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You've got the music in you
Don't let go

You've got the music in you
One dance left

This world is gonna pull through
Don't give up

You've got a reason to live
Can't forget

We only get what we give

New Radicals



RESUMO

CD33, LAIR-1 e LAIR-2 sao receptores semelhantes a imunoglobulina expressos
pela maioria das células das linhagens mieléide e linféide, e sdo importantes
reguladores das respostas imunes. CD33 e LAIR-1 s&o receptores transmembrana,
e LAIR-2 € um homologo soluvel de LAIR-1 que antagoniza as funcdes inibidoras
deste ao competir pelos mesmo ligantes. Essas proteinas sdo codificadas por genes
localizados no complexo de receptores leucitarios (LRC) estendido, no cromossomo
19913.4. Nesse estudo, investigamos se polimorfismos de base unica (SNP) de
CD33, LAIR1 e LAIR2 contribuem para susceptibilidade ao pénfigo folidceo (PF),
uma doenca autoimune da pele, endémica no Brasil e -caracterizada por
autoanticorpos anti-desmogleina 1. A genotipagem foi realizada pelo método iPLEX
MassARRAY (Sequenom, San Diego, CA). Encontramos associacao de trés SNPs
de CD33 com PF em wuma amostra de individuos de ascendéncia
predominantemente europeia (rs273640 T+, OR=0.48, p=0.0025; rs2455069 G+,
OR=0.53, p=0.0063; rs1803254 C/C, OR=1.9, p=0.0076), e associacdo de um
guarto SNP em uma amostra de ascendéncia mista (rs3865444 G+, OR=0.52,
p=0.0151). Dois SNPs de LAIR1 (rs56802430 G, OR=1.52, p=0.0329; rs11084332
C, OR=0.57, p=0.0022) e um de LAIR2 (rs2287828 T+, OR=1.9, p=0.0097) também
contribuem para susceptibilidade ao PF. Além das associacfes individuais,
observamos interagcdes entre trés SNPs de CD33 e quatro SNPs de LAIR2, que
estdo associados com PF em analises estratificadas. Adicionalmente, analisamos os
niveis de RNAmM de CD33, LAIR1 and LAIR2 por PCR quantitativa em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de controles. Nossos resultados
demonstram que gendétipos e haplétipos protetores ao PF estdo associados com
baixos niveis de CD33m, e que um haplétipo formado por quatro SNPs de LAIR2
estd associado com maior susceptibilidade ao PF (OR=4.12, p=0.002) e com maior
expressédo de LAIR2 (p=0.007). Nao encontramos relacdo entre expressao de LAIR1
e susceptibilidade ao PF. Nossos resultados sugerem que polimorfismos de CD33,
LAIR1 e LAIR2 contribuem para susceptibilidade ao PF, e que a expressao

diferencial de CD33 e LAIR2 possivelmente influencia a patogénese da doenca.

Palavras-chave: LAIR1, LAIR2, CD33, pénfigo foliaceo, autoimunidade,

susceptibilidade genética.



ABSTRACT

CD33, LAIR-1 and LAIR-2 are immunoglobulin-like receptors expressed in the
majority of myeloid and lymphoid cells, and are important regulators of immune
responses. CD33 and LAIR-1 are membrane-bound receptors, whereas LAIR-2 is a
soluble homolog of LAIR-1 that antagonizes LAIR-1 inhibitory function by binding the
same ligands. These proteins are coded by genes located within the extended region
of the leukocyte receptor complex (LRC), in the chromosome 19q13.4. In this study,
we analyzed if CD33, LAIR1 and LAIR2 single nucleotide polymorphisms (SNP)
contribute to differential susceptibility to pemphigus foliceus (PF), an autoimmune
blistering skin disease endemic in Brazil and characterized by desmoglein-1 specific
autoantibodies. SNPs were analyzed by mass spectrometry-based genotyping
(Sequenom, San Diego, CA). We report association of three CD33 SNPs with
variable susceptibility to PF in a European predominant ancestry population
(rs273640 T+, OR=0.48, p=0.0025; rs2455069 G+, OR=0.53, p=0.0063; rs1803254
C/C, OR=1.9, p=0.0076), and association of a fourth SNP in an admixed population
(rs3865444 G+, OR=0.52, p=0.0151). We also found that two LAIR1 (rs56802430 G,
OR=1.52, p=0.0329; rs11084332 C, OR=0.57, p=0.0022) and one LAIR2 SNP
(rs2287828 T+, OR=1.9, p=0.0097) contribute for differential susceptibility to PF.
Moreover, we observed interactions among three CD33 and four LAIR2 SNPs that
are associated with PF in stratified analysis. Additionally, we measured CD33, LAIR1
and LAIR2 mRNA expression levels by real time PCR. We demonstrate that
protective genotypes and haplotypes mark lower expression levels of CD33m, a
MRNA CD33 variant. One LAIR2 haplotype harboring four interacting SNPs is
strongly associated with higher susceptibility with PF (OR=4.12, p=0.002) and also
with higher LAIR2 expression (p=0.007). We found no evidence of association
between LAIR1 expression and PF susceptibility. Our data suggests that CD33,
LAIR1 and LAIR2 genetic variants impact PF susceptibility, and that CD33 and
LAIR2 variable expression possibly influences PF pathogenesis.

Keywords: LAIR1, LAIR2, CD33, pemphigus foliaceus, autoimmunity, genetic
susceptibility.
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1. INTRODUCAO

O pénfigo € um grupo de doencas autoimunes O&rgdo-especificas
caracterizadas por bolhas intraepidermais e pela producdo de autoanticorpos
patogénicos direcionados contra as caderinas desmossémicas desmogleina-3 no
pénfigo wvulgar (PV) e desmogleina-1 no pénfigo foliaceo. O pénfigo foliaceo
endémico (PF) € um dos tipos clinico-epidemiologicos desse grupo de doencas, que
apresenta sua maior incidéncia no Brasil e se caracteriza pela presenca de lesdes
cutaneas mais superficiais, enquanto no PV as lesdes podem ser mucocutaneas e
ocorrem em camadas mais profundas da epiderme.

O PF é uma doenca complexa e, como tal, envolve a participacdo de
multiplos fatores genéticos e ambientais em sua etiopatologia. Diversas associa¢cfes
genéticas com o PF ja foram descritas pelo nosso grupo. Mais recentemente, em
um estudo de expressdo génica global, foi demonstrado que diversos genes
localizados na regido 19913 estdo diferencialmente expressos em linfécitos T CD4+
de pacientes de PF e PV. A regido 19g13.4 contém o complexo receptor de
leucocitos (LRC, do inglés leukocyte receptor cluster) que abriga, entre outros, 0s
genes dos receptores das células NK (do inglés natural killer) semelhantes a
imunoglobulina (lg) (KIR, do inglés killer-cell immunoglobulin-like receptors), que
estdo associados com PF. Também nessa regido estao localizados 0os genes que
codificam os receptores associados aos leucocitos semelhantes a Ig (LAIR, do
inglés leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor), e o agrupamento dos
genes que codificam as lectinas semelhantes a Ig ligantes de &cido sialico (Siglecs,
do inglés sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins). CD33 (um Siglec) e LAIR1
sdo genes diferencialmente expressos em PF e PV e codificam receptores
inibidores expressos em leucécitos e relacionados com a autoimunidade e respostas
inflamatérias. LAIR2 € um gene localizado na mesma regido, e codifica um receptor
solavel que antagoniza as funcfes inibidoras de LAIR-1. Assim como LAIR-1, a
expressdo diferencial proteica de LAIR-2 estd relacionada com fenotipos
autoimunes e com a regulagéo de respostas inflamatoérias. CD33 € um autoantigeno
em PV, e associacdes entre polimorfismos de CD33 e LAIR2 e PF foram

previamente descritas pelo nosso grupo.
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Com base na importancia desses receptores na regulacdo de respostas
imunes e em evidéncias do envolvimento dos genes com o pénfigo, hipotetisamos
gue polimorfismos de CD33, LAIR1 e LAIR2 marcam a expresséo diferencial a nivel
de RNAm, e que polimorfismos e a expresséo diferencial desses genes interferem

na susceptibilidade ao pénfigo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PENFIGO FOLIACEO

O pénfigo (do grego pemphix, que significa bolha) € um grupo de doencas
autoimunes o6rgao-especificas, cuja manifestacdo consiste em vesiculas e bolhas
intraepidermais. No pénfigo folidceo, as bolhas ocorrem na pele e a desmogleina-1
(DSG1) é o principal determinante antigénico. O pénfigo vulgar (PV) € um tipo
clinico de pénfigo mais comum e mais grave, e caracteriza-se por bolhas mais
profundas na pele e nas mucosas e pela producédo de autoanticorpos direcionados
contra a DSG1 e DSG3.

Existem duas formas de pénfigo foliaceo: o pénfigo de Cazenave e o pénfigo
foliAceo endémico (PF) ou fogo selvagem, que diferem em fatores clinicos mas
principalmente em fatores epidemiolégicos. O pénfigo de Cazenave consiste em
uma forma esporadica de pénfigo folihceo e apresenta distribuicdo mundial,
diferentemente do endemismo caracteristico do PF (CASTRO; PROENCA, 1982).

O pénfigo foliaceo pode se manifestar de duas formas: localizada ou
generalizada. Na forma localizada, as bolhas ou vesiculas ocorrem nas areas
seborreicas da pele — face, cabeca, pescoco e parte superior do tronco. Pacientes
com a forma localizada da doenca podem evoluir para a forma generalizada, na qual
as lesdes sédo disseminadas pelo tronco, abdémen e membros superiores e
inferiores, além da face e couro cabeludo (AOKI; SOUSA; DIAZ, 2011).

2.1.1. Epidemiologia

O PF é endémico no Brasil, onde apresenta sua maior incidéncia (DIAZ et al.,
1989). A doenca ja foi descrita em outros paises da América do Sul e Central, tais
como Coldmbia (ROBLEDO et al., 1988), e em paises do norte da Africa,
principalmente Tunisia (ABREU-VELEZ et al., 2010; MORINI et al., 1993). No Brasil,
o PF atinge sua maior prevaléncia nos estados de Goias, Mato Grosso do Sul,
Parana, Sao Paulo e Minas Gerais. No final do século XX, o numero total de casos
relatados de PF no Brasil era de 15 mil (DIAZ et al., 1989). A reserva indigena

Terena de Limédo Verde, no Mato Grosso do Sul, apresenta mais de 3% de
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prevaléncia de PF e uma incidéncia de 1 a 4 novos casos por ano em uma
populacdo de aproximadamente 1200 individuos, enquanto a prevaléncia da doenca
em outras reservas Terena no mesmo estado € baixa (0,1%) (HANS-FILHO et al.,
1996). E interessante observar que estas outras regides diferem de Lim&o Verde em
termos de geografia e ecologia (WARREN et al.,, 2000). Na populacdo de indios
Xavante do estado de Mato Grosso, a prevaléncia de PF é de aproximadamente
1,34% (FRIEDMAN et al., 1995). Em comparacao, a incidéncia estimada de pénfigo
esporadico nos Estados Unidos e Europa é de menos de 1 caso por milhdo de
habitantes por ano (JOLY e LITROWSKI; 2011).

O PF normalmente afeta criancas e jovens adultos que vivem em areas rurais
e tribos indigenas, e aparentemente ndo ha predilecdo por sexo ou etnia. A doenca
é frequente em ambientes rurais em processo de colonizacdo, mas a ocorréncia de
PF diminui com a urbanizacdo dessas areas (DIAZ et al., 1989). A distribuicédo
geografica da doenca, a ocorréncia de casos familiais, a agregacédo temporal e a
maior ocorréncia entre criancas e jovens adultos diferenciam o PF de outros
pénfigos, evidenciam o carater de doenca complexa do PF e sugerem que a
exposicdo recorrente a determinados fatores ambientais € crucial para o
desenvolvimento da doenca (CULTON et al., 2008; DIAZ et al., 1989).

2.1.2. Etiologia

A exposicdo a picadas de insetos hematdéfagos parece estar envolvida
diretamente com a etiologia do PF. Pacientes de PF apresentam significativamente
mais picadas de borrachudos (Simulium nigrimanum) em comparac¢ao com controles
sadios endémicos (LOMBARDI et al., 1992; AOKI et al., 2004a), assim como mais
picadas de barbeiros e percevejos (AOKI et al., 2004a), o que também demonstra
gue a situacdo precaria de moradia € um fator de risco para o PF. O papel de
Simulium nigrimanum no desenvolvimento do PF € suportado por mais um estudo
gue demonstrou que a distribuicdo geogréfica desses insetos coincide com as areas
endémicas de PF, e a ocorréncia desses insetos é pouco frequente em éareas
vizinhas ndo-endémicas (EATON et al., 1998). A maior parte das areas endémicas
de PF se sobrepdem com aquelas areas de ocorréncia da doenca de Chagas e
leishmaniose (VIEIRA et al.,, 1940 apud AOKI et al.,, 2015), e anticorpos nao

patogénicos anti-DSG1 sédo encontrados em pacientes de leishmaniose, doenca de



14

Chagas e oncocercose (DIAZ et al.,, 2004). No entanto, a doenca de Chagas e
oncocercose nao sao prevalentes na reserva Terena de Limao Verde, apesar da
presenca de seus vetores na regido (DIAZ et al.,, 2004). Um estudo recente
demonstrou que o soro de pacientes com PF ndo reage contra Trypanosoma cruzi,
0 agente etioldgico da doenca de Chagas (SOUSA et al., 2012). No entanto, o soro
dos pacientes é reativo contra uma proteina salivar de Lutzomyia longipalpis
(mosquito palha), um dos vetores da leishmaniose (QIAN et al.,, 2012). Nesse
mesmo estudo, foi demonstrado que autoanticorpos anti-DSG1 de pacientes de PF
também reagem contra a proteina salivar do mosquito, e ha producao de anticorpos
anti-DSG1 quando modelos murinos sdo imunizados com essa proteina salivar.
Essas evidéncias sugerem que um antigeno presente nos insetos hematéfagos, e
ndo nos parasitas, participa da formacdo da resposta imune do PF. Além disso, o
namero de casos de PF € maior durante o fim da estacdo chuvosa nas areas
endémicas, sugerindo que o aumento do niumero de insetos e o aumento do nimero
de pacientes estao diretamente relacionados (CULTON et al., 2008).

Além da saliva de insetos hematéfagos, outros fatores etiolégicos foram
propostos por estar envolvidos no desencadeamento da resposta imune do PF, tais
como infeccdes virais e bacterianas (ANGULO, 1954; LOMBARDI et al., 1992),
alguns alimentos (alho, cebola, alho por6) (BRENNER e WOLF, 1994), metais
(mercurio, cobre), iodo, solventes organicos, silica, radia¢édo ultravioleta, ozoénio, L-
triptofano (ABREU-VELEZ et al., 2010).

Li et al. (2003) propuseram um uma hipétese de mecanismo etioldgico para o
PF no qual ocorre uma reacdo cruzada entre a DSG1 e um antigeno ambiental.
Nesse modelo, em um primeiro estagio um antigeno ambiental que possui uma
sequéncia semelhante ao dominio EC5 da DSG1 desencadeia uma resposta nao
patogénica a DSG1. Nessa fase, o individuo ndo apresenta lesbes cutaneas. A
seguir, em certos individuos que apresentam susceptibilidade genética, ocorre o
fendbmeno do espalhamento intramolecular de epitopos, através do qual algum dano
tecidual acaba por expor epitopos diferentes daqueles que geraram a resposta nao
patogénica inicial e que antes ndo eram detectados pelo sistema imune, levando a
producdo de autoanticorpos direcionados contra aos dominios EC1 e EC2 da DSG1
e induzindo a acantolise. Diaz et al. (2004) propuseram que a saliva de insetos
hematéfagos pode ser a molécula que desencadeia a producdo de anticorpos anti-
DSG1.
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Realmente, anticorpos contra diferentes epitopos da DSG1 sao encontrados
em individuos nas fases pré-clinica e clinica do PF. Os anticorpos anti-DSG1 de
individuos saudaveis e aqueles na fase pré-clinica da doenca reconhecem o
dominio EC5 da molécula. A transicdo da fase pré-clinica para a fase clinica é
acompanhada pelo surgimento de anticorpos especificos contra os dominios EC1 e
EC2 da DSG1 (Li et al., 2003).

2.1.3. Tratamento

O prognoéstico da doenca avancou significativamente desde a década de
1950, quando o tratamento do pénfigo passou a ser feito com esteroides sistémicos
(CULTON et al., 2008). Atualmente, os pacientes de PF séo tratados principalmente
com prednisona, mas também sao utilizados triancinolona e deflazacort, entre
outros esteroides. As lesdes aumentam a chance de infec¢do bacteriana e, nesses
casos, utilizam-se antibidticos sistémicos. Muitas vezes é feito 0 uso conjunto de
corticosteroides e imunossupressores, tais como azatioprina, ciclofosfamida e
ciclosporina (CUNHA; BARRAVIERA, 2009).

2.1.4. Patogénese

As bolhas no pénfigo foliaceo sdo subcorneas e derivam do processo de
acantolise, ou seja, perda de adeséo entre os queratinocitos, células que constituem
a maior parte da epiderme. A principal estrutura de adesao da epiderme sdo os
desmossomos, cujo centro é formado pelos dominios extracelulares das
desmogleinas e desmocolinas, subfamilias de proteinas transmembréanicas
pertencentes a superfamilia das caderinas (DELVA et al., 2009). A perda de adesao
entre o0s queratinécitos envolve a producdo de autoanticorpos patogénicos
principalmente contra DSG1, mas pacientes de pénfigo apresentam autoanticorpos
contra outras moléculas que participam da adesdo da pele, tais como receptores
colinérgicos, desmocolina 1, 2 e 3; E-caderina; desmogleina 2, 3 e 4 (NGUYEN et
al., 1998; KURZEN; BRENNER, 2006; FLORES et al., 2012), e contra outros
antigenos tais como receptores de membrana, antigenos imunolégicos, neuronais e
tireogastricos (GRANDO, 2012; KALANTARI-DEHAGHI et al., 2011; KALANTARI-
DEHAGHI et al., 2013)
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O processo de acantdlise permanece desconhecido. Foi sugerido que
anticorpos anti-DSG induzem acantolise por impedimento estérico, mecanismo no
gual a ligacdo de anticorpos bloqueia as interacdes adesivas das DSG (DIAZ,
MARCELO, 1978). Realmente, foi demonstrado que imunoglobulinas (Ig)-G
purificadas de soro de pacientes com pénfigo folihceo causam a dissociacdo de
gueratindcitos in vitro, no entanto, em um modelo sem células essas IgG nao inibem
a interacdo de moléculas DSG1 por impedimento estérico (WASCHKE et al., 2005).
N&o obstante, IgG de PV inibem a interacdo de DSG3 in vitro (HEUPEL et al.,
2008), ou seja, o0 modelo parece ser valido apenas para PV. Outros estudos
demonstram que a ligacdo de anticorpos de PV a superficie celular resulta na
deplecdo de DSG através da endocitose dos complexos anticorpo-DSG, e o
processo é acompanhado da diminuicdo da adesdo entre as células (CALKINS et
al., 2006; CIRILLO et al., 2007; PATEL et al., 1984). Além do impedimento estérico
e deplecdo de DSG, a terceira principal hipétese para a acantdlise é o
desencadeamento de eventos intracelulares através da interacdo de autoanticorpos,
gue indiretamente resulta em acantélise (BERKOWITZ et al., 2005; CALDELARI et
al., 2001; CHERNYAVSKY et al., 2007; FRUSIC-ZLOTKIN et al., 2006; SHARMA et
al., 2007). A apoptose dos queratindcitos em resposta a ligacdo de anticorpos é um
modelo extensamente investigado, e diversos estudos demonstram que o
mecanismo esta relacionado a acantodlise (ARREDONDO et al., 2005; BARONI et
al., 2004; GNIADECKI et al., 1998; LI et al., 2009; PUVIANI et al., 2003). Esses
estudos demonstram que autoanticorpos IgG de PV ou soro de PV induzem a
apoptose, que é mensurada por varios meios, tais como ligacdo de anexina V,
formacao de oligonucleossomos, ativacao de caspases e desbalanco de moléculas
relacionadas a apoptose (Fas, FasL, Bax, p53, Bcl-2, FLIP-I). Também foi proposto
gue IgG pode induzir enzimas apoptéticas, mas que estas nao resultam em morte
celular e sim em acantolise, num mecanismo conhecido como apoptolise (GRANDO
et al., 2009). No entanto, alguns estudos demonstram que a apoptose nédo €
necessaria a acantoélise, pois ocorre posteriormente ao desprendimento das células
(LEE et al., 2009; SCHMIDT et al., 2009), ou porgue nao foram encontradas células
apoptoéticas ou evidéncias de sinalizacdo apoptotica em lesbes de pacientes
(JANSE et al., 2014). Portanto, cascatas de sinalizacdo que levam a apoptose
podem participar da acantdlise, mas ndo sdo causadoras desse fenémenos
(SCHMIDT; WASCHKE, 2009).
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Pacientes com pénfigo apresentam autoanticorpos circulantes no soro, assim
como depdsitos intercelulares de imunoglobulinas nas membranas dos
queratindcitos da pele lesionada e depdsitos de complemento, especialmente C3
(MARTEL,; JOLY, 2001). A subclasse de anticorpos predominante do PF é a 1gG4,
mas também séo detectados IgG1l, 1gG2, 1gG3, IgE e IgM (JONES; HAMILTON;
JORDON, 1988; ROCK et al., 1989; TREMEAU-MARTINAGE et al., 1995 apud
MARTEL; JOLY, 2001; DIAZ et al., 2008; QIAN et al., 2011). A deteccao dos IgG é
importante durante o desenvolvimento da doenca, pois titulos negativos de 1gG4
relacionam-se com a remissdo da doenca, e titulos positivos sdo detectados na
doenca em atividade (WARREN et al., 2003; AOKI et al., 2004b). Assim como a
transicdo da fase pré-clinica para a fase clinica do PF é marcada por uma mudanca
da especificidade dos anticorpos, diferentes isotipos de anticorpos também marcam
essa transicdo. De acordo com Warren et al. (2003), pacientes com a doenca ativa e
em remissao e individuos saudaveis das areas endémicas apresentam 0s mesmos
niveis de IgG1. Seus resultados demonstram que h& uma progressao de IgG1 para
lgG4 durante a evolucédo do PF e que, portanto, a aquisicdo de uma resposta IgG4 é
crucial para o desenvolvimento da doenca. Individuos em diferentes estagios da
doenca foram testados por meio da andlise sorologica de IgG4 anti-DSG1, e foi
demonstrado que o periodo entre a fase pré-clinica e a doenca ativa pode durar até
10 anos (QAQISH et al.,, 2009). Também é detectado mais IgM anti-DSG1 em
pacientes com PF vivendo em areas rurais e em controles sadios de areas
endémicas em comparacdo com pacientes e controles que vivem em areas urbanas
A imunizacédo de individuos a um antigeno desencadeia uma resposta imune inicial
caracterizada por anticorpos IgM, e a reexposicdo ao mesmo antigeno proporciona
uma resposta secundaria, na qual os anticorpos caracteristicos sdo os IgG.
Portanto, esses resultados demonstram que a doenca provavelmente ¢é
desencadeada pela exposicao recorrente a fatores ambientais (DIAZ et al., 2008).
Pacientes com PF apresentam também mais IgE anti-DSG1 do que pacientes com a
forma esporadica de pénfigo folidceo. Esse resultado mais uma vez sugere que a
importancia dos fatores ambientais no PF, ja que anticorpos IgE sdo detectados em
individuos que sdo expostos cronicamente a alérgenos ou a imunoterapia (AOKI,
SOUSA; DIAZ, 2011; QIAN et al., 2011).

A resposta celular é essencial na patogenia do PF ja que a producdo de

anticorpos pelas células B requer a interagdo com células T auxiliares CD4+. Além
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disso, os estudos de associacdo entre o complexo principal de histocompatibilidade
(MHC, do inglés major histocompatibility complex) evidenciam a importancia de
genotipos HLA-DR na patogénese do PF (MORAES et al., 1991, 1997; PAVONI et
al., 2003; PETZL-ERLER; SANTAMARIA, 1989). Lin et al. (2000) demonstraram que
linfocitos T CD4+ circulantes de pacientes com PF proliferam e apresentam uma
resposta antigeno-especifica restrita ao HLA-DR e direcionada ao DSG1. Essas
células T reativas exibiram um fendtipo de células T de memodria e produziram
interleucina (IL)-4, II-5 e IL-6, mas né&o interferon (IFN)-y, sugerindo que essas
células produzem um perfil de citocinas do tipo Th2 (do inglés T helper 2-like). Na
pele lesionada de pacientes, ha um maior nimero de células T CD4+ em
comparagdo com o tecido ndo-lesionado (SANTI; SOTTO, 2001) e essas células
também apresentam um perfil de citocinas Th2 (CAPRONI et al., 2001).

Aproximadamente 18% dos casos de pacientes com PF sdo familiares
(AUAD, 1972 apud AOKI et al., 2004a). Além da agregacao familial, a associacao de
diversos polimorfismos com o PF evidenciam a importancia dos fatores genéticos no
desenvolvimento da doenca. HLA-DR1 e HLA-DR4 séo fatores de susceptibilidade
ao PF, enquanto DQ2 confere protegao (PETZL-ERLER; SANTAMARIA, 1989).
Outras associa¢fes com alelos HLA também foram descritas (MORAES et al., 1991,
1997; PAVONI et al., 2003). Com relacdo a outros genes, jA foram encontradas
associacfes de variantes genéticas de IL6, IL4 (PEREIRA et al., 2004), morte
celular programada 1 (PDCD1) (BRAUN-PRADO; PETZL-ERLER, 2007), CD40,
CD40L e BLYS (MALHEIROS; PETZL-ERLER, 2009), proteina transativadora de
MHC de classe Il (CIITA) (PIOVEZAN; PETZL-ERLER, 2013), e KIR (AUGUSTO, et
al., 2012, 2015) com o PF. Associagcdes ndo foram encontradas com fator de
necrose tumoral (TNF), linfotoxina a (LTA) (ROXO et al.,, 2003), antigeno 4 de
linfécito T citotoxico (CTLA4) (PAVONI et al., 2006), BAX e TP53 (KOHLER; PETZL-
ERLER, 2006) e DSG1 (PETZL-ERLER; MALHEIRQOS, 2005).

2.2. RECEPTORES LEUCOCITARIOS E A REGIAO 19913.4

As respostas imunes sao extensivamente reguladas através do balanco entre
sinais ativadores e inibidores, desencadeados pela interacdo entre receptores
celulares e seus ligantes. Nas células linfoides e mieloides, esses receptores

desempenham fungdes essenciais em diversos processos celulares, como ativagao
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celular, diferenciacédo, proliferacdo, morte celular, adeséo, quimotaxia e secrecéo de
mediadores soluveis (MUNITZ, 2010; THAVENTHIRAN, 2013). Dessa maneira,
esses receptores podem definir thresholds de ativacdo, regular ou finalizar
respostas imunes (STEEVELS; MEYAARD, 2011), e assim contribuem para a
homeostase do sistema imune. A importancia desses receptores na regulacao das
respostas imunes é demonstrada pela relacdo direta entre a interrupcdo da
sinalizacdo inibidora em modelos murinos com diversas doengas autoimunes ou
respostas imunes exacerbadas (BOLLAND; RAVETCH, 2000; NISHIMURA et al.,
1999; O'KEEFE et al.,, 1999; TANG et al, 2012; WATANABE et al., 2003;
WILKINSON et al.,, 2002). Além disso, varios estudos em humanos descrevem a
expressao diferencial e funcéo alterada desses receptores em doencas autoimunes
(LEBBINK et al., 2008; MACKAY et al., 2006; MONSIVAIS-URENDA et al., 2007;
OLDE NORDKAMP et al., 2011; RADSTAKE et al.,, 2004; YANG et al., 2008), e
associacfes entre polimorfismos em genes que codificam esses receptores com
autoimunidade (BARRETT et al.,, 2009; BRAUN-PRADO; PETZL-ERLER, 2007,
FANCIULLI et al., 2007; GREGERSEN et al., 2009; VAN DER SLIK et al., 2003;
STAHL et al., 2010).

Os receptores inibidores leucocitarios podem ser divididos em dois grupos
principais: os receptores da superfamilia das imunoglobulinas (IgSR, do inglés
immunoglobulin supefamily receptors) e os receptores inibidores semelhantes a
lectina tipo-C. As células do sistema imune apresentam varios IgSR, que também
incluem receptores ativadores, incluindo os transcritos semelhantes a
imunoglobulina (ILTs do inglés immunoglobulin-like transcript), 0s receptores
associados aos leucécitos semelhantes as imunoglobulinas (LAIR, do inglés
leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor), os receptores das células NK
(do inglés natural killer) semelhantes a imunoglobulina (KIR, do inglés killer-cell
immunoglobulin-like receptors) e as lectinas semelhantes a imunoglobulinas ligantes
de acido sidlico (Siglecs, do inglés sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins).
Os genes ILT, LAIR e KIR estdo localizados em um grande agrupamento
denominado complexo receptor de leucocitos (LRC, do inglés leukocyte receptor
cluster) localizado na regido 19913.4 (WAGTMANN et al., 1997), e os genes Siglecs
estao proximos, dentro de uma regido denominada LRC estendido (MUNITZ, 2010;
MURPHY, 2014) (FIGURA 1).
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Extensao do LCRH LRC
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FIGURA 1 - REGIAO DO LRC ESTENDIDO. FONTE: (MURPHY, 2014).
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Os IgSR sdo caracterizados por um numero variavel de dominios
semelhantes a Ig na porcao extracelular, um dominio transmembrana e uma cauda
citoplasmatica. Alguns IgSR perderam os dominios transmembrana e citoplasmatico
e sao secretados, como o LAIR-2 (MEYAARD et al., 1997). As caudas
citoplasmaticas dos IgSR inibidores possuem uma ou mais sequéncias ITIM
(MARTIN et al., 2002). A fosforilacdo de residuos tirosina nas ITIMs recruta
principalmente as proteinas tirosinas fosfatases homologas a Srcl (SHP-1, do inglés
Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1) e/ou SHP-2, que inibem a
transdugcdo de sinais ativadores ao atuarem como antagonistas das tirosinas
guinases e removerem fosfatos dos residuos tirosina adicionados em outras
moléculas de sinalizacdo intracelular (MARTIN et al., 2002; MURPHY, 2014), ou
ainda podem desfosforilar o proprio receptor como parte de um controle de feedback
negativo (PAUL et al., 2000).

2.3. LAIR-1e LAIR-2

2.3.1. Estrutura das moléculas

Os receptores associados aos leucocitos semelhantes as imunoglobulinas
(LAIR) sdo membros da superfamilia das imunoglobulinas ligantes de colageno, que
pode ser transmembrana ou da matriz extracelular (MEYAARD et al., 2008;
LEBBINK et al., 2006). LAIR-1 é um receptor inibidor expresso na maior parte das
células do sistema imune. Sua expresséao € detectada em precursores de células T,
Células T CD4+, T CD8+, células natural killer (NK), células B, mondcitos
(MEYAARD et al., 1997, 1999) e granuldcitos (FLORIAN et al., 2006; VERBRUGGE
et al., 2006b). LAIR-2 é um receptor soltvel qu