinicos como: sexo, idade de inicio da doenca (autorrelato da data da
primeira mancha branca observada), presenca de historico familiar de vitiligo e ocorréncia

de doencas autoimunes entre pais e irmaos do individuo afetado.
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4.3.1 Populacao de familias

A amostra populacional do estudo baseado em familias é composta por 596
individuos distribuidos em 188 familias nucleares formadas por individuos afetados com
vitiligo, independente de sua forma clinica, seus pais e familiares, quando disponivel. Ao

todo, 211 trios puderam ser derivados desta amostra populacional.

4.3.2 Populacéao Caso-controle

Para o estudo de replicacéo, foi utilizada uma amostra populacional independente,
caso-controle formada por 131 casos de vitiligo e 119 controles pareados por idade e
sexo. Os critérios de diagndéstico e de recrutamento dos pacientes com vitiligo foram
iguais aos descritos anteriormente (item 4.3). Para o recrutamento dos sujeitos do grupo
controle foram realizados exames fisicos completos por médico dermatologista
experiente, sendo incluidos somente individuos com auséncia de sinais de vitiligo ou de
qualguer outra doencga autoimune ou inflamatoria cronica. Além disso, somente foram
recrutados individuos com autorrelato negativo de histérico pessoal ou familiar de
doencas autoimunes e inflamatdrias crénicas.

As principais caracteristicas demogréficas e clinicas dos 211 pacientes afetados
com vitiligo na amostra populacional baseada em familia, bem como dos 131 individuos
gue compdem o grupo de casos do estudo caso-controle, sdo apresentadas na Tabela
1.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos filhos afetados da populacdo baseada em familia e
casos de pacientes com vitiligo da populac@o caso-controle.

Caracteristicas Baseado em familia Caso-controle P
n=211 n=131
Género
Masculino 90 (42,7%) 53 (40,4%) 0,80
Feminino 121 (57,3%) 78 (59,5%)
Idade de inicio do vitiligo 18,7+12,01 26,40+17,01 <0,001"
Doencas Autoimunes
Presenca 105 (49,76%) 52 (39,7%) 0,28
Auséncia 105 (49,76%) 68 (51,9%)
Dados néo disponiveis 1 (0,47%) 11 (8,4%)
Forma clinica
Segmentar 37 (17,5%) 13 (9,9%)
N&o-Segmentar 174 (82,5%) 118 (90,1%)
-Localizado 18 (8,5%) 7 (5,3%) 0,76™
-Comum 105 (49,8%) 81 (61,8%)
-Acrofacial 48 (22,7%) 26 (19,8%)
-Universal 3 (1,4%) 4 (3,1%)

Valores exibidos em n(%) para género, doencas autoimunes e forma clinica e média + desvio padréo
para a idade de inicio do vitiligo. * Teste exato de Fisher. ** Teste t de student. *** Teste do qui quadrado.

4.4 EXTRACAO DE DNA

O material genético utilizado nos experimentos foi obtido a partir de sangue total.
Foi realizada a coleta de 5 mL de sangue através de puncdo venosa em tubos do tipo
vacuotainer contendo EDTA (Acido Etilenodiamino tetra-acético) como anticoagulante,
em condicdes ideais de assepsia. O sangue coletado foi centrifugado para que fosse
possivel a obtencdo da camada leucocitaria (buffy coat), que foi separada para a extracao
do DNA, segundo o protocolo para extracéo rapida do DNA gendmico proposto por John
S. W. e colaboradores (63). As amostras de DNA extraidas foram estocadas a -20°C em
sala com controle e monitoramento de temperatura. O protocolo detalhado da técnica de
extracdo de DNA esté descrito no Anexo lllI.

Com o objetivo de analisar a concentracao de DNA obtido pela extracdo, o material
genético foi submetido a leitura por espectrofotometria em equipamento NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). Este método faz uso do principio de absor¢do seletiva da luz
ultravioleta por moléculas de DNA em 260nm, enquanto proteinas fazem essa absorcéo
em 280nm. Sendo assim, é possivel realizar a quantificacdo do DNA e das proteinas que
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constituem a amostra extraida através da leitura nestes dois comprimentos de onda. Para
realizar o calculo da concentracédo de DNA é utilizado o valor da absorbancia encontrada
em 260nm, enquanto que a razdo A260/280 indica o grau de pureza da amostra. Apés a
determinacdo da concentracdo, as solu¢des concentradas foram diluidas a 20ng/uL

(solucéo de trabalho) e armazenadas a -20°C.

4.5 SELECAO DOS GENES CANDIDATOS

Os genes candidatos foram selecionados seguindo a seguinte estratégia stepwise:
primeiramente, através de uma revisdo da literatura, foram identificadas as doencas
autoimunes mais comumente associadas ao vitiligo. Buscou-se, na sequéncia, por genes
que haviam sido associados a um minimo de duas dessas doencas autoimunes, nao
incluindo o vitiligo; como resultado, produziu-se uma lista de genes envolvidos com
autoimunidade que ainda ndo haviam sido testados para associacdo com vitiligo. Por fim
foram selecionados os genes que foram associados a um maior nimero de doencas

autoimunes (Figura 4).

Figura 4. Fluxograma da estratégia stepwise de selecdo de genes candidatos.
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4.6 SELECAO DOS MARCADORES

Tag SNPs foram selecionados de forma a se atingir 100% da cobertura fisica dos
genes candidatos selecionados. Todos os marcadores foram selecionados utilizando-se
como critério uma frequéncia alélica minima (MAF — minor allele frequency) de 5% ou
mais para os loci em estudo na populacéo Caucasiana. O parametro de corte para definir

DL entre dois marcadores foi um valor de r2 maior do que 0,8.

4.7 GENOTIPAGEM

Os SNPs foram genotipados nas plataformas ABI 7500 polarized fluorescence
TagMan assay ou Thermo-Life QuantStudio 7 Flex. O principio da metodologia TagMan
consiste em utilizar sondas marcadas com uma molécula fluorescente (SNP genotyping
assay - fluoréforo, VIC™ ou FAM™, cada qual monitorando um alelo especifico para o
SNP) e outra (Quencher) que absorve a fluorescéncia emitida pelo fluoréforo quando a
sonda estd integra. Além disso, também sdo usados pares de oligonucleotideos
iniciadores (primers) e outros componentes (constituintes do Master Mix) necessarios
para a Tag DNA polimerase realizar a extenséo da fita de DNA. A sonda € constituida de
uma sequéncia alvo (que monitora o polimorfismo de interesse) a qual hibridiza entre os
dois iniciadores. As moléculas de fluor6foro e do Quencher ficam nas extremidades da
sonda integra. A atividade de exonuclease da Taq DNA polimerase leva a clivagem da
sonda. Com isso, durante a extensdo da nova fita, o fluoréforo liberado emitira sinal que
nao serd captado pelo Quencher, mas sim pelo equipamento, podendo ser por ele
classificado os resultados de genotipagem.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 ou 384 pocos. Para cada placa foi
preparado um Super Master Mix (SMM - composto por agua ultra pura, Master Mix e SNP
genotyping assay, na concentracdo final de 1X) nos volumes descritos na Tabela 2,
segundo proposto por Frigeri, 2015 (64). Sendo assim, em cada poco da placa, foram
aplicados 5uL desse SMM e 3pL de solugdo de DNA das amostra (na concentracao de
20ng). Para monitoramento de contaminagéo, foram realizados, para cada placa, dois

controles negativos, 0s quais continham agua no lugar das amostras de DNA.
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Tabela 2 - Protocolo padronizado para os ensaios de genotipagem.

Reagentes Volume (pL)
Agua MiliQ 1,9
Master Mix 3,0
SNP Genotyping Assay (sonda TagMan®) 0,1
DNA (20ng/uL) 3,0
Total 8,0

A guantidade de reagente esta apresentada para cada uma das amostras.

As condigbes de amplificagdo em ambas as plataformas utilizadas estdo descritas

na Tabela 3. O ensaio de discriminacao alélica envolve trés etapas principais:

1- Pré-leitura: Etapa na qual sdo detectados os backgrounds de fluorescéncia de
cada sonda antes da reacdo de amplificagéo.

2- Reacado de amplificacdo: Também denominada de cycle stage. Consiste na
submissdo das amostras em 50 ciclos de desnhaturacdo, hibridacdo dos
oligonucleotideos e extenséo dos fragmentos.

3- Poés-leitura: Realizada com o objetivo de subtrair os valores de background de
fluorescéncia obtidos na etapa de pré-leitura dos valores obtidos no final da

reacao.

Tabela 3 - Condi¢des de amplificacdo nas plataformas ABI 7500 polarized fluorescence TagMan assay ou
Thermo-Life QuantStudio 7 Flex.

Condic¢bes Temperatura (°C) Tempo (s)
Pré-leitura 60 60
Estagio de espera (holding stage) 95 600
Desnaturacdo 95 15
Hibridizac&o e extensdo 60 120
Poés- leitura 60 60

As etapas de desnaturacdo e hibridizacdo dos oligonucleiotideos e extensdo dos fragmentos, que
compdem o cycle stage, foram realizadas em 50 ciclos (regido destacada).

A interpretacdo dos resultados ocorre através da deteccdo da fluorescéncia no
comprimento de onda de um dos fluoréforos (VIC™ e/ou FAM™). Individuos homozigotos

terdo apenas uma das sondas hibridizando em seu material genético, sendo detectadas
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apenas fluorescéncias de uma das sondas. Ja em individuos heterozigotos, ambas as
sondas hibridizardo, sendo, portanto detectadas fluorescéncias em ambos o0s

comprimentos de onda.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Variaveis clinicas e demograficas dos portadores de vitiligo da amostra
populacional baseada em familia e da amostra caso-controle foram comparados usando
os testes de qui-quadrado, teste exato de fisher e t de student.

Andlise de desequilibrio de ligacdo, visando verificar a independéncia dos sinais
detectados e a verificagdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg foram realizadas conforme
implementado no programa Haploview, versdo 4.2. Analise de associa¢gdo baseada em
familias foi realizada através do Teste de Desequilibrio de Transmisséo (TDT) conforme
implementado no programa FBAT (Family-Based Association Test), versao 2.0.2 (65).
Além disso, os alelos das variacdes foram novamente analisados através de andlise de
regressao logistica, permitindo a anélise conjunta de fatores ambientais e genéticos que
possam estar influenciando na associacao. Essa andalise também permite estimar a “odds
ratio” (OR, razdo de chance) e os intervalos de confianca, utilizando para isso o software
SAS (v.9.1). Todas as analises estatisticas foram realizadas para os modelos genéticos
aditivo, dominante e recessivo, sendo apresentado como resultados o modelo melhor
ajustado. Para genes que apresentaram SNPs com sinais de associa¢ao estatisticamente
significativos com vitiligo per se (independente das formas clinicas) foram realizadas
analises haplotipicas através do FBAT utilizando-se do comando “hbat”. Nesses casos,
foram analisados apenas os haplotipos que apresentarem uma frequéncia do haplotipo
superior a 10%.

Além dos testes de associagdo dos marcadores genéticos com o vitiligo per se,
foram realizadas andlises estratificadas pelas seguintes covariaveis: presenca de
comorbidade autoimune (Tireoidite de Hashimoto, DM1, halo-nevi, psoriase, alopecia
areata, escleroderma, AR, LES), forma clinica (segmentar ou ndo segmentar) e idade de

inicio da doenca, usando como corte a idade de 25 anos (média de idade de diagndstico
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reportada na literatura (33)). A estatistica aplicada para essas analises foi a mesma
utilizada nos testes de associacao com o vitiligo per se.

Analise de associacdo na amostra caso-controle foram realizadas através de
técnicas de regresséo logistica, utilizando o programa IBM SPSS versao 21.

Foram considerados resultados estatisticamente significativos aqueles cujos

valores de P se mostraram inferiores 0,05.

4.9 PREVISAO DE IMPACTO FUNCIONAL

Para prever o impacto funcional de variantes associadas ao vitiligo que se
encontravam em regides intronicas, foi utilizada a ferramenta de previsdo in silico
HaploReg v4.1 (66). Além disso, para verificar o impacto funcional de variantes em DL
com o0s marcadores associados no presente estudo, buscou-se por resultados

disponiveis na base de dados do Ensembl (http://www.ensembl.org).
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5 RESULTADOS

5.1 GENES CANDIDATOS SELECIONADOS

A Figura 5 mostra os resultados obtidos para nossa estratégia stepwise de a
selecéo dos genes candidatos. As doencas autoimunes mais frequentemente associadas
ao vitiligo foram o LES, AR, DM1, Psoriase, doengas autoimunes da tireoide, anemia
perniciosa, doenga de Addison e alopecia aerata. Foram encontrados um total de 30
genes associados a um minimo de duas dessas doencas autoimunes, dos quais 13 ainda
nao haviam sido estudados para o vitiligo (Tabela 4). Foram por fim selecionados para
investigacdo os genes CYP27B1 (Cytochrome P450 family 27 subfamily B member 1),
REL (REL proto-oncogene, NF-kB subunit), TNFAIP3 (TNF alpha induced protein 3), IL2
(Interleukin 2) e IL21 (Interleukin 21).

Figura 5. Fluxograma da estratégia stepwise de selecao de genes candidatos e resultados obtidos.

. . LES, AR, DM1, Psoriase, DAIT,
Doengas autoimunes associadas ao vitiligo AI‘IEITIIE.I perniciosa, Addison,
\ ) Alopecia areata.
Genes comuns a mais de 2 doencas 30 genes
{ autoimunes )

Genes associados a doencas autoimunes 13 genes
n&o estudados para o vitiligo

|

Genes associados com _maior numero de CYP27B1, REL, TNFAIP3, IL2/IL21
doencas autoimunes

LES: Lupus Eritematoso Sitémico; AR: Artrite Reumatoide; DM1: Diabetes mellitus tipo 1; DAIT: Doencas
Autoimunes da Tireoide.
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Tabela 4- Relacéo dos genes associados as doencas autoimunes frequentemente relacionadas ao vitiligo.
DM1 AR LES Pso DG TH DA AA AP Vit

BLK (72, 73) (72, 74-84)

CLEC16A (88, 89) (88, 89) (90) (91) (89) (92)

CYP27B1 (137-141) (141-143) (141, 143) (141, 144,
145)

FOXP3 (152) (153, 154) (155, 156) (157, 158) (159) (48, 133,
160)

IL10 (170) (90) (171, 172)

IL2 (192) (193) (194, 195) (196) (197)

IL23A (203) (181, 186, 204)  (205)

Valores dentro dos parenteses representam as referéncias. DM1 — Diabetes mellitus tipo 1; AR — Artrite reumatoide; LES — Lupus eritematoso sistémico; Pso —
psoriase; DG — Doenca de Graves; TH — tireoidismo de Hashimoto; DA — Doenca de Addison; AA — Alopecia areata; AP — Anemia perniciosa; Vit — Vitiligo.
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DM1 AR LES Pso DG TH DA AA AP Vit

IKZF1 (69, 226) (78, 166, 227)

LPP (236) (237) (55)

PRDM1 (102, 243) (90)

REL (301, 302) (303) (169, 185, 304) (202)

TLR2 (328) (329) (330) (331)

TNFAIP3  (346) (347-351) (83, 348, 350,  (358-361) (362)
352-357)

UBASH3A (366) (367, 368) (369) (55)

Valores dentro dos parenteses representam as referéncias. DM1 — Diabetes mellitus tipo 1; AR — Artrite reumatoide; LES — Lupus eritematoso sistémico; Pso —
psoriase; DG — Doenca de Graves; TH — tireoidismo de Hashimoto; DA — Doencga de Addison; AA — Alopecia areata; AP — Anemia perniciosa; Vit — Vitiligo.
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5.2 MARCADORES SELECIONADOS

Apenas para o gene da IL21, devido ao grande numero de TagSNPs, néo foi
possivel incluir todos os marcadores necessarios para a cobertura fisica completa do
locus, sendo selecionados apenas os Tag SNPs previamente associados a outras
doencas autoimunes.

Para os genes CYP27B1 e REL os marcadores foram selecionados a partir de
informacdes disponiveis na base de dados publica do International HapMap Project.
Devido a descontinuacdo desse projeto em Junho de 2016, dados dos genes TNFAIP3,
IL2 e IL21 foram obtidos a partir do projeto 1000 Genomas através do programa Ferret
(v.2.1.1) (393). Esses dados foram entdo exportados para o Haploview (v.4.2) para a
selecédo dos Tag SNPs.

A Tabela 5 descreve os genes candidatos, bem como os marcadores selecionados

para cada um deles.

Tabela 5 - Identificacdo dos marcadores selecionados para o estudo.

Gene (OMIN) Marcador Cédigo TAQMAN® SNP [A1/A2]
CYP27B1 (609506) rs4646536 C__25623453_10 [AG]
REL (164910) rs842647 C__ 8851273 10 [A/G]
REL (164910) rs13031237 C___ 3219755 10 [G/T]
REL (164910) rs6545836 C__ 2080999 10 [A/G]
REL (164910) rs842648 C__ 8851274 10 [A/G]
TNFAIP3 (191163) rs5029933 C_ 44699248 10 [A/G]
TNFAIP3 (191163) rs5029930 C__ 44699244 10 [A/C]
TNFAIP3 (191163) rs610604 C___ 884105 20 [G/T]
TNFAIP3 (191163) rs582757 C__ 8300291 10 [C/T]
IL2 (147680) rs2069763 C_ 15859920 10 [CIA]
IL2 (147680) rs2069779 C__ 15859942 10 [A/G]
IL2 (147680) rs2069778 C_ 15859943 10 [A/G]
IL21 (605384) rs2055979 C__ 1597496_10 [A/C]
IL21 (605384) rs907715 C__ 8949748 10 [CIT]
IL21 (605384) rs4833837 C 25473096 10 [AG]

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man® (http://omim.org/). rs, dbrs: reference SNP database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Cédigo TagMan®, especifico para cada polimorfismo (Applied
Biosystems). SNP [A1/A2]: [Alelol/Alelo2] monitorados, respectivamente, pelos fluor6foros VIC/FAM.

5.3 ANALISE GERAL DA GENOTIPAGEM POR TagMan®

A Figura 6 apresenta um exemplo dos graficos de discriminacéo alélica com as

respectivas curvas de amplificagéo obtidas para o marcador rs13031237 do gene REL.
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Amostras discriminadas como esferas em azul na figura 6.A (alelo 4/4, FAM/FAM),
apresentam genotipo TT correspondente a curva de amplificacdo observado na figura
6.B-1. Amostras discriminadas como esferas em verde na figura 6.A (alelo 3/4, VIC/FAM),
apresentam genétipo GT correspondente a curva de amplificacdo observado na figura
6.B-1l. Amostras discriminadas como esferas em vermelho na figura 6.A (alelo 3/3,
VIC/VIC), apresentam gendtipo GG correspondente a curva de amplificacdo observado
na figura 6.B-1ll. Todos os marcadores e amostras genotipadas apresentaram perfil de

discriminagéo e amplificagdo semelhante ao observado na Figura 6.

Figura 6 - Exemplo de perfil de discriminagdo alélica e de grafico de amplificacdo para o marcador
rs13031237 do gene REL.
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Perfil de discriminacéo alélica (A) e curvas de amplificagéo (B) obtidos para o marcador rs13031234. B.I- Curva
de amplificacdo das amostras discriminadas em azul na parte A (genoétipo TT). B.II- Curva de amplificagdo das
amostras discriminadas em verde na parte A (genétipo TG). Curva de amplificacao das amostras discriminadas
em vermelho na parte A (gen6tipo GG). Os quadrados pretos na regido inferior esquerda da figura A representam
os controles negativos, confirmando a amplificagcao especifica.
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5.4 ANALISE DE ASSOCIACAO BASEADA EM FAMILIA
5.4.1 CYP27B1

A frequéncia alélica do tag SNP rs4646536 do gene CYP27B1 permaneceu dentro
do equilibrio de Hardy-Weinberg (P=0,999) com uma porcentagem de genotipagem de
96,4%. Nao se detectou associacao entre os alelos do SNP rs4646536 e a ocorréncia de
vitiligo per se na amostra populacional avaliada (trios familiares) em nenhum dos modelos

analisados (Tabela 6).

Tabela 6 - Analise de associa¢do do polimorfismo rs4646536 do gene CYP27B1 com o vitiligo per se.

SNP FA FI z P(FBAT) P (SAS) OR (95%IC)
rs46465362 - % - 0,93 0,83 0,96 (0,66-1,39)
rs4646536/A 0,72 40  -0,33 0,74 0,75 1,13 (0,54-2,38)
rs4646536/G¢ 0,28 86  -0,10 0,91 0,72 0,98 (0,60-1,57)

FA: Frequéncia alélica; FI: Nimero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no
teste de TDT realizado no FBAT. OR (95%IC): Odds ratio (95% intervalo de confianga). @ Modelo aditivo. ¢
Modelo dominante.

N&o foram verificados sinais de associacdo com significAncia estatistica nas
analises estratificadas por presenca de comorbidade autoimune, forma clinica e idade de

inicio da doenca (Tabela 7).

Tabela 7 - Associacdo dos marcadores do gene CYP27B1 estratificado por doengas autoimunes
associadas, forma clinica e idade de inicio da doenca.

Fl pa P (FBAT) P (SAS) OR (95%IC)

rs4646536/G
Doenca Autoimune

Presenca 44 0,1 0,884 0,73d 0,88 (0,45-1,75)

Auséncia 23 1,4 0,16" 0,18" 0,52 (0,21-1,32)
Forma Clinica

Segmentar 16 -0,3 0,794 0,594 0,75 (0,26-2,14)

N&do segmentar 71 0,0 1,00 0,794 0,94 (0,56-1,55)
Idade

<25 anos 57 -0,2 0,79d 0,844 0,94 (0,51-1,72)

225 anos 33 0,2 0,85d 0,92d 1,04 (0,46-2,38)

FI: Nimero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no teste de TDT realizado no
FBAT. P (SAS): valor de P obtido na regresséo logistica realizada no SAS. OR (95%IC): Odds ratio (95%
intervalo de confianga). “Modelo dominante. "Modelo recessivo.
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5.4.2 REL

Foram testados para associacdo com vitiligo quatro tag SNPs (rs6545836,
rs842648, rs13031237 e rs842647) para se atingir a cobertura fisica completa do gene
REL. As frequéncias alélicas de todos os polimorfismos testados estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg e apresentaram uma porcentagem de genotipagem igual ou superior
a 95% (Tabela 8).

Tabela 8 - Porcentagem de genotipagem obtida e analise do equilibrio de Hardy-Weinberg dos SNPs
rs6545836, rs842648, rs13031237 e rs842647 do gene REL.

rs6545836 rs842648 rs13031237 rs842647
% Gen. 97,3 99,5 94,9 97,8
HWE 0,88 1,00 0,71 0,59

% Gen.: Porcentagem de genotipagem obtida para cada marcador; HWE: Valor de P obtido para o teste
do equilibrio de Hardy-Weinberg.

No presente estudo néo foi encontrada evidéncia de associacdo estatisticamente
significativa entre os alelos dos marcadores rs13031237, rs842647 e rs842648 do gene
REL com o vitiligo na populacdo baseada em familias em ambos os modelos analisados.
Ja o alelo A do marcador rs6545836 mostrou associacdo com significancia estatistica
com protecao a doenca pigmentar (Tabela 9).

O alelo A da variacédo rs6545836 foi associado com a protecdo ao vitiligo em
pacientes com comorbidade autoimune, forma clinica ndo segmentar e com idade de
inicio inferior a 25 anos (Tabela 10). Resultados opostos foram detectados para o SNP
rs842647. O alelo G desse polimorfismo foi associado com a suscetibilidade ao vitiligo
em pacientes sem comorbidade autoimune e forma clinica segmentar, porém somente
na andlise realizada no FBAT. Apesar do alelo A do SNP rs842648 se mostrar associado
em pacientes com vitiligo segmentar, o numero de familias informativas para esse grupo

foi bastante reduzido, diminuindo o poder estatistico da analise.
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Tabela 9 - Andlise de associacao dos polimorfismos rs6545836, rs842648, rs13031237 e rs842647 do
gene REL com o vitiligo per se.

SNP FA F zZ P(FBAT) P (SAS) OR (95%IC)
rs65458362 - 85 - 0,01 0,01 1,69 (1,11-2,56)
rs6545836/Ad 019 80 -26 0,01 0,01 0,55 (0,34-0,90)
rs6545836/G¢ 081 23 1,0 0,30 0,16 2,23 (0,74-6,78)
rs8426482 - 52 - 0,44 0,58 1,17 (0,67-2,06)
rs842648/A1 090 51 07 0,49 0,62 0,86 (0,47-1,55)
rs842648/G' - - - - 0,78 1,39 (0,13-14,16)
rs8426472 - 120 - 0,21 0,19 0,80 (0,57-1,12)
rs842647/Ad 063 52 -01 0,83 0,81 1,08 (0,57-2,06)
rs842647/G¢ 036 101 1,4 0,15 0,11 1,45 (0,92-2,29)
rs130312372 - 114 - 0,43 0,18 0,78 (0,55-1,12)
rs13031237/G¢ 067 46 09 0,39 0,81 0,92 (0,46-1,83)
rs13031237/T¢ 033 101 15 0,12 0,06 1,57 (0,97-2,49)

FA: Frequéncia alélica; FI: Numero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no
teste de TDT realizado no FBAT. OR (95%IC): Odds ratio (95% intervalo de confianca). 2Modelo aditivo.
dModelo dominante. 'Modelo recessivo. Em negrito, valores de P <0,05.

Tabela 10 - Associacdo dos marcadores do gene REL estratificado por doengas autoimunes associadas,
forma clinica e idade de inicio da doenca.

FI z P (FBAT) P (SAS) OR (95%IC)

rs6545836/A
Doenca Autoimune

Presenca 40 -2,9 0,003 0,005 0,38 (0,19-0,75)

Auséncia 44 -0,8 0,422 0,472 0,81 (0,45-1,43)
Forma Clinica

Segmentar 11 -1,1 0,282 0,412 0,62 (0,22-1,92)

N&o segmentar 75 -2,4 0,012 0,022 0,58 (0,37-0,90)
Idade

<25 anos 52 -2,4 0,014 0,032 0,53 (0,31-0,92)

225 anos 36 -1,2 0,222 0,312 0,70 (0,35-1,39)
rs842648/A
Doenca Autoimune

Presenca 26 -0,9 0,39" 0,77" 1,13 (0,48-2,65)

Auséncia 24 2,0 0,04' 0,23" 0,58 (0,24-1,41)
Forma Clinica

Segmentar 11 2,3 0,02' 0,04' 0,19 (0,04-0,92)

N&o segmentar 40 -0,4 0,70 0,46' 1,28 (0,67-2,44)
Idade

<25 anos 35 0,7 0,51" 0,60" 0,83 (0,40-1,70)

225 anos 17 0,2 0,81' 0,89" 1,08 (0,38-3,25)
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rs842647/G

Doenca Autoimune

Presenca 47 0,2 0,83 0,244 1,51 (0,76-3,01)

Auséncia 53 1,9 0,05¢ 0,204 1,51 (0,81-2,82)
Forma Clinica

Segmentar 17 2,1 0,044 0,06d 4,22 (0,94-19,02)

N&o segmentar 85 0,7 0,484 0,684 1,10 (0,69-1,76)
Idade

<25 anos 70 11 0,254 0,13 1,55 (0,88-2,75)

=225 anos 35 0,9 0,39 0,68 1,19 (0,52-2,69)
rs13031237/T
Doenca Autoimune

Presenca 48 0,9 0,35¢ 0,36¢ 1,38 (0,69-2,77)

Auséncia 53 1,2 0,21d 0,10d 1,72 (0,91-3,26)
Forma Clinica

Segmentar 19 0,5 0,634 0,714 1,20 (0,45-3,17)

N&o segmentar 83 15 0,144 0,144 1,44 (0,89-2,34)
Idade

<25 anos 69 0,9 0,33d 0,08 1,69 (0,94-3,03)

>25 anos 36 1,3 0,20¢ 0,42¢ 1,41 (0,62-3,22)

FI: Nimero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no teste de TDT realizado no
FBAT. P (SAS): valor de P obtido na regressao logistica OR (95%IC): Odds ratio (95% intervalo de
confianga). @aModelo aditivo. “Modelo dominante. "Modelo recessivo. Em negrito, estdo destacados valores
de P<0,05.

A Figura 7 mostra a independéncia entre os Tag SNPs testados, sugerindo
evidéncias independentes de associacéo (valores de r? inferiores a 80).

Figura 7 - Analise do desequilibrio de ligacdo dos marcadores do gene REL.
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Valores dentro dos losangos representam a medida do desequilibrio de ligagdo quanto ao parametro r2. A

intensidade de cores é proporcional a variacdo do valor de r2. Fonte: obtido do programa Haploview.
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A analise haplotipica dos marcadores do gene REL com o vitiligo identificou uma
evidéncia de associacdo entre os alelos do haplotipo nimero 3 e a protecao ao vitiligo
(Tabela 11). Esse hapldétipo contém o alelo “A” da variante rs6545836, anteriormente
identificada associada a protecao ao vitiligo.

Tabela 11 - Haplétipo das variantes do gene IL2

Haplétipo FH FI 4 P
N°  rs842647 rs13031237 rs6545836 rs842648
1 G G G A 0,36 94 1,6 0,12
2 A T G A 0,33 90 1,2 0,24
3 A G A A 019 71 -2,5 0,01

FH: Frequéncia do Hapl6tipo; Fl: Numero de familias informativas; Z: Teste Z; P: valor de P obtido no teste
de TDT realizado no FBAT; N°: Namero do haplétipo. Em negrito, estdo destacados valores de P (FBAT)
com significAncia estatistica.

Andlise de previsdo de impacto funcional da variante rs6545836, localizada em
uma regido nao codificante, revelou possivel alteracdo de quatro motivos de DNA (Hoxb6,
Pou2f2, Pou5fl e Sox), que sdo padrdes curtos e recorrentes na sequéncia de DNA que
podem apresentar uma funcédo bioldgica. Além disso, o HaploReg v4.1 identificou uma
correlacdo entre o rs6545836 com a expressdo do gene AHSA2 (activator of HSP90

ATPase homolog 2) em mondcitos do sangue periférico.

5.4.3 TNFAIP3

Foi selecionado um total de quatro Tag SNPs necessarios para a cobertura fisica
completa do gene TNFAIP3. As frequéncias alélicas das variantes analisadas estavam
dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg e apresentaram uma porcentagem de
genotipagem igual ou superior a 89% (Tabela 12).

N&o foram identificados sinais de associagao estatisticamente significativos entre

as variantes analisadas e o vitiligo per se (Tabela 13).
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Tabela 12 - Porcentagem de genotipagem obtida e analise do equilibrio de Hardy-Weinberg dos SNPs
rs5029930, rs610604 e rs582757 do gene TNFAIP3.

rs5029930 rs5029933 rs610604 rss582757
% Gen. 99,4 97,8 97,6 89,4
HWE 0,30 0,19 0,28 0,33

% Gen.: Porcentagem de genotipagem obtida para cada marcador; HWE: Valor de P obtido para o teste
do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 13 - Analise de associacao dos polimorfismos rs5029930, rs610604 e rs582757 do gene TNFAIP3
com o vitiligo per se.

SNP FA Fl z P(FBAT) P (SAS) OR (95%IC)
rs50299302 - 49 - 0,21 0,25 1,38 (0,80-2,39)
rs5029930/Ad 089 11 08 0,42 0,85 1,17 (0,24-5,62)
rs5029930/C¢ 011 49 -1 0,28 0,22 0,69 (0,37-1,26)
rs50299332 - 27 - 0,30 0,26 1,54 (0,72-3,30)
rs5029933/A" 095 27 10 0,30 0,17 0,57 (0,26-1,27)
rs5029933/G" - - - - 0,44 0,33 (0,02-5,33)
rs6106042 - 120 - 0,59 0,68 1,01 (0,77-1,49)
rs610604/G¢ 037 106 0,2 0,81 0,83 1,05 (0,69-1,59)
rs610604/T¢ 063 49 14 0,16 0,40 1,34 (0,68-2,67)
rs5827572 - 114 - 0,87 0,92 1,02 (0,72-1,43)
rs582757/Cd 028 106 0,3 0,77 0,62 1,11 (0,73-1,68)
rs582757/T¢ 072 30 09 0,34 0,71 1,17 (0,51-2,66)

FA: Frequéncia alélica; FI: Numero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no
teste de TDT realizado no FBAT. OR (95%IC): Odds ratio (95% intervalo de confianca). 2Modelo aditivo-
dModelo dominante. 'Modelo recessivo.

A analise estratificada pelas varidveis de comorbidades autoimunes associadas,
idade e forma clinica mostrou um sinal de associagao estatisticamente significativo dos
marcadores rs610604 e rs582757 concentrado entre pacientes com auséncia de
comorbidade autoimune associada (Tabela 14). Porém, o nimero reduzido de familias
informativas dentro desses grupos ndo permitiu gerar dados com um grande poder
estatistico.

Apesar dos quatro marcadores genotipados para o gene do TNFAIP3 capturarem
informacdes independentes, segundo o critério de r? inferior a 0,8, os marcadores

rs582757 e rs610604 revelaram um grau consideravel de DL (r?>=0,66) (Figura 8).
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Tabela 14 - Associacdo dos marcadores do gene TNFAIP3 estratificado por doencas autoimunes
associadas, forma clinica e idade de inicio da doenca.

FI z P (FBAT) P (SAS) OR (95%IC)
rs5029930/A
Doenca Autoimune
Presenca 27 0,5 0,62 0,72 0,86 (0,37-1,99)
Auséncia 21 1,3 0,19 0,09 0,45 (0,18-1,15)
Forma Clinica
Segmentar - - - 0,10" 0,16 (0,02-1,40)
N&o segmentar 43 0,5 0,64" 0,57 0,84 (0,45-1,56)
Idade
<25 anos 31 0,9 0,35 0,58 0,80 (0,37-1,73)
=225 anos 19 0,6 0,56 0,42 0,64 (0,22-1,88)
rs5029933/A
Doenca Autoimune
Presenca 16 11 0,26" 0,26" 0,56 (0,20-1,55)
Auséncia 10 0,6 0,55 0,38 0,52 (0,12-2,22)
Forma Clinica
Segmentar - - - 0,38 0,33 (0,03-3,98)
N&o segmentar 24 0,8 0,42" 0,34" 0,66 (0,28-1,55)
Idade
<25 anos 17 0,5 0,62' 0,53" 0,73 (0,27-1,97)
=25 anos 11 1,0 0,30 0,08 0,24 (0,05-1,21)
rs610604/T
Doenca Autoimune
Presenca 53 0,0 1,007 0,82 0,93 (0,50-1,74)
Auséncia 21 2,5 0,01¢ 0,03¢ 5,24 (1,19-23,04)
Forma Clinica
Segmentar 19 0,5 0,63 0,70 0,83 (0,31-2,21)
Nao segmentar 41 1,2 0,224 0,524 1,27 (0,60-2,68)
Idade
<25 anos 35 0,8 0,424 0,94d 0,97 (0,45-2,07)
225 anos 40 1,1 0,26" 0,56" 0,80 (0,38-1,70)
rs582757/T
Doenca Autoimune
Presenca 51 0,7 0,50" 0,41" 0,77 (0,41-1,43)
Auséncia 16 2,4 0,01¢ 0,044 8,58 (1,11-66,17)
Forma Clinica
Segmentar 18 0,1 0,90" 1,007 1,00 (0,36-2,75)
N&do segmentar 25 0,7 0,464 0,914 1,06 (0,42-2,67)
Idade
<25 anos 23 0,5 0,59 0,814 0,90 (0,36-2,22)
=25 anos 39 0,7 0,47" 0,92' 0,97 (0,46-2,00)

FI: Namero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no teste de TDT realizado no
FBAT. P (SAS): valor de P obtido na regresséo logistica realizada no SAS. OR (95%IC): Odds ratio (95%
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intervalo de confianca). “Modelo dominante. " Modelo recessivo. Em negrito, estdo destacados valores de
P (FBAT) com significancia estatistica

Figura 8 - Andlise do desequilibrio de ligacdo dos marcadores do gene TNFAIP3.
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Valores dentro dos losangos representam a medida do desequilibrio de ligagdo quanto ao parametro r2. A
intensidade de cores é proporcional a variagdo do valor de r2. Fonte: obtido do programa Haploview.

5441L2
As frequéncias alélicas dos SNPs do gene IL2 ndo se desviaram do equilibrio de

Hardy-Weinberg (Tabela 15). Além disso, as variacfes apresentaram uma porcentagem
de genotipagem superior a 98%.

Tabela 15 - Porcentagem de genotipagem obtida e analise do equilibrio de Hardy-Weinberg dos SNPs do
gene IL2.

rs2069763 rs2069778 rs2069779
% Gen. 98,2% 98,3% 99,4%
HWE 1,00 0,73 1,00

% Gen.: Porcentagem de genotipagem obtida para cada marcador; HWE: Valor de p obtido para o teste
do equilibrio de Hardy-Weinberg.

A Tabela 16 mostra os resultados da analise de associacdo obtidos ap6s o TDT.

O alelo A da variante rs2069763 foi associado a protecdo ao vitiligo na amostra estudada.
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Tabela 16 - Andlise de associacdo dos polimorfismos do gene IL2 com o vitiligo per se.

SNP FA  FI Z P(FBAT) P (SAS) OR (95%IC)
rs20697632 - 112 - 0,02 0,03 1,45 (1,03-2,05)
rs2069763/Ad 033 98 -21 0,03 0,05 0,66 (0,43-1,00)
rs2069763/C¢ 067 41 12 0,24 0,52 1,26 (0,62-2,56)
rs20697782 - 57 - 1,00 0,90 0,97 (0,58-1,61)
rs2069778A/" - - - - 0,98 >999 (<0,00->999)
rs2069778G/" 090 57 -03 0,75 0,63 1,14 (0,66-1,96)
rs20697792 - 29 - 0,86 0,71 1,14 (0,56-2,34)
rs2069779A/" - - - - 0,98 >999 (<0,00->999)
rs2069779G/" 095 29 -02 0,85 0,85 0,93 (0,44-1,96)

FA: Frequéncia alélica; FI: Nimero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no
teste de TDT realizado no FBAT. OR (95%IC): Odds ratio (95% intervalo de confianca). 2 Modelo aditivo- '
Modelo recessivo. Em negrito valores de P <0,05.

Ao estratificar os resultados obtidos verificou-se que o sinal de associacdo
anteriormente detectado na analise global (rs2069763 - IL2) se concentrou entre
pacientes com comorbidade autoimune, forma clinica ndo segmentar e idade de inicio
tardio (Tabela 17), novamente corroborando com a teoria de que o vitiligo ndo segmentar
€ mais fortemente associado a outras doencas autoimunes (394).

Os trés TagSNPs testados para o gene da IL2 ndo apresentaram desequilibrio de
ligacdo entre elas, ou seja, sdo SNPs independentes (Figura 9).

A andlise haplotipica dos marcadores do gene IL2 com o vitiligo identificou uma
evidéncia de associacdo entre os alelos do hapl6tipo nimero 2 e a protecdo ao vitiligo
(Tabela 18). Esse haplétipo contém o alelo “A” da variante rs2069763, anteriormente
identificada associada a protecao ao vitiligo.

Dentre as variantes que estdo em desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo
analisado (que, portanto, capturam a mesma informagé&o), a Unica, de acordo com a base
de dados do Ensembl, com alguma consequéncia funcional para o gene € a rs45599938.
Essa variacdo esta localizada em uma regido regulatéria da IL2, em um sitio de ligacao
CTCF (CCCTC-binding fator — Fator de ligacado-CCCTC), podendo também contribuir

para o surgimento do vitiligo.
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Tabela 17 - Associacdo dos marcadores do gene IL2 estratificado por doencas autoimunes associadas,
forma clinica e idade de inicio da doenca.

FI z P (FBAT) P (SAS) OR (95%IC)
rs2069763/A
Doenca Autoimune
Presenca 47 -2,3 0,02¢ 0,05¢ 0,53 (0,28-1,00)
Auséncia 61 -1,1 0,262 0,342 1,26 (0,78-2,02)
Forma Clinica
Segmentar 20 -1,4 0,162 0,172 1,78 (0,79-4,02)
Nao segmentar 82 -2,0 0,04¢ 0,05¢ 0,64 (0,40-1,00)
Idade
<25 anos 77 -1,4 0,162 0,372 1,21 (0,80-1,84)
=25 anos 34 -1,9 0,05¢ 0,04¢ 0,46 (0,21-0,98)
rs2069778/G
Doenca Autoimune
Presenca 24 -0,8 0,43 0,21' 1,75 (0,73-4,17)
Auséncia 32 0,1 0,93 0,78 0,90 (0,44-1,85)
Forma Clinica
Segmentar - - - 0,71" 1,31 (0,30-5,66)
N&o segmentar 49 -0,1 0,94" 0,71" 1,12 (0,62-2,00)
Idade
<25 anos 39 0,7 0,48 0,56 0,82 (0,42-1,59)
225 anos 20 -1,6 0,11r 0,10 2,37 (0,84-6,69)
rs2069779/G
Doenca Autoimune
Presenca 11 0,0 1,00 0,74" 0,80 (0,21-2,98)
Auséncia 18 -0,2 0,81" 0,81" 1,12 (0,44-2,87)
Forma Clinica
Segmentar - - - 0,21r 4,00 (0,45-35,79)
N&o segmentar 24 04 0,69" 0,52' 0,76 (0,32-1,77)
Idade
<25 anos 20 0,2 0,82 0,64 0,81 (0,32-2,00)
225 anos - - - 0,74 1,25 (0,34-4,65)

Fl: Namero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no teste de TDT realizado no
FBAT. P (SAS): valor de P obtido na regressao logistica realizada no SAS. OR (95%IC): Odds ratio (95%
intervalo de confianga). @Modelo aditivo. 9Modelo dominante. " Modelo recessivo. Em negrito, estdo
destacados valores de P <0,05.
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Figura 9 - Andlise do desequilibrio de ligacado dos marcadores do gene IL2.
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Valores dentro dos losangos representam a medida do desequilibrio de ligagdo quanto ao parametro r2. A
intensidade de cores é proporcional a variagdo do valor de r2. Fonte: obtido do programa Haploview.

Tabela 18 - Haplétipo das variantes do gene IL2

N° Haplotipo FH Fl z P
rs2069763 rs2069778 rs2069779

1 C G G 0,51 120 1,8 0,07

2 A G G 0,34 108 -22 0,02

FH: Frequéncia do Haplotipo; FI: Namero de familias informativas; Z: Teste Z; P: valor de P obtido no teste
de TDT realizado no FBAT; N°: Numero do haplétipo. Em negrito, estdo destacados valores de P (FBAT)
com significancia estatistica.

5451L21

As frequéncias alélicas dos SNPs do gene IL21 ndo se desviaram do equilibrio de
Hardy-Weinberg (Tabela 19). Além disso, as variacfes apresentaram uma porcentagem

de genotipagem superior a 98%.

Tabela 19 - Porcentagem de genotipagem obtida e anéalise do equilibrio de Hardy-Weinberg dos SNPs do
gene IL21.

rs907715 rs2055979 rs4833837
% Gen. 98,1% 98,7% 99,4%
HWE 0,94 0,98 0,16

% Gen.: Porcentagem de genotipagem obtida para cada marcador; HWE: Valor de p obtido para o teste
do equilibrio de Hardy-Weinberg.

60



A Tabela 20 mostra os resultados da analise de associacao obtidos apos o TDT.

N&o houve associacgao significativa entre os SNPs do gene da IL21 e o vitiligo per se.

Tabela 20 - Analise de associacéo dos polimorfismos do gene IL21 com o vitiligo per se.

SNP FA  FI Z P (FBAT) P (SAS) OR (95%IC)
rs9077152 - 105 - 0,87 0,80 0,96 (0,68-1,34)
rs907715/C’ 067 87 08 0,41 0,57 1,14 (0,72-1,80)
rs907715/T" 033 54 -08 0,43 0,76 1,10 (0,60-2,00)
rs20559792 - 118 - 0,74 0,83 1,04 (0,74-1,45)
rs2055979A/" 032 37 01 0,93 0,78 0,90 (0,44-1,85)
rs2055979C/" 068 106 0,3 0,73 0,68 0,92 (0,62-1,37)
rs48338372 - 95 - 0,32 0,18 1,30 (0,88-1,92)
rs4833837/A¢ 073 35 11 0,25 0,07 2,34 (0,94-5,86)
rs4833837/G¢ 027 80 -05 0,62 0,63 0,89 (0,56-1,43)

FA: Frequéncia alélica; FI: Namero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no
teste de TDT realizado no FBAT. OR (95%IC): Odds ratio (95% intervalo de confianga). @ Modelo aditivo. ¢
Modelo dominante. " Modelo recessivo.

Apesar de ter sido verificado um sinal de associagéo entre o alelo A da variante
rs4833837 (IL21), e pacientes sem comorbidade autoimune (p=0,03) o reduzido nimero
de familias informativas ndo garante um poder estatistico suficiente, além disso, o sinal
de associacdo ndo pode ser detectado nas analises de regressao logistica (Tabela 21).

Os resultados obtidos para a analise de desequilibrio de ligacdo indicam que as

trés variacles testadas para o gene da IL21 sdo independentes (Figura 10).

Tabela 21 - Associacdo dos marcadores do gene IL21 estratificado por doengas autoimunes associadas,
forma clinica e idade de inicio da doenca.

FI z P (FBAT) P (SAS) OR (95%IC)

rs907715/T
Doenca Autoimune

Presenca 41 -0,4 0,69 0,619 0,84 (0,44-1,62)

Auséncia 31 -0,6 0,57 0,92 1,04 (0,48-2,22)
Forma Clinica

Segmentar 16 0,7 0,514 0,594 1,36 (0,45-4,10)

N&o segmentar 42 -0,9 0,33 0,54" 1,25 (0,61-2,57)
Idade

<25 anos 41 -1,7 0,08 0,16 0,75 (0,80-3,80)

225 anos 28 1,6 0,12 0,45 1,40 (0,58-3,38)
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rs2055979/A

Doenca Autoimune

Presenca 49 -0,1 0,89¢ 0,65¢ 0,87 (0,48-1,57)

Auséncia 24 -0,5 0,60r 0,91r 1,06 (0,42-2,67)
Forma Clinica

Segmentar 21 -0,7 0,50d 0,48¢ 0,72 (0,28-1,81)

N&o segmentar 87 -0,1 0,964 0,954 0,99 (0,63-1,54)
Idade

<25 anos 74 0,5 0,60d 0,53¢ 1,17 (0,71-1,93)

=25 anos 33 -1,3 0,224 0,13¢ 0,56 (0,26-1,19)
rs4833837/C
Doenca Autoimune

Presenca 41 -0,2 0,81d 0,93d 0,97 (0,49-1,90)

Auséncia 16 2,1 0,03" 0,07" 4,04 (0,89-18,32)
Forma Clinica

Segmentar - - - 0,864 0,89 (0,23-3,34)

N&o segmentar 71 -0,47 0,644 0,454 0,82 (0,50-1,35)
Idade

<25 anos 20 -0,9 0,34" 0,22" 2,26 (0,62-8,25)

225 anos 23 -1,2 0,244 0,23¢ 0,59 (0,25-1,39)

Fl: Nimero de Familias Informativas; Z: Teste Z; P (FBAT): valor de P obtido no teste de TDT realizado no
FBAT. P (SAS): valor de P obtido na regressao logistica realizada no SAS. OR (95%IC): Odds ratio (95%
intervalo de confianca). “Modelo dominante. "Modelo recessivo. Em negrito, estdo destacados valores de
P <0,05.

Figura 10 - Andlise do desequilibrio de ligagdo dos marcadores do gene 1L21.
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Valores dentro dos losangos representam a medida do desequilibrio de ligagdo quanto ao parametro r2. A
intensidade de cores é proporcional a variagédo do valor de r2. Fonte: obtido do programa Haploview.
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5.5 ANALISE DE ASSOCIACAO CASO-CONTROLE

Visando testar para replicagdo os achados positivos de associagao, foram
genotipados os marcadores rs6545836 do gene REL e rs2069763 do gene IL2 cujos
alelos mostraram sinais de associacao estatisticamente significativa para o vitiligo per se
e nas analises estratificadas entre pacientes com comorbidade autoimune e vitiligo ndo
segmentar. Além disso, também foi realizada a genotipagem para as variantes rs842647
e rs842648 do gene REL e rs610604 e rs582757 do gene TNFAIP3 os quais
apresentaram sinais de associa¢ao nas analises estratificadas.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 22, ndo foi observado sinal
de associacdo com significaAncia estatistica entre os marcadores dos genes REL e
TNFAIP3 e pacientes com o vitiligo per se. Ja a variacdo rs2069763 do gene da IL2 foi

replicada na populacéo caso-controle, com o alelo C conferindo protecédo ao vitiligo.

Tabela 22 - Andlise de associagdo entre marcadores dos genes REL, TNFAIP3 e IL2 para o modelo
dominante na populacéo de replicacdo do tipo caso-controle.

Gene Marcador Genétipos Controle Caso p* OR (95% IC)
REL rs6545836 AA/AG 46 (41,8) 47 (37,0) 0,450 0,82 (0,48-1,38)
GG 64 (58,2) 80 (63,0) ’ ' ’ ’
rs842647 GG/AG 56 (52,8) 71 (55,9)
0,682 1,12 (0,66-1,90
GG 50 (47,2) 56 (44,1) ( )
rs842648 GG/AG 21 (19,8) 21 (16,3)
0,490 0,79 (0,40-1,54
GG 85(80,2) 108 (83,7) ( )
TNFAIP3 rs610604 TTITG 88(83,0) 102 (79,7) 0466 0,78 (0,40-1,52)
GG 18 (17,0) 26 (20,3) ’ ’ ’ ’
rs582757 TT/TC 93(91,2) 116 (89,9) 0,734 0,86 (0,35-2,09)
CcC 9 (8,8) 13 (10,1) ' ' ’ ’
IL2 rs2069763 CC/AC 87 (93,5 104 (81,9)
0,028 0,37 (0,15-0,90
AA 6 (6,5) 23 (18,1) ( )

* Valor de P dos gendtipos corrigido para sexo e idade. OR (95%IC): Odds ratio (95% intervalo

de confian¢a). Em negrito, estdo destacados valores de P<0,05.

Para verificar a influéncia dos fatores ndo genéticos nos marcadores testadados foi
realizada a estratificacao por presenca de comorbidade autoimune, forma clinica e idade
de diagndéstico. Apesar do numero amostral nessa populagéo ser reduzido, foi observada

hY

uma tendéncia a associagdo ao realizar a estratificacdo por forma clinica entre os
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marcadores rs6545836 (Tabela 23), rs610604 (Tabela 24) e rs2069763 (Tabela 25) dos
genes REL, TNFAIP3 e IL2 respectivamente.

Tabela 23 - Associacdo dos marcadores do gene REL estratificado por doencas autoimunes associadas,
forma clinica e idade de inicio da doenca.

Gene REL
rs6545836 GG AA/AG P (DOM) P (ADT) OR (95% IC)
Doenca Autoimune
Presenca 30 (60,0) 20 (40,0) 0,412* 0,204* 0,72 (0,33-1,57)
Auséncia 44 (66,7) 22 (33,3)
Forma Clinica 12 (92,3) 1(7,70) 0,055* 0,076* 0,13 (0,01-1,05)

Segmentar

N&o segmentar 68 (59.6) 46 (40.4)

Idade

<25 anos 41 (65,1) 22(34,9) 0,704** 0,890** 1,15 (0,56-2,38)
595 aNnos 39(61,9) 24(38,1)
rs842648 AA GG/AG P (DOM) P (ADT) OR (95% IC)
Doenca Autoimune
Presenca 42 (82,4) 9 (17,6) 0,685* 0,584* 0,81 (0,30-2,22)
Auséncia 57 (85,1) 10 (14,9)
Forma Clinica
Segmentar 10 (76,9) 3(23,1) 0,656* 0,955* 1,42 (0,31-6,56)
N&o segmentar 98 (84,5) 18 (15,5)
Idade
<25 anos 51(79,7) 13(20,3) 0,239** 0,314** 0,56 (0,21-1,47)
225 anos 56 (87,5) 8 (12,5)
rs842647 AA GG/AG P (DOM) P (ADT) OR (95% IC)
Doenca Autoimune
Presenca 24 (47,1) 27 (52,9) 0,413* 0,556* 1,37 (0,64-2,95)
Auséncia 27 (41,5) 38(58,5)
Forma Clinica
Segmentar 7 (53,8) 6 (46,2) 0,368* 0,465* 0,55 (0,15-2,01)
N&o segmentar 49 (43,0) 65 (57,0)
Idade
<25 anos 26 (41,3) 37 (58,7) 0,552** 0,525** 0,80 (0,39-1,64)
=25 anos 29 (46,0) 34 (54,0)

*Valor de P corrigido para sexo e idade; ** Valor de P corrigido para sexo; P (DOM): valor de P reportado
para 0 modelo genético dominante; P (ADT): valor de P reportado para o modelo genético aditivo; OR
(95%IC): Odds ratio (95% intervalo de confianca) reportado para o modelo genético dominante. Em negrito,
estdo destacados valores de P com significancia borderline.
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Tabela 24 - Associacdo dos marcadores do gene TNFAIP3 estratificado por doencas autoimunes
associadas, forma clinica e idade de inicio da doenca.

Gene TNFAIP3

rs610604 GG TT/TG P(DOM) P (ADT) OR (95% IC)
Doenca Autoimune
Presenca 9(17,6) 42 (82,4) 0,980* 0,997* 0,99 (0,37-2,62)
Auséncia 12 (18,2) 54 (81,8)
':Osf;“?n g”gfa 1(7,7)  12(923)  0,086* 0,081* 7,00 (0,76-64,27)
=9 25(21,7) 90 (78,3)
Nao segmentar
Idade o %
14 (21,90 50(78,1) 0,727 0,867 1,12 (0,49-2,78)
<25 anos 12(19) 51 (81)
225 anos
rs582757 cC TT/TC P(DOM) P (ADT) OR (95% IC)
Doenca Autoimune
Presenca 7(13,7) 44 (86,3) 0,230* 0,177 2,14 (0,62-7,45)
Auséncia 5(7,5) 62 (92,5)
F‘jsré“iqil:{‘;fa 1(7,7) 12 (92,3) 0,570* 0,264* 1,91 (0,20-17,99)
°9 12(10,3) 104 (89,7)
Nao segmentar
dade 5(78)  59(92,2)  0376%  0353% 0,59 (0,18-1,91)
<25 anos
8(125) 56 (87,5)
225 anos

*Valor de P corrigido para sexo e idade; ** Valor de P corrigido para sexo; P (DOM): valor de P reportado
para o0 modelo genético dominante; P (ADT): valor de P reportado para o modelo genético aditivo; OR
(95%IC): Odds ratio (95% intervalo de confian¢a) reportado para o modelo genético dominante. Em negrito,
estdo destacados valores de P com significancia borderline.

Tabela 25 - Associagdo dos marcadores do gene IL2 estratificado por doengas autoimunes associadas,
forma clinica e idade de inicio da doenca.

Gene IL2
rs2069763 AA CC/AC P (DOM) P (ADT) OR (95% IC)
Doenca Autoimune
Presenca 9(17,6) 42(82,4) 0,628+ 0,197 0,79 (0,30-2,06)
Auséncia 14 (21,2) 52 (78,8)
F‘gé“;g'n't”;a 3(23,1) 10(76,9  0,170* 0,053* 0,30 (0,05-1,68)
°9 20 (17,5) 94 (82,5)
N&o segmentar
Idade - -
298 anos 9(14,3) 54(857) 0,351 0,122 0,64 (0,25-1,63)
13(20,6) 50 (79,4)
=25 anos

*Valor de P corrigido para sexo e idade; ** Valor de P corrigido para sexo; P (DOM): valor de P reportado
para o0 modelo genético dominante; P (ADT): valor de P reportado para o modelo genético aditivo; OR
(95%IC): Odds ratio (95% intervalo de confianca) reportado para o modelo genético dominante. Em negrito,
estdo destacados valores de P com significAncia borderline.
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6 DISCUSSAO

Nosso estudo identificou sinais de associacdocom significancia estatistica entre
marcadores do gene REL e IL2 tanto com o vitiligo per se quanto entre pacientes com
comorbidade autoimune e a forma ndo segmentar da doenca, dando suporte a nossa
hipotese. Porém, para os outros trés genes testados nao foram identificadas associacdes
com o vitiligo independente de sua forma clinica. Apesar disso, variantes dos genes
TNFAIP3 e IL21 apresentaram sinais de associacdo com significancia estatistica ao

realizar as analises estratificadas.

6.1 CYP27B1

O gene CYP27B1, (cytochrome P450, family 27, subfamily B, polypeptide 1 [Homo
sapiens (human)] NCBI: Gene ID: 1594, NCBI Reference Sequence: NG_007076.1) esta
localizado na regido 12g14.1 e apresenta 4.860 pb (pares de bases). Este gene codifica
para 25-hidroxivitamina Ds-1a-hidroxilase (CYP27B1), uma enzima mitocondrial P450
gue catalisa a conversao de 25-hidroxivitamina D (250HD) para 1,25-dihidroxivitamina
Ds (1,25(0OH)2D3), o metabdlito natural da vitamina D ativo, sendo ela a enzima chave na
determinacdo da taxa de 1,25(OH)2Ds (Figura 11) (141). Possiveis mecanismos para a
funcao exercida pelo 1,25(0OH)2D3 na regulagéo imune tém sido identificados, entre eles:
I) a regulacdo negativa da atividade celular de células-Th1; Il) a redugéo na liberacéo de
citocinas de macrofagos e da producao de anticorpos pelas células-B; e 1) a diminuicédo
da liberacédo de IL-2 e interferon-y pelas células-T CD4 (395).

Apesar do nivel de vitamina D circulante no organismo ser determinado por fatores
ambientais como exposi¢cdo a raios ultravioletas, dietas e suplementos vitaminicos,
existem diversos genes envolvidos no controle de vias que sintetizam, transportam e
degradam diferentes formas de vitamina D. Sendo assim, variagbes genéticas também
podem levar a diferentes efeitos nas diferencas individuais nos niveis de vitamina D (396).

Pacientes portadores de LES apresentaram niveis significativamente menores de
25-hidroxivitamina D quando comparados com pessoas saudaveis, sugerindo que a

deficiéncia de vitamina D é um possivel fator de risco para o desenvolvimento do LES
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(397). Além disso, também foi observado que o nivel de vitamina D se mostrou

significativamente reduzido em pacientes com AR (398) e DM1 (399).

Figura 11 - Mecanismo da relag&o do gene CYP27B1 com a vitamina D.
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ApOs exposigdo aos raios solares, o 7-dehidroxicolesterol ir4 absorver os raios UVB [1] e ser convertido a
precalciferol na pele. A maior parte do precalciferol eventualmente é transformada em colecalciferol [2],
também denominado de vitamina D3 através de converséo termal. A vitamina Ds formada na pele sera
transportada pela corrente sanguinea até o figado através da proteina de liga¢do da vitamina D (Vitamin D
Binding Protein, DBP) [3]. Nos hepatdcitos, a vitamina Ds serd convertida em 25-hidroxivitamina Ds
(25(0OH)D3) por quatro principais isoformas de enzimas microssomais do citocromo P450 (CYP2DII,
CYP2D25, CYP3A4, e CYP2R1) [4]. O 25(0OH)Ds sera entdo transportado como um complexo com DBP
até os rins [5], onde sofrer4 a acdo de outra hidroxilase, a 1-a- hidroxilase (CYP27B1), resultando na
formagéo de calcitrol (1,25(0H)2Ds) [6], sendo esta considerada a forma ativa da vitamina D, a qual sera
transportada para o corpo enquanto ligada ao DBP [7]. Fonte: a autora.
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Estudos de associacao entre variantes do gene CYP27B1 e a concentragao de 25
(OH)D tém mostrado resultados divergentes. Foi identificada associacdo entre o
rs4646536 com a concentracdo de 25(OH)D em um estudo analisando a esclerose
multipla em gémeos canadenses (400). Além disso, a variante rs10877012, que esta em
DL com a rs4646536 (r°=1,0; D’=1,0) foi associada com um aumento nos niveis de
25(OH)D em afro-americanos (396). Porém, essa associacao nao pode ser replicada em
estudos envolvendo alemées (401) e afro-americanos (402).

Apesar de ndo ser verificada associagdo com significancia estatistica entre o SNP
rs4646536 neste trabalho, estudos mostraram seu impacto em doencas autoimunes,
como com a esclerose multipla na populacdo sueca (403) e com o DM1 em duas
amostras populacionais (caso-controle e baseado em familia) da Gra-Bretanha (137). Ja
0 polimosfismo rs10877012 foi associado com doenca de Addison, tireoidismo de

Hashimoto, doenca de Graves e DM1 (141). A variacdo genética rs703842, em DL com
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o SNP analisado no presente estudo (r’=1,0; D’=1,0) foi associado com a esclerose
multipla em um GWAS com populacdo de ascendéncia europeia (404). Esse achado foi
posteriormente replicado na populacdo de chineses han (405), norte-americanos e
britanicos (406).

6.2 REL

O gene REL (REL proto-oncogene, NF-kB subunit [Homo sapiens (human)] NCBI:
Gene ID: 5966), localizado na regido 2p16.1 contendo 46.677 pb, codifica para a proteina
c-Rel, membro da familia de fatores de transcricdo NF-kB (factor nuclear kappa B, em
inglés, Nuclear factor kappa B). Estes fatores apresentam fungéo na coordenacgao da
expressao de varios genes que controlam as respostas imunes e a autoimunidade (Figura
12a) (407). Todos os membros da familia NF-kB compartilham um dominio de homologia
Rel, altamente conservado, o qual é composto por aproximadamente 300 residuos de
aminoacidos, responsaveis pela ligagdo do DNA, dimerizagéo e interagcbes com o IkB
(408).

As variantes rs6545835 e rs34695944 que estdo em DL com ambos os
polimorfismos analisados (rs6545836 e rs13031237, respectivamente) mostraram sinal
de associacdo com a artrite reumatoide (409, 410). Também foi verificada associacéo
entre essa doenca e as variantes rs842647 (409) e rs13031237 (213). Outras doencas
que, apesar de ndo estarem associadas ao vitiligo apresentam uma base autoimune,
também apresentaram associacdo com a variacao rs842647. Essa variante foi associada
com a doenca celiaca (411-413), colite ulcerativa (414) e doenca de Behcet (415). Ja a
variante rs13031237 ndo mostrou associacao significativa com a doenca de Behcet (415).

A variante rs6545836 associada ao vitiligo esta localizada no intron 3 do gene REL.
A Figura 13 foi criada com o intuito de verificar se as variantes em desequilibrio de ligacdo
com o SNP rs6545836 estao localizadas em alguma regiao funcional do genoma. Todas
as variantes que estdo em DL com os SNPs genotipados encontram-se em regioes
intrdnicas ou intergénicas tanto do gene REL quanto dos genes vizinhos a ele. Importante
ressaltar também que os quatro Tag SNPs testados estdo em DL com marcadores

localizados em genes vizinhos ao gene REL, podendo levar a discussao de qual seria o
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real gene de suscetibilidade ao vitiligo. Como nossa estretégia de selecdo de marcadores
foi feita com o intuitode realizar a cobertura fisica completa dos genes candidatos, grande
parte do SNPs selecionados encontram-se em regides nao codificantes do genoma.
Porém, sabe-se que essas regides podem desempenhar importantes fun¢des no controle
de expressao génica, ja que as mesmas podem estar localizadas em regifes de
potenciadores (enhancer) ou supressores (416). Aléem disso, as variantes intbnicas
podem estar localizadas em regides que contém sequéncias de micro-RNAs néo
traduzidas que tém funcgdes regulatorias (417).

A andlise de previsdo de impacto funcional identificou uma correlacdo entre a
variante rs6545836 com a expressdo do gene AHSA2. Esse gene codifica para uma co-
chaperona que estimula a atividade ATPase da proteina de choque térmico HSP90
(UniProtkB — Q71910). As proteinas de choque térmico sdo as principais candidatas para
desencadear o estresse oxidativo na pele, levando a ativacdo da imunidade inata (418).
Apesar de o principal DAMP (do inglés, Padrao Molecular Associado ao Dano) associado
ao vitiligo ser a HSP70 (418-420), estudos também identificaram alterac6es de expressao
de HSP90 em pacientes com vitiligo. Frediani e colaboradoresidentificaram um aumento
significativo na contagem de linfécitos e na expressao de HSPs (70 e 90) na superficie
dessas células em pacientes com vitiligo (421). Essas linhas de evidéncias sugerem um

mecanismo regulatorio pelo qual essa variante possa afetar a suscetibilidade ao vitiligo.
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Figura 12 - Expresséo génica associada as respostas imunes e autoimunidade mediada pelas proteinas
c-Rel e A20.
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Nos linfécitos-T, a via candnica do NF-Kb é desencadeada pela interacdo de TCR e CD28. a) Essa
interacao ird estimular TRAFs (fatores associados ao receptor do fator de necrose tumoral (TNF)), que se
associam a proteina interativa do receptor (RIP), ativando o complexo IKK, uma quinase serina-especifica
composto por trés unidades: IKK-a (IKK1), IKK-B (IKK2) e IKK-y (NEMO). Essa ativacédo resulta na
fosforilacdo do inibidor bioldgico natural, IkB, recrutamento do complexo ubiquitina ligase SCFb-TrCP,
rapida poliubiquitinacdo e subsequente degradagéo das proteinas inibitérias IkB pelo proteossomo 26S.
Uma vez livres das moléculas IkB, os dimeros p65/50 e c-Rel/p50 participam da regulacao transcricional
de genes distintos envolvidos em func¢des da imunidade adaptativa. b) A transduc¢éo de sinal dos receptores
de superficie celular para o complexo IKK pode ser inibida pela proteina A20. Essa proteina remove as
ubiquitinas ativadoras (K63) de RIP e TRAFs que inativa a fun¢do de sinalizacdo de RIP e adiciona
ubiquitinas (K48) a estas moléculas para marcé-las para degradacdo proteossdmica. Fonte: a autora.

Figura 13 - Desenho esquemaético da localizagdo genémica do gene REL e das variantes analisadas no

presente estudo.
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A parte superior da figura traz a localizacdo cromossdmica analisada. A parte inferior mostra a posi¢éo do
gene REL, bem como os genes vizinhos a ele e alguns pseudogenes. Logo abaixo estéo identificados os
quatro polimorfismos analisados no presente estudo (representados em triangulos), bem como as variantes
gue estdo em desequilibrio de ligagdo com esses SNPs (representados em bolinhas). Fonte: a autora,
dados obtidos do Genbank — NCBI e Ensembl.
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6.3 TNFAIP3

O gene TNFAIP3 (TNF alpha induced protein 3 [Homo sapiens (human)] NCBI:
Gene ID: 7128), localizado na regido 6923 codifica para a proteina A20, uma ubiquitina
ligase (354). Essa proteina € necessaria para inibir a ativacao do fator de transcricao NF-
kB (Figura 12b), responsavel pela regulacao de expressao de varios genes que controlam
as respostas imunes e a autoimunidade (407). Sendo assim, defeitos na expresséo da
proteina A20 podem acarretar em disfuncfes inflamatérias e autoimunes (422). Apesar
de terem sido encontradas associacfes genéticas entre polimorfismos localizados no
gene TNFAIP3 com SLE (348, 350, 352-354, 356, 357, 423), AR (347-351), DM1 (346),
doenca de Graves (362) e psoriase (358-361), ndo foram identificadas associacdes
estatisticamente significativas com o vitiligo per se no presente estudo.

6.41L2 E IL21

O gene IL2 (interleukin 2 [Homo sapiens (human)] NCBI: Gene ID: 3558, NCBI
Reference Sequence: NG_016779) esta localizado na regido 4927, possui 5.026 pb. Ja
o gene IL21 (interleukin 21 [Homo sapiens (human)] NCBI: Gene ID: 59067, NCBI
Reference Sequence: NG _031966.1), localizado na mesma regido 4926-g27, possui
8.430 pb. Estes genes codificam para citocinas contidas em uma das familias mais
importantes de citocinas, as do tipo 1, que compreende grande parte das interleucinas
(424). Membros dessa familia, que incluem IL2, IL4, IL7, IL9, IL15 e IL21, compartilham
um receptor comum de citocina de cadeia-y (424). Esta molécula faz parte dos receptores
das interleucinas que medeiam a transducao de sinal, sendo a especificidade dessa
transducéo, para cada citocina, determinada pelas proteinas associadas com a cadeia-y
compartilhada (425).

A Interleucina 2 (IL2) é produzida principalmente por células CD4 ativadas,
podendo também ter sua expresséao atraves de células-T naive CD8, células dendriticas
e do timo (426). A IL2 foi primeiramente descrita como um fator de crescimento e
sobrevivéncia capaz de induzir a proliferacdo de células-T (Figura 14), e a eliminagéo da

IL2 em células-T em proliferagdo pode conduzir a morte celular induzida pela retirada da
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citocina (427). Além disso, estudos clinicos demonstraram a importancia dessa citocina
no tratamento do vitiligo. A primeira linha de tratamento para o vitiligo faz uso de inibidores
de calcineurina, como o Tacrolimus topico (428). Esse medicamento controla bloqueia a
transcricdo do gene da IL2, inibindo assim a producéo da citocina proé-inflamatéria e
impedindo a proliferacdo de linfécitos T citotéxicos.

A Interleucina 21 (IL21) também €é produzida principalmente por células-T CD4 e
regula as fungdes das células-T, B e NK (Natural Killer) (429). Por pertencerem a mesma
familia de citocinas, a IL2 e a IL21 compartiham um alto grau de homologia,
apresentando funcdes pleiotropicas nas células imunes (430) (Figura 15).

A interleucina 2 se liga em seu receptor (IL-2R) para promover o crescimento e
proliferacdo de células-T, apresentando uma importante funcéo na geracao da resposta
imune. O IL-2R pode também ser liberado no soro (sIL-2R), tornando possivel a
messuracao de sua concentracdo. Quando comparado com 40 controles foi identificado
um aumento estatisticamente significativo entre os niveis de sIL-2R e 40 pacientes com
VNS (431). Além disso, também foi verificado um aumento nos niveis de IL2 em
individuos com vitiligo quando comparado a controles (432, 433).

A variacao rs2069763, que foi associada ao vitiligo na presenca de comorbidade
autoimune, esta localizada no exon 1 do gene da IL2 (Figura 16), porém ndo gera
alteracdo de aminoacido leucina. Apesar de ser uma variacdo sinbnima, esta pode
desencadear mudancas nos niveis de proteinas e em suas conformacdes, através da
alteracdo da estrutura local e global do mRNA, influenciando a cinética da traducao e
contribuindo para o surgimento de doencas (434). Em um estudo avaliando o efeito de
variacfes genéticas do gene IL2 foi identificado que o SNP rs2069763 foi associado ao

aumento da suscetibilidade de hepatite autoimune (435).
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Figura 14 - Relacdo da IL2 na expansao e diferenciacéo de células T.
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A ativagdo de células T através do receptor de células T e moléculas coestimuladoras (CD28) leva a
producéo de IL2 e a expressao do receptor de IL-2 (IL-2R). A interacéo entre a IL2 e seu receptor leva a
expansdo clonal e diferenciagdo em células efetoras. Fonte: a autora.

Figura 15 - Fung®es exercidas pela IL21.

a )
Diferenciacéo ‘ '
% X

Células B/]\ ‘
Celulas T

| L_21 Proliferacéo
Ay

Células NK\L

V2

o

T Atividade citotéxica

Dentre as fungbes exercidas pela IL21, produzida por células T ativadas, estdo a coordenacdo da
diferenciacéo de células B, aumento da proliferacdo de células T e aumento da atividade citotdxica de
células NK. Fonte: a autora.

73



Figura 16 - Desenho esquematico da localizacdo gendmica dos genes IL2 e IL21 e das variantes
analisadas no presente estudo.

| Cromossomo 4 |
| |
IL2 3 IL21
ADAD1 : % <—a—a
TR IR I N A g
. co——me—oeeoers2069763
A rs2069778
- - 1s2069779

A parte superior da figura traz a localizacdo cromossdmica analisada. A parte inferior mostra a posi¢éo do
gene IL2, bem como o0s genes vizinhos a ele. Logo abaixo estdo identificadas as variantes analisadas no
presente estudo para o gene da IL2, bem como as variantes que estdo em desequilibrio de ligacdo com
esses SNPs. Fonte: a autora, dados obtidos do Genbank — NCBI e Ensembl.

Outras variantes que estdo em DL com o rs2069763 sao os polimorfismos
rs2069772, SNP previamente associado com outras doencas de carater autoimune,
como rinite alérgica (436) e alergia ao leite de vaca (437); rs3136534, associado com a
doenca de Addison (197); e rs12499753 e rs17388568, localizados no gene ADADL,
foram associados com o LES (194) e DM1 (438), respectivamente.

Estudos de associacdo genética que realizam multiplos testes costumam fazer
correcdes para evitar associacdes espurias. Para esse estudo, no qual foram
genotipados 15 marcadores, o valor de significancia considerada apés a correcdo de
Bonferroni seria de 0,003 (valor de significancia de 0,05 dividido pelo nimero de testes
realizados — 15 SNPs). Porém, essas correcfes sdo de natureza exclusivamente
estatistica e conservadora; por esse motivo, consideramos o estudo de replicacdo na

populacao caso-controle uma melhor estratégia para evitar associacdes ao acaso.

6.5 ANALISE DE ASSOCIACAO CASO-CONTROLE

Uma possivel explicagdo para a falta de replicacdo entre o marcador rs6545836
do gene REL e o vitiligo pode ser a diferenca de idade de inicio da doenca entre as duas
populacdes estudadas, ja que o sinal de associacao detectado na populacéo de familias
se concentrou entre pacientes com idade de inicio precoce da doenca, e a populacéo de

replicacéo apresenta uma manifestacéo do vitiligo mais tardia.
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O marcador que apresentou replicacdo na analise de associacao com o vitiligo per
se foi 0 rs2069763 do gene da IL2, porém, esse resultado na populacdo caso-controle foi
diferente do observado na populacéo de familias. Dentro dos trios familiares, o alelo A se
mostrou como fator de protecdo em pacientes com vitiligo com comorbidade autoimune
e forma clinica ndo segmentar, enquanto que na populacao de replicacéo o alelo C foi
associado a protecao ao vitiligo. Uma possivel explicacdo para os sinais de associacdes
opostos nas diferentes populagdes seria que diferentes alelos de uma mesma variacao
podem levar a manifestacao de diferentes formas clinicas do vitiligo. Porém, no presente
estudo, devido ao baixo numero amostral a estratificacdo pelas covariaveis ndo genéticas
na populacdo caso-controle ndo gerou dados com grande poder estatistico, ndo sendo
identificada em qual das formas clinicas o sinal de associa¢éo foi detectado (Tabela 26).

Esse fendbmeno de inverséo, conhecido como Flip-Flop, tem sido observado em
alguns estudos de associacdo genética e parece ocorrer quando o alelo de risco é
relativamente comum (439), o que € observado para a variante rs2069763 no presente
estudo. Além disso, para doencas genéticas complexas, a interacdo entre diversos loci e
fatores ambientais podem influenciar na sua etiologia. Sendo assim, outra possivel
explicacdo do fenébmeno de Flip-Flop € o efeito multilocus (440). Isso pode ocorrer quando
a associacdo de determinado SNP ndo seja de fato a causal, mas possa estar em
desequilibrio de ligacdo com a variante causal (440). Variacbes nos padrbes de
desequilibrio de ligacdo sao observados em popula¢des com diferentes backgrounds
genéticos, podendo, portanto, originar resultados ambiguos (439). Apesar de ambas as
populacdes (baseada em familias e caso-controle) deste estudo terem sido recrutadas
na mesma regido geografica, devido a miscigenacao da populacéo brasileira, pode haver
uma variacdo nos padrdes de desequilibrio de ligacdo entre as populacdes, podendo

ocasionar os sinais de associacdo opostos.

6.6 VITILIGO COMO MODELO DE AUTOIMUNIDADE

Por ser uma doenca complexa, o controle da ocorréncia do vitiligo, assim como

em outras doengas autoimunes, envolve fatores de risco genéticos e ambientais. Porém,
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mesmo os fatores de risco ambientais parecem sempre ocorrer em resposta a algum fator
de suscetibilidade genética, ndo sendo possivel analisa-los de forma independente.

Apesar do presente estudo reforcar a existéncia de um compartilhamento genético
entre varias doengas autoimunes, todas elas se manifestam de maneira diferente,
apresentando sinais clinicos especificos para cada desordem. Possivelmente, variacdes
genéticas em loci que codificam para importantes moléculas do sistema imune resultardo
em respostas imunolégicas exacerbadas em diferentes tecidos, de acordo com o0s
estimulos presentes em cada microambiente, resultando, portanto, nas diferentes
doencas autoimunes. Gutierrez-Achury e colaboradores fizeram um estudo avaliando o
compartilhamento genético entre a doenca celiaca e AR (441). Nesse estudo, o0s
pesquisadores compararam 0 enriquecimento celular dos loci especificos para cada
doenca com aqueles compartilhados por ambas. Como resultado, ao analisar os SNPs
compartilhados entre as doencas, foi identificado um enriquecimento do grupo celular
envolvido nos estagios iniciais das respostas imunes, como na resposta imune inata
(441). Ja na analise de enriquecimento para os loci especificos para cada doenca, as
variantes indicaram uma funcdo em vias mais especializadas. Os pesquisadores entao
sugeriram que fatores comuns entre as doencgas autoimunes podem estra envolvidos nos
estagios iniciais da patogénese da autoimunidade (441).

Nosso estudo tem como hip6tese a existéncia de uma base genética comum
regulando o controle de doencas autoimunes. Nossos achados déo suporte a essa
hip6tese, uma vez que genes previamente associados com outras doencas autoimunes
frequentemente relacionadas ao vitiligo também mostraram associacdo para a desordem
pigmentar estudada.

Importante, nossos resultados mostraram-se dependentes da forma clinica do
vitiligo, que portanto devem ser consideradas cuidadosamente no contexto da utilizagao
da doenca como marcadora de autoimunidade. Diversos estudos epidemiologicos tém
sugerido que as duas formas clinicas do vitiligo, na realidade, sdo duas desordens
diferentes. Um estudo publicado no ano de 2006 com pacientes egipcios identificou
diferencas quanto a idade de inicio do vitiligo, presenca de histérico familiar positivo e
presenca de doengas autoimunes ao comparar pacientes com as duas principais formas

clinicas do vitiligo (442). Ja no ano de 2010 um estudo envolvendo criangas francesas
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portadoras de vitiligo também identificou diferencas nas caracteristicas clinicas entre o
vitiligo segmentar e o vitiligo ndo segmentar (443). Castro e colaboradores, em 2014,
também verificaram diferencas nas variaveis clinicas entre pacientes brasileiros (444).
Nesse estudo as variaveis de presenca de comorbidades autoimunes, historico familiar
positivo e idade de inicio mais tardio se concentraram entre pacientes com a forma nao
segmentar da doenca (444). Apesar da forma clinica segmentar ndo se apresentar com
frequéncia associada a outras comorbidades autoimunes, a inclusdo de pacientes com
esse fendtipo € importante para verificar a presenca de alguma resposta imune contra o
melandcito. Nossos resultados ndo puderam confirmar esse efeito, uma vez que, ao
realizar as andlises estratificadas, o sinal de associacao foi sempre detectado apenas
para uma das formas clinicas de maneira independente. Apesar disso, nossos achados
corroboram com as diferencas nas caracteristicas clinicas de acordo com a classificacao
do vitiligo uma vez que ao estratificar as associacdes dos genes REL e IL2 verificou-se
gue ambas se concentraram entre pacientes com comorbidade autoimune e forma clinica

nao segmentar.

6.7 ANALISE DE INTERACAO GENICA

Foi realizada uma analise haplotipica entre as duas variantes dos genes REL e
IL2 que mostraram associacao ao vitiligo per se na populagéo de descoberta, ambas com
o alelo A conferindo protecao a desordem pigmentar estudada. O haplétipo nimero 1,
gue contém os alelos de risco para ambas as variantes, mostrou um sinal de associacao
estatisticamente significativa conferindo suscetibilidade ao vitiligo (Tabela 26). Além
disso, o hapl6tipo 3 se mostrou associado a protecao ao vitiligo. Esse hapl6tipo contém
o alelo de protecao da variante rs6545836 e o0 de risco para a variante rs2069763. Ja o
haplétipo 2, que ndo se mostrou associado ao vitiligo, apresenta os alelos de risco e
protecdo para as variantes dos genes REL e IL2, respectivamente. Apesar da variante
do gene REL ndo mostrar replicacdo na amostra caso-controle, possivelmente devido a
diferenca de idade, esses resultados haplotipicos sugerem um forte impacto da variante

rs6545836 no controle da suscetibilidade genética ao vitiligo.
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Tabela 26 - Haplétipo das variantes rs6545836 do gene REL e rs2069763 do gene IL2

Haplétipo FH FI Z P
N° rs6545836 rs2069763
1 G C 0,51 119 34 0,0006
2 G A 0,29 103 -1.4 0,16
3 A C 0,14 67 -2,1 0,04

FH: Frequéncia do Hapl6tipo; FI: Namero de familias informativas; Z: Teste Z; P: valor de P obtido no teste
de TDT realizado no FBAT; N°: Nimero do haplétipo. Em negrito, estdo destacados valores de P (FBAT)
com significancia estatistica.

Visando identificar a presenca de alguma interacao principalmente entre os genes
REL e IL2, mas também entre os 30 genes compartilhados entre as doencas autoimunes
e o vitiligo, foi realizada uma analise priméaria e superficial utilizando o GeneMANIA

(https://genemania.org/) (445). Esse programa realiza uma busca em diversas bases de

dados biologicos, que estdo publicamente disponiveis, para verificar interacées entre 0s
genes de interesse e outros genes que podem estar relacionados a eles. Diversas

categorias de interac6es podem ser encontradas entre os genes, dentre elas estao:

e Co-expressao: Dois genes estardo ligados caso seus niveis de expressao
sejam similares em uma mesma condi¢ao dentro de estudos de expresséao
génica;

e Interacdo fisica: Dois produtos génicos estardo ligados caso seja
identificada uma interacado proteina-proteina;

e Interacdo genética: Dois genes serdo funcionalmente associados se 0s
efeitos ao se perturbar um gene forem verificados modificando um segundo
gene;

e Similaridade de dominio proteico: Dois produtos génicos estardo ligados
caso apresentem o mesmo dominio proteico;

o Co-localizagcéo: Refere-se aos genes que Sao expressos em um mesmo
tecido ou a proteinas encontradas em uma mesma localizacao;

e Vias compartilhadas: Dois produtos génicos estardo ligados caso

participem de uma mesma reacao dentro de uma via metabdlica;
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e Relacdes funcionais previstas: E previsto que haja interacdo entre duas

proteinas se é conhecido que os seus ortdlogos interajam em outro

organismo.

Os resultados obtidos pelo programa GeneMania identificaram uma grande rede
de interacdo entre os 30 genes. Cada um deles interagiu com pelo menos dois outros
genes da lista e apenas cinco deles (17%) interagiram com menos de 5 genes (Figura
17). A maior parte das interacdes foram de co-expressao seguida por vias metabdlicas
compartilhadas, sugerindo, portanto, que diferentes doencas autoimunes compartilham
varios loci que parecem estar sob influéncia de fatores de expressdo semelhantes e seus
produtos génicos participando de uma mesma via metabdlica.

Focando nos cinco genes candidatos desse estudo foram identificadas interacfes
de co-expressao entre os genes TNFAIP3 e REL e os genes IL2 e IL21. Ja entre 0s genes
REL e IL2, que mostraram resultados semelhantes no presente estudo, correlacionaram-
se quanto a interacdes entre vias metabdlicas compartilhadas e relagcdes funcionais
previstas (Figura 18).

O gene REL codifica para a proteina c-Rel que é um fator de transcri¢cdo envolvido
na via NF-kB. A proteina c-Rel possui certa preferéncia pelo local ideal de ligacdo ao DNA
para uma sequéncia alvo, sendo assim, ha certa preferéncia por alguns genes alvos para
c-Rel (446). Baseado nas funcdes especificas de c-Rel, grande parte desses genes estédo
envolvidos na proliferacédo, sobrevivéncia ou funcédo de células imunes (446). Dentre os
genes alvos com fungdo no crescimento e proliferacéo celular estd o gene da IL2, sendo
a presenca de c-Rel indispenséavel para o bom funcionamento de células Thl (446, 447).
O c-Rel controla a transcricdo do gene IL2 através do remodelamento da estrutura de

cromatina do locus tornando-o permissivo para a transcricao (446).
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Figura 17 - llustracéo da interacdo entre os 30 genes associados a doengas autoimunes frequentemente

relacionadas ao vitiligo
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Os 30 genes candidatos estao representados pelos circulos hashurados.
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Figura 18 - llustracédo da interacdo entre 0s 5 genes candidatos testados.
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Os 5 genes candidatos testados no presente estudo estdo representados pelos circulos
hashurados.
Fonte: GeneMANIA (https://genemania.org/).

As interagdes entre os genes IL2 e REL podem ser verificadas por diversos
estudos que utilizam camundongos com o gene REL nocauteado. Nesses estudos
foi identificado que as células-T desses camundongos mostraram uma expressao
de IL2, induzida por anti-CD3/CD28, reduzida (447, 448). Além disso, também foi
verificada uma drastica reducdo nos niveis séricos de IL2 nos camundongos
deficientes em c-Rel (447). Sendo assim, variacbes genéticas que levem a uma
alteracdo nos niveis da proteina c-Rel, poderdo resultar na auséncia de expressao
de IL2, desencadeando uma falta de células-T regulatérias (Tregs), gerando uma
hiperatividade de células T efetoras contra o melandcito, levando a sua destrui¢ao
(Figura 19).
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Figura 19. Representagdo esquematica do possivel mecanismo de interagdo entre REL e IL2 na
resposta imune contra o melanécito.
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ApoOs a interagdo entre TCR e CD28, a via dos fatores de transcricdo NF-kB seré ativada e o dimero
formado por p-50 e c-Rel (codificado pelo gene REL) participard do processo de transcricdo do gene
da IL2. Essa citocina se ligard em seu receptor, fazendo com que FOXP3 seja expresso, dando
origem a uma célula-T reguladora. Essa célula fard a sele¢do negativa de células-T efetoras que
atacariam os melandcitos. Na presenca de alguma variagéo genética, os niveis de c-Rel podem ser
diminuidos, desencadeando a falta de IL2 e, por consequéncia, de células-T reguladoras, levando
a destruicao dos melandcitos pelas células-T hiper-reativas. Fonte: a autora.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados sugerem um provavel impacto dos gens REL e IL2 no
controle da suscetibilidade ao vitiligo, uma vez que variacdes genéticas desses
genes foram associadas a desordem pigmentar. Um achado interessante foi que o
alelo A da variante rs2069763 do gene da IL2 na populacao de familias se mostrou
como fator de protecdo em pacientes com vitiligo, enquanto que na populacao de
replicacdo o alelo C conferiu protecdo a desordem pigmentar. Apesar da falta de
identificacdo de qual forma clinica o alelo esteve associado na populacdo caso-
controle, esses achados indicam uma tendéncia de diferentes alelos de uma
mesma variacdo podem levar a manifestacdo de diferentes formas clinicas do
vitiligo. Além disso, os resultados sugerem que a variante rs6545836 do gene REL
pode apresentar um possivel impacto na idade de inicio do vitiligo, jA que na
populacdo de descoberta o sinal de associagéo detectado se concentrou entre 0s
pacientes com idade precoce do aparecimento da doenca, e o achado nao pode
ser replicado na populagdo caso-controle, que apresentou uma idade de inicio
tardia.

As demais variantes dos genes estudados ndo mostraram associagao com
significancia estatistica com o vitiligo per se. Porém, ao estratificar os resultados
em subgrupos pela presenca de comorbidade autoimune, forma clinica da doenca
e idade de diagnéstico, foram identificadas associacfes entre marcadores dos
genes REL e TNFAIP3 entre pacientes sem comorbidade autoimune e forma clinica
segmentar.

A principal limitacdo identificada pelo presente estudo refere-se ao baixo
namero amostral da populacédo de caso-controle bem como a diferenca entre as
amostras populacionais, impedindo a replicacdo dos achados. Além disso, o
reduzido numero de pacientes com a forma segmentar da doenca em ambas as
amostras populacionais, também impediu uma melhor interpretacédo dos resultados
obtidos. Apesar da nossa selecdo de marcadores ser livre de hipoteses, nao sendo,

portanto, baseada na funcdo de cada variante, essa estratégia apresenta como
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desvantagem o fato de que a maioria das variantes selecionadas estéo localizadas
em regides intronicas dos genes, tendo seu impacto funcional desconhecido.

Por envolver diversos genes, fatores ambientais e a interacdo entre eles, o
estudo da etiologia de doencas complexas é um desafio. Sendo assim, os estudos
genéticos tém um importante papel na busca pelos fatores de risco dessas
doencas. Nesse trabalho pudemos contribuir com resultados que sugerem um
provavel impacto de dois novos genes (REL e IL2) na suscetibilidade do vitiligo.
Além disso, pudemos reforcar a hipotese autoimune para a etiologia dessa
desordem pigmentar.

Os estudos de validacao em diferentes populagdes séo fundamentais para
comprovar o papel de um gene na manifestacdo de determinada doenca. Por isso,
dentre possibilidades para buscar pela funcdo da variacdo genética poderiam
primeiramente ser realizados testes a fim de identificar a associagéo econtrada no
presente estudo em populacbes de diferentes etnias. Além disso, poderia ser
realizado o sequenciamento do gene candidato, identificando também variantes
raras que podem estar associadas a doenca. Também podem ser verificadas
variacbes que estejam em desequilibrio de ligacdo com o SNP associado,
buscando por suas localizagbes em regides funcionais do préprio gene ou de algum
gene proximo. Por fim, a realizacdo de estudos funcionais utilizando técnicas de
engenharia genética poderiam levar a uma melhor compreensdo do efeito de

determinada variante contra o desfecho de interesse.
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8 CONCLUSOES

1. Nossa estratégia de selecdo de genes candidatos levou a identificacao
de 13 genes comuns a um minimo de duas doencas autoimunes que
ainda ndo haviam sido testados para o vitiligo;

2. Foram identificados sinais de associacao entre os SNPs rs6545836 e
rs2069763 dos genes REL e IL2, respectivamente. O alelo A de ambas
as variacOes foi associada a protecéo ao vitiligo per se;

3. Para ambos os marcadores associados ao vitiligo per se a evidéncia
positiva de associacdo estava concentrada entre pacientes com
comorbidade autoimune e forma clinica ndo segmentar;

4. Para os SNPs rs842647 e rs842648 do gene REL foram identificados
sinais independentes de associacdo entre pacientes sem comorbidade
autoimune e forma clinica segmentar. J& as variantes rs610604 e
rs582757 do gene TNFAIP3 e rs4833837 do gene IL21 mostraram
associacao com significancia estatistica dentro do subgrupo de pacientes
sem comorbidade autoimune;

5. A associacao entre o marcador do gene IL2 foi replicada na populagéo
de replicacdo do tipo caso-controle, porém com o alelo C sendo
associado a protec¢éo ao vitiligo;

6. A andlise de impacto funcional da variante rs6545836 do gene REL
sugeriu uma possivel alteracdo de quatro motivos de DNA (Hoxb6,
Pou2f2, Pou5fl e Sox), podendo também modificar os niveis de
expressao do gene AHSAZ2;

7. Jao SNP rs2069763 do gene IL2 estd em DL com a variante rs45599938,
localizada em uma regido regulatéria da IL2, em um sitio de ligacao
CTCF (CCCTC-binding fator — Fator de ligacdo-CCCTC), podendo

também contribuir para o surgimento do vitiligo.
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ERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Susceptibilidade ao vitiligo

A Pontificia Universidade Catodlica do Parana (PUCPR) estara realizando um estudo
gue ira investigar o papel da genética na susceptibilidade ao vitiligo e na gravidade
da doenca. Se bem sucedido, o projeto podera facilitar o tratamento do vitiligo e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes, seus familiares e pessoas préximas.
Este estudo sera coordenado por Dr. Marcelo Tavora Mira, professor adjunto e
pesquisador do programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude da PUCPR.

1) Métodos

Se vocé concordar em participar neste estudo, vocé serd submetido a um
exame médico e coleta de uma amostra de sangue de seu antebra¢o, com uma
agulha nova e descartavel, apos assepsia local (limpeza). A amostra de sangue sera
usada para extracao de acidos nucléicos (DNA, seu material genetico). 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 autorizacdo, informacdes 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 Consultorio de
Dermatologia ou no Hospital Santa Casa de Misericordia da PUCPR, (avaliacao
clinica e coleta sanguinea), parte nos laboratorios da PUCPR e instituicGes
associadas (testes laboratoriais). Colaboracao entre a PUCPR e outros institutos de
pesquisa deverao 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 autorizacao so valera sob a
condigao de se manter o desenho, objetivos e metodologia do projeto original, além
da avaliacao e aprovacao de eventuais alteracdes pelo Comité de Etica da PUCPR.
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3) Permissao para estocagem

Esta sendo solicitada a sua permissé&o 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 ap6s um
determinado periodo de tempo, mas sim serd estocada pelo tempo que ela durar.
Embora pequenas quantidades de sua amostra possam ser enviadas a instituicoes
colaboradoras para andlise, nao haverd 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 susceptibilidade ao vitiligo. Nenhuma outra doenca sera investigada. O

uso da sua amostra estocada tera como condicao uma nova avaliagao e aprovagao
do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica pertinente.

4) Riscos Fisicos para Saude/Desconforios

Os riscos fisicos para saude de participacao 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 introducdo da
agulha. A coleta de sangue podera resultar em uma pequena lesao que quase
sempre cura-se sozinha. Em raros casos, pode ocorrer infecgao localizada.

5) Tratamento e Compensacao por Danos

Se vocé desenvolver infeccao localizada devido ao procedimento de coleta de
sangue, o tratamento serd providenciado pela PUCPR. O custo deste tratamento
sera totalmente coberto pelo projeto.

124



6) Alternativas

Se vocé estiver afetado por vitiligo, acesso a procedimentos médicos para
diagndstico e tratamento da doenca sera providenciado mesmo que nao queira
participar do estudo. Portanto, se vocé decidir nao participar, ou cessar sua
participagcdo no estudo a qualquer momento, todos os procedimentos para
diagnosticos e tratamento médico serdao mantidos pelo Hospital Santa Casa de
Misericérdia da PUCPR e instituicoes colaboradoras.

Se vocé nado 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 decisao de participar ou nao, ou de cessar sua participacao a
qualguer momento, nao ira interferir de nenhuma forma nos procedimentos médicos
para diagndstico 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.

8) Beneficios

A longo prazo, os procedimentos medicos e laboratoriais aos quais vocé sera
submetido poderao 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.
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10)Exclusividade do uso do material genético

Amostras de DNA SERAQ UTILIZADAS APENAS PARA PESQUISA DE
SUSCEPTIBILIDADE AO VITILIGO. Nenhuma outra doenca sera estudada. Se,
devido a situacOes imprevistas, os pesquisadores descobrirem alguma informacao
relacionada a susceptibilidades que nao ao vitiligo, vocé sera aconselhado a
procurar seu médico para um exame completo. Vocé nao tera acesso a henhuma
informacao genética especifica que nds produzirmos. Todos os resultados obtidos
no estudo, apos analise do conjunto completo dos dados, serdo publicado em
artigos cientificos. Como estes dados publicados serdo usados por outros
investigadores é desconhecido. Importante reafirmar, o alvo de nossos estudos é a
identificacao do fator de risco genético ao vitiligo.

11) Confidenciabilidade dos dados

A participacdo em projetos de pesquisa pode resultar em perda de
privacidade. Além disso, a descoberta de fatores de risco genéticos para vitiligo
podem expor susceptibilidades 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 informacdes produzidas pelo projeto. Nenhuma informagdo genética individual
sera tornada publica. As informagbes serdo codificadas e mantidas num local
reservado o tempo todo. Somente os pesquisadores envolvidos neste estudo terdo
acesso as informagbes. Apos o término deste estudo, as informacbes serao
transcritas dos questionarios para arquivos de computador, mantidos em local
restrito com acesso permitido apenas aos mesmos pesquisadores. Os dados deste
estudo poderao ser discutidos com pesquisadores de outras instituicoes, mas
nenhuma identificacéo sera fornecida.

126



CONSENTIMENTO

Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Susceptibilidade 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

A PARTICIPACAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA

Vocé tem o direito de nao concordar em participar ou mesmo de se retirar do
estudo em qualguer momento que queira, sem riscos para o 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 informacao, pessoal sera mantida em
sigilo.

Assinatura ou 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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ANEXO lIl: METODO DE EXTRACAO DE DNA GENOMICO
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Etapas Acodes

Preparo do material - Coletar 5mL de sangue por pung¢éo venosa em tubos do tipo
sanguineo vacuotainer com EDTA;

- Centrifugar o tupo de sangue por 10 minutos a 4.000 rpm;

- Separar a camada leucocitaria (buffy coat).

Lise de hemécias - Adicionar ao buffy coat o tampéao de sais TKM1;
- Adicionar o detergente nao-aniénico lgepal,
- Homogeneizar em vortex por 3 minutos;
- Centrifugar por 10 minutos a 3.000rpm;
- Desprezar o sobrenadante.

Lavagem - Adicionar TKM1;
- Homogeneizar em vortex por 3 minutos;
- Centrifugar por 10 minutos a 3.000rpm,;
- Desprezar o sobrenadante.

Lise de leucocitos e - Adicionar o tampao de sais TKM2;
nucleo - Adicionar o detergente anionico SDS 10%;
- Homogeneizar em vortex por 3 minutos;
- Incubar em banho-maria a 55°C por 24 horas.

Purificacéo - Adicionar solucéo de Cloreto de Sédio 6M;
- Homogeneizar em vortex por 15 a 20 segundos;
- Centrifugar por 15 minutos a 12.000 rpm.

Precipitacao do - Adicionar, ao sobrenadante, etanol 100%;

DNA - Transferir o DNA precipitado para um eppendorf limpo;
- Adicionar etanol 70%;
- Centrifugar por 10 minutos a 13.400 rpm.

Preparo do DNA - Remover o etanol 70%;

para estocagem - Incubar em estufa a 37°C por 2 horas;
- Ressuspender o pellet de DNA em tampéo TE;
- Armazenar a -20°C.
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