Dina Maria Abade Lopes

Sarcoidose e marcadores genéticos na regido MHC-6p2 1.3 -
avaliacdo da suscetibilidade, apresentacdo clinica e curso da

doenca

Implicacdo Médico - Legal

Dissertacao do Ciclo de estudos conducente ao grau de mestre em
Medicina Legal do Instituto Ciéncias Biomédicas Abel Salazar,

Universidade do Porto

Os orientadores,

Prof2. Doutora Berta Martins da Silva
(Unidade Multidisciplinar de Investigacéo
Biomédica, Instituto Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar,

Universidade do Porto)

Mestre Andreia Bettencourt
(Unidade Multidisciplinar de Investigacéo
Biomédica, Instituto Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar,

Universidade do Porto)



AGRADECIMENTOS

AGRADECIMENTOS

A realizacao deste trabalho nao teria sido possivel sem o contributo de varias pessoas
que direta ou indiretamente possibilitaram o seu desenvolvimento, e as quais nao

posso deixar de prestar 0 meu agradecimento.

A Comiss&o Coordenadora do Mestrado em Medicina Legal, em especial & Professora
Doutora Maria José Pinto da Costa, pela oportunidade em frequentar este ciclo de

estudos.

A Professora Doutora Berta Martins, por toda a ajuda prestada ao longo da realizac&o
deste trabalho. Pelo apoio e incentivo, paciéncia, compreensdo e tolerancia nos
momentos mais dificeis. Com a Professora tive oportunidade ndo s6 de enriquecer o0s

meus conhecimentos como também crescer enquanto pessoa.

A minha co- orientadora, Mestre Andreia Bettencourt um agradecimento especial, pela

compreensdao, ajuda, disponibilidade. Obrigado por tudo!

A Dr.2 Sofia, por me ter dado todo o suporte clinico necessario, pelas correcdes

clinicas e pelo apoio demonstrado. Muito Obrigado!

Agradeco as Mestres Sandra Maia, Oriana Marques, e a D. Maria Rebelo pela

simpatia, boa disposicao e incentivos.

Agradeco o apoio e a boa disposicdo da “Boleixinha”, Joana e Daniela C. minhas

colegas de mestrado.
A Mestre Claudia Carvalho e & Mestre Barbara Leal, agradeco toda a ajuda.

Aos amigos que estiveram sempre presentes, até mesmo nos momentos menos bons,

um obrigado e um grande beijinho pela forca, incentivo, apoio e compreenséo.

Ao meu marido, por ter de me aturar nestes momentos mais dificeis, pelo apoio e

incentivos que sempre demonstrou.

Agradeco em especial aos meus pais, pois sem eles ndo seria possivel a
concretizacdo deste projeto. O meu muito obrigado, por tudo aquilo que fazem por

mim. Um beijinho do tamanho do mundo!



PUBLICACOES

Parte dos resultados observados foram apresentados em formato de poster no
Symposium “Chronic Inflammatory Disorders of the Lung”, realizado em Freiburg,
Alemanha, 28 e 29 de Setembro de 2012.

Sofia Neves, Dina Lopes , Antonio Morais, Claudia Carvalho, Andreia Bettencourt,
Barbara Leal, Patricia Mota, M2 Brito, Silvia Torres, Sandra Maia, Paulo P Costa; Berta
M Silva; Associations of HLA-DRB1 genotype with clinical expression of sarcoidosis in
portuguese patients; 2012



RESUMO

RESUMO

A sarcoidose é uma doenca sistémica, que se caracteriza por uma inflamacao
granulomatosa, que atinge os pulmdes (90%), coracdo, sistema linfatico, pele, olhos e
cérebro, cuja incidéncia varia de acordo com a idade, género, etnia e origem
geografica. Afeta preferencialmente jovens adultos, ainda que criancas também
desenvolvam sarcoidose.

A apresentacao clinica da doenca é variavel, podendo ser assintomatica, aguda
ou insidiosa. Cerca de 30% dos individuos afetados manifesta um quadro clinico
distinto, denominado de Sindrome de Lofgren, que se caracteriza pela presenca de
eritema nodoso, poliartralgias e adenopatias hilares bilaterais e/ou paratraqueais.
Normalmente estes doentes tém bom prognastico.

Os sintomas mais comuns na sarcoidose sdo perda de peso, tosse, dispneia
(casos graves), artralgias e cansaco. O diagnostico geralmente € estabelecido com
base em alteracfes radiograficas e exames histopatoldgicos.

A etiologia da sarcoidose permanece desconhecida, apesar de terem sido
implicados agentes infeciosos e fatores ambientais e ocupacionais. A exposi¢do do
doente a determinados agentes desencadeantes € sempre guestionada pelo médico.
De facto, o contacto permanente do paciente com esses agentes desencadeantes
pode implicar possiveis limitagdes na sua vida profissional e social, pelo que esse
contacto deve ser evitado. Neste contexto a legislacdo portuguesa contempla, através
da tabela nacional de incapacidades, (temporarias ou permanentes) o grau de
incapacidade devido as limitacdes fisicas e psiquicas.

A agregacao familiar e a alta prevaléncia e incidéncia da sarcoidose em alguns
grupos étnicos, sugerem a contribuicdo de fatores genéticos. Genes HLA da classe I
do locus DRB1, em particular HLA-DRB1*03 e HLA-DRB1*15, tém sido associados a
um risco acrescido e a diferentes fenotipos da doenca.

Genes ndo-HLA localizados na regido MHC também tém sido descritos como tendo
um papel importante na apresentacdo clinica e no fendtipo da sarcoidose,
nomeadamente o gene Butyrophilin like 2 (BTNL2). Diversos estudos tém
demonstrado associagéo do alelo A do polimorfismo rs2076530 (G/A) do gene BTNL2

com um aumento da suscetibilidade & doenca.



RESUMO

Neste trabalho procuramos responder a trés questdes:

* Qual o contributo da identificagéo dos alelos do locus HLA-DRB1 e do
polimorfismo rs2076530, na decisdo da atribui¢cdo de incapacidade por
doenca profissional?

* Qual o contributo desses polimorfismos para o risco de desenvolver
sarcoidose?

+ Estdo estes genes implicados na apresentacdo clinica e curso da

doenca?

Neste estudo, foram investigados 106 doentes com sarcoidose, proveniente da
regido norte do pais. Os doentes foram recrutados da consulta externa da Unidade de
Pneumologia do Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia e Espinho e do Hospital de
S&o Jodo. Foram recolhidos dados clinicos e demograficos, como a idade e o sexo. A
populacéo controlo era constituida por 282 individuos para analise genética dos alelos
HLA-classe Il. Para determinacdo das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo rs2076530 foi utilizada uma populacdo controlo constituida por 118
individuos. Ambos os grupos controlo eram constituidos por individuos saudaveis sem

patologia conhecida.

Neste trabalho verificou-se que a frequéncia do alelo HLA-DRB1*01 em
doentes estava significativamente diminuida, quando comparada com a populacdo
controlo (10% vs 23%, OR = 0,379, IC = 0,192-0,750, p = 0,004). Considerando
doentes com Sindrome de Lofgren e doentes ndo-Lofgren, verificou-se que a
frequéncia do alelo DRB1*01 estava aumentada nos doentes Lofgren (25% vs 7%; OR
= 0,225; IC = 0,061-0,833, p = 0,017). Quando comparamos doentes Lofgren com
populacdo controlo, a frequéncia do alelo DRB1*03 estava significativamente
aumentada nos doentes (35% vs 16%, OR = 2,913, IC = 1,100-7,710, p = 0,025), ao
contrario do alelo DRB1*04, cuja frequéncia estava diminuida no mesmo grupo (5% vs
24%, OR=0,162, 1C-0,021-1,236; p=0,046).

Quando comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo
rs2076530 entre doentes e populacdo controlo, ndo foram encontradas associacbes
estatisticamente significativas. Também ndo foram encontradas associacfes
estatisticamente significativas quando comparamos doentes Lofgren vs doentes nao-

Lofgren.



RESUMO

Este estudo revela a importancia da estratificacdo dos doentes na
determinacgéo do risco e fenotipo da doenca. A tipagem HLA pode ser util para prever
a expressao clinica da sarcoidose. Associacdes especificas com alelos HLA podem ter
implicagbes no acompanhamento e tratamento do doente.

N&o encontramos associacdo da doenca com o polimorfismo rs2076530. No
entanto, as frequéncias observadas sdo semelhantes as obtidas por outro investigador
[Morais et al., Respir Med, 2012. 106(12):1771] numa populacdo portuguesa, que,
numa amostra de maior dimensdo, demonstrou uma associacao significativa. Ainda
ndo € claro o eventual papel da BTNL2 na patogénese da sarcoidose. Uma hipétese
gue tem sido avancada € que esta associacao pode ser o resultado de desequilibrio

de ligacdo deste polimorfismo com alelos HLA-classe |I.

Em doentes com contacto frequente com agentes causais, a genotipagem
podera ser importante para determinar o tipo de acompanhamento e tratamento.
Marcadores genéticos associados a um pior prognostico, podem ser Uteis para
determinar a probabilidade de o doente vir a desenvolver incapacidade temporaria
e/ou permanente, devido a complicacdes psicoldgicas, respiratorias ou neuroldgicas,

entre outras.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Sarcoidosis is a systemic disease that is characterized by granulomatous

inflammation affecting the lungs (90%), heart, lymphatic system, skin, eyes and brain.
Disease presentation varies with age, gender, ethnicity and geographic origin. It
preferentially affects young adults, although children also develop sarcoidosis.
About 30% of individuals manifest a clinical distinct presentation, the Lofgren’s
Syndrome, which is characterized by the presence of erythema nodosum, bilateral hilar
or paratracheal lymphadenopathies and polyarthralgia. Usually these patients have
good prognosis.

The most common symptoms are weight loss, cough, dyspnea (in severe
cases), arthralgia and fatigue. The diagnosis is usually established on the basis of
radiographic and histopathological examinations.

Although infectious agents and occupational and environmental factors have
been implicated, the etiology of sarcoidosis remains unknown. The exposure of the
patient to certain triggering agents is always investigated by the doctor, because
restrictions to personal and professional life may be warranted, as prolonged contact
with any causative agent is to be avoided. In this context the Portuguese legislation
contemplates, through the national table of disabilities (temporary or permanent), the
degree of disability due to physical and psychological limitations.

Familial aggregation and the high prevalence and incidence in some ethnic
groups suggest an important contribution of genetic factors. HLA - DRB1, particularly
HLA-DRB1*03 and HLA-DRB1*15, have been associated with disease risk and with
different phenotypes of sarcoidosis.

Non-HLA genes positioned in the MHC region have also been described as having an
important role in the clinical presentation of sarcoidosis, and in its phenotype, such as
the Butyrophilin like 2 (BTNL2) gene. Several studies have demonstrated association

of the A allele of the polymorphism rs2076530 BTNL2 gene with disease susceptibility.
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ABSTRACT

This study aims to answer three questions:

* What is the contribution of the HLA-DRBL1 alleles and of the rs2076530 polymorphism

for the decision to award disease disability for occupational disease?
* What is the contribution of these polymorphisms to the risk of developing sarcoidosis?

* Are these genes involved in the clinical presentation and course of the disease?

This study investigated 106 patients with sarcoidosis, from the north of the
country. Patients were recruited from the outpatient clinic of the Unidade de
Pneumologia do Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia e Espinho and of Hospital de
Sédo Jodo. Clinical and demographic data such as age and sex was collected. The
control population for genetic analysis of HLA- class Il comprised 282 subjects. For
determination of rs2076530 allele and genotype frequencies the control population
consisted of 118 individuals. Control groups consisted of healthy individuals with no

known pathology.

In this work it was found that the frequency of the HLA-DRB1*0lallele was
significantly decreased in patients when compared to the control population (10% vs.
23%, OR = 0.379, Cl = 0.192 to 0.750, p = 0.004). We also found that the DRB1*01
allele frequency was increased in Lofgren patients (25 % vs. 7%, OR = 0.225 Cl =
0.061 to 0.833, p = 0.017). When comparing patients with Lofgren with the control
population, the frequency of DRB1*03 allele was significantly increased in patients (35
% vs 16 %, OR = 2.913, Cl = 1.100 to 7.710, p = 0.025), unlike the DRB1*04 allele,
which frequency was decreased in the same group (5% vs. 24%, OR = 0.162 Cl 0.021-
1-0, 236, p = 0.046).

When comparing the genotypic and allelic frequencies of the rs2076530
polymorphism between patients and control population, we found no statistically
significant associations. We also found no statistically significant associations when

comparing patients with Lofgren Syndrome and patients without Lofgren Syndrome.
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ABSTRACT

This study highlights the importance of stratification of patients to determine
disease risk and phenotype. HLA typing may be useful to predict the clinical
manifestations of sarcoidosis. Associations with specific HLA alleles may have
implications for patient treatment and follow-up.

We found no association of the disease with the rs2076530 polymorphism; however,
the observed frequencies are similar to those reported by another researcher [Morais
et al., Respir Med, 2012. 106(12):1771] in a Portuguese population. In a larger sample,
they were able to demonstrate a significative association. It is not clear yet what role
BTNL2 may play in the pathogenesis of sarcoidosis. It has been hypothesized that it

could be the result of linkage disequilibrium with HLA-class 1l alleles.

In sarcoidosis patients who develop the disease due to exposure to particular
agents, genetic typing could be important in patient management. Genetic markers
associated with poorer prognosis, may prove useful to determine the likelihood that the
patient will develop temporary and/or permanent disability due to psychological,

respiratory, or neurological complications, among others.
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INTRODUCAO

A Sarcoidose € uma doenca granulomatosa inflamatoria de etiologia
desconhecida, que afeta preferencialmente os pulmdes, sistema linfatico, coracéo,
pele, sistema nervoso central e olhos. A sarcoidose representa uma doenca
multissistémica e clinicamente relevante. A sua etiopategenia ndo estd esclarecida,
ainda que estudos efetuados nos ultimos anos tenham evidenciado uma resposta
imune alterada, desencadeada por antigénios inespecificos em individuos
geneticamente suscetiveis. Varios agentes etioldgicos, incluindo organismos
microbianos e agentes ambientais tém sido referenciados como causadores da
doencga, mas sem resultados conclusivos. Diferencas na incidéncia da doenca entre
grupos étnicos e a agregacao familiar suportam a hipotese de que o envolvimento

genético existe.
1.1 Incidéncia e prevaléncia da sarcoidose

A sarcoidose é uma doenca de incidéncia mundial afetando pessoas de todas
as idades, géneros e etnias[1]. A apresentacdo clinica da doenca é variavel existindo

mesmo uma elevada percentagem de individuos que nunca manifestam a doenca [2].

Tém sido adotados ao longo dos anos varios métodos na tentativa de melhor
caracterizar a dimensdo da doenca. O rastreio em massa com radiografia do torax foi
dos primeiros métodos utilizados, dado que 90% dos doentes apresentam alteracdes
radiogréaficas [3]. Na Finlandia a prevaléncia encontrada foi de 28.2/100 000 habitantes
e a incidéncia foi de 11.4/100 000 habitantes. O recurso a registo de bases de dados
nacionais permitiu calcular a incidéncia da sarcoidose na regido noroeste dos Estados
Unidos da América (EUA), em cerca de 4,8 casos/100 000 habitantes. Na Dinamarca,
0 recurso ao registo nacional de doentes (entre os anos de 1980-1994), o qual
continha informacgBes sobre idade, sexo e residéncia permitiu identificar cerca de 7.2
casos/100 000 habitantes. Foi ainda reportada uma diferenca na incidéncia da doenca
entre a regido Oeste (8.4/100 000) e a regido Este (5.7/100 000) do pais[4].

Na Bélgica o recurso ao método de questionarios estandardizados, acessiveis
a todos os pneumologistas e com critérios de diagndstico especifico de sarcoidose,
permitiu calcular a prevaléncia da doenca em 1.33 casos/100 000 habitantes e uma
incidéncia de 0.17/100 000 habitantes[5]. lamaguchi e colaboradores, utilizaram o
mesmo método numa populacdo japonesa, nos anos de 1972 e 1984, comparando
assim a evolucdo da doenca ao longo do tempo. Os resultados demonstraram que em

1972 existia uma prevaléncia de 3.0/100 000 nos homens e uma prevaléncia de
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3.3/100 000 nas mulheres. Em 1984, verificou que a prevaléncia da sarcoidose tinha

aumentado para 3.8/100 000 nos homens e para 5.6/100 000 nas mulheres[6].

O recurso a registo de autépsias também permitiu determinar a prevaléncia
e/ou incidéncia da sarcoidose. Em 1964, Hagerstrand e Linell descreveram 43 casos
de sarcoidose detetados em 6706 autdpsias, numa populagdo sueca [7]. Nos EUA
uma revisdo de ficheiros médico-legais num periodo de sete anos, revelou que em

9324 autdpsias existiam 31 casos de sarcoidose com envolvimento cardiaco [8].
Em Portugal a verdadeira incidéncia/prevaléncia da doenca néo é conhecida.
1.1.1 Variagdo da prevaléncia e incidéncia de acord o com a idade, etnia e sexo

A incidéncia da sarcoidose € superior nos afro-americanos cerca de 35.5
€aso0s/100.000 habitantes enquanto nos individuos de descendéncia europeia é de
apenas 10.6/100.000 habitantes. Verifica-se também que a incidéncia da doenca é
consistentemente mais elevada em mulheres afro-americanas (39.1/100 000) quando
comparadas com homens afro-americanos (29.8/100 000). A incidéncia é menor em

individuos de descendéncia europeia (fig. 1)[9].
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Figura 1. Incidéncia da sarcoidose na relagdo etnia e sexo. Adaptado de: Rybicki et al, 1997

Byg e colaboradores descreveram, numa populacdo dinamarquesa, uma
diferenca da incidéncia da sarcoidose de acordo com o sexo e a idade. Nos homens o
pico de incidéncia da doenca verificava-se entre os 30 e os 34 anos (14.8/100 000) e
nas mulheres entre os 25-29 e os 65-69 anos (10.5/100 000 e 11/100 000

respetivamente)[4].
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1.1.2 Incidéncia e prevaléncia em criangas

A sarcoidose é pouco comum em criangas. Um estudo realizado na Dinamarca
concluiu que a incidéncia da doenca era de 0.06 casos/100 000 habitantes em
criancas com menos de 4 anos e de 1.02 casos/100 000 habitantes em criangas entre
0s 14 e os 15 anos [10].

1.2 Caracteristicas clinicas da sarcoidose

A caracteristica clinica mais visivel na sarcoidose sdo 0s granulomas
epitelioides ndo caseosos encontrados em Vvarios 6rgdos (fig. 2). A sarcoidose pode
apresentar-se de forma assintomatica, aguda e/ou insidiosa. Os doentes quando
assintomaticos sado diagnosticados através de radiografias pulmonares realizadas
durante exames de rotina. [1]. A forma aguda desenvolve-se de maneira abrupta, num
periodo de poucas semanas e representa cerca de 20 a 40% do total dos casos de
sarcoidose. Os principais sintomas sao febre, suores noturnos, fadiga e perda de
peso; em casos mais graves existe desconforto abdominal, dispneia, tosse e toracalgia
[1, 11]. Cerca de 30% dos individuos manifesta um quadro clinico distinto, denominado
de Sindrome de Lofgren , que se caracteriza pela presenca de eritema nodoso,
poliartralgias e adenopatias hilares bilaterais e/ou paratraquais. A apresentacao clinica
€ distinta entre homens e mulheres. O eritema nodoso observa-se predominantemente
em mulheres enquanto nos homens sao comuns poliartrites inflamatorias do tornozelo.
Dois tergos destes doentes apresentam remissédo apdés trés anos de diagndstico, sem
sequelas ou consequéncias [12, 13], sendo por isso considerada uma forma menos
severa da doenca.

A forma insidiosa da sarcoidose desenvolve-se ao longo do tempo (meses) e
traduz-se por queixas respiratérias sem sintomas constitucionais. Estes doentes
frequentemente desenvolvem sarcoidose crénica, com lesdes permanentes nos

pulmdes e outros 6rgéos, ocorrendo a morte em 1-6% dos casos [14, 15].

1.3 Envolvimento sistémico da sarcoidose
1.3.1 Envolvimento pulmonar

A sarcoidose pulmonar € uma doencga intersticial, na qual o processo

inflamatorio pode envolver os alvéolos, bronquios e pequenos vasos sanguineos.
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Verificam-se alteracdes na telerradiografia pulmonar em 86 a 92% dos doentes.
O estadiamento radiologico na sarcoidose é baseado na presenca de adenopatias e
alteracdes parenquimatosas pulmonares com ou sem fibrose (tabela 1)[16]. As
adenopatias sdo tipicamente hilares, bilaterais, simétricas e n&o compressivas
enquanto o envolvimento pulmonar é habitualmente bilateral, simétrico e difuso[17].
Estes critérios foram estabelecidos pela WASOG (World Associations of Sarcoidosis

and Other Granulomatous Disease), em 1958 e é usada ainda hoje.

Tabela 1. Classificagdo Radioldgica de scadding

Estadios da sarcoidose

Estadio O Inexisténcia de achados intra-torcicos
Estadio | Adenopatias
Estadio Il Envolvimento parenguimatoso e adenopatia

Estadio Il | Envolvimento parenquimatoso sem adenopatia

Estadio IV Fibrose pulmonar

A probabilidade de remissédo espontanea depende do estadio radiolégico inicial.
Dos doentes no estadio I, 55 a 90% evoluem para cura; no estadio Il, 40 a 70%
evoluem para cura; no estadio Ill, 10 a 20% evoluem para cura e no estadio IV ndo ha
cura[16].

Os sintomas mais comuns incluem tosse, desconforto no peito e nas formas
mais avancadas da doenca a dispneia € a queixa mais comum. Cerca de 65% dos
doentes apresenta alteracdo ventilatéria restritiva e 50% doencga obstrutiva. Apesar de
geralmente estar associada a fibrose, a hipertensao arterial pulmonar (HAP) pode
ocorrer em qualquer estadio da doenca. O envolvimento da circulacdo pulmonar
associa-se a uma alta taxa de morbi-mortalidade, sendo a taxa de sobrevivéncia

destes individuos inferior em comparacédo com individuos sem HAP (59% vs 96%)[18].

1.3.2 Envolvimento sistema linfatico

A sarcoidose com envolvimento do sistema linfatico afeta sobretudo a zona

cervical, pulmonar, axilar e inguinal. A adenomegalia é discreta, indolor e mével. A
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esplenomegalia € minima e silenciosa, mas pode causar sensac¢do de pressdo no

abdoémen, anemia, leucopenia e trombocitopenia [19-21].

1.3.3 Envolvimento cutaneo

O envolvimento da pele é comum, afetando cerca de 25 a 35% dos doentes. As
lesbes sarcoides na pele permitem efetuar um diagnostico precoce através da
realizacdo de biopsias (exame histopatologico). Maculas, papulas e placas séo
algumas das lesdes encontradas, particularmente nas zonas do pescoc¢o, nuca, parte
superior das costas e tronco (fig. 3). Em afro-americanos as lesbes sarcoides
provocam despigmentacao e cicatrizes[22, 23].

O lapus pérnio é uma manifestagdo cutédnea de sarcoidose que se caracteriza
pelo aparecimento de purpuras, infiltradas e endurecidas, surgindo preferencialmente
nos labios, nariz e orelhas (fig. 3). Embora raro, € frequente em mulheres afro-
americanas e esté associado a sarcoidose cronica e envolvimento extrapulmonar[23].
As lesBes mantém-se por periodos prolongados (a remissdo esponténea € rara) e sao
dificeis de controlar farmacologicamente [22].

Figura 2. Exemplos de lesdes cutaneas A: placas sarcoidédticas; B lesbes caracteristicas do

lGpus pérnio. Adaptado de lannuzi 2007

Cerca de 10% dos doentes com sarcoidose apresenta eritema nodoso, que
resulta de um quadro de inflamacéo dos adipdcitos cutaneos (paniculite) e encontra-se

associado a doenca aguda e bom prognéstico [1, 14, 15].
1.3.4 Envolvimento Neurolégico

Estudos realizados em autépsias indicam que 25% dos casos de
sarcoidose com envolvimento neuroldégico sdo detetad 0s poés-mortem [14].

Manifesta¢des neuroldgicas ocorrem normalmente apés 2 anos do diagnostico inicial e



INTRODUCAO

caracterizam-se por disestesias e dor periférica [24]. Surge por volta dos 33-40 anos e
€ mais comum afro-americanos e em mulheres (64%)[25]. As diferentes manifestacdes
clinicas Do envolvimento neuroldégico na sarcoidose e 0 seu prognostico estdo
descritas na Tabela 2 [24].

Geralmente os casos de neurosarcoidose estdo associados a envolvimento da
pele (30%), dos pulmdes (88 a 94%) e dos olhos (37 a 55%) [17, 24] .

Tabela 2. Manifestagdes clinicas da neurosarcoidose e 0 seu progndstico

(++++ bom prognéstico; + mau prognéstico). Adaptado de Nozaki 2012

Prognostico
Neuropatias
cranianas:
- Nervo ético ++
- Nervo facial ++++
§ Meningite aguda ++++
=
8 Meningite cronica ++
(]
0
& ~
g Convulsdes ++
QL
c . .
] Mielopatia +
=
Hidrocefalia ++
Net_;rppatla i
periférica
Miopatia +++

1.3.5 Envolvimento ocular

O comprometimento ocular ocorre em 25 a 80% dos doentes. As uveites
anteriores sdo a manifesta¢@o clinica mais comum, ocorrendo em 65% dos casos.
Estas uveites podem originar glaucomas e perda de visdo. Uveites do segmento
posterior sédo reportadas em 30%. Viséo turva, lacrimejar constante, fotofobia e olhos

secos sdo sintomas frequentes quando existe envolvimento ocular[14, 26].
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1.3.6 Envolvimento Cardiaco

O envolvimento cardiaco na sarcoidose € frequente na populacdo japonesa
(77%) [17], particularmente em mulheres com idade superior a 50 anos, e raro em
populacBes europeias e americanas (5%). Manifesta-se por blogueio atrio-ventricular,
hiperexcitabilidade ventricular, taquicardia ventricular e morte subita. Granulomas
sarcoidoticos sdo encontrados em 25% dos doentes ex  aminados post-mortem .
[1, 14]

1.3.7 Figado e pancreas

Em cerca de 60% dos doentes o envolvimento hepatico € assintomatico,
associado a funcdo hepatica normal ou ligeiramente alterada. E comum em afro-
americanos e americanos de descendéncia europeia.

A sarcoidose pancreatica é rara, com uma prevaléncia de 1 a 5% (registos
médico-legais). A apresentagdo clinica manifesta-se por inflamag&o tecidual e/ou
obstrucao ductal, sendo necessario fazer diagnostico diferencial com pancreatite ou

cancro pancreatico, dificultando o diagnoéstico [14, 27].

1.3.8 Envolvimento Renal

O envolvimento renal na sarcoidose é detetado em 20% das autdpsias. Resulta
da presenca de granulomas nos rins ou pela alteracdo do metabolismo do calcio[28].

A hipercalcidria manifesta-se em cerca de 40-62% dos doentes no entanto, a
sua patogénese na sarcoidose ndo esta totalmente esclarecida. Pode provocar
nefrocalcinose, nefrolitiase (10%) e raramente diabetes insipidus nefrogénico.

A hipercalcemia € a consequéncia menos comum (5-11%) nos doentes com
sarcoidose. Pode ser transitéria ha forma subaguda ou tornar-se permanente na forma
crénica. Manifesta-se por desidratacdo, polilria, nauseas, dor abdominal, entre
outras[28, 29].

1.4 Diagnostico da sarcoidose

A sarcoidose é um diagnostico de exclusdo estabelecido de acordo com:
- Presenca de granulomas ndo caseosos [estes ndo permitem estabelecer o
diagnostico definitivo pois sdo comuns em outras doengas como tuberculose, linfomas

e tumores epiteliais (da mama e do pulméao)] [30-33];
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- Exclusédo de doencas especificas que possam apresentar quadro clinico
semelhante, como por exemplo, tuberculose e beriliose, entre outras;

- Confirmacao histopatoldgica, (frequente nos casos de Sindrome de Lofgren);

- Radiografia do térax e lavado broncoalveolar (LBA). Tipicamente o LBA revela
linfocitose, niveis de granul6citos normais e/ou baixos e aumento da razao
CD47/CD8'[34]. Recentemente foi demonstrado que o padrdo celular pode facilitar o
diagnéstico diferencial visto que o aumento de mastdcitos no LBA parece estar
associado a um pior progndstico[35, 36].

O envolvimento granulomatoso em pelo menos dois 6rgaos torna o diagnostico

mais preciso [19].
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Figura 3. Esquema proposto para abordagem de diagnéstico na sarcoidose. Adaptado de Robert
Baughman 2011

1.4.1 Exames complementares de diagnostico (ECD)

* Radiografia do térax (permite avaliar o comprometimento pulmonar e

definir estadios radiograficos);

* Broncoscopias [permite obter tecido pulmonar para biopsia. A biopsia
transbronquica (BTB) diagnostica cerca de 40 a 90% dos casos,
enquanto a biopsia aspirativa com agulha fina transbrénquica

diagnostica 63 a 90% dos doentes com adenopatias hilares];

* Pletismografia que permitem avaliar  a fungdo pulmonar;
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* TAC (Tomografia Computorizada Axonal)

* TAC por emissdo de positrons (PET-CT), com flurodeoxyglucose (F-
FDG) ajuda a caracterizar a natureza sistémica da sarcoidose, pois
permite descriminar se as condensac¢fes pulmonares correspondem a
inflamag&o ativa ou a fibrose. O recurso a este procedimento € de custo

elevado e tem sido contestada a sua utilizagdo como ECD [35, 37].

* RMN (Ressonancia Magnética Nuclear), permite detetar les6es
sarcoides em 6rgdos especificos, como o cérebro, musculo e 0ssos[38].
 ECA (Enzima Conversora de Angiotensina). Estudos indicam que esta
enzima se encontra aumentada em 80% dos casos agudos e em 20%
dos casos cronicos (no entanto este teste deve ser avaliado com outros

parametros indicadores da doenca).

1.5 Tratamento

O tratamento na sarcoidose permite modificar o processo granulomatoso e alterar a
expressao clinica da doenca. O mecanismo de acdo dos farmacos € parcialmente
conhecido, sendo que a maioria atua ao nivel do TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha)
que desempenha um papel importante na iniciacdo e perpetuacao da sarcoidose. Nao
existem protocolos que permitam definir qual o tratamento, nem quando deve ser
iniciado. Cerca de 20 a 70% dos doentes requer terapia e a decisdo de tratar estes
doentes é definida por trés fatores: risco de disfuncdo severa ou danos irreversiveis

em Orgaos vitais, risco de morte ou de sintomas constitucionais incapacitantes[17].

1.6 Fatores desencadeantes da sarcoidose

A causa da sarcoidose permanece desconhecida, no entanto estudos referem
associagbes com microrganismos, metais, poeiras organicas e inorganicas e auto
antigénios. Atualmente a teoria mais aceite € que agentes ambientais infeciosos
desencadeiam eventos imunoldgicos e inflamatdrios, em pessoas geneticamente
suscetiveis. A natureza heterogénea da doenca sugere que possa ser causada por

multiplos agentes, resultando em diferentes padrées da doenca [39].

10
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1.6.1 Agentes infeciosos
1.6.1.1 Mycobacterium

O papel do Mycobacterium na etilogia da sarcoidose ndo esta totalmente
esclarecido. Hance (1998) e Richter (1999), através da andlise a tecidos sarcoidoticos
ndo encontraram evidencias de DNA (Acido desoxirribonucleico) micobacteriano[40].
Moller e colaboradores relatam a presenca de péptidos micobacterianos em tecidos
sarcoides. Estes investigadores descrevem que agregados micobacterianos podem
induzir uma resposta imune T helperl (Thl) associada a uma resposta patogénica

humoral na sarcoidose [40].

1.6.1.2 Propionibacterium acnes

A bactéria comensal Propionibacterium acnes, que vive predominantemente na
flora cutdnea é outro organismo que tem sido implicado na etiologia da sarcoidose
pela notavel capacidade de induzir respostas inflamatérias granulomatosas em
modelos experimentais e regular a expressdo da MCP-1, uma citocina com um papel
importante na formacdo de granulomas na tuberculose, sarcoidose e outras doencas
granulomatosas[40]. Esta bactéria foi detetada em 78% de tecidos sarcoidoticos e foi
também demonstrado que existe uma resposta de anticorpos em 40 % de amostras de
tecidos sarcoidédticos através do LBA quando comparadas com 5% de individuos
saudaveis. Tal como a controvérsia gerada pelo facto de que o Mycobacterium possa
ser o causador da doenca, 0 mesmo acontece com a Propionibacterium, isto porque &
um organismo comensal que também pode ser encontrado nos intestinos, ganglios

linfaticos e tecido pulmonar de individuos saudaveis [39, 40]

1.6.1.3 Virus

A infec&o viral tem sido proposta como fator desencadeante da sarcoidose, no
entanto, uma importante limitagdo desta hipotese é o facto de nao explicar a formacgéo
de granulomas epitelioides, tipicos da doenca. O EBV (Epstein-Barr Virus) e outros
virus “herpes-like” tém sido associados a sarcoidose. Anticorpos séricos contra estes
virus tendem a ter um valor elevado em doentes com sarcoidose comparativamente a
individuos saudaveis. Nagate e colaboradores demonstraram a existéncia de DNA do
virus (HHV) -6 (Human Herpes Virus) no LBA de doentes com sarcoidose, no entanto

esta espécie também foi encontrada em individuos saudaveis [39, 40].

11
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1.6.2 Fatores ambientais

by

Agentes ambientais tém sido associados a etiologia da sarcoidose. Esta
hipétese é sustentada pela variacdo sazonal da doenca e pela ocorréncia em grupos
profissionais ou isolados geograficamente [41]. Exposi¢cdo a metais, poeiras, fumos e
antigénios organicos podem causar doencas granulomatosas, dificeis de distinguir
clinicamente da sarcoidose, o que revela a importancia de uma pesquisa cuidada
sobre exposicdes ambientais e ocupacionais quando se faz o perfil clinico dos
doentes[42].

Um estudo realizado entre 1996 e 1999, ACCESS (“A Case Controlled Etiologic
Study of Sarcoidosis”) nos EUA, explorou as caracteristicas clinicas da doenga, as
diferentes etiologias ambientais e comparando casos e controlos.[43-45].

Dos agentes ambientais positivamente associados a sarcoidose, destacam-se
0s inseticidas e pesticidas. Importantes associa¢gfes negativas como a associacao
com o cigarro foram encontradas (fumadores ativos ou fumadores passivos).
Componentes do cigarro parecem provocar uma reducdo da resposta imune das
células-T nos pulmdes, reduzindo a resposta antigénio-especifica e promovendo
resposta T helper 2 (Th2)[46].

Outras associacdes negativas foram encontradas com pelo de gato e penas.
Estes agentes tém em comum o facto de estarem associadas a doencas alérgicas
(resposta Th 2), sugerindo que agentes causadores de alergias possam diminuir o

risco de desenvolver sarcoidose[45].

Tabela 3. Exposi¢cdes ambientais e ocupacionais com ou sem associagéo a sarcoidose

Associagdes Positivas Associaces Negativas

Agricultores Tabaco

Inseticidas (local trabalho) Creches

Pesticidas (local trabalho) Gatos

Bolor/Mildio Poeiras de origem animal
Penas

Sem associagéo Indeterminadas

P6 de madeira Bombeiros

Pélen de pinho Militares

Metais

Silica ou talco
Profissionais de saude

12
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1.7 Imunopatogénese

A reacdo sarcoidética envolve uma interacdo entre macréofagos e linfocitos T
CD4*. Os mondcitos sdo recrutados do sangue para os tecidos, tornando-se
macrofagos residentes (histiocitos) com a funcdo de degradar o agente desencadante
da sarcoidose. Acredita-se que este agente seja de degradacdo lenta, levando a
formacdo de granulomas cronicos [16]. O antigénio responsavel pelo recrutamento de
macrofagos € processado e apresentado aos linfécitos T CD4" pelo complexo major
de histocompatibilidade (MHC). Na persisténcia do estimulo antigénico, os histiécitos
transformam-se em células epitelioides através da agdo das citoquinas libertadas
pelos linfocitos T CD4 que infiltraram o local. As citoquinas apresentam padrdo T
helper 1 (Thl), com producédo de IL-2, INF-y, TNF-a, IL-12, IL-15, IL-18, levando a
formagéo do granuloma. No decorrer do processo granulomatoso pensa-se que existe
uma mudanga da resposta imune para o perfil de citoquinas Th2, que favorecem a
fibrogénese, da qual resulta fibrose pulmonar [14, 16, 39, 47, 48].

>
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Figura 4. Resposta inflamatéria na sarcoidose com formacao de granuloma.
Adaptado de Baughman 2011

Os granulomas apresentam estrutura compacta e dindmica, composta

essencialmente por macrofagos jovens recrutados continuamente, circundados por
linfécitos T CD4" e linfocitos B[16].
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Figura 5. Constituicdo granuloma sarcoiddtico. Adaptado de Aliya Noor, 2007 e de Daldon 2007

1.8 Sarcoidose e fatores genéticos

Varios fatores sugerem predisposicao genética para a sarcoidose, como a
incidéncia em aglomerados familiares, diferentes prevaléncias, tipo de apresentacao
clinica e grau de severidade, associados a diferentes etnias e regides geograficas [44,
49]. A pesquisa de fatores genéticos que influenciam a suscetibilidade para a doenca
tem sido investigada em genes localizados em varios cromossomas. Umas das
regides mais explorada é a do MHC localizado no bracgo curto do cromossoma 6 (Fig.
7) [50, 51].

C X (¢ ) Cromossomo 6

DP OM LMP  TAP D0Q

1A1 81 A1 1 B4S A 2HSPTNF B C A
<= |} DD amad oo o I]] 0000 -
Regido centromérica Regido telomérica
—_ ) U Y,
s Classe Il Classe lll Classe |

Figura 6. Cromossoma 6 e regido do MHC

14



INTRODUCAO

1.8.1 Sarcoidose e genes HLA (Human Leucocyte Antig  en)

O MHC é a regido cromossOmica mais polimérfica do genoma humano e é
fundamental para o desenvolvimento e funcionamento do sistema imune. Foi
descoberto como resultado de estudos efetuados em ratinhos, conduzidos inicialmente
por Peter Gorer, em 1932 e mais tarde por George Snell, em 1940. Estes
investigadores concluiram que esta regido cromossdémica contém genes que
influenciam a compatibilidade dos transplantes. Foi, entdo, possivel observar através
de cruzamentos entre ratinhos de estirpes diferentes a existéncia de um locus major
que controla a rejeicdo de enxerto. O envolvimento destes loci no controlo da
compatibilidade de tecidos levou a que este grupo de genes fosse designado como
locus de histocompatibilidade (H). O locus dominante foi designado Complexo Major
de Histocompatibilidade . Na década de 50, Jean Dausset observou a existéncia de
aloantigénios em individuos politransfundidos. Foram realizados estudos genéticos,
serolégicos e moleculares a esses aloantigénios, que permitiram a identificacdo e
caracterizacao dos produtos génicos do MHC, localizados na superficie de leucdcitos,
razdo pela qual as moléculas MHC humanas séo designadas de HLA. Estes estudos
levaram a que George Snell e Jean Dausset, juntamente com Baruj Benacerraf,

recebessem o prémio Nobel em Fisiologia e Medicina.

No Homem, o MHC esté localizado no brago curto do cromossoma 6 na regido
6p21.3, enquanto nos ratinhos se localiza no cromossoma 17[52]. No Homem, o
complexo abrange 4,6Mb contém mais de 1000 genes, pseudogenes e fragmentos

génicos

Esta regido do genoma humano foi subdividida em trés regides, classe |, Il e I,
de acordo com a estrutura e fungdo dos produtos génicos (Fig. 5). O MHC existe em
todos vertebrados com uma organizagdo cromossOmica semelhante apesar de

localizado em cromossomas diferentes.

As primeiras descricbes da associacdo HLA-Sarcoidose, ocorreram em 1973,
guando Hedfors e Moller demonstraram associagdo com o antigénio HLA-B7 num

grupo de 50 doentes[53].
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Grunewald e colaboradores demonstraram que os alelos HLA-A*02, B*07 e
B*08 encontram-se associados a doenca persistente[54]. Estes resultados também
foram encontrados por Morais e colaboradores, numa populacdo portuguesa, embora
estatisticamente sem significado [51]. Atualmente sabe-se que alelos HLA- classe Il
tém um papel dominante na determinacdo do risco e do fenétipo apresentado pela
doenca [55-57]. A importancia da caracterizacdo fenotipica dos doentes na
determinacdo de marcadores genéticos na sarcoidose, tem sido referida por varios
investigadores. Numa populacdo de doentes suecos, Grunewald, reportou que o0s
alelos DRB1*03 e DRB1*14, sdo fatores de risco enquanto os alelos DRB1*01 e
DRB1*04 encontram-se constantemente associados a prote¢cdo, na comparagao entre
populacdo controlo e doentes. Quando compararam doentes Lofgren e ndo-Lofgren,
verificaram que o alelo HLA-DRB1*03 influenciava a severidade da doenca nos
doentes Lofgren e que os alelos DRB1*07, DRB1*14 e DRB1*15 estavam
relacionados com doenca nao resolvida. Estes resultados demonstram a importancia
da estratificacdo e caracterizacdo fenotipica, de uma populacdo em estudos de

associacao[58].

Um estudo realizado por Voorter e colaboradores, demonstrou uma associacao
fortemente positiva entre o haplétipo DQB1*0602/DRB1*1501 e a sarcoidose numa
populacdo holandesa de descendéncia europeia. Quando compararam subgrupos de
doentes, verificaram que esta associacdo era mais forte em doentes com pior

progndstico[59].

Rybicki e colaboradores, demostraram que genes DQB1 sdo mais importantes
para a suscetibilidade na sarcoidose em individuos Afro-Americanos [60]. Estudos
mais recentes reportaram que os alelos DRB1*15 e DRB1*14 estéo significativamente
associados a sarcoidose cronica em doentes escandinavos e os alelos B*07, DRB1*15
e DQB1*0602 conferem maior risco para sarcoidose persistente [54, 61]. DQB1*0602

DRB1*15, foram relacionados com o risco em doentes polacos e do reino unido[62].

Um importante estudo realizado por Sato, em grupos étnicos distintos (Reino
Unido, Holanda e Japéo), demonstrou diferencas nas frequéncias dos fendétipos de
sarcoidose, no entanto, subtipos clinicos apresentavam associacfes HLA semelhantes
independentemente da etnia. Verificaram que o alelo HLA-DRB1*01 e DQB1*0501 sao
protetores, contra todas as manifestaces clinicas de sarcoidose. Sarcoidose com
predominio pulmonar foi associada aos alelos DRB1*12 e DRB1*14. O alelo DRB1*03

foi associado a Sindrome de Lofgren, apenas em doentes holandeses e prote¢cdo em
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doentes britanicos; é pouco frequente na populacdo japonesa. O haplétipo DRB1*04-

DQB1*0301 foi descrito como fator de risco em doentes japoneses e britanicos [63].

General population

. Uveitis

Cardiac

Sarcoidosis

Lung predominant

Neuro

Léfgren’s Syndrome

Figura 7. Associacdo DRB1 e envolvimento sistémico. Adaptado de Sato, 2010

1.8.2 Sarcoidose e genes ndo-HLA

Varios investigadores referem que devido ao forte desequilibrio de ligagdo da
regido MHC, os alelos HLA podem ndo determinar diretamente a suscetibilidade a
doenca, e que as associa¢fes descritas sdo devidas a outros genes presentes na
mesma regido (genes ndo-HLA). O gene Butyrophilin like 2 (BTNL2), que se encontra
localizado na jungéo das regides classe Il e classe Il do HLA, é um gene candidato e
parece estar associado a suscetibilidade a sarcoidose[64, 65].

HLA-B
MICA

Figura 8. Localiza¢cdo do gene BTNL2 no cromossoma 6
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E membro das moléculas Butyrophilin-like (BTNLs) e apresenta homologia com
as moléculas CD80/CD86 (familia B7), expressas a superficie das células
apresentadoras de antigénio (APCs), fundamentais na resposta imune[65]. Em células
humanas o gene BTNLZ2, juntamente com células epiteliais da mucosa, é expresso em
células dendriticas (baco e ganglios linfaticos)[66] e células B (periféricas), consistente
com o papel na modelagédo da funcdo das APCs. Tem sido demonstrado que este

gene inibe a proliferacdo das células T e a producao de IL-2[67].

Polimorfismo rs2076530 do gene BTNL2

Vérios polimorfismos do gene BTNL2 tém sido estudados numa tentativa de
determinar o risco e o fenétipo apresentado pela doenca. Valentonyte e colaboradores,
demonstraram numa populacdo alema, uma associacdo do alelo A do polimorfismo
rs2076530 com um aumento da suscetibilidade para a sarcoidose[64],
independentemente dos alelos HLA[64].

Rybicki e colaboradores, estudaram o mesmo polimorfismo, em doentes
americanos de descendéncia europeia e em afro-americanos. Verificaram que este
SNP estava fortemente associado aos americanos[68].

Valentonyte e Rybicki compararam apenas doentes e populag¢édo controlo, ndo
estratificando os doentes de acordo com a Sindrome de Lofgren, uma forma aguda
geneticamente e fenotipicamente importante.

Milmen e colaboradores, descrevem o aumento do alelo A e do gendtipo AA,
numa populacdo dinamarquesa (o desequilibrio de ligacdo com o locus DRB1 e DQB1,
néo foi considerado)[69]. Spagnolo em populagdes do Reino Unido e da Dinamarca,
também descreveram uma associacdo com o0 rs2076530 (comparagdo doentes vs
populacdo controlo), no entanto esta associa¢cdo ndo foi encontrada quando excluia
doentes com Sindrome de Lofgren, sugerindo que estes resultados séo devidos ao
desequilibrio de ligagdo com alelos HLA-Classe II.

Morais, numa populacdo portuguesa, descreve associacdo do polimorfismo
rs2076530 em doentes Lofgren e com o alelo HLA-DRB1*03[70]. A associacdo do

alelo DRB1*03 e Sindrome de Lofgren estd bem documentada em varias populacdes.

1.9 Sarcoidose e implicagdo médico-legal

A taxa de mortalidade na sarcoidose situa-se nos 5%. A morte acontece

maioritariamente por fibrose pulmonar, no entanto morte sulbita, falha renal, entre
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outras, podem ser causa de morte priméaria. O envolvimento extratoracico € detetado

em cerca de 20 a 30% em autépsias, o que levanta questdes pertinentes relativas a:

- Importancia de se efetuar um exame cadavérico detalhado e preciso, com recolha de
tecido cerebral, renal, hepatico e cardiaco, para exames histopatolégicos de forma a

identificar a causa priméria de morte;

- Importancia de um relatério bem estruturado e detalhado que permita recolher dados

sobre a verdadeira prevaléncia da doenca.

Como referido anteriormente a prevaléncia/incidéncia da doenca pode ser estimada

através de registos médico-legais.

Em 1999 a American Toracic Society (ATS), identificou algumas doencas cuja
etiologia poderia estar associada a agentes ambientais e ocupacionais. A sarcoidose
foi positivamente associada ao uso de pesticidas e inseticidas, no local de
trabalho[42]. Neste contexto, a exposicdo do doente a determinados agentes
desencadeantes é sempre questionada pelo médico devido as possiveis limitacdes dai
decorrentes para o paciente, na sua vida pessoal e profissional, dado que o contacto
permanente com qualquer agente causal deve ser evitado.

Como referido anteriormente o espectro de manifestacdes clinicas da
sarcoidose € variavel, assemelhando-se a outras patologias granulomatosas. Assim
sendo, quando o quadro clinico ndo € esclarecedor, a genotipagem pode ser um
importante auxiliar de diagndstico pois parecem existir marcadores genéticos
fortemente associados a doenca. Estes podem também ser uteis, para determinar a
gravidade da doenca e tracar um perfil de tratamento e acompanhamento muito mais
seguro. Sabe-se que 70% dos doentes resolvem a doencga (com ou sem terapéutica),
no entanto, existem casos cronicos em que o doente desenvolve limitacdes que
podem afetar a sua vida pessoal e profissional. Neste ambito a legislacédo portuguesa,
(Tabela Nacional de Incapacidades, decreto-Lei n°® 352/2007, de 23 de Outubro),
permite a atribuicAo de incapacidade pelas limitacbes decorrentes de doencas
profissionais. As limitacdes provocadas pela sarcoidose podem ser abrangidas:

Anexo 1 (incapacidades temporérias):

e Capitulo Il (Dismorfias) — alteracdes morfolégicas ou outras com
repercussao funcional e/ou estética;
e Capitulo Il (Neurologia e neurocirurgia) — cranio e sistema nervoso

central;
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e Capitulo IV (Oftalmologia);
» Capitulo VI (Angiocardiologia) — Doencas vasculares;
» Capitulo VII (Pneumologia)
Anexo 2 (incapacidades permanentes):
» Capitulo | (sistema nervoso e psiquiatria);
e Capitulo IV (sistema cardiorrespiratorio);

e Capitulo X (Sistema cutaneo).

Um aspeto importante da doenca e que tem sido subvalorizado € o caso das
depressdes (também contempladas na Tabela Nacional de Incapacidades) isto

porgque, 60% dos doentes com sarcoidose manifesta sindrome depressivo [71].
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. OBJECTIVOS

A sarcoidose, € uma doenga que pode permanecer assintomatica e de resolucao
facil mas também pode provocar sintomas variados dificultando o seu diagnéstico. A
formacdo de granulomas em 6érgdos vitais como os pulmdes, coracdo ou cérebro

constitui a manifestacéo clinica que melhor caracteriza a doenca.

Objetivos gerais:

= Aprofundar os conhecimentos sobre a patologia em questdo, tanto na sua
componente clinica como genética e, fundamentalmente, compreender de que

forma marcadores genéticos tém influéncia na susceptibilidade a sarcoidose

Objetivos especificos:

= Qual o contributo da identificacdo dos alelos do locus HLA-DRB1 e do
polimorfismo rs2076530, na decisdo da atribuicdo de incapacidade por doenca
profissional?

= Qual o contributo desses polimorfismos para o risco de desenvolver
sarcoidose?

= Estdo estes genes implicados na apresentacao clinica e curso da doenga?
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3.1 Populacdo em estudo

No presente trabalho, foram investigados 106 doentes com sarcoidose,
provenientes da regido norte do pais. Os doentes foram recrutados prospectivamente
da consulta externa da Unidade de Pneumologia do Centro Hospitalar de Vila Nova de
Gaia e Espinho e do Hospital de Sdo Jodo. Desta coorte de doentes, foram recolhidos
dados clinicos e algumas informacdes demograficas, nomeadamente, idade e sexo. A
populacdo controlo, era constituida por 282 individuos para analise genética dos alelos
HLA-classe Il. Para determinacdo das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo rs2076530 a populacdo controlo era constituida por 118 individuos.
Ambos os grupos controlo eram constituidos por individuos saudaveis sem patologia

conhecida.

3.1.1 Caracterizagdo clinica

O diagndstico clinico de sarcoidose foi estabelecido a partir de achados anormais na

radiografia do torax e de exames histopatoldgicos.

A coorte de doentes foi dividida em 2 grupos: (a) doentes Lofgren ; (b) doentes néo-

Lofgren .

3.2 Amostras biolégicas

Amostras biologicas de sangue periférico foram colhidas de individuos com
diagnostico de sarcoidose e populagdo controlo, por puncdo venosa, para tubos de

colheita, ja preparados com um anti-coagulante — EDTA.
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3.4 Estudos genéticos
3.4.1 Estudos de associacdo

Nos estudos de associagdo comparam-se dois grupos distintos (doentes versus
controlos; doentes com Sindrome de Lofgren versus doentes nado-Lofgren) com o
objetivo de avaliar se determinadas variantes genéticas sdo mais frequentes num
determinado grupo. Presume-se que os alelos que predispdem a doenca sejam mais
frequentes em doentes, quando comparados com a populagdo controlo, da mesma
maneira que os alelos que possam oferecer protecdo contra o desenvolvimento da

doenca sejam mais frequentes em individuos controlos.

SNP rs2076530 do gene da BTNL2

Polimorfismos genéticos sao variagbes na sequéncia da molécula de DNA. A
variagdo genética mais frequente que ocorre no genoma humano é denominada de
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). Estas variagdes sédo caracterizadas pela

alteracao de um Unico nucleétido e podem ocorrer em qualquer regido do genoma.

Ao pretendermos neste trabalho avaliar o envolvimento de genes na
sarcoidose, selecionamos ap0s revisdo da literatura, 0 SNP rs2076530 do gene da
BTNL2.

3.5 Extracdo de DNA: método ‘salting-out’

O DNA genomico foi isolado de leucécitos de sangue periférico, utilizando uma
modificagdo do método classico de “Salting Out”, descrito por (Miller e colaboradores,
1988). Este método, baseado na baixa solubilidade das proteinas na presenca de
elevadas concentragfes de sais, permite a extracdo de um grande quantidade de
DNA, revelando-se uma importante vantagem sempre que se pretende armazenar e

conservar o DNA.

Numa 12 fase isolaram-se as células mononucleares (leucdcitos), centrifugando
as amostras de sangue a 2000rpm, durante 10 minutos. Apos centrifugacéo, obteve-se
uma fase celular (eritrocitos e buffy coat — anel leucocitos) e uma fase liquida (soro).
Retirou-se o plasma e o buffy coat (com alguns eritrécitos & mistura) para um tubo

Falcon de 50mL, ao qual se adicionou 50mL de tampao de lise de eritrocitos (RCLB)
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homogeneizou-se e incubou-se 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente
procedeu-se a uma centrifugacdo a 2000rpm, durante 10 minutos a 4°C. Rejeitou-se o
sobrenadante (glébulos vermelhos e outros componentes celulares) e o pellet de
leucocitos foi submetido a novas lavagens com RCLB e consecutivas centrifugacdes
(com os mesmos parametros), até se obter um pellet completamente branco. Na fase
seguinte adicionou-se ao pellet 3,5mL de tampédo TE-2 (Tris-EDTA), 200uL de SDS
10% (Sodium Dodecyl Sulfate) e 10uL da enzima Proteinase K. O SDS é um
detergente que activa a enzima e, juntamente com o TE-2, promove a lise membranar,

possibilitando assim a libertagdo de DNA e das proteinas intracelulares.

Apés agitacdo no voértex, a amostra foi incubada 24 horas a 42°C,
possibilitando a acdo digestora da enzima sobre as células lisadas. Um vez digerida, a
amostra foi transferida para um tubo cénico de 15mL e ao qual se adicionou 1mL de
NaCl (Cloreto de sbédio) 6M. Este tampao salino precipita as proteinas, rebentando as
membranas dos leucdcitos e libertando desta forma o DNA para o meio. Depois de
agitada no vortéx, a solucdo foi submetida a agitagédo lenta num agitador magnético
durante 10 minutos, até que a mistura apresentasse um aspeto leitoso resultante da
precipitacdo das proteinas. Seguidamente procedeu-se a uma centrifugacdo a
3000rpm, durante 30 minutos a 23°C, permitindo separar o sobrenadante que continha
0 DNA, do precipitado de proteinas. Assim, transferindo-se o sobrenadante para um
Falcon de 15mL e desprezando-se o0 conteldo proteico, promoveu-se finalmente a
precipitacdo de DNA adicionando ao tubo 20mL de etanol absoluto frio (-20°C). O
Etanol desidrata a molécula de DNA obrigando-a a sair da solucdo possibilitando
assim e ap0s inversao repetida do tubo, a formacédo de um novelo de DNA. Depois de
lavado com 5mL de etanol frio a 70°C, o novelo de DNA é ressuspendido em tampao
TE buffer num eppendorf de 1,5mL. A quantidade de TE utilizada para ressuspender o
DNA foi determinada pela observacdo empirica do tamanho do novelo. Numa etapa
final, deixou-se o DNA durante algumas horas num agitador rotativo para que pudesse

entrar em solucéo.

3.6 Isolamento e quantificacdo do DNA

Tal como mencionado e descrito anteriormente, a extracdo do DNA foi feito
através do método “salting-out”, ao qual se seguiu a sua quantificacdo
espectrofotométrica, utilizando um Nanodrop. Uma vez verificado o grau de pureza

by

(A260/A280) e as concentracbes de DNA, e visto que, devido a sensibilidade do
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método, a reacdo de amplificacdo necessita apenas de 2 a 10ng de DNA, foram feitas

diluicdes com volume final de 200puL e concentragao final de 2,5ng/pL.

3.7 Amplificacdo do DNA para genotipagem dos alelos HLA-DRB1

Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

A PCR foi introduzida por Mullis et al. (1986) e consiste na amplificacdo enzimatica
de um fragmento de DNA, de forma exponencial, simulando o processo de replicacdo
gue ocorre in vivo. Esta reacdo é caracterizada por um conjunto de ciclos que

compreendem 3 fases distintas:

» Desnaturagdo do DNA gendmico — a mistura de reagdo € aquecida até atingir
a temperatura de aproximadamente 94-96 <C. Esta tem peratura provoca a
desnaturacdo da cadeia dupla de DNA passando a existir em solu¢cdo DNA de

cadeias simples.

e Emparelhamento dos primers (  Annealing ) — a temperatura diminui até 30-
70°C dependendo da constituicdo dos primers. Esta temperatura € ideal para a
hibridacdo/emparelhamento dos primers com uma sequéncia complementar do

DNA gendmico a amplificar.

* Extensédo da cadeia de DNA pela enzima Taq polimerase — a temperatura
sobe de novo até aos 72 C, temperatura Otima para a atuacdo da Taq
polimerase. A enzima comeca a extensdo da cadeia complementar
adicionando os respetivos desoxinucledtidos trifosfatados [dNTP’s: adenina
(dATP), timina (dTTP), guanina (dGTP) e citosina (dCTP)].

O método utilizado para a tipagem do HLA-DRB1 designa-se por PCR-SSP
(Sequence Specific Primers). A metodologia de PCR-SSP, baseia-se no principio de
que primers de oligonucleétidos com correspondéncia completa descriminam varios
alelos ou grupo de alelos durante o processo de PCR e como tal os primers sdo
utilizados de forma mais eficaz. Foram utilizadas misturas de primers (Thermo
Scientific) previamente descritas no Xl workshop. [72] Os pares de primers sdo
concebidos para apresentar apenas correspondéncias perfeitas com um Unico alelo ou

grupo de alelos. Sob condi¢gbes de PCR estritamente controladas, os pares de primers
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com correspondéncia perfeita traduzem-se na amplificacdo de sequéncias alvo (ou
seja, um resultado positivo), enquanto pares de primers sem correspondéncia ndo

traduzem qualquer amplificagéo (ou seja, um resultado negativo).

As condi¢cbes de PCR usadas para amplificacdo do locus HLA-DRB1 estdo descritas

na Tabela 3.

Tabela 4. Condi¢des de amplificacdo do locus HLA-DRB1.

Tampéao 1,0 x
dNTP's mix 200pM
Primers Controlo 0.75uM
Primers
Especificos 0-3uM
Taq 0.2U/pL
MgClI2 2,00mM
ddH20 -
DNA 25ng/ul

Ao produto amplificado adicionou-se 1uL de Loading Buffer (10x). Esta mistura
foi sujeita a uma eletroforese horizontal num gel de agarose (Seaken LE Cambrex) a
1,5 % (p/v). O gel foi mergulhado no tampé&o TAE 1X (Trizma base, EDTA.Na2 (Sigma)

e acido acético glacial) numa tina de eletroforese.

3.8 PCR em tempo real para amplificagdo do polimorf  ismo rs2076530

A PCR em tempo real € uma metodologia que permite a monitorizacdo dos
produtos de amplificacdo génica em todas as fases de uma reac¢do de PCR. Durante a
PCR em tempo real, a acumulacdo de produto de PCR é detetada em "tempo real",
para cada ciclo da reacéo, por meio da excitagéo de fluorocromos que marcam sondas
especificas ou primers usados na reagéo.

A PCR em tempo real requer uma plataforma de instrumentacdo que contém
um termociclador acoplado a um sistema 6tico para a excitacdo da fluorescéncia e
captura da emissao, além de um computador para aquisicdo de resultados e analise
final da reacdo. Das principais vantagens desta técnica, pode salientar-se ndo s a

monitorizacdo em tempo real e a rapidez do processo como uma elevada
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sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade muitas vezes ausente na PCR

convencional.

Para a amplificacdo do SNP de interesse foram usadas sondas Simpleprobe (sondas
de hibridacdo), que se baseiam no principio das curvas “melting” (fusdo). Nesta
metodologia € necessaria apenas uma sonda, que hibrida especificamente com a
sequencia alvo que contém o SPN de interesse. Uma vez hibridados, a Simpleprobe
emite um sinal de fluorescéncia maior do que quando néo esta hibridado com o seu
alvo. Assim, as alteracdes de fluorescéncia dependem exclusivamente do estado de
hibridagéo (Fig. 10).

(L0020 000.0i0 00 AR ALAAAARARALA  AARARIAMAAL

Figura 9. Representacdo esquemdtica da detecdo pela simpleprobe A) Durante a faze de desnaturacé@o
ndo ocorre hibridacdo, apenas uma baixa fluorescéncia é detestada a 530nm; B) Durante a fase de
emparelhamento a sonda hibrida com o fragmento de DNA e a fluoresceina quando excitada emite uma
luz verde; C) durante a fase de extensdo a Simpleprobe é libertada; D) no final da etapa de extensao
gera-se cadeia dupla de DNA

Quando um individuo € homozigético para um dos alelos, s6 se verifica
aumento de um dos fluor6foros e quando o individuo é heterozigoético verifica-se o

aumento de dois fluoroforos (Fig.11).
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Figura 10. A: Curvas melting; B: Picos de melting

3.9 Analise estatistica

As frequéncias alélicas dos loci estudados no grupo de doentes e no grupo
controlo foram estimados por contagem direta e comparadas através de
procedimentos estatisticos adequados. A Odds ratio constitui uma aproximacéo ao
Risco Relativo (RR) frequentemente referido na literatura. Foram ainda analisadas as
possiveis associagdes entre genotipagem de cada individuo e caracteristicas como o
sexo, forma clinica de doenca e gravidade. De acordo com 0S pressupostos
necessarios serdo realizados testes de anadlise estatistica (teste de X2, teste de
Fisher). Na andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa SPSS versdo 20.0
(SPSS, Chicago lllinois, USA).
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IV. RESULTADOS
4.1 Caracteristicas dos doentes

A populacdo dos 106 doentes apresentava as caracteristicas clinicas descritas na
tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas fenotipicas da populagéo de doentes

Doentes com Doentes Sindrome Doentes nao-
sarcoidose (n=106) de Lofgren (n=20) Lofgren (n=86)
Homens 42 6 32
Mulheres 64 14 48
Idade
o 50.88 47.10 51.79
(média)

4.2 ldentificacdo dos alelos do locus HLA-DRB1

4.2.1 Doentes versus (vs) Populagéo controlo

Foram analisadas as frequéncias dos alelos DRB1 entre doentes e populacéo

controlo

Tabela 6. Frequéncia alélica do locus DRB1 doentes vs populagdo controlo

Populagéo Controlo Doentes
(n=282) (n=106) OR 5% Cl P
DRB1 n % n %
DRB1*01 66 23 11 10 0,38 0,192-0,750 0,004
DRB1*03 44 16 24 23 1,58 0,907-2,764 0,104
DRB1*04 69 24 21 20 0,76 0,440-1,321 0,333
DRB1*07 72 26 24 23 0,85 0,504-1,447 0,557
DRB1*08 24 9 8 8 0,88 0,381-2,019 0,759
DRB1*09 14 5 4 4 0,75 0,241-2,224 0,619
DRB1*10 11 4 2 2 047 0,103-2,174 0,326
DRB1*11 55 20 22 21 1,08 0,621-1,881 0,783
DRB1*12 9 3 7 7 214 0,778-5,913 0,132
DRB1*13 84 30 32 30 1,02 0,626-1,659 0,939
DRB1*14 17 6 5 5 0,77 0,277-2,147 0,619
DRB1*15 56 20 24 23 1,18 0,688-2,029 0,546
DRB1*16 13 5 3 3 0,60 0,168-2,159 0,432
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A frequéncia alélica do locus DRB1, permitiu observar que o alelo HLA-
DRB1*01 estava significativamente diminuido na populacdo de doentes quando
comparado com a populagdo controlo (10% vs 23%, OR=0.379, CI=0.192-0.750, p=
0.004).

4.2.2 Doentes com Sindrome de Lofgren vs ndo-Lofgren
Com base no fenétipo da doenca, consideraram-se dois grupos: doentes com

Sindrome de Lofgren e doentes ndo-Lofgren.

Tabela 7. Frequéncia alélica do locus DRB1 em doentes com Sindrome de Lofgren vs doentes nao-

Lofgren
Doentes Doentes N&o -
Lofgren (n=20) Lofgren (n=86) OR 5% Cl P
DRB1 n % n %

DRB1*01 5 25 6 7 023 0,061-0,833 0,017
DRB1*03 7 35 17 20 0,46 0,158-1,322 0,143
DRB1*04 1 5 20 23 5,76 0,725-45,729 0,065
DRB1*07 2 10 22 26 3,09 0,664-14,418 0,134
DRB1*08 1 5 7 8 1,68 0,195-14,516 0,632
DRB1*09 0 0 4 5 0,00 1,001-1,099 0,326
DRB1*10 0 0 2 2 0,00 0,991-1,058 0,491
DRB1*11 4 20 18 21 1,06 0,315-3,560 0,926
DRB1*12 0 0 6 7 0,00 1,015-1,139 0,224
DRB1*13 9 45 23 27 0,45 0,164-1,215 0,109
DRB1*14 2 10 3 3 033 0,051-2,090 0,216
DRB1*15 4 20 20 23 1,21 0,363-4,042 0,754
DRB1*16 0 0 3 3 0,00 0,995-1,079 0,397

Quando comparamos doentes com Sindrome de Lofgren vs doentes nao-
Lofgren, verificamos que a frequéncia do alelo HLA-DRB1*01 estava
significativamente diminuido nos doentes ndo-Lofgren (7% vs 25%, OR=0.225,
Cl=0.061-0.833, p=0.017).
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4.2.3 Doentes Lofgren vs populagéo controlo

Tabela 8. Frequéncias alélicas do locus DRB1 em doentes Lofgren e populagéo controlo.

Populacéo Controlo Doentes Lofgren
(n=282) (n=20) OR 5% Cl P
DRB1 n % n %
DRB1*01 66 23 5 25 1,09 0,382-3,114 1,000
DRB1*03 44 16 7 35 291 1,100-7,710 0,025
DRB1*04 69 24 1 5 0,16 0,021-1,236 0,046
DRB1*07 72 26 2 10 0,32 0,073-4,412 0,119
DRB1*08 24 1 0,57 0,073-4,412 0,582
DRB1*09 14 0 0,00 0,929-0,979 0,308
DRB1*10 11 0 0,00 0,939-0,984 0,368
DRB1*11 55 20 4 20 1,03 0,332-3,209 0,957
DRB1*12 9 3 0 0 0,00 0,948-0,989 0,417
DRB1*13 84 30 9 45 1,93 0,771-4,826 0,154
DRB1*14 17 6 2 10 1,73 0,371-8,087 0,480
DRB1*15 56 20 4 20 1,01 0,325-3,136 0,988
DRB1*16 13 5 0 0 0,00 0,947-0,989 0,326

A comparacao entre Sindrome de Lofgren vs populagdo controlo demonstrou
que a frequéncia do alelo HLA-DRB1*03 estava significativamente aumentado nestes
doentes (35% vs 16%, OR=2.913, CI=1.100-7.710, p=0.025) e a frequéncia do alelo
HLA-DRB1*04 encontrava-se diminuido no mesmo grupo (5% vs 24%, OR=0,162,
Cl=0,021-1,236, p=0,046).

4.3 Tipagem do polimorfismo rs2073065 do gene da BT NL2

4.3.1 Associagdo entre doentes vs populagao controlo

Recentes publicacbes evidenciam o importante papel na suscetibilidade para a

doenca do gene BTNL2 e em particular o polimorfismo rs2073065.
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Tabela 9. Frequencias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs2076530 do gene da BTNL2 entre

doentes e populacéo controlo.

Populacéo
Doentes
controlo OR Cl p
(n=106)
(n=118)
Genotipica n % n %
AA 35 30% 31 29% 0,9802 0,551-1,743 0,9457
] AG 64 54% 55 52% 0,9099 0,319-2,812 0,7249
§ GG 19 16% 20 19% 1,2118 0,089-2,546 0,5857
o e
g Alélica
A 134 56% 117 55% 0,9375 0,645-1,302 0,735
G 102 43% 95 45% 1,0667 0,734-1,550 0,735

As frequéncias genotipicas e alélicas do SNP rs2076530 entre doentes e

populacdo controlo ndo demonstraram associagfes estatisticamente significativas.

4.3.2 Associacdo entre doentes ndo-Lofgren e doente

s Lofgren

Numa tentativa de percebermos se o polimorfismo rs2076530 tinha influéncia

no fendtipo apresentado pela doengca comparou-se doentes ndo- Lofgren e doentes

com sindrome de Lofgren.

Tabela 10. Frequencia genotipica e alélica do polimorfismo rs2076530 do gene da BTNL2 entre doentes

nao-Lofgren e doentes Lofgren

Doentes
Doentes
nao-
Lofgren OR Cl p
Lofgren
(n=20)
(n=86)
Genotipica n % n %
AA 25 29% 6 30% 1,0457 0,551- 0,9457
Q AG 43 50% 12 60% 1,5000 0,319-2,812 0,7249
§ GG 18 21% 2 10% 0,4198 0,089-2,546 0,5857
o e R
@ Alélica
A 93 54% 24 11% 1,2742 0,645-1,302 0,735
G 79 46% 16 8% 0,7848 0,734-1,550 0,735
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Da comparacdo entre doentes ndo-Lofgren e doentes com Sindrome de

Lofgren, ndo foram observadas associa¢cfes estatisticamente significativas.
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V.

DISCUSSAO

DISCUSSAO

A sarcoidose é uma doenca de etiologia desconhecida. A presenca em
aglomerados familiares e as diferengas na incidéncia entre grupos étnicos sugere a
existéncia de uma componente genética.

Apesar da associagdo do complexo HLA com a sarcoidose se reportar aos
anos setenta, ainda hoje é controverso o envolvimento deste locus na sua patogénese.
A literatura refere algumas associagfes entre alelos da classe | e a suscetibilidade a
sarcoidose, nomeadamente a associagdo do alelo HLA-B*08 (em individuos de
descendéncia europeia) com doenga aguda de curta duragcdo e regressdo
espontanea[73] e do alelo HLA-B*07 em doentes afro-americanos[74]. De acordo com
alguns autores as associa¢cfes observadas com genes HLA-classe | sdo devidas ao
desequilibrio de ligacdo com genes da classe II[75]. Recentes pesquisas evidenciam a
importancia de genes HLA-classe Il, pelo papel que parecem desempenhar na
fisiopatologia da doenca. A associacdo com a suscetibilidade a sarcoidose foi descrita
inicialmente com os antigénios HLA-DR2, DR5, DR6, DR8, DR9. Com o0 advento da
identificacdo do HLA por biologia molecular foram reportadas varias associacfes com
os alelos DRB1*03, DRB1*08, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*14 e DRB1*15[51].

Neste trabalho, pretendeu-se esclarecer o papel do locus DRB1 no contexto da
heterogeneidade clinica da sarcoidose. Verificamos que a frequéncia do alelo
DRB1*01 estava diminuida em doentes quando comparados a populagcdo controlo.
Este resultado confirma o papel protetor, anteriormente reportado em populacdes do
reino unido, poldnia e republica checa. Este alelo também tem sido descrito como
protetor na esclerose multipla e outras doencas inflamatérias e esté relacionado com
formas menos severas na artrite reumatoide[58].

De acordo com Grunewald, os resultados nos diversos estudos sao
condicionados pela correta estratificagdo dos doentes. Neste contexto foram definidos
dois grupos: doentes com Sindrome de Lofgren e doentes ndo-Lofgren, de forma a
correlacionar o fenétipo com a severidade da doenca. Os resultados obtidos
permitiram-nos ja em 2012 (ver anexo) reportar pela primeira vez uma associacao
estatisticamente significativa entre o alelo DRB1*01 e Sindrome de Lofgren, sugerindo
que este alelo possa ser marcador de bom progndstico. Esta associacdo também tinha
sido sugerida por Grunewald em 2011,no0 entanto, os resultados nao tiveram
significado estatistico[58].

A associacdo do alelo DRB1*03, reportada por Grunewald, e na qual ele
compara doentes Lofgren vs doentes nao-Lofgren ndo foi confirmada no nosso

estudo[58]. No entanto, observamos essa mesma associacdo (HLA-DRB1*03) quando
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comparamos doentes Lofgren vs populacdo controlo. No nosso entender, este
resultado também justifica a observacao referida por este autor, isto €, este alelo pode
ser marcador de bom prognéstico. Quanto aos doentes nao-Lofgren salientamos que
0S nossos resultados sdo sobreponiveis aos obtidos por Grunewald, ou seja, ndo
encontramos associacdo com o alelo DRB1*03[58]. De assinalar que este alelo é
frequente em doentes de descendéncia europeia e raro em populacdes japonesas.
Este fato pode ser a razdo para os resultados inconsistentes reportados em diferentes
grupos étnicos[76].

Neste estudo, e tal como no estudo referido anteriormente, o alelo HLA-
DRB1*04 encontra-se diminuido nos doentes com Sindrome de Lofgren
comparativamente a populacdo controlo sugerindo protecao[58]. Esta associacdo

também foi descrita para populacdes de doentes do Reino-Unido, Japao e Italia [58].

Com base nos resultados obtidos neste estudo, a tipagem HLA pode ser uma
ferramenta util para prever a evolugdo da sarcoidose, reflectindo-se no seu

acompanhamento e tratamento.

Nos ultimos anos tém surgido novas associacdes de genes ndo-HLA com a
sarcoidose, com particular relevo para o gene BTNL2, que se localiza entre a regido
HLA-classe Il e classe Il [64].

O alelo A do polimorfismo rs2076530, foi positivamente associado a sarcoidose
em 2005, numa populacdo alemd. Em 2006 Li e colaboradores, descreveram
associacdo deste SNP, com doenca cronica também numa populacdo alema (sem
comparacao com alelos HLA).

Morais (2012), numa populacdo portuguesa, reporta associacoes interessantes
com este SNP. Demonstrou um aumento da frequéncia do alelo A do rs2076530 e do
genotipo AA, corroborando o papel deste polimorfismo com o risco de desenvolver
sarcoidose. Tendo em conta o desequilibrio de ligacdo entre BTNL2 e HLA-DR, este
autor descreve associacdo do rs2076530 com Sindrome de Lofgren e doenca toracica
isolada, e o alelo HLA-DRB1*03 com Sindrome de Lofgren ou doenca resolvida [70].
Os resultados por nés obtidos embora sem significado estatistico sdo semelhantes aos
descritos por Morais e colaboradores.

Resta questionar se os resultados reportados na literatura, relativamente a
BTNL2 sao devidos a presenca alelos DRB1*01, DRB1*03, DRB1*15, entre outros.
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Por dltimo, interessantes associacdes entre o alelo A do rs2076530 tém sido
descritas, nomeadamente em patologias com envolvimento inflamatério como a
esclerose multipla, lepra, diabetes tipo 1, artrite reumatoide, lUpus eritematoso

sistémico e doenca de Graves[70].

Em doentes com contacto frequente com agentes causais, a genotipagem

podera ser importante para determinar o tipo de acompanhamento e tratamento:

- Se um marcador genético estiver associado a um bom prognéstico for
associado a sarcoidose, 0 tratamento pode ndo ser necessario e a remissao
espontanea pode ocorrer. O acompanhamento do doente na pratica clinica pode ser
limitado em numero e frequéncia, o que obviamente tera implicacbes profissionais,
monetarias e psicoldgicas para o doente;

- Se um marcador genético estiver associado a um pior prognéstico, o
tratamento pode ser iniciado precocemente e os doentes podem ser seguidos com
maior frequéncia, sendo que a probabilidade de o doente vir a desenvolver

incapacidade profissional € menor.
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VI. CONCLUSAO e PERSPECTIVAS FUTURAS

A sarcoidose é uma doenca heterogénea, com um largo espectro de
manifestacdes clinicas. A prevaléncia e incidéncia da doenga sdo variaveis. Em
Portugal ndo existem dados sobre estes parametros, no entanto, o recurso a registos
médico-legais podera ser extremamente Util na sua determinacdo. Como referido
anteriormente, casos de envolvimento neuroldgico, renal e cardiaco sdo detetados em
autépsias, 0 que sugere que a prevaléncia/incidéncia da sarcoidose seja maior do que
a reportada.

Muitas duvidas permanecem sobre 0 mecanismo subjacente ao processo
inflamatério que leva a formacdo do granuloma. Existem estudos que referem
associacfes da sarcoidose com a exposicdo ao berilio, inseticidas/pesticidas,
micobactérias, e fungos, sugerindo que o agente causal possa ser infecioso. No
entanto, nenhuma relagcéo de causalidade foi estabelecida.

Enquanto os fatores ambientais, ocupacionais e infeciosos, na sarcoidose,
permanecem por definir, a etnia e a historia familiar da doenca foram identificadas
como fatores de risco para o seu desenvolvimento, 0 que suporta a existéncia de
fatores de suscetibilidade genética. A regido do MHC tem sido alvo de numerosos
estudos sugerindo a participacdo de genes HLA, e mais recentemente do gene
BTNL2, na apresentacgao clinica, expressao fenotipica e progndstico da sarcoidose.

De acordo com 0s objectivos a que nos propusemos, apenas nos foi possivel
demonstrar que os fatores genéticos parecem ter implicagcdes na susceptibilidade da
doenca e que poderam estar relacionados com os diferentes fen6tipos da mesma, no
entanto, ndo conseguimos associar marcadores genéticos ao curso da doenga, nhem
de que forma esta andlise podera ser importante nos casos de sarcoidose profissional.
Parece-nos que a estratificagdo dos doentes deveria ter sido efetuada de acordo com
o fendtipo e que o seguimento dos doentes deva ser feito mesmo apos resolucdo do
quadro clinico. Avaliar geneticamente os doentes, de acordo com o estadio
radiolégico, e doenca resolvida/ndo resolvida em particular, parece ser importante,
pois resultados interessantes tém sido obtidos, em outras populacdes, com esta
subdivisao[58].

Aumentar o tamanho da amostra também sera importante, particularmente no
que se refere ao polimorfismo do rs2076530 do gene da BTNL2, dado que
associaces significativas tém sido descritas noutras coortes. Neste trabalho ndo nos

foi possivel replicar o nUmero de doentes estudados noutras séries.
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