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_Introdugéo

A sarcoidose € uma doenga granulomatosa multi-sistémica de
origem desconhecida caracterizada por uma inflamagao granulo-
matosa nos orgaos afectados, sobretudo nos pulmdes e ganglios
linfaticos (1: 2, 3), Pode classificar-se como uma doenca poligéni-
ca, multifatorial, para a patogénese da qual concorrem fatores am-
bientais em interagdo com multiplos genes. As diferentes formas
de apresentacao clinica, casos de agregacao familiar e diferentes
incidéncias geograficas e raciais, suportam o papel determinante
dos fatores genéticos (4).

_Patogénese da sarcoidose

A opini&o corrente aceite é a de que a patogénese da sarcoido-
se envolve uma sucessao de reagOes imunologicas que leva a
formacéo dos granulomas e que envolvem a internalizag&o de um
ou mais antigénios estranhos, o seu processamento e apresenta-
¢éo pelas células dendriticas ou macroéfagos, envolvendo o com-
plexo major de Histocompatibilidade (MHC), péptido e o recetor
dacélula T (TCR). Posteriormente, o desenvolvimento das células
T efetoras especificas e a ativacdo dos macréfagos levara a indu-
¢é&o da formagao dos granulomas (5),

Aresposta inflamatéria iniciada com os linfocitos T CD4+ e ativagao
do TCR potencia a libertagdo de citocinas pelos macréfagos e célu-
las T Helper tipo 1.

A libertacéo do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa), do interferao
gama (IFNy), da interleucina 2 (IL-2), e de fatores de crescimento, re-
sulta no desenvolvimento de granulomas ndo caseosos (& 7 8,
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A resolucéo da inflamagéo, a sua persisténcia ou a fibrose depen-
dem de um equilibrio delicado que envolve as células inflamatorias,
as células reguladoras, a apoptose e as respostas TH1/TH2 as cito-
quinas, sendo que a resolugdo da inflamacao depende do equilibrio
no tecido, entre as citoquinas pré-inflamatérias (TNF-a, IFN-y) e as
reguladoras IL-10 e Transforming Growth Factor Beta (TGF-Beta) ().

O substrato imunoldgico necessario para a ocorréncia da inflama-
¢ao granulomatosa esta ainda por esclarecer e a heterogeneidade
da doenga indicia multiplos fatores concorrentes, onde a infecéo
viral prévia ou a resposta imunolégica a um transplante pulmonar
ou de medula 6ssea, convivem em observagdes clinicas de infla-
magao sarcoid-like.

Este polimorfismo na ocorréncia das manifestacoes da doenga
demonstra interagdes complexas entre fatores genéticos varios,
envolvendo citocinas, expressao e apresentacao antigénica, célu-
las imunes, mediadores quimicos de inflamagao e apoptose ().

_Genética da sarcoidose

Em consequéncia das evidéncias do componente genético e imu-
noldgico e das reagdes inflamatdrias envolvidas na patogénese da
sarcoidose, 0s genes que codificam a apresentacao e reconheci-
mento antigénico, 0s antigénios leucocitarios humanos (HLA) e 0s
genes das citocinas e seus recetores tém sido estudados ao longo
dos anos. Muitos deles foram confirmados pelos scans do genoma
e genome wide association studies (GWAS) efetuados nos Ultimos
anos. Foram ainda identificados outros genes candidatos, aparen-
temente sem func&o imune, cujos polimorfismos podem influenciar
0 desenvolvimento ou evolugao da doenca.

HLA

A associagdo mais forte e mais consistente € a associagdo com
os antigénios HLA classe Il, descrita como estando ligada quer a
susceptibilidade para a doenga, quer a sua expressao fenotipica
(10-12),

Sendo o MHC uma das zonas do genoma com maior densidade de
genes e com maior desequilibrio de ligagdo, algumas das associa-
¢des encontradas nesta e noutras doengas podem ser devidas nao
aos genes que codificam os antigénios leucocitarios humanos, mas
a outros na sua proximidade e em desequilibrio de ligacdo com os
loci HLA (18),
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BTNL2

Um dos genes descritos como associado a suscetibilidade para a
sarcoidose em diferentes populagdes e com diferentes fendtipos,
localizado no MHC, entre as regides HLA-classe Il e Classe Ill, é
0 gene BTNL2 (butyrophilinlike 2) (14-16). As moléculas BTNL sé&o
estruturalmente homologas a moléculas co-estimulatérias expres-
sas nas células apresentadoras do antigénio (APCs), criticas para
a resposta imune efetora.

A express@o da molécula BTNL2 nas células dendriticas (bago e
nddulos linfaticos) e nas células B periféricas, suportam o papel
que se Ihe atribui na modulagéo da fungéo das APCs (16). A molé-
cula BTNL2 inibe a proliferacéo das células T, a produgdo de IL-2 e
a produgao de citocinas pro-inflamatérias em culturas de células
T. A mutacao observada (G > A) no SNP rs2076530 resulta numa
proteina truncada que afetaré a sua localizagéo e fungcdo na mem-
brana celular.

Embora ndo estejam completamente conhecidas as implicagfes da
mutacdo deste gene, é espectavel que uma expressao de membra-
na alterada de uma molécula indutora de um sinal negativo para 0s
linfocitos T possa ter como consequéncia um estado de hiperativa-
¢ao descontrolada destas células, que é uma das caracteristicas
patolégicas na sarcoidose ().

Para além de ter sido descrito como um potencial fator de risco para
a sarcoidose a associa¢ao do alelo A do SNP rs2076530 com a cro-
nicidade também tem sido reportada.

Annexin A1

No cromossoma 10g22.3 foi entretanto identificado outro gene, An-
nexin A11, com um polimorfismo fortemente associado a sarcoido-
se (SNP rs1049550 C/T). Uma diminui¢éo ou disfun¢ao da anexina
Al11 pode afetar a via da apoptose e induzir um desequilibrio entre
a apoptose e a sobrevida das células inflamatérias ativadas.
Estudos recentes em populagdes com origem na Alemanha, Repu-
blica Checa e América demonstraram uma forte associacdo da
doenca com o SNP (rs1049550 C/T) no gene Anexina A11(ANXATT),
localizado no Cromossoma 10g22.3 (17-19).

Esta variante funcional denominada ANXA77 R230C, tem sido apon-
tada como um marcador de prote¢do e modificador da doenca na
sarcoidose (1),

A mutag@o esta localizada no exao 6 e resulta numa substituicao de
uma Citosina com uma Timidina (C/T), que altera o codao de uma ar-

ginina basica para uma cisteina polar no residuo 230 (R230) (20. 21),

_Estudos no norte de Portugal
Em Portugal, na zona norte, foram efetuados 3 estudos, em doentes

com sarcoidose oriundos da consulta de Pneumologia do Hospital de
S. Joao do Porto (11, 16,22),

Polimorfismos HLA e TNF-alfa

O primeiro estudo foi publicado em 2008, incluiu 104 doentes com
sarcoidose e nele foram estudados os polimorfismos dos alelos HLA
classe | e classe Il e do TNF-alfa (11).

Foi realizada a tipagem HLA- A, -B, -C*, DRB1*, DQB1* e TNF-alfa por
métodos de biologia molecular. O DNA foi extraido do sangue periférico
e as tipagens foram feitas por métodos de PCR-SSP e de PCR-hibridi-
zagao reversa. As frequéncias alélicas foram comparadas com contro-
los saudaveis da mesma regiao.

Foram encontradas frequéncias aumentadas do HLA-B*08 (10,6% vs.
6,1%), O.R.=1.8 ¢ p=0.02, e do HLA-DRB1*12 (4,3% vs. 1,7%), O.R.=2.63
e p=0.03. Os doentes com eritema nodoso tinham frequéncias aumen-
tadas dos alelos HLA-DRB1*03 (28% vs. 9,3%), R.R.=2.39, e pc=0.01 ¢
do HLA-DQB1*02 (38% vs. 18%), R.R.=2.1 e pc=0.02.

0O alelo HLA-DQB1*08 estava diminuido nos doentes com padrao obs-
trutivo R.R.=0.53 e pc=0.05.

O alelo HLA-DRB1*15 estava relacionado com o padrao restritivo e re-
duzida capacidade de difuséo (21,1% vs. 6,6%), R.R.=2.46 e p=0.01
e (18,1% vs. 3,8%), R.R.=1.87 e pc= 0.05 respetivamente. O gendtipo
TNF-alfa A/A (high) estava significativamente associado com o eritema
nodoso (p=0.04).

Este artigo concluiu que também nestes doentes foram encontradas
evidéncias que suportam a associagdo genética do HLA classe | e
classe Il com a suscetibilidade para a sarcoidose, o seu tipo de apre-
sentacdo, a sua gravidade e evolugéo.

Também para o TNF-alfa, e de acordo com o previamente descrito em
outras publicagées, 0 gendtipo TNF-alfa A/A (high) tinha uma associa-
¢ao significativa com o eritema nodoso.

BTNL2

Foi efetuado um estudo caso-controlo de 151 doentes e 150 controlos
dazonanorte (Quadro 1), para estudo das frequéncias alélicas do SNP
BTNL2 rs2076530 G/A e avaliagao da associacao dos polimorfismos
deste SNP com a suscetibilidade para a sarcoidose e a evolugéo da
doenca.
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As frequéncias alélicas do BTNL2 rs206530 A estavam significativa-
mente aumentadas na sarcoidose sem desequilibrio de ligagdo com
os alelos HLA-DRBT, exceto no subgrupo de doentes com o Sindro-
ma de Lofgren, onde o alelo determinante era 0 HLA-DRB1*03.
Verificou-se ainda que o alelo A estava também aumentado nos do-
entes com doenca torécica isolada embora n&o houvesse diferenca
no estadiamento radiolégico nem na evolugéo da doenca.

Por seu lado, o alelo HLA-DRB1*03, para além da associagcao com
o Sindroma de L&fgren estava significativamente relacionado com a
resolugdo da doenca.

Este estudo confirmou na populagdo portuguesa a associagdo do
alelo A do SNP BTNL2 rs2076530 com a suscetibilidade para a sar-
coidose, encontrando ainda fatores de risco genéticos independen-
tes em diferentes fendtipos clinicos da doenca (com e sem Sindroma
de Léfgren, doenca torécica isolada e a associagdo HLA-DRB1*03
com a resolugdo da doenca).

ANXAT11

O polimorfismo da Anexina A1l foi estudado em 208 doentes e
197 controlos saudaveis (22) (Quadro 1). Todos os doentes tinham
sarcoidose toracica clinicamente, com confirmacéo radioldgica e
testes de funcéo pulmonar.

A presenca de granulomas nao caseosos de células epitelioides foi
determinada em bidpsias em 69% dos casos. Todos os individuos
sem confirmagao histoldgica preenchiam os critérios internacionais
da European Respiratory Society (ERS), a American Thoracic Soci-

ety (ATS) e a World Association of Sarcoidosis and Other Granulo-
matous Diseases (WASQOG).

0 Sindroma de Léfgren foi definido como a presenga de linfadeno-
patia hilar bilateral, febre, artralgia do tornozelo e eritema nodoso.
A genotipagem do SNP rs71049550 efetuada em DNA genomico por
sequenciagao revelou uma frequéncia do alelo T significativamente
mais baixa nos doentes com sarcoidose (33,2%) do que nos contro-
los (44,9%) (p <0.001) e o gendtipo CC era significativamente mais
frequente nos doentes (47,6% vs 31,0%, p=0.001).

Nao foram encontradas diferencas significativas na frequéncia deste
alelo entre os doentes com e sem Sindroma de Léfgren. No entanto,
a comparacao destes subgrupos com o0s controlos revelou, que s6
havia uma significativa diminuicao da frequéncia do alelo T no sub-
grupo dos que nao tinham Sindroma de Lofgren.

N&o foi encontrada associagao significativa entre a presenca do
alelo T e a progresséo da doenga para a resolugdo ou cronicida-
de a semelhanca de outros autores.

Este estudo confirmou a forte associacdo descrita anteriormen-
te bem como o efeito protector do alelo T do SNP da anexina A11
rs1049550 C/T na susceptibilidade para a sarcoidose numa popu-
lagdo caucasiana portuguesa.

A Anexina A11 é segregada pelos neutrdfilos ativados e estéo referi-
das alteracdes da sua expresséo citoplasmatica durante a fagocito-
se, pelo que é espectavel qua a ANXATT interfira com a fungéao dos
neutrofilos para além de regular a apoptose, podendo afetar a infla-
magao intersticial e a granulomatosa.

Quadro 1:

Estudos efetuados na populagéo do norte de Portugal para os genes ANXA11 e BTNL2.

Tamanho da amostra

ECR T SN TS T (R I

Morais A et al 2013 ANXAT1  rs1049550 C

""""""""""""""""""" ANXATT  rs1049550 T 138
""""""""""""""""""" ANXATT  GenbtipoCC O
Neindvidwos()
Totaisalelosey)
Morais Aetal20120®  BINL2  rs2076580A 197

Totais alelos (2n)

278 (66,3%)

217 (55,1%)
"""""""" 1"7'7”(4'4;9%5””"c'ea””"’oas”o’,gz'””;a 001
"""""""""" @L0% 1 0001
""" 008 @7
T s4
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_Meta -anélise

Numa meta-andlise entretanto apresentada pelos mesmos autores,
com um total de 6 estudos, que incluem 3297 casos de sarcoidose e
3346 controlos saudaveis (Quadro 2), verificou-se que o alelo ANXATT
T era menos frequente no grupo de doentes com sarcoidose do que
no grupo controlo, com um valor de p <0.001, o qual mostra uma
associagao protectora deste alelo com a sarcoidose (23, 24, 25),

Consideram assim que esta meta-anélise indica qua ha evidén-
cia suficiente para demonstrar uma associagao conclusiva entre o
ANXA11 SNP rs1049550 e a susceptibilidade para a sarcoidose.

Quadro 2: [ Resumo dos estudos de associagdo da sarcoidose

com o SNP rs1049550 C/T do gene ANXAT1.

Tamanho da amostra (n)

CEI ST T
1636

Hofmann et al 2008 " Alemanha 1811
Lietal2010% Alemanha 349 313
‘Mrazeketal2011")  ReplblicaCheca 245 254
Morais etal 2013% Portugal 208 o7
Levinetal2018  UsA 447 353
Zhangetal2014®  Chna 412 s
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