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Resumo

O pénfigo foliaceo (PF) é uma doenca auto-imune complexa caracterizada por bolhas intra-
epidérmicas e pela presenca de anticorpos contra a desmogleina 1. A autoimunidade resulta
em perda de adesdo entre o0s queratindcitos, um processo denominado acantélise. A
etiologia do PF ainda é pouco conhecida. Com o objetivo de identificar alteracdes
moleculares que participem da patogenia da doenga utilizou-se a tecnologia de
microarranjos de oligonucleotideos para analisar o perfil de expressao génica diferencial
entre linfocitos T CD4" isolados de sangue periférico de pacientes e controles, e PCR em
tempo real para analisar um conjunto de genes de interesse em biopsias de pele de tecido
lesionado e ndo-lesionado de pacientes. Os linfécitos foram purificados em colunas
magnéticas e os ensaios foram realizados com microarranjos comerciais que contém sondas
representativas do genoma humano total. Varias comparagdes entre subgrupos de pacientes
foram realizadas. Ao comparar-se o perfil de expressdo génica diferencial entre linfdcitos
de pacientes com a forma generalizada da doenga e sem tratamento imunossupressor com
linfocitos de individuos controles foram identificados 135 genes diferencialmente
expressos (122 induzidos e 13 reprimidos nos pacientes). Ao comparar-se o perfil de
expressao génica diferencial entre linfocitos de pacientes com a forma generalizada da
doenca sem tratamento com linfocitos de pacientes com a forma generalizada sob
tratamento imunossupressor 55 genes diferencialmente expressos foram identificados,
sendo 41 reprimidos e 14 induzidos nos pacientes sob tratamento. Ao comparar-se o perfil
de expressdo génica diferencial entre linfécitos de pacientes com a forma generalizada da
doenga com linfécitos de pacientes com a forma localizada da doenca foram identificados
65 genes diferencialmente expressos (49 induzidos e 16 reprimidos nos pacientes com a
forma generalizada). Ja ao comparar-se o perfil de expressdo génica diferencial de
linfdcitos de pacientes com pénfigo folidceo e pacientes com pénfigo vulgar, uma forma de
pénfigo mais grave, em relacdo aos controles, verificou-se que estas duas doencas
compartilham aproximadamente 30% dos genes diferencialmente expressos. Os genes
identificados como diferencialmente expressos em todas as comparagdes Sao

principalmente relacionados com adesédo e migracdo de linfocitos, apoptose, proliferacéo
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celular e apresentacdo de antigenos. A regido cromossémica 19g13 contém o maior nimero
de genes diferencialmente expressos e pode ser considerada uma regido candidata a conter
genes de susceptibilidade ao PF. Nas bidpsias de pele de tecido lesionado e ndo-lesionado
de pacientes, os genes encontrados como diferencialmente expressos séo caracteristicos do
envolvimento de células T reguladoras, implicando a participacdo deste tipo celular no
controle da doenca. Estes resultados adicionam informagdes originais que contribuem para

a compreensao da patogenia do pénfigo foliaceo.
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Abstract

Pemphigus foliaceus (PF) is a complex autoimmune disease characterized by skin bullous
and presence of antibodies against desmoglein 1. Autoimmunity results in loss of adhesion
among keratinocytes (acantholysis). The etiology of PF is poorly understood. Aiming to
identify molecular alterations that participate in the pathogenic process of the disease, we
used the technology of oligonucleotides microarrays to analyze differential gene expression
between T CD4" lymphocytes isolated of peripheral blood of patients and controls, and real
time PCR to analyze a set of genes in lesion skin and health skin biopsies of patients.
Lymphocytes were purified by magnetic beads and the assays were made with whole
genome commercial microarrays. A number of comparisons between subgroups of patients
were made. When gene expression was compared between lymphocytes derived from
untreated patients carrying the generalized form of the disease with lymphocytes derived
from healthy individuals, 135 genes were found to be differentially expressed (122 up-
regulated and 13 down-regulated in patients). Comparing gene expression between
lymphocytes derived from untreated patients carrying the generalized form of the disease
with lymphocytes derived from patients submitted to immunosuppressive treatment, 55
genes were found to be differentially expressed (41 down-regulated and 14 up-regulated in
patients submitted to treatment). When gene expression profiles were compared between
lymphocytes derived from patients carrying the generalized form of the disease with
lymphocytes derived from patients carrying the localized form, 65 genes were differentially
expressed (49 up-regulated and 16 down-regulated in patients carrying the generalized
form). When lymphocytes of PF patients were compared with those of pemphigus vulgaris
patients, approximately 30% of the differentially expressed genes were shared by both
diseases. Genes identified like differentially expressed in all comparisons are related with
lymphocytes adhesion and migration, apoptosis, cellular proliferation and antigen
presentation. Chromosomal region 19931 contains the greatest number of differentially
expressed genes and could be considered a candidate region to have susceptibility genes to
PF. Genes found to be differentially expressed between lesion skin and health skin biopsies

of patients are characteristic of regulatory T cells, suggesting the participation of this
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cellular type on disease control. These results add original information that contributes to

the understanding of pemphigus foliaceus pathogenesis.



1. INTRODUCAO

O pénfigo foliaceo (PF) é uma doenca autoimune da epiderme, caracterizada pela
presenca de autoanticorpos direcionados contra a desmogleina 1, uma glicoproteina de
adesdo celular, constituinte dos desmossomos. O processo que leva a autoimunidade
culmina com a formacédo de bolhas e desprendimento da camada superficial da epiderme.
Ocorrendo de forma endémica no Brasil (PFE), onde também ¢ conhecido como “fogo
selvagem” devido as sensagdes de ardor e calor, a doenca acomete principalmente adultos
jovens, vivendo em areas rurais €, apesar de ocorrer de forma esporadica no mundo inteiro,
é no Brasil que o PF atinge sua maior incidéncia: 25-35 casos por milh&o por ano.

Por se tratar de um distdrbio multifatorial, a interacdo de fatores genéticos e
ambientais é critica para o desenvolvimento da doenca. Observacdes epidemioldgicas em
nivel populacional, bem como estudos de agregacdo familial e a busca de genes candidatos
tém sido realizados na tentativa de dissecar 0 componente genético de susceptibilidade ao
PFE. Em quase duas décadas de busca intensiva da identificacdo destes fatores, a etiologia
do PFE permanece pouco desconhecida. Os resultados sdo similares aos encontrados para
outras doencas autoimunes: a doenca resulta da contribuicdo de vérios genes e alelos que
exercem baixo ou moderado efeito fenotipico, sem que nenhum gene candidato seja
suficiente ou essencial para que a doencga ocorra e a associacdo mais forte tem sido
estabelecida com alelos dos genes do HLA. Além disso, algumas citocinas ja foram
encontradas em niveis elevados no soro de pacientes quando comparadas ao de controles.

Apesar da grande utilidade da analise de genes candidatos, muitos dos genes
importantes para o desenvolvimento da doenga ndo podem ser identificados através dessa
abordagem. Isso se deve ao fato de genes candidatos serem escolhidos com base em
conhecimento anterior de sua funcdo e polimorfismo e/ou em conhecimento (a0 menos
parcial) da patogénese da doenga. Entretanto, & justamente essa a incdgnita: o
conhecimento sobre a patogénese da doenca e sobre as fungdes especificas dos genes
alterados em sua estrutura ou padrdo de expressdo € incompleto. A tecnologia de
microarranjos para analise de expressdo génica global em nivel de RNA possibilita a
triagem do transcriptoma em busca de informag6es que contribuam para o conhecimento

das causas e das consequéncias de doencas.



A tecnologia de microarranjos tem revolucionado pesquisas na area biomédica, em
especial aquela direcionada ao estudo de distdrbios complexos, incluindo-se os
autoimunes. Nao se baseando na existéncia de variabilidade genética modulando a
susceptibilidade, a analise simultanea de expressdao de milhares de genes usando
microarranjos permite a exploracdo de interacGes entre muitos componentes de vias
metabdlicas diferentes e tem se tornado uma ferramenta importante para reconhecer vias
patofisioldgicas e identificar alvos terapéuticos direcionados e mais eficazes. Atualmente é
possivel investigar a expressdo de todos 0s genes humanos com a técnica de microarranjos.
Existem argumentos suficientes para considerar as células brancas do sangue periférico e,
em particular os linfocitos, um modelo para a investigacao de disturbios do sistema imune
no qual a inflamacdo é um componente importante. Linfocitos expressam mais que 75% do
genoma humano e, tendo um papel critico no desenvolvimento de respostas imunes, eles
tém um papel central na patogénese de doencas autoimunes.

Devido a natureza sistémica das doencgas autoimunes e do ja evidenciado papel dos
linfocitos T CD4" na resposta autoimune caracteristica do PF é que este trabalho se
destinou a avaliar as diferencas no perfil de expressdo génica dos linfocitos T CD4" do
sangue periférico de pacientes com os de sangue periférico de controles sadios.

Foram feitas varias comparacBes com objetivos diferenciais entre subgrupos de
pacientes - com a forma generalizada ou localizada da doenca, submetidos ou ndo a
tratamento imunossupressor e ainda foram comparados linfdcitos de pacientes com a forma
generalizada da doenca com linfécitos isolados de pacientes com pénfigo vulgar.

A tecnologia de microarranjos até entdo ndo havia sido utilizada para se estudar
qualquer das formas clinicas de pénfigo, sendo este, portanto, um estudo pioneiro nesta

area de pesquisa.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pénfigo Foliaceo Endémico (PFE)

2.1.1 Subtipos e Formas Clinicas

Pénfigo compreende um grupo de doencas autoimunes raras e graves, 6Orgdo-
especificas da epiderme, caracterizadas pela producdo de autoanticorpos direcionados
contra moléculas de adeséo celular — as desmogleinas (AMAGALI, 1995a) — expressas sobre
0s queratindcitos. Tal reconhecimento imune resulta na formagdo de bolhas intra-
epidérmicas.

Existem varios subtipos de pénfigo. Dois dos principais subtipos sdo o pénfigo
foliaceo (PF) e o pénfigo vulgar (PV). Estas formas distinguem-se no que se refere a
desmogleina alvo dos autoanticorpos. Na pele, as principais desmogleinas (Dsgs) expressas
sdo a Dsgl e a Dsg3. A Dsg3 esta presente na camada suprabasal (inferior) da epiderme e
também nas mucosas. No PV, os autoanticorpos sdo direcionados contra a Dsg3 e, em
muitos casos, também contra a Dsgl. Devido a sua distribuicdo, as lesdes no PV afetam as
membranas mucosas com lesdes cutaneas aparecendo secundariamente durante o curso da
doenca. J& a Dsgl é restrita a camada subcornea (superior) do epitélio, sendo a
desmogleina alvo dos autoanticorposanticorpos patogénicos no pénfigo folidceo (PF).
Devido a sua distribuicdo, as lesdes no PF ocorrem estritamente na camada superficial da
epiderme (CHIDGEY, 1997).

Ha duas principais formas clinicas de pénfigo folidceo: forma localizada (frustra) e
forma generalizada (HANS-FILHO et al., 1999) (Figura 1). Na forma localizada, as lesdes
em sua maioria, estdo limitadas as areas seborréicas da pele — face, cabeca, pescoco e
partes altas do tronco. As lesdes sdo pequenas bolhas que rapidamente se rompem,
deixando pequenas areas erosivas. Apoés cicatrizacdo completa, na dependéncia da cor da
pele do paciente, podem deixar lesdes pigmentadas. Estas lesbes podem permanecer
estaveis por meses ou regredir espontaneamente. Em alguns pacientes, entretanto, as lesdes
se espalham pelo tronco e extremidades, progredindo para a forma generalizada do pénfigo

foliaceo.



Figura 1 — Lesdes caracteristicas dos pacientes com pénfigo foliaceo.

Figura 1 - LesBes caracteristicas de pacientes com a forma generalizada (A) e localizada (B) do pénfigo
foliaceo. As setas indicam os locais de algumas lesdes no paciente com a forma localizada da doenca.

Trés sindromes clinicas distintas sdo classificadas como forma generalizada de
pénfigo folidceo. Uma forma bolhosa-esfoliativa, quando os pacientes possuem a doenca
aguda, intensa, com lesdes bolhosas por todo o corpo. Bacteremia ou septicemia ndo séo
observados, porém a exposi¢do ao virus Herpes simplex pode causar o desenvolvimento da
erupcéo variceliforme de Kaposi, uma erupgdo com risco de letalidade. A segunda forma
clinica inclui pacientes que desenvolvem um tipico eritroderma esfoliativo. Erosdes
superficiais confluentes, crostosas e com exsudato sérico também sdo caracteristicas.
InfeccBes sobrepostas como dermatofitose, escabiose, verrugas e outras também podem
complicar a forma generalizada. A terceira forma clinica inclui pacientes que exibem
placas ceratoticas generalizadas e lesdes nodulares, similares a da forma crénica localizada
da doenca (HANS-FILHO et al., 1999).

2.1.2 Epidemiologia

O pénfigo folidceo pode ser reconhecido sob duas formas: o ndo-endémico,
descrito pela primeira vez em Paris, em 1844, que é raro e ocorre esporadicamente em todo
0 mundo, e o endémico, também conhecido como fogo selvagem, o qual foi registrado pela
primeira vez no Brasil, em 1903 e é objeto de estudo deste trabalho. Formas endémicas de
pénfigo foliaceo também foram descritas na Coldémbia (ROBLEDO, 1988 apud HANS-



FILHO, 1999) e na Tunisia (MORINI, 1993 apud HANS-FILHO, 1999). N&o ha diferencas
clinicas e histopatoldgicas entre os tipos endémicos e, da mesma forma, entre as formas
esporadica e endémica, sendo que a Unica caracteristica diferencial entre elas diz respeito a
epidemiologia.

Na Franca, a incidéncia de pénfigos € de 1,7 casos por milhdo por ano. Destes, 73%
correspondem ao pénfigo vulgar, a incidéncia aumenta com a idade, e a proporcao sexual
de afetados corresponde a 2 mulheres:1 homem. Na Tunisia a incidéncia é de 6-7 casos por
milhdo por ano. A maioria dos casos, 61%, corresponde ao pénfigo foliaceo, exibindo a
proporcdo de mulheres para homens afetados de 4:1 e a taxa de incidéncia sendo maior
entre mulheres jovens (BASTUJI-GARIN et al., 1995). No Brasil o PF atinge sua maior
incidéncia: 25-35 casos por milhdo por ano. A doenca ocorre de forma endémica nos
estados de Goias, Minas Gerais, S&o Paulo, Parand e, principalmente, Mato Grosso do Sul.
Acomete principalmente pessoas que vivem ou viveram em areas rurais, principalmente
nas proximidades de rios e coOrregos. Frequentemente a doenca aparece em criangas e
jovens; sendo o pico de incidéncia entre a segunda e terceira décadas de vida. A propor¢édo
sexual de afetados € de 1:1 (DIAZ et al., 1989). Entre os indios Xavantes, em Goias e
Terena, em Mato Grosso do Sul, a prevaléncia da doenca € bastante elevada: 1,4% e 2,6%,
respectivamente (HANS-FILHO et al., 1999).

No final da década de 1980, o pénfigo folidceo brasileiro passou a ser chamado de
pénfigo folidceo endémico (PFE), refletindo com mais precisdo sua principal caracteristica
diferencial — a endemicidade. Esta caracteristica torna essa patologia especialmente
interessante, sendo a Unica doenca que é a0 mesmo tempo autoimune e endémica
(CAMPBELL et al., 2001).

2.1.3 Imunopatologia

A etiologia do PFE permanece desconhecida. A deteccdo de autoanticorpos
circulantes no soro de pacientes foi demonstrada através de imunofluorescéncia indireta
(IFI) (BEUTNER et al., 1964 apud CAMPBELL et al., 2001). Os mesmos autores, por
meio de imunofluorescéncia direta (IFD) da pele lesionada de pacientes mostraram a
marcacdo da superficie celular epitelial, indicando a deposicdo de imunoglobulinas sobre a

membrana dos queratindcitos.



Os anticorpos depositados sobre os queratindcitos sdo principalmente IgG,
particularmente da subclasse 1gG4, com titulos menores de 1gG1, e com IgG2, IgG3 e IgM
sendo muito pouco frequentes (TREMEAU-MARTINAGE et al., 1995 apud MARTEL et
al., 2001a). Os anticorpos circulantes também sdo IgG4 e IgG1, e raramente IgG3 (JONES
et al., 1988 apud MARTEL et al., 2001a). A recuperacdo dos pacientes geralmente esta
correlacionada com o declinio dos titulos de IgG4, enquanto os titulos de 1gG1 muitas
vezes permanecem detectaveis, ilustrando o papel patogénico dos anticorpos IgG4 (BHOL
etal., 1994 apud MARTEL et al., 2001a).

Esses autoanticorpos sdo direcionados contra a desmogleina 1 (Dsgl), uma
glicoproteina transmembranica, integrante dos desmossomos, e que tem uma participacdo
fundamental na adesdo celular entre os queratindcitos (WHEELER et al., 1991). Em
conjunto com outros fatores, quando reconhecida pelos autoanticorpos, a Dsgl perde a
capacidade de exercer sua funcdo de adesdo celular e, em consequéncia disso, formam-se
as vesiculas caracteristicas da doenca com desprendimento da camada superficial da
epiderme, fendmeno conhecido como acantdlise.

Existem evidéncias diretas de que autoanticorpos anti-Dsgl presentes no soro de
pacientes sdo patogénicos. AMAGAI et al. (1995b) por meio de experimentos que
envolvem imunoadsorcdo, demonstraram que uma proteina quimérica, contendo o dominio
extracelular inteiro da Dsgl, adsorve completamente a imunorreatividade dos anticorpos do
soro de pacientes contra a superficie celular dos queratindcitos.

Entretanto, a unicidade das desmogleinas como autoantigenos tem sido
questionada. NGUYEN et al. (1998) argumentam que autoanticorpos antidesmogleinas
sozinhos ndo sdo suficientes para desencadear as lesfes caracteristicas dessas doencas, mas
que outros autoanticorpos contra outros antigenos da superficie dos queratindcitos séo

necessarios. Esta questdo permanece sob investigacao e é objeto de intenso debate.

2.1.4 Histopatologia

A caracteristica histolégica marcante do PF é a acantdlise nas bolhas intra-
epidérmicas. No entanto, 0 mecanismo molecular da acantélise permanece controverso.
Foi sugerido que a ativacdo do sistema complemento possa ter um papel relevante

na acantolise, uma vez que as lesdes epidérmicas de pacientes mostram grandes deposi¢des



do fator C3 e porque a adicdo de complemento as culturas celulares de queratindcitos
previamente tratadas com anticorpos IgG de pacientes, intensifica o processo de acantolise
(JORDON, 1980; apud HANS-FILHO et al., 1999). Entretanto, a acantolise pode ser
induzida in vitro por anticorpos sozinhos, sem complemento (MARTEL, 2001b). Portanto,
parece que o sistema complemento ndo é necessario para 0 processo acantolitico, mas
provavelmente pode intensifica-lo (DE MESSIAS et al., 1989). A forma como o
complemento € ativado permanece incerto. Anticorpos IgG4 ndo fixam complemento, mas
como a doenca esté frequentemente associada com IgG1, pode ser que ocorra uma ativacéo
local do complemento pela via classica.

Também foi sugerido que a patogenicidade dos anticorpos no pénfigo se da pela
ativacdo de proteases ndo especificas, através do sistema plasminogénio-plasmina. Foi
demonstrada a existéncia de ativador de plasminogénio e atividade proteolitica induzida
por autoanticorpos em queratindcitos em cultura. O principal ativador de plasminogénio
identificado € do tipo uroquinase (UPA). A uPA ativaria o plasminogénio, que por sua vez
induziria a producdo de plasmina, uma proteina com atividade proteolitica ndo-especifica,
que acabaria quebrando as desmogleinas (XUE et al., 1998). Entretanto, ha controvérsias
no que se refere a participacdo de UPA na acantdlise e argumentos a favor do bloqueio
especifico da funcdo das desmogleinas pelos anticorpos IgG: a elevacdo de uPA foi
registrada em muitas doencas de pele sem acantdlise e, a transferéncia passiva de 1gG de
pacientes para camundongos neonatos knockout para uPA induz acant6lise no mesmo nivel
gue em camundongos controle (MAHONEY et al., 1999). Portanto, o sistema
plasminogénio-plasmina parece também ndo ter um papel importante na acantolise, mas
pode atuar secundariamente na amplificagdo das lesdes.

Recentemente, foi sido sugerido um possivel papel da apoptose na inducdo do
pénfigo. Vérios estudos mostram que um desbalan¢co nas moléculas relacionadas a
apoptose (como o receptor Fas e seu ligante FasL, caspases, p63 e outras) levam a
desregulacdo da apoptose em pacientes com pénfigo (PUVIANI et al.2003; WANG et al.,
2004; ZUCOLOTTO et al., 2003). Estes estudos mostraram que as lesdes contém
queratindcitos apoptéticos e que a morte celular € induzida no tecido lesionado
aparentemente antes da separacdo celular. Com base nestes resultados, os pesquisadores

sugerem que a apoptose pode ser a causa do fendbmeno acantolitico, ou seja, que a



acantolise induzida por anticorpos é procedente da via de sinalizacdo de morte celular.
Outra proposta é a de que a desregulacdo na apoptose seja por aumento da morte celular
programada normal dos queratindcitos e/ou “limpeza” deficiente ou inadequada do
material apoptético pode deixar como produtos varios antigenos (especificamente,

desmogleina) com consequente producédo de autoanticorpos (WOLF et al., 2005).

2.1.5 Tratamento

O tratamento do PF é feito, principalmente, com corticdides sistémicos
administrados por via oral. Por demandar um tratamento prolongado, ha probabilidade de
efeitos colaterais, como o desenvolvimento de infestacGes intestinais e infeccdes
bacterianas extracutaneas, como pneumonias, infec¢des urinarias, tuberculose, septicemias
e outras. Além disso, podem ocorrer hipertensdo, hiperglicemia, aumento de peso,
osteoporose, gastrite e Ulcera gastrintestinal e surtos psicoticos. Os pacientes devem ainda
proteger-se da luz solar, uma vez que a radiacdo ultravioleta pode induzir a formacdo de
bolhas, sendo o sol um fator ambiental dos mais importantes no desenvolvimento e
agravamento do PFE (CAMPBELL et al., 2001).

2.1.6 Envolvimento de fatores genéticos e ambientais

De acordo com o modelo multifatorial no qual se insere o PFE, as doencas
complexas ndo sao atribuiveis a um Gnico gene ou a um Unico fator ambiental.

Com relacdo aos fatores ambientais, WARREN et al. (2000) sugerem que um fator
desencadeador da doenca estd concentrado na area endémica, pois verificaram que 0s
titulos de anticorpos anti-Dsgl em individuos saudaveis elevam-se com o aumento da
proximidade da residéncia dessas pessoas com a area endémica de Limédo Verde, na qual
vivem os indigenas Terena.

Ha evidéncias de que um mosquito, mais especificamente um simulideo (familia
Simuliidae), possa atuar como agente transmissor (possivelmente um virus ou bactéria) ou
desencadeador (possivelmente uma proteina salivar) da resposta autoimune (LOMBARDI

et al., 1992). Recentemente, LI et al. (2003) mostraram que um numero significativo de



pacientes com doencas transmitidas por vetores hematéfagos como oncocercose,
leishmaniose e doenca de Chagas, possuem autoanticorpos contra epitopos do quinto
dominio extracelular (EC5) da Dsgl e levantaram a hipdtese de que antigeno(s) salivar(es)
desses insetos podem conter uma molécula que reage de forma cruzada com a Dsgl e
desencadeia a resposta de anticorpos anti-EC5. De acordo com o modelo proposto, estes
pacientes, assim como os pacientes com PFE em estagio pré-clinico, desenvolvem uma
resposta inicial de anticorpos ndo-patogénica contra o EC5 da Dsgl. Esta regido, que é
muito pequena e préxima a membrana, pode ser criptica, ou seja, 0 EC5 pode ser
sequestrado in vivo e consequentemente, € incapaz de ser reconhecido por anticorpos
circulantes anti-EC5. Isto explica porque pacientes com oncocercose, leishmaniose e
doenca de Chagas ndo tém pénfigo, apesar de possuirem anti-EC5. Ja os pacientes que
desenvolvem PF seriam individuos geneticamente predispostos que, através do fendbmeno
de "espalhamento intramolecular de epitopos"”, produziriam anticorpos patogénicos contra
os primeiro (EC1) e segundo (EC2) dominios extracelulares da Dsgl (Figura 2). O
espalhamento de epitopos € definido como uma resposta autorreativa especifica de célula B
ou T contra epitopos enddgenos, que sdo distintos dos epitopos desencadeadores da
doenca, ndo sendo devido a reacdes cruzadas de anticorpos. Estes epitopos podem ser
derivados da proteina reconhecida inicialmente ou derivar de proteinas secundarias,
liberados durante uma resposta inflamatdria ou autoimunidade cronica.

Os dominios EC1 e EC2 sdo os responsaveis pela funcdo de adesdo das
desmogleinas e quando reconhecidos pelos autoanticorpos podem perder a capacidade de
mediar adesdo celular e a doenca é desencadeada. Este modelo também pode explicar
porgue muitos individuos saudaveis e parentes consanguineos de pacientes possuem
anticorpos anti-Dsgl e ndo desenvolvem a doenca, pois os anticorpos dos individuos livres
de PFE sdo dirigidos contra epitopos do dominio EC5.

Ja a participacdo de um componente genético na patogénese do PFE é evidenciada
pela agregacdo familial da doenca e pelos resultados dos estudos de associagéo entre a
doenca e alelos de genes candidatos. Poder-se-ia inferir que a agregacédo € consequéncia do
compartilhamento do mesmo ambiente entre individuos da mesma familia. No entanto, o
numero de casos entre individuos geneticamente relacionados € muito superior ao de

individuos com ligacbes apenas sociais (esposo-esposa, cunhados etc.). Esta
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desproporcionalidade dos indices indica a existéncia de uma predisposi¢cdo genética a esta
doenga (HANS-FILHO et al., 1999).

Figura 2 - Modelo da via imunopatogénica do PFE.
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Figura 2 - Modelo da via imunopatogénica do PFE. Fatores ambientais desencadeiam a
producéo de anticorpos IgG1 e IgG 4 ndo-patogénicos contra o0 dominio EC5 da Dsgl. Em
individuos geneticamente predispostos, o espalhamento intramolecular de epitopos resulta
na geragdo de anticorpos 1gG4 contra os dominios EC1 e EC2, o que induz a doenca (Li et
al., 2003).

Em virtude de sua funcdo na resposta imune e do elevado grau de polimorfismo,
varios dos genes situados no Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC),
chamados de genes HLA em humanos, estdo entre os mais investigados para associacéo
com doencas autoimunes, incluindo-se o PF. A associacdo de moléculas HLA com doencas
autoimunes € interpretada em funcdo de que os aminoécidos polimdérficos no sitio de
ligacdo aos peptideos definem a afinidade da ligacdo do peptideo que esta sendo
apresentado e, portanto, a capacidade de um individuo montar uma resposta imune a um
antigeno, sendo ele estranho ou préprio (TODD, 1999).

Num estudo pioneiro, PETZL-ERLER e SANTAMARIA (1989) investigaram, por
meio de tipagem sorologica, uma populacdo caucasoide do sul do Brasil, com objetivo de
verificar se genes HLA estavam associados a susceptibilidade ao PFE. Foi constatada

associacdo primaria positiva com HLA DR1 e DR4, e associacdo primaria negativa com
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DQ2. Estes resultados foram recentemente confirmados e ampliados atraves de tipagem
molecular (PAVONI et al., 2003), num estudo que objetivou avaliar as associagdes entre
PFE e alelos HLA-DRB1. Outros grupos, trabalhando tanto com o pénfigo folidceo
endémico (MORAES et al., 1991; MORAES et al., 1997), quanto com a forma esporadica
(MIYAGAWA et al., 1999; LOISEAU et al., 2000), encontraram resultados semelhantes.
As discordancias nos resultados das associagdes sdo resultantes de diferengas do
polimorfismo HLA entre as populacdes analisadas, ja que associacdes ndo detectadas em
um certo grupo étnico podem ser explicadas pela auséncia ou baixa frequéncia dos alelos
correspondentes nesta populacdo (PAVONI et al., 2003). E isto, por exemplo, que ocorre
nas populaces amerindias analisadas (MORAES et al., 1997; CERNA et al., 1993), nas
quais um padrao diferente de associa¢des foi registrado.

Apesar das discrepancias nos resultados das associacdes, foi verificado que alelos
HLA-DRB1, positivamente associados com PFE em diferentes grupos étnicos,
compartilham uma sequéncia de aminoacidos nas posi¢des 67-74, localizada na terceira
regido hipervariavel da molécula: LLEQRRAA (MORAES et al., 1997). Estes dados
levaram estes pesquisadores a propor que esta sequéncia é que esta envolvida na
susceptibilidade ao PFE, e ndo alelos em particular. No trabalho de PAVONI et al. (2003)
esse motivo também foi positivamente associado com o PFE. Entretanto, alelos que nédo
tém esse motivo também estdo associados com a doenca, sugerindo que outras
particularidades das moléculas HLA possam ser importantes no reconhecimento do
antigeno.

Foram encontradas associacfes de variantes genéticas de interleucina 6 (IL6),
interleucina 4 (IL4) (PEREIRA et al., 2003), morte celular programada 1 (PDCD1)
(BRAUN-PRADO E PETZL-ERLER, 2007), CD40, CD40L e BLYS (MALHEIROS E
PETZL-ERLER, manuscrito submetido) com o PFE. Associagdes ndo foram encontradas
com fator de necrose tumoral (TNF), linfotoxina alfa (LTA) (Roxo et al., 2003), antigeno 4
de linfécito T citotdéxico (CTLA4) (PAVONI et al., 2006), BAX e TP53 (KOHLER E
PETZL-ERLER, 2006) e desmogleina 1 (DSG1) (PETZL-ERLER E MALHEIROS, 2005).
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2.2 Tolerancia e quebra da toleréncia ao préprio

Muitos dos individuos expostos aos agentes desencadeadores ambientais exdgenos
ndo desenvolvem doencas autoimunes. Uma explicacdo para esta resisténcia € que muitas
dessas pessoas possuem um complemento de alelos em genes imunorreguladores que
minimizam o risco que as respostas de células T e B a antigenos proprios ocorram (TODD,
1999). O principal mecanismo responsavel pela auséncia de reacdo imunoldgica contra
antigenos proprios € a delecdo clonal de células T autorreativas no timo. Até a década de
1960, supunha-se que todos os linfécitos reativos ao proprio fossem eliminados durante seu
desenvolvimento e que uma falha na eliminacdo desses linfocitos levaria a autoimunidade.
No final dos anos 1970, muitos pesquisadores mostraram que nem todos os linfocitos
reativos ao proprio sdo eliminados durante a maturacdo (KUBY, 2002), ou porque a
afinidade com o antigeno € baixa (e este ndo estd presente no timo em quantidades
suficientes), ou porque o antigeno ndo estava presente durante a ontogenia das células T
(proteinas restritas a determinados 6rgaos, ditas "sequestradas') (JANEWAY e TRAVERS,
1997). As células que escapam da delecdo passam a integrar o conjunto de células T
periféricas. Portanto, individuos saudaveis possuem linfocitos autorreativos, ou seja, a
autoimunidade pode ser considerada uma condicdo fisioldgica.

A presenca dessas celulas autorreativas, via de regra, ndo resulta em autoimunidade
patoldgica, pois sua atividade pode ser regulada por mecanismos periféricos. Entre estes
estdo a anergia e a supressao clonal (KUBY, 2002). Varios mecanismos podem resultar na
supressao da resposta dessas células, entre eles estdo a agdo de células supressoras e a baixa
afinidade das células T autorreativas em relacdo ao autoantigeno. Ja a anergia €
consequéncia da auséncia ou redugdo de um sinal coestimulador necessario a ativacao das
células T e B em adicdo ao fornecido pela ligagéo entre o receptor de linfécito T (TCR) e 0
complexo peptideo/MHC, e o do receptor de linfécitos B (BCR) e o antigeno,
respectivamente (JANEWAY e TRAVERS, 1997). Uma quebra nesta regulagédo pode levar
a ativacdo de clones de células B ou T autorreativos.

A ativacdo dos clones autorreativos pode ocorrer por varias causas e quase sempre

estd associada a uma infeccdo por microrganismos. A liberacdo de antigenos em
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decorréncia de uma infeccdo ou trauma, antes restritos a um determinado local do
organismo e que, a principio, ndo tinham contato com células do sistema imune (antigenos
sequestrados), pode levar a ativacao de linfocitos B ou T que escaparam da delecédo clonal
por ndo terem interagido anteriormente com esses autoantigenos (KUBY, 2002).

Microrganismos infecciosos podem ativar clones de linfocitos T autorreativos por
possuirem antigenos muito semelhantes a autoantigenos, levando a uma reacdo cruzada.
Este fenbmeno € conhecido como mimetismo molecular e ja foi verificado na esclerose
maltipla (WUCHERPFENNIG e STROMINGER, 1995). Os receptores de células T
podem reconhecer um numero surpreendente de peptideos estruturalmente relacionados
derivados de diferentes antigenos e ligados a moléculas MHC proprias. Esta ampla
diversidade do reconhecimento por células T favorece a ocorréncia de mimetismo
molecular. A existéncia de um repertorio tdo diverso faz sentido dentro do contexto de
resisténcia a doencas infecciosas: se o repertorio for muito reduzido no timo ou
demasiadamente controlado na periferia, pode ndo haver diversidade adequada para o
reconhecimento de antigenos estranhos (TODD, 1999).

Com relacdo ao pénfigo folidceo, demonstrou-se a presenca de autoanticorpos em
uma grande percentagem (55%) de individuos saudaveis nas areas endémicas (WARREN
et al., 2000). A origem desses autoanticorpos pode, em teoria, ser precedida pela
apresentacdo de antigenos proprios, levando a ativacdo de células T, seguida pela ativagédo
de células B e subsequente producdo de anticorpos. Nesses individuos, parece que 0s
mecanismos responsaveis pela auto-tolerancia estdo sendo eficazes, ao contrario dos
pacientes nos quais falhas nesse processo permitem o desenvolvimento da autoimunidade
patoldgica. Como mencionado anteriormente, LOMBARDI et al. (1992) e LI et al. (2003)
sugerem que um mosquito possa atuar como agente transmissor ou desencadeador da
resposta autoimune no PFE. A exposicdo crbnica aos antigenos inoculados por esses
mosquitos poderia ativar a producdo de autoanticorpos em individuos predispostos, e estes
autoanticorpos poderiam reagir de maneira cruzada com antigenos epidérmicos e causar a

acantolise.
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2.3. Anédlise de expressao génica diferencial em disturbios imunes

Os perfis de expressdo génica refletem a resposta transcricional de centenas de
genes a uma mudanca no estado celular ou em resposta a um estimulo farmacoldgico. O
objetivo tipico de tais experimentos € a identificacdo de novos genes envolvidos em uma
resposta, ou marcadores diagndsticos e/ou progndsticos que caracterizem o estado de
doenca. Tal abordagem permite uma investigacdo de grandes por¢cdes do genoma em um
unico ensaio, sem a necessidade de selecionar genes importantes a priori. Devido a este
potencial de descobrir novos genes de expressdo alterada para 0s quais pouco ou nenhuma
informacdo anterior esta disponivel que justificasse um papel na doencga, experimentos com
microarranjos podem ser considerados como geradores de hipoteses mais que dirigidos por
hipoteses (KURELLA et al., 2001).

Genes expressos preferencialmente em doengas inflamatérias tais como doenca
inflamatoria intestinal e artrite reumatoide (AR), foram identificados usando microarranjos
(HELLER et al., 1997). Além de identificar genes conhecidos, 0 uso de microarranjos
permitiu aos pesquisadores identificar varios genes novos que S380 expressos nessas
condicdes inflamatorias. Além disso, é frequente o encontro de genes que sabidamente séo
importantes num contexto ndo relacionado e, inesperadamente, estdo envolvidos no
processo que esta sendo estudado. Ainda, uma analise mais detalhada do tecido sinovial de
pacientes com AR sobre um arranjo de DNAc com 24 mil sequéncias sugere uma
subclassificacdo em pelo menos dois grupos molecularmente definidos de AR, um com
inflamacdo intensa e ativacdo de células B e T e outro com pouca inflamagdo mas com
processos de remodelamento tecidual, incluindo a expressdo de diferentes tipos de
colageno (van der POUW KRAAN et al., 2003).

A utilizacdo de microarranjos para estudar o lipus eritematoso sistémico (LES)
levou recentemente a identificacdo de perfis de expressdo génica que distinguem a maioria
dos pacientes dos controles (BAECHLER et al.,, 2003). Foram examinadas células
mononucleares do sangue periférico de 48 pacientes e 42 controles sadios usando arranjos
de oligonucleotideos. Foi identificado um subconjunto de pacientes com expressao
desregulada de genes integrantes da via do interferon (IFN). Este registro de IFN foi

associado com uma forma mais grave da doenca, envolvendo complicacGes relacionadas a
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inflamacdo dos rins e/ou sistema nervoso central. Dessa maneira, alvos terapéuticos
participando da via do IFN podem ser particularmente benéficos no subconjunto de
pacientes com doenca mais grave.

O mecanismo bésico que contribui para a doenca autoimune pode, em parte, ser
compartilhado entre fenotipos relacionados. Esta é a idéia que se tem a respeito da
sindrome de Sjogren (SS) e doencas relacionadas tais como LES e AR. SS é uma doenca
crénica que pode ocorrer como fendtipo priméario ou como sindrome secundaria quando
presente no contexto de uma doenca autoimune adicional. E caracterizada por infiltragio
linfocitica nas glandulas salivares e lacrimais, levando ao ressecamento dos olhos e boca.
Caracteristicas imunolégicas da doenca que sdo sobrepostas entre SS, LES e AR incluem
producdo de anticorpos anti-Ro/SSA e/ou anti-La/SSB produzidos por muitos pacientes
com LES ou SS, e a producdo de anticorpos fator reumatoide, os quais sdao frequentemente
encontrados em pacientes com AR ou SS. Estudos de SS utilizando microarranjos
mostraram que genes induziveis por interferons tém expressdo aumentada em pacientes
comparados com individuos controle. Assim, ambas SS e LES compartilham um
mecanismo etiolégico comum relacionado a desregulacdo de genes envolvidos na via do
IFN. Aplicacdes adicionais das analises com microarranjos poderiam facilitar a
identificacdo de ambas as vias que sdo comuns para SS e LES, bem como as vias que séo
Unicas e distinguem pacientes com estas duas doencas (MOSER et al., 2004).

Estudos comparando o perfil de expressao génica entre pacientes com LES, AR,
diabetes tipo 1 e ES também demonstram que perfis de expressdo aberrantes podem ser
similares entre doencas autoimunes clinicamente distintas (MAAS et al., 2002). Usando
microarranjo de DNAc com aproximadamente 4 mil genes, os pesquisadores inicialmente
mensuraram a expressao génica em nove controles sadios antes e ap0s imunizagdo com
vacina da influenza, e definiram perfis associados com a resposta imune normal.
Comparacdes entre o perfil de resposta imune normal e autoimune indicaram que padrdes
de expressdo génica entre pacientes com AR e LES, e EM e diabetes tipo 1 sdo
relativamente similares. Genes que estdo induzidos em todas as quatro doencas
representam varios receptores, mediadores inflamatérios, moléculas sinalizadoras/segundos
mensageiros, e autoantigenos. Muitos dos genes pouco expressos estdo envolvidos em

apoptose e funcdo de ubiquitinizacdo/proteassomo e sdo inibidores da progressédo do ciclo
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celular. Este estudo é particularmente interessante porque demonstra que genes com um
padrdo de expressdo distinto na autoimunidade sdo conservados entre as diferentes
doencas, mas nao sao todos genes de “resposta imune”.

Dentre as doencas da epiderme, a psoriase tem sido a mais estudada com
microarranjos. A psoriase € uma doenca inflamatoria caracterizada por eritema,
endurecimento e formacdo de escamas na pele. BOWCOCK et al. (2001) utilizaram
microarranjos para iniciar uma andlise mais abrangente da mudanca transcricional que
ocorre na pele com lesdo e sem lesdo de pacientes psoriaticos versus individuos controles
sadios. Distancias entre amostras, calculadas com base nos niveis de expressao de todos 0s
genes sobre o arranjo, diferenciaram claramente a pele lesionada da néo-lesionada e de
amostras normais. Para identificar genes diferencialmente expressos foi realizada uma
andlise de agrupamento hierarquico. Esta identifica agrupamentos de genes com padrdes de
expressao similar em amostras individuais e resultou na identificacdo de 177 transcritos
com expressdo alterada em psoriase. Cento e sessenta e um destes foram induzidos e
menos que um quinto destes tinha sido descrito anteriormente como envolvidos na
psoriase. Dez genes também se encontravam induzidos na pele ndo envolvida. Varios
destes genes localizam-se em regides gendmicas ligadas previamente a psoriase e /ou
outras doencas autoimunes.

Os estudos que envolvem linfocitos isolados de sangue periférico para analise de
expressdo génica, ainda sdo em pequeno namero.

HIINEN et al. (2005) isolaram linfécitos T CD4" do sangue periférico de pacientes
com dermatite atdpica e de controles e apesar de ndo encontrarem expressao aumentada de
genes tipicamente expressos por linfécitos Th2, a qual € resposta caracteristica da dermatite
atopica, demonstraram que genes diferencialmente expressos estdo envolvidos com
migracdo, proliferacdo celular e apoptose, podendo ser importantes vias modulando a
patogénese da doenca.

HANSEL et al. (2005) também analisaram expressdo génica de linfocitos T CD4"
isolados do sangue periférico de controles e pacientes com asma através de microarranjos.
Foi demonstrado que 0s genes com expressdao aumentada incluiram genes envolvidos em
ativacdo de células T, proliferacdo e mudancas no citoesqueleto e sugeriram que estes

representam alvos moleculares em potencial para terapia e prevencao da asma.
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Ao analisarem o perfil de expressdo génica de linfocitos T CD4" isolados do sangue
periférico de criancas com dificuldades respiratdrias persistentes e transitdrias, KAPITEIN
et al. (2008) encontraram genes diferencialmente expressos em vias imunoldgicas
envolvidas em apoptose e proliferacdo de linfocitos T. Estes pesquisadores mostraram que
perfis de expressdo génica sdo compartilhados pelos diferentes fendtipos de pacientes (com
complicagBes respiratorias persistentes ou transitorias), mas também mostraram a
heterogeneidade dos fendtipos €, em parte, refletida pelo perfil de expressdo génica dos
linfocitos periféricos, contribuindo, desta maneira, para o entendimento da patofisiologia
das complicacdes respiratdrias.

Resultados muito interessantes a respeito de como o tratamento imunossupressor
modula a funcdo de linfécitos T foram obtidos por PEREIRA et al. (2004). Estes
pesquisadores isolaram linfocitos totais do sangue periférico de pacientes com lUpus
eritematoso sistémico e controles o observaram que pacientes ndo tratados tém 38 genes
reprimidos quando comparados aos controles. Quando pacientes ndo tratados foram
comparados aos tratados, 154 genes foram induzidos. J4 BAIAO et al. (2007) ao
analisarem células mononucleares do sangue periférico (PBMC) em cultivo tratados com
ciclosporina A (CsA), uma droga imunossupressora, identificaram varios genes alvo da
CsA, contribuindo para o entendimento do efeito bioldgico da CsA sobre a expressdo
génica em PBMC.

BOMPREZZI et al. (2003) obtiveram resultados muito interessantes a respeito do
mecanismo patogénico subjacente ao estagio da esclerose mdltipla, ao estudarem a
diferenca do perfil de expressdo de células mononucleares do sangue periférico entre
pacientes e controles. Apesar de ndo ser possivel entender a consequéncia bioldgica de
todas as vias que estdo alteradas e de que forma elas estariam interagindo, foi verificado
que as diferengas existentes entre pacientes e controles compreendem genes relacionados
ao sistema imune, como o esperado, mas também genes relacionados ao ciclo celular,
sustentando a idéia de que além de ativacdo de linfdcitos e interagdo célula-célula, outros
eventos tém papéis relevantes durante o processo autoimune. Estudos analogos
encontraram resultados semelhantes (MAAS et al., 2002; RAMANATHAN et al., 2001).
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2.4, Importancia do estudo de linfécitos T CD4"

Na epiderme lesionada obtem-se in loco as células efetoras do processo autoimune.
Seria de grande valia para o entendimento da patofisiologia da doenca analisar-se estas
células. A dificuldade técnica em obter-se populacBes celulares integras de tecido
epidérmico é consideravel devido a forte adeséo entre os diferentes tipos celulares. Além
disso, a quantidade de células obtidas é pequena e insuficiente para a maioria dos estudos
de expressdo génica. Entretanto, devido a natureza sistémica das doengas autoimunes tém
se verificado que mudancas de expressdo génica clinicamente relevantes também podem
ser observadas em células do sangue periférico.

Uma dificuldade particular na aplicacdo de metodologias de analise de expressao
génica no estudo de tecidos é a grande diversidade de tipos celulares que os compdem e
estdo envolvidos no processo autoimune. Tanto o tecido patologicamente alterado quanto o
normal sdo inerentemente complexos. O principal problema é que as amostras de tecido
podem ter nimeros diferentes de cada tipo celular e diferencas no perfil de expressao
podem refletir essa composicdo diferencial e, portanto, levar a resultados espurios. Além
disso, é dificil identificar em qual populacéo celular as alterac6es estdo ocorrendo, uma vez
que diferentes tipos celulares podem expressar os mesmos produtos. Para compreender a
intrincada patofisiologia molecular do processo autoimune é mais relevante estudar o perfil
de expressao génica de cada um dos tipos celulares separadamente.

Devido a inviabilidade de se estudar todos os tipos celulares, escolheu-se uma
populacédo celular que tem um papel central em respostas imunes e autoimunes — linfocitos
T CD4".

A importancia dos linfocitos T tem sido demonstrada para varias doencas
autoimunes. No PF, esta bem definido o papel da imunidade humoral, por meio de
anticorpos 1gG4 contra a Dsgl. Em geral, a producéo de anticorpos por celulas B requer a
colaboragdo de células T CD4". Como o fogo selvagem é uma doenca autoimune mediada
por anticorpos é esperado que células T tambem participem da patogénese desta doenca. As
primeiras evidéncias desta participacdo vieram dos estudos de associagdo com os genes do
complexo principal de histocompatibilidade demonstrando a influéncia do genotipo HLA

de classe Il na modulagdo da susceptibilidade individual a essa doenca, como descrito
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anteriormente. Recentemente, num estudo realizado com os indigenas Terena, LIN et al.
(2000) demonstraram que linfécitos T do sangue periférico da grande maioria dos pacientes
reconhecem e proliferam especificamente em resposta ao dominio extracelular da Dsgl
recombinante. As células T reativas a Dsgl exibiram um fendtipo de células T CD4+ de
memoria e produziram um perfil de citocinas caracteristico de células Th2, ou seja,
produziram IL4, IL5 e IL6, mas ndo produziram IFN-y. Os resultados do estudo forneceram
sustentacdo a hipdtese de que células T desempenham um importante papel na resposta
autoimune caracteristica do PF.

Com relacdo a reacdo inflamatéria do PFE, foi demonstrada a predominancia de
linfocitos CD4" tanto na pele lesionada quanto na pele perilesionada em ambas as formas
clinicas da doenca (localizada e generalizada) (SANTI e SOTTO, 2001).

Sendo assim, os estudos indicam que os linfocitos T CD4" tanto do sangue

periférico como do tecido lesionado tém papel central no processo patogénico do PFE.
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3. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Os trabalhos citados anteriormente demonstram a utilidade da tecnologia de
microarranjos no auxilio a compreensdo da patogénese molecular subjacente ao
desenvolvimento de doencas complexas. Em virtude deste potencial é que este trabalho se
destinou a avaliar o perfil de expressdo génica de varios subgrupos de pacientes com
pénfigo. Devido a natureza sistémica das doencas autoimunes e do ja evidenciado papel
dos linfécitos T CD4" na resposta autoimune caracteristica do PF é que este tipo celular foi
escolhido para ser analisado. A etiologia e patofisiologia molecular que culminam com o
desenvolvimento do PFE ainda sdo pouco conhecidas, assim como as alteracdes
moleculares que diferenciam a intensidade das respostas imunolégicas em subgrupos de
pacientes que manifestam as formas localizada e generalizada da doenca. A terapia
imunossupressora para tratamento do pénfigo € pouco especifica e com efeitos colaterais
dos mais diversos. O mecanismo basico que contribui para a autoimunidade pode, em
parte, ser compartilhado entre fendtipos relacionados. Portanto, o potencial da analise de
expressao génica diferencial em gerar informacdes de relevancia cientifica e clinica ao ser
aplicado no estudo do pénfigo foliaceo € consideravel.

De acordo com o exposto, 0s objetivos deste trabalho sdo:

Especificos:

l. Avaliar o perfil de expressdo génica diferencial em linfocitos T CD4"
isolados do sangue periférico de pacientes com pénfigo folidceo sem
tratamento em comparacgao com individuos controles;

. Avaliar o perfil de expressdo génica diferencial em linfocitos T CD4"
isolados do sangue periférico de pacientes com a forma generalizada do
pénfigo folidceo sob tratamento imunossupressor em comparagdo aos
pacientes sem tratamento;

. Identificar alteragcdes moleculares que diferenciam a intensidade das
respostas imunologicas em subgrupos de pacientes que manifestam as
formas localizada ou generalizada do PF e que sejam subjacentes aos
linfocitos T CD4™;



VI.

Gerais:
VII.

VIII.
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Identificar o perfil de expressdo génica de linfocitos CD4" de pacientes com
pénfigo foliaceo e de pacientes com pénfigo vulgar para verificar se ha uma
base molecular comum entre as duas doencas;

Avaliar a expressé@o dos genes encontrados como diferencialmente expressos
nos linfocitos T CD4" periféricos em biopsias de pele de tecido lesionado e
ndo-lesionado de pacientes com pénfigo foliaceo;

Avaliar, nas bidpsias de tecido lesionado e nédo-lesionado de pacientes com
pénfigo folidceo, a expressao de genes que nos permitem verificar se células

T reguladoras estdo participando da resposta imune local;

Obter informacgdes que auxiliem a compreensao da patofisiologia molecular
do PFE;

Identificar potenciais alvos terapéuticos para o desenvolvimento de terapias
mais efetivas e especificas;

Contribuir para a compreensdo do mecanismo geral que leva a
autoimunidade, uma vez que este mecanismo pode ser compartilhado por
varias doengas autoimunes clinicamente distintas;

Identificar novos genes candidatos para futuros estudos de associacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras

Vinte e sete pacientes e nove individuos controles sadios foram incluidos no presente
estudo. As coletas foram realizadas no Ambulatério de Dermatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de So Paulo (HC-
FMRP-USP) e no Hospital Adventista do Pénfigo em Campo Grande (MS). Os pacientes
foram diagnosticados com base em dados clinicos e imunohistoquimicos.

Para a andlise dos microarranjos foram utilizados 19 pacientes e 5 controles. Estas e
as demais amostras que completam o total amostral foram utilizadas posteriormente para a
validacdo dos dados pela reagdo em cadeia da DNA polimerase em tempo real (PCR-RT).

Cinco grupos de comparacdo foram utilizados no estudo. O primeiro foi composto
por 5 pacientes com pénfigo folidceo portadores da forma generalizada da doenga e sem
tratamento; o segundo por 5 pacientes com pénfigo folidceo portadores da forma
generalizada e submetidos a tratamento imunossupressor; o terceiro por 5 pacientes com
pénfigo foliaceo portadores da forma localizada da doenca e sem tratamento; o quarto por 4
pacientes com pénfigo vulgar e sem tratamento e o quinto grupo formado por individuos
controles saudaveis. Os pacientes com pénfigo vulgar foram classificados como portadores
de lesdes apenas nas mucosas ou de lesGes mucocutaneas. Os individuos controle estavam
livres de qualquer doenca ou tratamento. Foram excluidos da amostra pacientes que
estivessem sem lesdes ativas.

E importante salientar que todos os pacientes, incluindo os que estavam sob
tratamento apresentavam lesGes ativas, uma vez que a corticoterapia havia sido iniciada
recentemente.

Além do sangue periférico, bidpsias, incluindo tecido lesionado e ndo-lesionado,
foram coletadas de 5 pacientes. Excluiu-se da amostra pacientes que estivessem com
infeccOes secundarias nas lesoes.

Na Tabela 1 é mostrada a caracterizagdo geral das amostras coletadas, bem como a
utilizacdo de cada uma nos experimentos de microarranjos e reacdo em cadeia da DNA

polimerase em tempo real (PCR-RT).
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Os pacientes e controles foram esclarecidos quanto aos objetivos do estudo e uma
extensa averiguacdo foi feita e documentada. Este estudo foi aprovado pelos Comités de
Etica em Pesquisa do HC-FMRP-USP e do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Federal do Parana.

Tabela 1 - Caracterizacdo dos pacientes e controles envolvidos no estudo.

Cddigo Amostra Sexo Tratam/ Forma Idade Ancestralidade Microarranjo PCR-RT Bidpsias

P501 PF F L 21 EU X X X
P502 PF F X G 29 EU X X
P503 PF F L 37 AF X X
P505 PF F G 27 EU +1 X X
P506 PF M G 15 AF X X X
P507 PF F L 51 EU X X X
P508 PF M L 32 EU X
P510 PF F L 26 EU X X
P515 PF F G 39 EU X X
P517 PF M G 33 EU X X
P520 PF M X G 12 AF X X
P521 PF F G 41 AF X X X
P522 PF F L 32 EU X X
P523 PF M X G 45 EU X X
P524 PF M G 68 AF X
P527 PF M X G 19 AF X
P529 PF F X G 41 AF X
PK216 PF F L 59 EU X
P255 PF F G 38 AF X
P261 PF F X G 29 AF X X
P262 PF M X G 41 EU X
P111 PF F G 33 EU +1 X X
P504 PV M MC 52 EU X X
P518 PV F MC 48 AF X X
P519 PV M MC 42 EU X X
P525 PV F MC 16 EU X
P526 PV F M 23 EU X
PV04 PV F M 24 EU+1 X X
C700 C F 28 EU X
C701 C M 27 EU X
C702 C M 30 AF X X
C703 C M 52 AF X X
C704 C M 44 AF X X
C705 C F EU X
C706 C F EU X
C638 C M 33 AF X X
C639 C F 36 EU + 1 X X

PF: pénfigo folidceo; PV: pénfigo vulgar; C: controles; L: forma localizada; G: forma generalizada; M:
lesbes mucosas; MC: lesdes mucocutaneas; EU: origem predominantemente européia; AF: origem mista,
predominantemente africana; EU+I: origem mista, européia e indigena.
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4.2. Obtencao dos linfécitos T CD4"
4.2.1. Purificacéo de células por esferas magnéticas

Aproximadamente 25 mL de sangue periférico foram coletados e a fracdo de células
mononucleares foi isolada por centrifugacdo em gradiente de densidade com Ficoll-Paque
Plus (Amersham Bioscience, Upsala, Sweeden). As células foram lavadas 3 vezes e
ressuspendidas em PBS contendo 0,5% de soro bovino fetal (SBF) e 2 mM de citrato de
sddio. A purificacdo das células T CD4" foi realizada usando o CD4 MultiSort Kit
(Mylteni Biotec), em colunas magnéticas.

Resumidamente, a viabilidade e a concentracdo celular foram determinadas
utilizando-se contagem em camara de Newbauer numa diluicdo 1:100 com corante azul de
Trypan (Intermat, Sdo Paulo, Brasil). Para a marcacdo magnética, 20 ul de anticorpos anti-
CD4" conjugado a microesferas metalicas (microbeads) foram utilizados para cada 10’
células. A suspensdo foi incubada por 15 min a 4°C. Decorrido o tempo, fez-se a separacio
magnética passando a suspensdo celular por uma coluna magnética do tipo LD (Mylteni
Biotec) na qual as células marcadas com as microesferas ficam retidas. Estas foram eluidas

apos a remocao da coluna do campo magnético e utilizadas para a extracdo do RNA.

4.2.2. Citometria de fluxo

Uma aliquota das células purificadas apos a separacdo com esferas magnéticas foi
avaliada por citometria de fluxo para determinacdo do grau de pureza obtido com o
processo de separacdo. As celulas foram marcadas com o0s seguintes anticorpos
monoclonais: CD4-PE, CD8-PE, CD3-FITC, além de anticorpos do tipo IgG de
camundongo conjugados com PE e FITC, de especificidade irrelevante - IgG1-FITC e
lgG2a-PE — usados para a quantificagdo da marcagédo inespecifica. Todos os anticorpos
monoclonais foram fabricados pela BD (PharMingen, San Diego, USA). A marcacgao
CD3*/CD4" permitiu quantificar o grau de pureza das células obtidas, uma vez que o
anticorpo anti-CD3 é especifico para linfocitos T e anti-CD4 é especifico para linfécitos

CD4". A marcagio CD3"/CD8" permite-nos saber se ha uma contaminagdo das células
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purificadas com linfécitos CD8. Ja a marcagdo 1gG1/IgG2a permite-nos avaliar se 0s
anticorpos que estdo sendo utilizados estdo marcando células indesejadas, ou seja, de
maneira inespecifica.

A marcacgdo das células com os anticorpos especificos foi feita da seguinte maneira:
1 x 10° células purificadas células foi colocada em trés tubos diferentes aos quais foram
adicionados os seguintes pares de anticorpos: CD3*/CD4", CD3*/CD8" e 1gG1/IgG2. As
células foram incubadas com estes anticorpos durante 15 min a 4°C. Decorrido o periodo
de incubagdo as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram dispensados e as amostras lavadas com 2 mL de tampédo de FACS
(solucéo de fosfato tamponada — PBS, acrescida de 2% de soro bovino fetal - SBF), sendo
novamente centrifugadas. Ao final de todo o processo as células foram fixadas com 400 uL
de PBS 1X acrescidos de 1% de formaldeido (JT Baker, Xalostoc, México). A aquisi¢do
das amostras foi realizada em citbmetro FACScan (BD Bioscience) e a analise realizada no
programa Cell Quest, de acordo com tamanho e granulosidade das células (FSC x SSC)
compativeis com linfécitos, assim como para a positividade de marcacdo com oS
anticorpos (Figura 3). Todas as amostras foram analisadas coletando-se dados de 10.000
eventos (linfécitos).

Os procedimentos foram iniciados imediatamente ap6s a coleta do sangue e em todas
as etapas as células foram mantidas sobre gelo ou incubadas com solucdes geladas com o
objetivo de minimizar possiveis alteracfes no perfil de expressdo génica secundarias ao
tempo de manipulacdo ou alteracdes de temperatura. Ainda, nas primeiras separacdes fez-
se uma marcagio com anticorpos anti CD4'/CD69". A finalidade desta marcagdo foi
verificar se o processo de separagéo celular ndo estava causando ativagéo generalizada dos
linfocitos, ja que a molécula CD69 é um dos primeiros marcadores de ativagdo de
linfdcitos. A porcentagem de células marcadas foi menor que 0,7% para os 3 pacientes e 3

controles testados.



Figura 3 - Imunofenotipagem por citometria de fluxo para avaliacdo do grau de pureza de

linfocitos T CD4" ap6s separagdo celular magnética.
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Figura 3 - Imunofenotipagem por citometria de fluxo para avaliagcdo do grau de pureza de
linfocitos T CD4" ap6s separacio celular magnética. Aqui é exemplificada a analise para o
paciente P526. (A) Populacdo de linfocitos caracterizados de acordo com seu tamanho e
granulosidade. (B) Avaliacdo da marcacdo com os isotipos controles, mostrando que a
marcacao inespecifica é de apenas 0,8%. (C) Avaliacdo da marcagdo com o anticorpo CD8,
mostrando que a contaminacgdo das células purificadas com linfocitos CD3*/CD8" é de
apenas 1,2%. (D) Avaliagdo do grau de pureza das células purificadas, mostrando que
98,2% das células obtidas sdo CD3*/CD4". FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE:

ficoeritrina.
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4.3. Obtencao das biopsias

As bidpsias de pele de tecido lesionado e de tecido ndo-lesionado foram obtidas com
Punch de 2 mm de didmetro ap6s anestesia local. As amostras de tecido ndo-lesionado
foram coletadas a pelo menos 1 cm de distancia da leséo. Assim que coletadas as amostras
foram imediatamente submergidas em RNA Holder (BioAgency Biotecnologia), uma
solucdo que preserva e estabiliza o0 RNA celular minimizando alteragcdes de expresséo
génica decorrentes de manipulacdo. As biépsias foram entdo congeladas a -80°C até a

extracdo do RNA.

4.4. Extracdo do RNA

RNA total foi extraido dos linfocitos CD4" isolados do sangue periférico e das
bidpsias de pele através de colunas de purificacdo com o “kit” comercial RNeasy (Qiagen)
em conformidade com as orientacGes do fabricante. Precedendo a extracdo, as bidpsias de
pele foram rompidas e homogeneizadas utilizando um desagregador mecanico (Polytron,
Germany) em tampdo de lise de células contido no “kit” RNeasy.

A quantificagdo do RNA foi calculada a partir da absorvancia a 260nm (obtida em
espectrofotbmetro), e a pureza, a partir da razdo Azso/Azgo. A qualidade do RNA obtido foi
verificada pela integridade das bandas 28S e 18S por visualizacdo em gel de agarose 1%

corado com brometo de etidio. Para nenhuma das amostras houve degradacdo do RNA.

4.5. Hibridiza¢Ges com os microarranjos de oligonucleotideos

Para a realizacdo dos ensaios de analise de expressdo génica, foram utilizados os
microarranjos comerciais CodeLink™ Human Whole Genome (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, USA). Estas laminas contém aproximadamente 55.000 sondas
representativas do genoma humano total. Os experimentos foram realizados no Laboratdrio
de Hematologia da USP de Ribeirdo Preto (SP).

Um micrograma (1,0ug) de RNA total de cada amostra foi utilizado para gerar o

RNA complementar (cCRNA) biotinilado, utilizando o kit CodeLink Expression Assay
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Reagent (GE Amersham), seguindo-se as instrucdes do fabricante. Resumidamente, 0 RNA
total, juntamente com pequenas quantidades de RNA bacteriano usados como controle,
foram submetidos a transcri¢do reversa utilizando primers oligo(dT) contendo a sequéncia
promotora da RNA T7 polimerase, seguida pela sintese da segunda fita de DNA
complementar (cDNA), e purificacdo do cDNA dupla-fita em colunas QlAquick (Qiagen).
A partir do cDNA dupla-fita foi gerado cRNA marcado com biotina, por meio de uma
reacdo de transcricdo in vitro utilizando RNA polimerase T7 e biotina 11-UTP (Perkin
Elmer, Boston, MA, USA). Este passo amplifica linearmente o RNA, mantendo a
representatividade original da amostra. O cRNA marcado de cada amostra foi purificado
com o kit RNeasy e quantificado por espectrofotometria. Para a hibridizagdo, 10ug de
cRNA de cada amostra foram fragmentados por aquecimento a 94°C por 20 minutos, em
uma solugdo tampdo adequada contendo magnésio. O cRNA fragmentado foi entdo
injetado nas microcamaras das laminas de microarranjos e, depois de seladas, as laminas
foram incubadas por 18 horas a 37°C sob agitacdo intensa (300 RPM) em um shaker
adaptado especificamente para manter as laminas fixas na posicdo horizontal. Apds a
hibridizagdo, o0s microarranjos foram incubados com um conjugado cianina-5-
estreptavidina (Cy5-Streptavidin conjugate, Amersham Biosciences) e ap0s as lavagens
para conferir especificidade ao sinal e secagem rapida em centrifuga, a intensidade de
fluorescéncia da cianina-5 nas laminas foi detectada num escaner GenePix 4000B (Axon
Instruments, Foster City, CA, USA) pelo uso do software GenePix Pro 6.0. As laminas
foram escaneadas a 650nM (fluorescéncia do Cy5) utilizando uma resolucdo de 10um.

Para a determinacdo da intensidade do sinal de fluorescéncia dos diferentes spots da
lamina, as imagens obtidas foram analisadas com o programa CodeLink Expression
Analysis Software (Amersham Biosciences). Em suma, este software reconhece o0s spots
presentes na lamina e quantifica a intensidade de fluorescéncia de cada spot.

O reconhecimento dos spots pelo programa € facilitado pela presenca de spots
especiais de referéncia (chamados de Fiducials). Estes referenciais correspondem a spots
com biotina depositada de tal forma que a estreptavidina conjugada ao fluorocromo Cy5 se
ligue. Desta forma, os fiducials localizados em posi¢bes especificas da lamina séo
reconhecidos pelo software facilitando a pré-localizacdo dos spots através de um grid

(esquema de disposicdo dos spots na lamina). O software automaticamente refina a
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localizagdo dos spots, delimitando cada um deles de forma independente. A intensidade
bruta de fluorescéncia € determinada para cada spot e o background local (fluorescéncia
periférica ao spot) € subtraida para corrigir diferencas causadas por variacGes experimentais
locais relacionadas & ligagcdo inespecifica do fluorocromo. Estes valores corrigidos sdo
entdo normalizados pela mediana dos valores de todos os spots da lamina, de forma que
diferentes laminas (amostras) possam ser comparadas. Finalmente, os resultados foram

exportados para planilhas do software Microsoft Excel para serem analisados.

4.6. PCR em Tempo Real

Para a realizacdo dos estudos de PCR quantitativo em tempo real, 500 ng de RNA
total de cada amostra foram utilizados na sintese de 25ul de cDNA, através de transcri¢éo
reversa com 0 High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Foram seguidas as orienta¢fes do fabricante, apenas com a adicdao de um inibidor de
RNase (rRNasin; Promega, Madson, WI, EUA). A solugdo de cDNA foi entdo diluida 5
vezes para uso nas reacdes de PCR em tempo real.

As reacdes de PCR-RT foram realizadas pelo método TagMan, num aparelho
Mastercycler Ep Realplex (Eppendorf, Alemanha). Utilizou-se 5ul do reagente especifico
TagMan Master Mix (Applied Biosystems), 0,5ul da sonda especifica TagMan, 2,5ul de
H,0O, e 2ul de cDNA. As condigdes de termociclagem compreenderam uma incubagéo a
50°C por 2 minutos, seguidas pela ativagdo da DNA polimerase a 95°C por 10 min, e 40
ciclos de desnaturacéo a 95°C por 15 s intercalados com hibridaco e extenséo a 60°C por 1
min. As reagOes foram preparadas em duplicatas, num volume final de 10 pl. Como
controle de qualidade das reagdes, o coeficiente de variagio méaximo permitido nas

duplicatas foi de 2%, caso contrario os experimentos foram repetidos.

4.7. Analise dos dados

A andlise dos dados dos microarranjos de oligonucleotideos foi realizada atraves do

teste t implementado no pacote de programas BRB ArrayTools verséo 3.02 (Molecular
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Statistics and Bioinformatics Section, National Cancer Institute, Bethesda, Maryland,
USA). Trata-se de um teste de permutagdo multivariado, o qual foi computado com base
em 1000 permutacBes randdmicas adotando-se um limiar de significancia de 0,01. A
diferenca de expressao foi considerada relevante quando maior que 1,5 vezes.

As analises dos dados de PCR em tempo real foram realizadas com o programa
GraphPad Prism 4.03 (San Diego, CA, EUA). A expressao génica relativa por PCR em

tempo real foi calculada utilizando o método 244

, o qual o Ct (cycle threshold) indica o
namero do ciclo no qual o sinal fluorescente alcangou o limiar e detecgdo. O ACt indica a
normalizacdo da reacdo feita pela diferenca dos valores de expressdo obtidos para o
controle enddégeno (genes mantenedores) em relacdo aos valores obtidos para o gene de
interesse para cada amostra. Neste estudo foram utilizados dois controles enddgenos para
esta normalizacdo — BACT (beta actina) e GUSB (beta glucoronidase) (TagMan PDARS;
Applied Biosystems) . Mais precisamente, foi usada a média geométrica dos dois controles,
ja que houve uma correlagdo alta entre eles tanto para os linfocitos T CD4" (0,94) quanto
para as bidpsias (0,93). A cada ciclo, o numero de cdpias numa reacdo de PCR duplica,
assim, o numero de ciclos que separa o ACT de uma amostra do ACT de outra amostra
(AACT), reflete aproximadamente, a diferenca existente entre as amostras, em termos de
nivel de expressio génica relativa, bastando aplicar a formula 2" (LIVAK E
SCHMITTGEN, 2001). Como se utilizou mais de um controle endégeno os valores das
diferencas nos niveis de expressdo foram entdo apresentados como diferencas de expressdo
médias [2 (media geométrica AACH] anre o5 grupos comparados.

A significancia estatistica das diferencas de expressdo génica de linfocitos T CD4*
entre os diferentes grupos comparados foi calculada usando o teste ndo paramétrico de
Mann Whitney com unicaudal. J& o teste t pareado unicaudal foi utilizado para avaliar a
significancia estatistica das diferencas de expressdo génica entre as amostras de tecido
lesionado e ndo-lesionado de pacientes. O limite de significancia adotado foi de P < 0,05.

Genes selecionados como diferencialmente expressos por ANOVA com valores de P
iguais ou inferiores a 0,01 entre todos os subgrupos amostrais foram utilizados para
agrupar individuos através do método de agrupamento hierarquico. A analise foi realizada

com o pacotes de programas MEV (MultiExperiment Viewer) v. 4.1 (SAEED et al., 2003).
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A medida de similaridade utilizada foi “pearson uncentered” e 0 método de agrupamento
foi o “average linkage”.

Analise de ontologia dos genes foi realizada com o programa FATIGO (Al-
SHAHROUR et al.; 2004). O programa Ingenuity Pathway Analysis (IPA v. 7.0, Redwood
City, California) foi usado para avaliar se 0s genes encontrados como diferencialmente
expressos neste trabalho j& haviam sido encontrados como diferencialmente expressos em

outras doencas autoimunes.

5. RESULTADOS

5.1. Grau de pureza dos linfocitos T CD4" obtidos apds separagdo magnética

A porcentagem de células CD4" foi expressa em relacio ao nimero total de células
obtidas. A pureza das células CD4" obtidas foi maior que 97% para todas as amostras de
pacientes e controles analisados, conforme o verificado através de citometria de fluxo

(dados n&o mostrados).

5.2. Controle de qualidade das hibridizacfes

As hibridizagdes das 24 amostras foram realizadas em 3 experimentos diferentes.
A qualidade das diferentes hibridizacdes foi avaliada por meio dos controles internos
presentes em cada lamina. Enquanto o RNA bacteriano adicionado antes da sintese do
cDNA deve ser detectado em spots especificos da ldmina (controles positivos), outros spots
ndo devem hibridizar (controles negativos).

Nas Figuras 4 e 5 sdo mostrados os graficos que representam os valores da
intensidade do sinal para cada um dos controles positivos e negativos dos trés
experimentos, respectivamente. O sinal médio, o desvio padrdo e o ruido sdo mostrados
para cada um dos controles. O valor de intensidade para cada um dos controles corresponde

a média de varios spots representativos do mesmo controle distribuidos pela lamina.
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Figura 4. Controles positivos nas hibridizaces.
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Figura 4. Gréaficos mostrando que os valores de intensidade nas hibridizacbes para os
controles positivos nas laminas dos trés experimentos estdo todos acima do valor de
background. O sinal médio, o desvio padrdo e o ruido sdo mostrados para cada um dos
controles.



Figura 5. Controles negativos nas hibridizacdes.
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Figura 5. Grafico mostrando que a quase totalidade dos valores de intensidade nas
hibridizacbes para os controles negativos nas laminas dos trés experimentos tém o valor
médio de intensidade abaixo do background. Até 5% de positividade para controles
negativos é aceitavel. O sinal médio, o desvio padrdo e o ruido sdo mostrados para cada um

dos controles.
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5.3. Agrupamento (clustering) das amostras

Agrupamento  (clustering) amostral hierarquico das amostras e genes
diferencialmente expressos nos Vvarios subgrupos de pacientes e controles foi usado para
agrupar individuos com perfil de expressdo similar em linfécitos T CD4". Pacientes e
controles formaram grupos distintos, confirmando a validade da expressdo génica
diferencial numa escala global (Figura 6). Pacientes com a forma localizada do pénfigo
foliaceo e pacientes com a forma generalizada da doenca sob tratamento imunossupressor
formaram um grupo misto. Isto ndo é surpreendente, pois sob tratamento, os individuos
regridem gradualmente para uma forma menos grave da doenca.

Os individuos controles agruparam do lado direito do grafico e ficaram mais
proximos do grupo misto formado por pacientes com a forma localizada e generalizada da
doenca sob tratamento. J& os pacientes com a forma generalizada do pénfigo foliaceo e sem

tratamento agruparam préximos aos pacientes com pénfigo vulgar.

5.4. Genes diferencialmente expressos

O nivel de expressdo génica diferencial que representa mudancas biologicamente
importantes no pénfigo é desconhecido. Sendo assim, tomou-se o cuidado de ndo ser
demasiadamente rigoroso ou demasiadamente permissivo na andlise estatistica.
Considerou-se adequado o limite de significancia de P = 0,01 com diferenca de expressdo
igual ou maior que 1,5 vezes. A diferenca de expressdo (DF) representa o nimero de vezes
que determinado gene esta mais ou menos expresso num grupo em relacdo a outro. Genes
hipotéticos ou sem funcdo conhecia foram excluidos das listas neste momento, devido a

impossibilidade de aborda-los neste estudo, em virtude do prazo para término do mesmo.



Figura 6. Agrupamento hierarquico dos dados de microarranjos de linfécitos T CD4" em

diferentes subgrupos de pacientes e controles.
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Figura 6. Agrupamento hierarquico dos dados de microarranjos de linfécitos T CD4" em
diferentes subgrupos de pacientes e controles. O nivel de expressdo € mostrado por cor:
vermelho — nivel de expressdo alto; verde — expressdo baixa. C: controles; PF_Gen_T:
pacientes com a forma generalizada do pénfigo folidceo sob tratamento imunossupressor;
PF_Gen_ST: pacientes com a forma generalizada do pénfigo foliaceo sem tratamento;
PF_Loc: pacientes com a forma localizada do pénfigo foliceo; PV: pacientes com pénfigo

vulgar.
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5.4.1. Genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4" de pacientes com a forma
generalizada do pénfigo folidceo sem tratamento imunossupressor em relacdo aos

controles

Foram encontrados 135 genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4"
isolados de pacientes com a forma generalizada do pénfigo foliaceo e sem tratamento
imunossupressor em relacdo aos linfocitos de individuos sadios (Tabela 2). Destes, 122
estdo induzidos e 13 estdo reprimidos. A classificagdo dos genes pelo Gene Ontology
originou muitos registros de categorias de genes, ja que um gene pode pertencer a varias
categorias. As categorias mais representadas e de interesse para a autoimunidade foram:
“processos metabolicos primarios” para 47% dos genes; “resposta imune” para 27%;
“resposta a stress” para 15%; “resposta de defesa” para 14%; “resposta inflamatdria” para
9%; e “morte celular programada” para 16% dos genes. Na Figura 7 s@o mostrados os
genes encontrados diferencialmente expressos nesta comparacdo para 0s quais ja foram

encontradas diferencas de expressao em outros disturbios imunes.

Tabela 2. Genes induzidos e reprimidos em linfocitos T CD4" de pacientes com forma
generalizada do pénfigo folidceo em relacdo aos linfdcitos de individuos controle.

Acesso! Gene Descricdo DF? Loc

C-type (calcium dependent, carbohydrate-recognition domain)

NM_014358 CLECSFS lectin, superfamily member 9 56 12p13
NM_000566 FCGR1A Fc fragment of 1gG, high affinity la, receptor for (CD64) 5,6 1921
NM_001766 CD1D CD1D antigen, d polypeptide 50 1922
NM_152851 MS4A6A membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6A 5,0 11qg12

AlI356564  CASR qy15f01x1 NCI_CGAP_Brn23 cDNA clone IMAGE:2012089 3' 4,6 3913
NM_033297 NALP12 NACHT, leucine rich repeat and PYD containing 12 4,2 19913
NM_002029 FPR1 formyl peptide receptor 1 41 19913
NM_000239 LYZ lysozyme (renal amyloidosis) 4,0 12g15
NM_005874 LILRB2 leukocyte |mmu_noglobuI|n-I|ke receptor, subfamily B (with TM 3.0 19q13

and ITIM domains), member 2

NM_021034 IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 (1-8U) 3,8 11p15

NM_001329 CTBP2 C-terminal binding protein 2, transcript variant 1 3,8 10926
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NM_052960
NM_021201
NM_001337
NM_002262
NM_006682
NM_145699
NM_031311
NM_021958
NM_021250
NM_001772
NM_001785
NM_020980
NM_007283
NM_006868
NM_198481
NM_005849
NM_031950
NM_006332
NM_007063
NM_005213
NM_170699
NM_000407
NM_003264
NM_016816
NM_001769
NM_138444
NM_020856
NM_002413
NM_052949
NM_012198
NM_004106
NM_033423
NM_015991
NM_194447
NM_014880

NM_000387

RBP7
MS4AT7
CX3CR1
KLRD1
FGL2
APOBEC3A
CPVL
HLX1
LIR9
CD33
CDA
AQP9
MGLL
RAB31
LAIR
IGSF6
KSP37
IFI30
TBC1D8
CSTA
GPBAR1
GP1BB
TLR2
0AS1
CD9
KCTD12
ZNF537
MGST2
RASGRP4
GCA
FCERI1G
GZMH
CI1QA
CLECSF6
DCL-1

SLC25A20

retinol binding protein 7, cellular

membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7,
transcript variant 1

chemokine (C-X3-C motif) receptor 1
killer cell lectin-like receptor subfamily D, member 1

fibrinogen-like 2

apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-
like 3A

carboxypeptidase, vitellogenic-like, transcript variant 1
H20-like homeo box 1 (Drosophila)

leukocyte Ig-like receptor 9, transcript variant 1

CD33 antigen (gp67)

cytidine deaminase

aquaporin 9

monoglyceride lipase

RAB31, member RAS oncogene family

LAIR hlog (UNQ3033)

immunoglobulin superfamily, member 6

Ksp37 protein

interferon, gamma-inducible protein 30

TBC1 domain family, member 8 (with GRAM domain)
cystatin A (stefin A)

G protein-coupled bile acid receptor 1

glycoprotein 1b (platelet), beta polypeptide

toll-like receptor 2

2'5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa, transcript variant E18
CD9 antigen (p24)

potassium channel tetramerisation domain containing 12
zinc finger protein 537

microsomal glutathione S-transferase 2

RAS guanyl releasing protein 4, transcript variant 3

grancalcin, EF-hand calcium binding protein

Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; gamma
polypeptide

granzyme H (cathepsin G-like 2, protein h-CCPX)
complement component 1, g subcomponent, alpha polypeptide

C-type (calcium dependent, carbohydrate-recognition domain)
lectin, superfamily member 6 (CLECSF®6), transcript variant 3

type | transmembrane C-type lectin receptor DCL-1

solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine translocase),
member 20, nuclear gene encoding mitochondrial protein

3,7
3,7
3,7
3,6
35
35
35
34
33
33
33
33
3,2
3,2
3,2
3,0
3,0
2.9
2.9
2.9
2,8
2,8
2,8
2,8
2,7
2,7
2,7
2,7
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,6
2,4

24

1p36
11g12
3p21
12p13
7

5035
7p15
141
19913
19913
1p36
15022
3021
18p11
19913
16p13
4pl6

14924
2q11

3021

2035

22q11
4932

12q24
12p13
13921

4928
19913
2
1023.
14q11.2
1p36

12p13

3p21

37
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NM_001814
NM_005810
NM_006417
NM_004334
NM_004863
NM_003733
NM_021213
NM_201625
BU626416
NM_033101
NM_006841
NM_207035
NM_016428
NM_006573
NM_003810
NM_021170
NM_032986
NM_005601
NM_003661
NM_003650

NM_015874

NM_006837

NM_006111

NM_016388

NM_003107
NM_016129
NM_031216
NM_032857
NM_018475
NM_021822

NM_139281
NM_016382
NM_020676
NM_152581

NM_138571

CTSC

KLRG1

IF144

BST1

SPTLC2

OASL

PCTP

MICL

RPLP2

LGALS12

SLC38A3

NPDO014

ABI3

TNFSF13B

TNFSF10

HES4

SEC23B

NKG7

APOL1

CST7

RBPSUH

COPS5

ACAA?2

TRAT1

SOX4

COPS4

SEC13L

LACTB

TPARL

APOBEC3G

WDR36

CD244

ABHD6

MOSPD2

HINT3

cathepsin C, transcript variant 1

killer cell lectin-like receptor subfamily G, member 1
interferon-induced protein 44

bone marrow stromal cell antigen 1

serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 2
2'-5'-oligoadenylate synthetase-like L, transcript variant 1
phosphatidylcholine transfer protein

myeloid inhibitory C-type lectin-like receptor, transcript variant 3

UI-H-FT0-bhm-c-16-0-Uls1 NCI_CGAP_FTO0 cDNA clone UI-H-

FTO0-bhm-c-16-0-Ul 3'
lectin, galactoside-binding, soluble, 12 (galectin 12)

solute carrier family 38, member 3

NPDO014 protein (NPD014), transcript variant 1

ABI gene family, member 3

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
bHLH factor Hes4

Sec23 homolog B (S cerevisiae), transcript variant 3
natural Killer cell group 7 sequence, mMRNA
apolipoprotein L, 1, transcript variant 1

cystatin F (leukocystatin)

recombining binding protein suppressor of hairless (Drosophila),
transcript variant 2

COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 5
(Arabidopsis)

acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 (mitochondrial 3-oxoacyl-
Coenzyme A thiolase), nuclear gene encoding mitochondrial
protein

T-cell receptor interacting molecule

SRY (sex determining region Y)-box 4

COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 4
(Arabidopsis)

sec13-like protein

lactamase, beta, nuclear gene encoding mitochondrial protein,
transcript variant 1

TPA regulated locus

apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-
like 3G

WD repeat domain 36

CD244 natural Killer cell receptor 2B4
abhydrolase domain containing 6
motile sperm domain containing 2

histidine triad nucleotide binding protein 3

2,4
2,2
2,2
2,2
2,2
2,1
2,1
2,0

2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
19
19
19
19
1,8
1,8
1.8

1.8

1.8

1,8
1,8
1.8
1,8
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,7

11q14
12p13
1p31.1
14432
14q24
12q24
17q21

11913
3p21

1721
13934
3026
1p36.33
20p11
19913
22q13.1
20p11
4p15

8q13

18q21

313
6p22

4q21

15q22

22q12
5021
1922
3pl4

6422

38
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NM_002592
NM_015994
NM_013313
NM_003037
NM_006406
NM_005170
NM_181777
NM_014175
NM_015485
NM_018046
NM_080385
NM_003916
NM_004627

NM_001359

NM_005102

NM_001001
740

NM_006811
NM_006416
NM_005701
NM_014454
NM_002887
NM_015633
NM_014426
NM_052942
NM_006912
NM_000628
NM_145243
NM_014285
NM_019030
NM_006070
NM_006908
NM_017906

NM_022494
NM_006144
NM_000574

NM_000801

PCNA
ATP6V1D
YPEL1
SLAMF1
PRDX4
ASCL2
UBE2A

MRPL15
RWDD3
VG5Q
CPAS5
AP1S2
WRB
DECR1
FEZ2
COP1
TDEL
SLC35A1
RNUT1L
SESN1
RARS
FGFR1OP2
SNX5
GBP5
RIT1
ILLORB
MPRP-1
EX0SC2
DHX29
TFG
RAC1
PAKLIPL
ZDHHC6

GZMA

DAF

FKBP1A

proliferating cell nuclear antigen, transcript variant 1
ATPase, H+ transporting, lysosomal 34kDa, V1 subunit D
yippee-like 1 (Drosophila)

signaling lymphocytic activation molecule family member 1
peroxiredoxin 4

achaete-scute complex-like 2 (Drosophila)

ubiquitin-conjugating enzyme E2A (RAD6 homolog)

mitochondrial ribosomal protein L15, nuclear gene encoding
mitochondrial protein

RWD domain containing 3

angiogenic factor VG5Q

carboxypeptidase A5

adaptor-related protein complex 1, sigma 2 subunit

tryptophan rich basic protein

2,4-dienoyl CoA reductase 1, mitochondrial, nuclear gene
encoding mitochondrial protein

fasciculation and elongation protein zeta 2 (zygin I1)

constitutive photomorphogenic protein, transcript variant 2,
MRNA

tumor differentially expressed 1, transcript variant 1
solute carrier family 35 (CMP-sialic acid transporter), member Al
RNA, U transporter 1

sestrin 1

arginyl-tRNA synthetase

FGFR1 oncogene partner 2

sorting nexin 5, transcript variant 2

guanylate binding protein 5

Ras-like without CAAX 1

interleukin 10 receptor, beta

metalloprotease related protein 1

exosome component 2

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 29

TRK-fused gene

ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP
binding protein Racl), transcript variant Racl

PAK1 interacting protein 1

zinc finger, DHHC domain containing 6

granzyme A (granzyme 1, cytotoxic T-lymphocyte-associated
serine esterase 3)

decay accelerating factor for complement (CD55, Cromer blood
group system)

FK506 binding protein 1A, 12kDa, transcript variant 12B

1,7
1,7
1,7
1,7
1,7
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
15
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
15
1,5
1,5
15
15

15

20p12
14q24
22q11
122
Xp22
11p15
X024
8qll

1p21

7032
Xp22
21q22
8921

2p22

6915

6021
5911

12p11.

20p11
1p22
1q22
21q22

9g34
5q11
3g11
7p22
6p24
10925
5q11
132

20p13
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NM_003151 STAT4 signal transducer and activator of transcription 4 15 2932
interleukin 12A (natural Killer cell stimulatory factor 1, cytotoxic

NM_000882  IL12A lymphocyte maturation factor 1, p35) 15 3p12
NM_000318 PXMP3 peroxisomal membrane protein 3, 35kDa (Zellweger syndrome) 15 8921
NM_003811 TNFSF9 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9 15 19p13
NM_018684 HCA127 hepatocellular carcinoma-associated antigen 127 -1,5

NM_012216 MID2 midline 2, transcript variant 1 -1,5 Xq22
NM_015677 SH3YL1 SH3 domain containing, Ysc84-like 1 (S cerevisiae) -1,5 2p25
NM_015335 THRAP2 thyroid hormone receptor associated protein 2 -1,5 12g24
NM_014400 C44A GPl-anchored metastasis-associated protein homolog -1,6

NM_005164 ABCD2 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 2 -1,7 12q11
NM_006145 DNAJB1 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 -1,7 19p13
NM_002737 PRKCA protein kinase C, alpha -1,7 17922
NM_006910 RBBP6 retinoblastoma binding protein 6, transcript variant 1 -1,7 16p12
NM_003890 FCGBP Fc fragment of 1gG binding protein -1,9 19913
NM_002955 RREB1 ras responsive element binding protein 1 -2,0 6p25
NM_003031 SIAH1 seven in absentia homolog 1 (Drosophila) -2,1 16912
NM_004625 WNT7A wingless-type MMTYV integration site family, member 7A -2,2 3p25

! Indica 0 nGimero de acesso a0 Gene Bank; * Diferenca de expressdo. O sinal negativo indica os genes
reprimidos; * Localizagdo cromossdmica; ... dado ndo disponivel.

5.4.2. Genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4" de pacientes com a forma
generalizada do pénfigo folidceo sob tratamento imunossupressor em comparagdo aos

linfocitos de pacientes sem tratamento

Foram encontrados 55 genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4"
isolados de pacientes com a forma generalizada do pénfigo foliaceo submetidos a
tratamento imunossupressor em relacdo aos linfdcitos pacientes sem qualquer tipo de
tratamento (Tabela 3). Destes, 41 genes foram reprimidos em virtude do tratamento,
enquanto 14 foram induzidos. A classificagcdo dos genes pelo Gene Ontology originou as
seguintes categorias: “comunicacdo celular” para 43% dos genes; “resposta imune”
paral 6%; “adesdo celular” para 7%; “resposta de defesa” para 9%; “ativacao de celulas T”
para 9%; e “morte celular programada” para 13% dos genes. Na Figura 8 sdo mostrados os
genes encontrados diferencialmente expressos nesta comparacdo para os quais ja foram

encontradas diferencas de expressao em outros disturbios imunes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003151
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000882
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000318
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_018684
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_012216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_015677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_015335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_014400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002737
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004625
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Figura 7 - Genes encontrados diferencialmente expressos entre pacientes com a forma
generalizada do pénfigo foliaceo em relagdo aos controles para os quais ja foram
encontradas diferencas de expressao em outros disturbios imunes.
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Figura 7 - Genes encontrados diferencialmente expressos entre pacientes com a forma
generalizada do pénfigo foliaceo em relacdo aos controles para os quais ja foram
encontradas diferencas de expressdo em outros distdrbios imunes. Estes dados foram
obtidos de bancos de dados de observacdes publicadas utilizando programa Ingenuity

Pathway Analysis.
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Tabela 3. Genes induzidos e reprimidos em linfocitos T CD4" de pacientes com forma
generalizada do pénfigo folidceo submetidos a tratamento imunossupressor em relacéo aos
linfocitos de pacientes sem tratamento.

Acesso’ Gene Descricéo DF? Loc®
NM_001785 CDA cytidine deaminase 34 1p36
NM_152851 MS4AGA membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6A, 33 11912
NM_001766 CD1D CD1D antigen, d polypeptide -3,1 1922

C-type (calcium dependent, carbohydrate-recognition domain) lectin,

NM_014358  CLECSF9 superfamily member 9 3.1 12p13
NM_002002 FCER2 Fc fragment of IgE, low affinity Il, receptor for (CD23A) -2,9 19p13
NM_007283 MGLL monoglyceride lipase 26 39213
NM_005248 FGR Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr) oncogene homolog 26 1p36.2
NM_033297 NALP12 NACHT, leucine rich repeat and PYD containing 12 25 19q13
NM_007063 TBC1D8 TBC1 domain family, member 8 (with GRAM domain) 24 2q11
NM_000760 CSF3R colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte) -2,4 1p35
NM_002558 P2RX1 purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 1 24 17p13
ooz o SOy siualng o ecplor oy MDonouh flne
NM_005213 CSTA cystatin A (stefin A) -2,4 3021
NM_020980 AQP9 aquaporin 9 23 15022
NM_004106 FCER1G Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; gamma polypeptide 22 1923
NM_033101 LGALS12 lectin, galactoside-binding, soluble, 12 (galectin 12) -2,1 11q13
NM_004479 FUT7 fucosyltransferase 7 (alpha (1,3) fucosyltransferase) -2,1 9q34
NM_032152 PRAM-1 PRAM-1 protein 21 19p13
NM_015991 C1QA complement component 1, g subcomponent, alpha polypeptide -2,0 1p36
NM_000887 ITGAX integrin, alpha X (antigen CD11C (p150), alpha polypeptide) -2,0 16p11
NM_002413 MGST2 microsomal glutathione S-transferase 2 19 4q283
NM_000694 ALDH3B1  aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 19 11913
NM_001823 CKB creatine kinase, brain 19 14g32
NM_053054 CATSPER1 cation channel, sperm associated 1 -18 11912
NM_013447 EMR2 ?r%l‘r;;lclﬁprtr]\(/):rt:;tcintalnlng, mucin-like, hormone receptor-like 2, 18 19p13
NM_024317  ILT10 Le:ﬁg%t’er:]r:rr:g:roglobuI|n-||ke receptor, subfamily A (without TM 18 10q13
NM_006120 HLA-DMA  major histocompatibility complex, class Il, DM alpha 18 6p21.3
NM_002305 LGALS1 lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (galectin 1) -1,8 22913
NM_015481 ZNF385 zinc finger protein 385 -18  12q13
NM_013447 EMR2 ;agfr;llclj?pT\cl)grl:;tccl)ntalnlng, mucin-like, hormone receptor-like 2, 17 19p13
NM_003078 SMARCD3 S::/c:ﬁell\tlii,rillﬁ?:r’nm?t;x n?esrsnobc;?tgd, actin dependent regulator of 17 75
NM_005900 SMAD1 SMAD, mothers against DPP homolog 1 (Drosophila) -1,7 4931
NM_005620 S100A1l S100 calcium binding protein A1l (calgizzarin) -1,6 1921

NM_004049 BCL2A1 BCL2-related protein Al 16 15024


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_152851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_014358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_007283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005248
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_033297
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_007063
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000760
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_020980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_033101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_032152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_015991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000887
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002413
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_053054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_013447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_024317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_015481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_013447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004049
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NM_005583 LYL1 lymphoblastic leukemia derived sequence 1 -16 19p13
NM_014468 VENTX2 VENT-like homeobox 2 -15 10026
NM_006573 TNFSF13B  tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b -1,5 13¢32
NM_022792 MMP19 matrix metalloproteinase 19, transcript variant rasi-9 15 12q14
NM_004598 SPOCK Zp;z;%gzt)eonectm, cwev and kazal-like domains proteoglycan 15 -
NM_000245 MET met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor) -1,5 731
NM_000601 HGF hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor) -1,4 7021
NM_004570 PIK3C2G phosphoinositide-3-kinase, class 2, gamma polypeptide 15 12p12
NM_006599 NFAT5 nuclear factor of activated T-cells 5, tonicity-responsive 15 16q22
NM_003437 ZNF136 zinc finger protein 136 (clone pHZ-20) 15 19p13
NM_001173 ARHGAP5  Rho GTPase activating protein 5 15 14912
NM_005786 SDCCAG33 serologically defined colon cancer antigen 33 15 18922
NM_002221 ITPKB inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase B 15 1942
NM_003828 MTMR1 myotubularin related protein 1, transcript variant 1 15  Xq28
NM_001400 EDG1 endothelial differentiation, sphingolipid G-protein-coupled receptor, 1 15 1p21
NM_181523 PIK3R1 glhpisap)r,](t)rlgr?:éfrli(:)ffa;ﬁ;ﬁsf' regulatory subunit, polypeptide 1 (p85 16 sq13.1
NM_007054 KIF3A Kinesin family member 3A 16 5g31
NM_001949 E2F3 E2F transcription factor 3 16 ep22
NM_002655 PLAG1 pleiomorphic adenoma gene 1 (PLAG1) 1,7 8q12
NM_003844 TNFRSF10A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a L7 gp21
NM_006060 ZNFN1A1l  zinc finger protein, subfamily 1A, 1 (Ikaros) 1,9 7p13

! Indica 0 nlimero de acesso a0 Gene Bank; * Diferenca de expressdo. O sinal negativo indica os genes
reprimidos; ® Localizag4o cromossémica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005583
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_014468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_022792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_181523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_007054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001949
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003844
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006060
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Figura 8. Genes encontrados diferencialmente expressos entre pacientes com a forma
generalizada do pénfigo foliaceo sob tratamento imunossupressor em relagcdo aos pacientes
sem tratamento para os quais ja foram encontradas diferencas de expressdo em outros
disturbios imunes.
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Figura 8. Genes encontrados diferencialmente expressos entre pacientes com a forma
generalizada do pénfigo folidceo sob tratamento imunossupressor em relagdo aos pacientes
sem tratamento para os quais ja foram encontradas diferencas de expressdao em outros
disturbios imunes. Estes dados foram obtidos de bancos de dados de observagdes
publicadas utilizando programa Ingenuity Pathway Analysis.

CSH3R

5.4.3. Genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4™ de pacientes com a forma
generalizada do pénfigo folidceo em comparacgdo aos linfocitos de pacientes com a forma

localizada

Foram encontrados 65 genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4"
isolados de pacientes com a forma generalizada do pénfigo folidceo em relacdo aos
linfocitos pacientes portadores da forma localizada da doenca (Tabela 4). Destes, 49 genes

estdo induzidos e 16 estdo reprimidos nos pacientes com a forma generalizada. A
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classificacdo dos genes pelo Gene Ontology originou as seguintes categorias: “processos
metabdlicos primarios” para 38% dos genes; “resposta imune” para 15%; “quimiotaxia”
para 5%; “processamento e apresentacdo de antigenos” para 8%; “ativacdo de celulas T”
para 6%; e “morte celular programada” para 9% dos genes. Na Figura 9 sdo mostrados 0s
genes encontrados diferencialmente expressos nesta comparacdo para os quais ja foram

encontradas diferencas de expressdo em outros distdrbios imunes.

Tabela 4. Genes induzidos e reprimidos em linfocitos T CD4" de pacientes com forma
generalizada do pénfigo folidceo em relagdo aos linfocitos de pacientes com a forma
localizada da doenca.

Acesso’ Gene Descricdo DF? Loc®
NM_001785 CDA cytidine deaminase 34 1p36
NM_152851 MS4A6A membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6A 2,8 11912
NM_001766 CD1D CD1D antigen, d polypeptide 2,8 1922
NM_001772 CD33 CD33 antigen (gp67) 2,7 19913
NM_020856 ZNF537 zinc finger protein 537 2,6 19912
NM_006868 RAB31 RAB31, member RAS oncogene family 2,4 18pl1
NM_138444 KCTD12 potassium channel tetramerisation domain containing 12 2,4 13922
NM_007283 MGLL monoglyceride lipase 2,4 3921.3
NM_033297 NALP12 NACHT, leucine rich repeat and PYD containing 12 2,3 19913
NM_004079 CTSS cathepsin S 2,2 1921
NM_005572 LMNA lamin A/C, transcript variant 2 2,2 1921
NM_004479 FUT7 fucosyltransferase 7 (alpha (1,3) fucosyltransferase) 2,2 9934
NM_021966 TCL1A T-cell leukemia/lymphoma 1A 2,1 14932
NM_006841 SLC38A3 solute carrier family 38, member 3 2,1 3p21
NM_002118 HLA-DMB  major histocompatibility complex, class 1, DM beta 2,1 6p21
zlll\él_oomm SMADS \S/;\ﬁli?rl]?,zmothers against DPP homolog 5 (Drosophila), transcript 21 531
NM_033101 LGALS12 lectin, galactoside-binding, soluble, 12 (galectin 12) 2,1 11913
NM_033423 GZMH granzyme H (cathepsin G-like 2, protein h-CCPX) 2,0 14911
NM_031311 CPVL carboxypeptidase, vitellogenic-like, transcript variant 1 2,0 7p15
NM_003816 ADAM9 a disintegrin and metalloproteinase domain 9 (meltrin gamma) 2,0 8pll
NM_182676 PLTP phospholipid transfer protein, transcript variant 2 2,0 20q12

NM_021126 MPST mercaptopyruvate sulfurtransferase 19 22q13


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_152851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_020856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_138444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_007283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_033297
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_021966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001001419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001001419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_033101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_033423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_031311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_182676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_021126

NM_000632
NM_002305
NM_002121
NM_002306
NM_004195
NM_021213
NM_053054
NM_006863
NM_145313
NM_005601
NM_023003
NM_006851
NM_003853
NM_001903
NM_006120
NM_005620
NM_002121

NM_004598

NM_002966
NM_004039
NM_001153
NM_022001
NM_003390
NM_181657
NM_207035
NM_000325
NM_181777
NM_024316
NM_004808
NM_004876
NM_006209
NM_003438
NM_003803
NM_000247
NM_004064

NM_001970

ITGAM

LGALS1

HLA-DPB1

LGALS3

TNFRSF18

PCTP

CATSPER1

LILRAL

RASGEF1A

NKG7

TM6SF1

GLIPR1

ILI8RAP

CTNNA1

HLA-DMA

S100A11

HLA-DPB1

SPOCK

S100A10

ANXA2

ANXA4

DAMS

WEEL1

LTB4R

NPDO014

PITX2

UBE2A

LENG1

NMT2

ZNF254

ENPP2

ZNF137

MYOM1

MICA

CDKN1B

EIF5A

integrin, alpha M (complement component receptor 3, alpha; also
known as CD11b (p170), macrophage antigen alpha polypeptide)

lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (galectin 1)
major histocompatibility complex, class 11, DP beta 1

lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (galectin 3)

tumor necrosis factor receptor superfamily, member 18, transcript
variant 1

phosphatidylcholine transfer protein

cation channel, sperm associated 1

leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (with TM
domain), member 1

RasGEF domain family, member 1A

natural Killer cell group 7 sequence, mMRNA
transmembrane 6 superfamily member 1

GLI pathogenesis-related 1 (glioma)

interleukin 18 receptor accessory protein

catenin (cadherin-associated protein), alpha 1, 102kDa
major histocompatibility complex, class Il, DM alpha
S100 calcium binding protein Al1l (calgizzarin)

major histocompatibility complex, class 11, DP beta 1

sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan
(testican)
S100 calcium binding protein A10 (annexin Il ligand, calpactin I,

light polypeptide (p11))
annexin A2

annexin A4

SMAD in the antisense orientation , MRNA
WEE1 homolog (S pombe)

leukotriene B4 receptor

NPDO014 protein (NPD014), transcript variant 1

paired-like homeodomain transcription factor 2, transcript variant 3

ubiquitin-conjugating enzyme E2A (RAD6 homolog), transcript
variant 3

leukocyte receptor cluster (LRC) member 1
N-myristoyltransferase 2

zinc finger protein 254

ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 (autotaxin)
zinc finger protein 137 (clone pHZ-30)

myomesin 1 (skelemin) 185kDa

MHC class | polypeptide-related sequence A

cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1)

eukaryotic translation initiation factor 5A

1,9
1,9
1,9
1,9
1,8
18
18
1,8
1,8
1,8
1,7
1,7
1,7
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
15
15
15
1,5
15
-1,5
-1,5
-1,5
-1,5
-1,5
-1,6
-1,6
-1,7
-1,7

16pl1
22q13
6p21.3
14q21
1p36.3
17921
11q12
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002305
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_021213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_053054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_145313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_023003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_005620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002121
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_022001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003390
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_181657
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_207035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000325
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_181777
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_024316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004876
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_006209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_000247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_004064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_001970
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NM_020954 CD8b KIAA1618 (KIAA1618) CD8b -1,7 17925
NM_002737 PRKCA protein kinase C, alpha -1,8 17q922
NM_020404 CD164L1 CD164 sialomucin-like 1 -2,0 11913
NM_182524 ZNF595 zinc finger protein 595 -24  4pl6.3
NM_003444 ZNF154 zinc finger protein 154 (pHZ-92) -2,4 19913
BX505662 NUP133 Bléggggggggggz_gl 686 (synonym: hlcc3) cDNA clone 25 142

BX114572  ZNF331 Soares fetal liver spleen INFLS cDNA clone IMAGp998E23114 -3,6 19913

Y Indica o nimero de acesso ao Gene Bank;  Diferenca de expressdo. O sinal negativo indica os genes
reprimidos; * Localizagdo cromossdmica.

Figura 9. Genes encontrados diferencialmente expressos entre pacientes com a forma generalizada do pénfigo
foliaceo em relacdo aos pacientes com a forma localizada da doenga para os quais j& foram encontradas
diferencas de expressdo em outros distirbios imunes.

<EXil polyarticular juvenile theumatoid arthritis =

<CRVDC aD1D
S100A11 (includes EG:6282)
FOTY
S LGALST
S100A10
< lupus nephritis of mice >
2

CDA

< atopic dermatitis > =

MICA
LTBAR
PRKCA
CD33 (includes-&6-945)
< rheumatoid arthritis >
\ < celiac disease >
DA

< rheumatic disease >

T /

LGALS3

< aiway hyperresponsiveness of mics >

HLA-DVB

CIOKN1B TNFRSF18 €TSS

Figura 9. Genes encontrados diferencialmente expressos entre pacientes com a forma generalizada do
pénfigo folidceo em relagcdo aos pacientes com a forma localizada da doenga para os quais ja foram
encontradas diferencas de expressdo em outros distirbios imunes. Estes dados foram obtidos de bancos de
dados de observagdes publicadas utilizando programa Ingenuity Pathway Analysis.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_020954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_002737
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_020404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_182524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=NM_003444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=BX505662
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&term=BX114572
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5.4.4. Genes diferencialmente expressos em linfécitos T CD4" de pacientes com pénfigo
foliaceo em relacéo aos controles e compartilhado por pacientes com pénfigo vulgar em

relacdo aos controles

Para se identificar os genes diferencialmente expressos em linfdcitos de pacientes
com PF e compartilhados pelos pacientes com PV, ambos em relagdo aos controles, fez-se
cada uma das comparagdes separadamente e os genes compartilhados entre as duas
comparacfes foram identificados (Tabela 5). Os genes diferencialmente expressos nos
linfocitos de pacientes com PV em comparagdo com os controles é mostrada no ANEXO 1.

Foram encontrados 31 genes diferencialmente expressos compartilhados pelos dois

fendtipos.

Tabela 5. Genes induzidos e reprimidos em linfocitos T CD4" de pacientes com pénfigo
folidceo e compartilhados por pacientes com pénfigo vulgar, em relacdo aos linfdcitos de
individuos controle.

Acesso! Gene Descricio CxPF2 CxPV® Loc*

NM_001766  CD1D CD1D antigen, d polypeptide 5,6 4,4 1922
C-type (calcium dependent, carbohydrate-recognition

NM_0143%8  CLECSFS dorxging lectin, supzrfamil); membe}; 9 ’ 5,6 4,9 12p13

NM_000566 ~FCGR1A  Fc fragment of IgG, high affinity la, receptor for (CD64) 5,6 4,8 1g21.2

NM_021034  IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 (1-8U) 4,0 45 11p15

NM_001337 CX3CR1  chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 3,7 2,9 3p21

NM_002262 KLRD1 i(rlalllr]ezs‘r(:gler‘)ll :Ieacrti;nn-tml(e receptor subfamily D, member 1 27 27 12013

NM_020980  AQP9 aquaporin 9 3,3 2,9 15q22

NM_007283  MGLL monoglyceride lipase 3,3 3,8 3021

NM_005213  CSTA cystatin A (stefin A) 3,0 2,8 3021

NM_006332  IFI30 interferon, gamma-inducible protein 30 3,0 2,9 14924
decay accelerating factor for complement (CD55,

NM_000574  DAF Cron{er blood grc?up system) P ( 2,8 1,6 1932

NM_001769  CD9 CD?9 antigen (p24) 2,8 2,4 12p13
Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; gamma

NM_004106  FCERILG polypgptide = . P & 2,6 2,6 1923.

NM_033423  GZMH granzyme H (cathepsin G-like 2, protein h-CCPX) 2,6 2,4 14g11.2
solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine

NM_000387 SLC25A20 translocase), member 20, nuclear gene encoding 2,5 2,2 3p21
mitochondrial protein

NM_201625  MICL myeloid inhibitory C-type lectin-like receptor 2,1 2,0

NM_207035  NPD014 NPDO014 protein (NPDO014), transcript variant 1 2,0 1,6 1p36

NM_016428 ABI3 ABI gene family, member 3 2,0 2,0 17921

NM_005601  NKG7 natural killer cell group 7 sequence 1,9 1,9 19913
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NM_003661 ~ APOL1 apolipoprotein L, 1 1,9 1,9 22913.1

NM_003650 ~ CST7 cystatin F (leukocystatin) 1,8 1,7 20p11
lactamase, beta (LACTB), nuclear gene encoding

NM_032857  LACTB mitochondrial protein, transcript variant 1 1,8 1,7 15¢22

NM_181777  UBE2A ubiquitin-conjugating enzyme E2A (RAD6 homolog) 1,7 1,6 Xq24
2,4-dienoyl CoA reductase 1, mitochondrial, nuclear

NM_001359  DECR1 gene encoding mitochondrial protein 1,6 19 8921

NM_014454  SESN1 sestrin 1 1,6 1,4 6q21

NM_145243  MPRP-1 metalloprotease related protein 1 1,5 1,5

NM_006868 RAB31 RAB31, member RAS oncogene family 1,4 3,7 18p11

NM_000407  GP1BB glycoprotein Ib (platelet), beta polypeptide 1,4 4,2 22q11

processing of precursor 4, ribonuclease P/MRP subunit
(S cerevisiae)

NM_003031  SIAH1 seven in absentia homolog 1 (Drosophila) -2,0 -2,0 16912

NM_006627 POP4 1,4 1,3

! Indica o nimero de acesso ao Gene Bank; “ Diferenca de expressdo entre pacientes com PF em relacio aos
controles; * Diferenca de expressao entre pacientes com PV em relagdo aos controles. O sinal negativo indica
0s genes reprimidos; * Localizagdo cromossomica; ... dado ndo disponivel.

5.5. Validacao dos dados dos microarranjos

Com o objetivo de validar os resultados de expressdo génica obtidos pelos
microarranjos usando um método alternativo de quantificacdo da expressdo génica e
estender a analise para um numero maior de pacientes e controles, foram selecionados 15
genes diferencialmente expressos nos diferentes subgrupos amostrais e a expressao dos
mesmos foi quantificada por PCR em tempo real (PCR-RT). Os critérios para a escolha
destes genes foram os seguintes: i) que fossem genes relacionados a respostas imunes; ii)
que proporcionassem uma cobertura ampla dos genes diferencialmente expressos, ou seja,
incluissem genes com diferencas de expressao maiores (proximas de 5 vezes), bem como
genes com diferengas menores (proximas de 2 vezes); iii) que incluissem genes induzidos e
reprimidos. Baseando-se nestes critérios, os seguintes genes foram analisados: CD1D,
CD3G, CDA, CX3CR1, DNAJB1, GZMA, GZMB, GZMH, IFI30, LGALS1, LGALSS,
LILRB2, LYZ, NKG7 e TNFSF13B. Note-se que a PCR-RT foi feita apenas para 0s
subgrupos nos quais se verificou expressao génica diferencial nos microarranjos.

A expressdo destes mesmos 15 genes foi analisada também em amostras de bidpsias
de pele com o objetivo de verificar in loco se as diferencas de expressdo génica observadas
para linfocitos CD4 positivos coincidiam ou ndo com os achados das biopsias (Figuras 10 a
24). A expressdo do gene GZMB nas bidpsias esteve abaixo do nivel de detec¢do, por isso

ndo ha gréafico representativo do resultado.
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Nas biopsias verificou-se também a expressao de outros 11 genes para 0s quais ndo
foram encontradas diferencas de expressdo no sangue periférico. Foram eles: CTLA4, I1L10,
IL4, TNFSF18, GATA3, FOXP3, TGFB1, IFNG, CXCR4, CD40 e CD40L (Figura 25).
Estes genes foram escolhidos por participarem do processo de polarizagdo de células T
para uma resposta Th2, por serem marcadores do envolvimento de células T reguladoras ou
serem marcadores da infiltracdo de linfocitos T ativados no sitio inflamatério. Ndo ha
resultado para os genes IL4 e IFNG, pois a expressao dos mesmos também esteve abaixo
do nivel de deteccao.

Em todos os graficos as barras representam a mediana do valor de expressao de cada
grupo. Foram considerados significativos os resultados cujos valores de P ficaram abaixo

de 0,05. Estes se encontram em cada gréafico, abaixo do nome de cada gene.

Para todos os graficos a seguinte legenda é valida:

Cont: controles;

Gen ST: pacientes com a forma generalizada de pénfigo foliaceo e sem tratamento;

Gen T: pacientes com a forma generalizada de pénfigo foliaceo com tratamento imunossupressor;
Loc: pacientes com a forma localizada de pénfigo foliaceo;

PV: pacientes com pénfigo vulgar;

L: tecido lesionado;

NL: tecido ndo-lesionado.

DF: diferenca mediana de expressao.
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Figura 10. Expressdo génica diferencial do gene CD1D em linfocitos T CD4" nos diferentes
subgrupos amostrais comparados (A-C) e em bidpsias de pele (D).
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Figura 11. Expressdo génica diferencial do gene CX3CR1 em linfocitos T CD4" de pacientes com

a forma generalizada sem tratamento em relagéo aos controles (A) e em bidpsias de pele (B).
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Figura 12. Expressdo génica diferencial do gene CDA em linfocitos T CD4" nos diferentes
subgrupos amostrais comparados (A-C) e em bidpsias de pele (D).
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Figura 13. Expressdo génica diferencial do gene IF130 em linfécitos T CD4" de pacientes com a
forma generalizada sem tratamento em relagdo aos controles (A) e em bidpsias de pele (B).
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Figura 14. Expressdo génica diferencial do gene LGALS1 em linfocitos T CD4" nos diferentes
subgrupos amostrais comparados (A e B) e em bidpsias de pele (C).
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Figura 15. Expressdo génica diferencial do gene LGALS3 em linfécitos T CD4" de pacientes com
a forma generalizada sem tratamento em relacdo aos pacientes com a forma localizada (A) e em
bidpsias de pele (B).
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Figura 16. Expressdo génica diferencial do gene GZMA em linfdcitos T CD4" de pacientes com a
forma generalizada sem tratamento em relagdo aos controles (A) e em bidpsias de pele (B).
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Figura 17. Expressdo génica diferencial do gene GZMH em linfécitos T CD4" nos diferentes
subgrupos amostrais comparados (A-C) e em bidpsias de pele (D).
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Figura 18. Expressdo génica diferencial do gene GZMB em linfécitos T CD4" de pacientes com
pénfigo vulgar em relacdo aos controles,
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Figura 19. Expressdo génica diferencial do gene LILRB2 em linfocitos T CD4" de pacientes com a
forma generalizada sem tratamento em relac&o aos controles (A) e em biopsias de pele (B).
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Figura 20. Expressdo génica diferencial do gene TNFSF13B em linfocitos T CD4" de pacientes
com a forma generalizada sem tratamento em relagdo aos controles (A) e em bidpsias de pele (B).
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Figura 21. Expressdo génica diferencial do gene LYZ em linfocitos T CD4" de pacientes com a
forma generalizada sem tratamento em relag&o aos controles (A) e em bidpsias de pele (B).
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Figura 22. Expressdo génica diferencial do gene NKG7 em linfocitos T CD4" nos diferentes
subgrupos amostrais comparados (A-B) e em bidpsias de pele (C).
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Figura 23. Expressdo génica do gene DNAJB1 em linfocitos T CD4" de pacientes com a forma
generalizada sem tratamento em relagdo aos controles (A) e em bidpsias de pele (B).
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Figura 24. Expressdo génica do gene CD3G em linfocitos T CD4" nos diferentes subgrupos
amostrais comparados (A e B) e em bigpsias de pele (C).
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Figura 25. Expressdo génica diferencial dos genes FOXP3, IL10, CTLA4, GATA3, TNFSF18,

TGFB1, CXCR4, CD40L e CD40 em bidpsias de pele de pacientes com pénfigo foliaceo.
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De todos os genes analisados por PCR-RT apenas para CD3G e DNAJB1, e para uma
das comparagOes envolvendo os genes CD1D e CDA (GenST x GenT) ndo foram obtidas
diferencas significantes do ponto de vista estatistico como os encontrados pela analise em
microarranjos. As demais comparacOes envolvendo os genes CD1D e CDA foram
confirmadas estatisticamente. Portanto, h4 uma concordéncia entre os dados de
microarranjos e PCR-RT, pois mesmo para 0s genes citados acima, para os quais 0s valores
de P ficaram acima do limiar estabelecido como significativo, foi verificada uma tendéncia
na mesma direcdo a encontrada nos microarranjos, ou seja, ndo houve discrepancia entre 0s
resultados obtidos pelas duas metodologias de anélise de expressdo génica. A Figura 26 e a
Tabela 6 sdo complementares e sumarizam estes resultados.

Como os resultados da PCR-RT correlacionaram bem com a expressdo génica
diferencial obtida com os microarranjos, considerou-se que a qualidade dos resultados é
boa e que os dados de expressdo génica derivados dos microarranjos sdo confiaveis,
permitindo-nos discuti-los de maneira geral.

Com relacdo as analises entre os tecidos lesionado e ndo-lesionado, encontrou-se
expressao génica diferencial para os seguintes genes: CD1D, CDA, LGALS3, LILRB2, LYZ,
NKG7, CTLA4, I1L10, IL4, GATA3, FOXP3, CXCR4 e CD40L (Figuras 10, 12, 15, 19, 21,
22, 25).

N&o houve expressdo génica diferencial entre o tecido lesionado e 0 ndo-lesionado
para os seguintes genes: CX3CR1, DNAJB1, CD3G, GZMA, GZMH, IFI30, LGALSL,
TNFSF13B, TGFR1 e CD40 (Figuras 11, 23, 24, 16, 17, 13, 14, 20, 25). Entretanto, para o0s
genes TNFSF13B e IFI30 ha uma perceptivel tendéncia de aumento da expressdo destes

genes no tecido lesionado.
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Figura 26. Comparacéo entre os resultados de quantificacdo da expressdo génica obtidos por PCR
em tempo real e por microarranjos.

NKG7 W Real Time
GZMH

GZMB
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Figura 26. Comparag&o entre os resultados de quantificacdo da expressdo génica obtidos por PCR
em tempo real e por microarranjos para 0s genes analisados em cada comparagdo, mostrando a
elevada concordancia entre as duas metodologias. C: controles; Gen ST: pacientes com a forma
generalizada de pénfigo foliaceo e sem tratamento; Gen T: pacientes com a forma generalizada de
pénfigo folidceo com tratamento imunossupressor; Loc: pacientes com a forma localizada de
pénfigo foliaceo; PV: pacientes com pénfigo vulgar.
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Tabela 6. Resultados de quantificacdo da expressao génica obtidos por PCR em tempo real e por
microarranjos para os genes analisados em cada comparacgdo. C: controles; Gen ST: pacientes com
a forma generalizada de pénfigo folidceo e sem tratamento; Gen T: pacientes com a forma
generalizada de pénfigo folidceo com tratamento imunossupressor; Loc: pacientes com a forma
localizada de pénfigo folidceo; PV: pacientes com pénfigo vulgar. DF: diferenca de expressao; P:
valores de probabilidade.

GenST x C GenST x GenT GenST x Loc PV xC
Gene Microarranjo PCR-RT Microarranjo PCR-RT Microarranjo PCR-RT Microarranjo PCR-RT
DF P DF P DF P DF P DF P DF P DF P DF P
CD1D 5.6 0.002 40 0015 -3.1 0.010 -1.8 0.140 2.8 0.002 3.2 0.027
CD3G -1.9 0.003 -0.5 0.111
CDA 3.4 0.005 4.0 0.027 -3.4 0.004 -1.9 0.140 3.4 0.001 3.4 0.036
CX3CR1 3.7 0.003 24 0.002
DNAJB1 -1.7 0.007 -1.3 0.126
GITR 2.0 1.8 0.007 2.0 0.013
GZMA 1.5 0.002 1.8 0.001
GZMB 2.0 0.009 4.0 0.004
GZMH 2.6 0.001 3.6 0.003 2.0 0.005 3.7 0.003 2.4 0.004 2.1 0.002
IF130 3.0 0.008 2.3 0.045
LGALS1 -1.6 0.000 -1.6 0.036 1.9 0.001 2.0 0.005
LGALS3 1.9 0.006 2.4 0.001
LILRB2 4.1 0.010 1.9 0.035
LYz 4.6 0.008 2.3 0.045
NKG7 1.9 0.007 2.4 0.045 1.9 0.005 2 0.006
BLYS 2.0 0.010 1.5 0.054
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6. DISCUSSAO

Ha um numero aumentado de células T CD4" em bidpsias de pele de tecido
lesionado de pacientes quando comparadas ao tecido ndo-lesionado (SANTI e SOTTO,
2001), além de outros dados na literatura que sustentam um papel patogénico para este tipo
de célula no pénfigo. Estas constatagdes enfatizam a importancia destas células e indicam
que varios dos genes envolvidos na patogénese da doenca possivelmente sdo expressos em
células T CD4". Por isso escolheu-se esta populagdo celular para ser estudada através de
analise de expressdo génica em larga escala com microarranjos que tem se mostrado muito
util na compreensdo da patogénese de doencas autoimunes. Varias comparagdes entre
diferentes subgrupos de pacientes e controles foram feitas e muitos dados relevantes para a
compreensdo do mecanismo autoimune foram encontrados.

Devido a impossibilidade de se discutir a respeito de todos 0s genes encontrados
como diferencialmente expressos, optou-se, para o presente trabalho, por discutir aqueles
cuja expressao diferencial foi confirmada por PCR-RT e outros que possam ter algum
papel relevante na doenca, selecionados pelo fato de haver indicios, a partir de dados
publicados para outras doencas, de que pudessem exercer um papel nas doencas
autoimunes. Salienta-se que todos os demais genes, incluindo-se aqueles genes
codificadores de proteinas hipotéticas ou sem funcdo conhecida e que foram excluidos da

analise neste momento, serdo objetos de estudo em analises posteriores a este trabalho.

6.1. Genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4" de pacientes com a forma
generalizada do pénfigo folidceo sem tratamento imunossupressor em relagcdo aos

controles

As células T CD4" podem ser divididas em dois subconjuntos — Thl e Th2, de
acordo com o perfil de citocinas que produzem. O pénfigo tem sido associado com uma
predominancia de citocinas Th2, contribuindo para altos niveis de 1gG4 e niveis mais
brandos de 1gG1. Entretanto, neste trabalho ndo foi detectada expressdo diferencial de
genes codificadores de fatores de transcricdo que sao classicos marcadores de celulas Th2,

tais como GATA-3, NFATc ou STAT®6, nos pacientes com a forma generalizada do pénfigo
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sem tratamento em relacdo aos controles. Isto pode ser devido ao fato de que células Th2
geralmente circulam em baixo nimero e, consequentemente os genes associados com Th2
estejam pouco abundantes. Outra possibilidade é que estes genes ndo tenham aparecido
com expressdo aumentada por ndo satisfazerem os critérios arbitrarios predeterminados
para o estabelecimento de expressao génica diferencial — P < 0,01 e diferenca de expressao
maior ou igual a 1,5 vezes. Ainda, é importante ressaltar que a maioria dos estudos de
expressao génica em linfdcitos € realizada in vitro, com linhagens de células em cultura.
Sao muito poucos os estudos como o realizado neste trabalho, com células T periféricas
ndo estimuladas, cujos constituintes moleculares foram mantidos em condi¢cGes o mais
similares possiveis com as existentes in vivo. Nesses poucos estudos, nos quais células T
CD4" de pacientes com dermatite atopica e asma foram isolados do sangue periférico e
analisados com microarranjos também ndo foi observada expressao diferencial de genes
classicamente envolvidos com a polarizacdo Th2 (HIJNEN et al., 2005; HANSEL et al.,
2005; KAPITEIN et al., 2008). No entanto, no presente trabalho, encontrou-se expressdo
aumentada de varios genes envolvidos na ativacdo de células T, proliferacdo e migracédo
nos linfécitos T CD4 de pacientes e isto sustenta a nogdo de que o pénfigo é uma doenca
sistémica e que linfécitos T CD4" ativados recirculam do sangue periférico para a pele
durante a reacdo inflamatoria. Estes varios genes sdo descritos e seus possiveis papeis no
processo patogénico da doenca sdo discutidos abaixo.

As moléculas CD1 compreendem uma familia de proteinas que sdo estruturalmente
relacionadas as proteinas de classe | do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC). CD1D é expresso principalmente por células B, mondcitos e timdcitos. Entretanto,
niveis baixos de CD1D foram encontrados em células T ativadas (EXLEY et al., 2000).
Estas moléculas ligam antigenos glicolipidicos e os apresentam para células T natural
killer (T NK). As células T NK constituem uma populacéo de linfocitos CD4" que exibe
marcadores de superficie caracteristicos de células T e NK e encontram-se na interface
entre as imunidades inata e adaptativa. As células T NK moldam uma ampla variedade de
respostas imunes: controlam a destruicdo de tecidos, autoimunidade, respostas
antitumorais, defesa do hospedeiro a agentes agressores e inflamagcédo (NIEMEYER et al.,
2007). A ativacdo destas células pode ter consequéncias benéficas, como a prevencdo de

diabetes em modelos animais, sendo mediada por células T NK restritas por CD1D
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(DUARTE et al., 2004), ou danosas, causando um aumento da inflamacao nas articulacbes
por suprimir a producdo de TGFR1 (KIM et al., 2005). Quando estimuladas, as T NK
podem elicitar uma resposta predominantemente Thl ou Th2, dependendo do antigeno
glicolipidico utilizado. Recentemente, NIEMEYER et al., (2007) demonstraram que estas
células podem também evoluir para um fendtipo de células T reguladoras produtoras de
interleucina 17 (1L17). Com relagdo ao pénfigo, a expressdo de CD1D esteve mais elevada
em linfdcitos de pacientes com a forma generalizada do pénfigo foliaceo sem tratamento
quando comparado aos controles, e também quando comparado aos pacientes com a forma
localizada da doenca (Figura 10). Apesar da diferenca de expressdo ndo ter significancia
estatistica na PCR-RT, nos pacientes sob tratamento imunossupressor a expressao de
CDI1D esteve diminuida em relacdo aos pacientes sem tratamento. Nas biopsias, a
expressdo desse gene esteve aproximadamente 4 vezes mais elevada no tecido lesionado de
pacientes quando comparado ao tecido nao-lesionado dos mesmos. Em conjunto, estes
dados indicam um papel de CD1D na patogénese do pénfigo. Mais que isto, indicam a
possibilidade de células T NK e antigenos lipidicos também participarem do processo
patogénico. Até o0 momento ndo ha qualquer descricdo do envolvimento destas células em
qualquer das formas clinicas de pénfigo. Especulando-se sobre o possivel papel desta
molécula na doenca, no sangue periférico as células T NK ativadas podem estar
contribuindo para a polarizacdo das células T para uma resposta Th2, enquanto que no
tecido lesionado pode contribuir para a supressao da resposta autoimune.

CX3CR1 é um receptor de quimiocina (fractalquina), expresso principalmente por
celulas NK, mas também por células T CD4, T CD8 e mondcitos (GARIN et al., 2003). O
trafego de leucocitos do endotélio para os tecidos alvos requer moléculas de adesdo e
fatores quimiotaxicos. Fractalquina existe em duas formas, a ligada a membrana e a
soluvel, e induz tanto a adesdo quanto a migracdo de leucdcitos, sendo que seu receptor,
CX3CR1, medeia essas funcbes. OLSSON et al. (2008) analisaram genes e proteinas
envolvidas no trafego de células T usando microarranjos e citometria de fluxo em
pacientes com puarpura trombocitopénica idiopatica, uma doencga autoimune na qual as
plaquetas séo destruidas prematuramente no baco, figado e medula dssea. Neste estudo foi
encontrada uma expressdo aumentada de CX3CR1 em células T periféricas de pacientes e

baseados em dados de varios ensaios 0s autores concluiram que a expressdo aumentada de
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CX3CR1 sozinha é um sinal quimiotéaxico suficiente para o trafico de células T do sangue
periférico para a medula 6ssea. Em pacientes asmaticos, niveis elevados de CX3CR1 foram
encontrados em biopsias de tecido bronquico e em linfocitos T CD4" periféricos quando
comparados aos controles (LAPRISE et al., 2004; WOHLFAHRT e KUNZMANN, 2003).
No pénfigo, ndo houve diferenca de expressdo de CX3CR1 quando comparados o tecido
lesionado e ndo-lesionado de pacientes, mas a expressdo deste gene estd aumentada em
linfocitos T CD4" tanto de pacientes com pénfigo folidceo, quanto de pacientes com
pénfigo vulgar em comparagdo aos controles (Figura 11). Sendo assim, é possivel que a
expressdo elevada de CX3CR1 nos linfocitos T CD4" periféricos esteja relacionada ao
estado ativado dessas células, fazendo com que estas adquiram, entre outras propriedades,
uma maior capacidade de mobilidade.

Foi observada expressdo diferencial de varios outros genes envolvidos com adeséo e
migracao de linfocitos nos pacientes com pénfigo. Estes incluem genes implicados em
adeséo celular (CD9, CD33 e GCA, FCGR1A) e organizacéo do citoesqueleto (RAC1) cujas
expressdes estdo aumentadas (Tabela 2). CD9 e CD33 também sdo marcadores expressos
por linfécitos ativados (CARIAPPA et al., 2005; CROCKER, 2005). Niveis elevados de
GCA (grancalcina) foram encontrados em leucdcitos infiltrados em sitios infectados por
bactérias, o que implica sua funcdo nas respostas inflamatérias (LIU et al., 2004). FCGR1A
(receptor para fragmento Fc de IgG, [CD64]) € uma molécula de adesdo da superfamilia
das imunoglobulinas e funciona como um ligante para as integrinas.

Genes envolvidos na proliferacdo celular (RAB31, RAB32, TNFSF9, TNFSF10 e
TNFSF13B) também foram encontrados como diferencialmente expressos (Tabela 2).
Genes pertencentes a familia de oncogenes RAS (RAB31 e RAB32) estiveram com
expressao aumentada nos pacientes com pénfigo folidceo e vulgar, respectivamente. A
ativacdo de genes RAS tem sido implicada na polarizacéo das células T para um perfil Th2
em um modelo murino (SHIBATA et al., 2002). TNFSF9 (membro 9 da superfamilia de
ligantes do fator de necrose tumoral), também conhecido como 4-1BB €é expresso em
células T CD4" ativadas e acentua a expansdo e producdo de citocinas por estas células
guando engajado pelo seu receptor, sobre as células apresentadoras de antigenos
(CANNONS et al., 2001). Além disso, TNFSF9 esta envolvido na producao de anticorpos

pelas células B e promove sobrevivéncia das células T (HURTADO et al., 1997).
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TNFSF10 (membro 10 da superfamilia de ligantes do fator de necrose tumoral), também
esta envolvido com sobrevivéncia aumentada de células T. Especificamente, foi
demonstrado num modelo animal de lapus, que TNFSF10 sustenta o numero de células T
CD4" efetoras, as quais provéem auxilio para as células B produzirem autoanticorpos
acentuando, dessa maneira, a gravidade da doenca (RUS et al., 2007). Pacientes com lUpus
eritematoso sistémico tém expressdo génica elevada de TNFSF10 (RUS et al., 2002).
Entretanto, um estudo recente tem sugerido que células T reguladoras ativadas induzem
apoptose de células T efetoras através de TNFSF10 (REN et al., 2007).

TNFSF13B é um membro da familia de ligantes do fator de necrose tumoral,
expresso sobre macrofagos, mondcitos, células dendriticas e células T. Como outros
membros da familia TNF, existe na forma ligada a membrana e na forma sollvel. Também
conhecido como BLYS (estimulador de linfocitos B), é critico para a sobrevivéncia,
maturacdo e tolerancia das células B na periferia e tem papel importante na inducdo da
producdo de imunoglobulinas pelas células B. Pacientes com lUpus eritematoso sistémico,
artrite reumatdide e sindrome de Sjégren tém niveis séricos de TNFSF13B mais elevados
quando comparados com individuos saudaveis (ZHANG et al., 2001; GROOM et al.,
2002; CHEEMA et al., 2001). Utilizando imunohistoquimica, LAVIE et al., (2004)
demonstraram que a expressdao de TNFSF13B estda aumentada em linfocitos T que
compdem o infiltrado inflamatério das glandulas salivares de pacientes com sindrome de
Sjogren e concluiram que TNFSF13B expresso por células T no érgdo alvo da resposta
autoimune pode ter um papel na patogénese da doenca, levando a ativacdo de células B
autorreativas. No presente trabalho, a expressdo de TNFSF13B esteve aumentada em
pacientes com a forma generalizada do pénfigo folidceo em comparagdo com os controles e
diminuida em pacientes submetidos a tratamento imunossupressor (Figura 20). Apesar do
valor de probabilidade ter ficado acima do limiar de significancia estatistica, ha uma
tendéncia na direcdo de um aumento da expressdo de TNFSF13B no tecido lesionado
(Figura 20B). Estes resultados, juntamente com o0s encontrados para outras doencas
autoimunes, sdo condizentes com um papel de TNFSF13B na patogénese do pénfigo
foli&ceo.

E possivel que linfcitos T CD4 expressando niveis elevados de TNFSF9, TNFSF10,

TNFSF13B possam ativar células B autorreativas ou comprometer a capacidade dessas
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células em responderem a sinais apoptoticos, ou seja, podem estar sustentando a producéo
de autoanticorpos por estas células, tanto na periferia quanto no tecido alvo. Ainda, a
diminuicdo da expressdo de TNFSF13B em pacientes sob tratamento imunossupressor
levanta a possibilidade de essa molécula ser um alvo molecular para terapia.

Classicamente, as granzimas sdo tidas como expressas por linfocitos T CD8 e células
NK, as quais tém atividade citotoxica. Entretanto, muitas células T CD4" humanas exibem
atividade citotoxica (LIEBERMAN, 2003). Recentemente, HIDALGO et al. (2008)
utilizando microarranjos, demonstraram que a expressdo de transcritos € muito similar
entre linfocitos citotoxicos CD8" e CD4" e destes com os de células NK, sendo que os
transcritos das granzimas e perforinas foram compartilhados por estes trés tipos celulares,
apesar de a expressdo mais elevada dos mesmos se dar em células NK. A principal funcéo
dos linfécitos citotoxicos é a eliminacdo de células modificadas por apoptose. Na
autoimunidade, linfocitos citotoxicos potencialmente podem eliminar células B
autorreativas ativadas (RUS et al., 2007). Inclusive, as granzimas A e B s&o expressas por
células T reguladoras, as quais podem exercer seu efeito supressor eliminando células alvo
através da liberacdo destas granzimas (GROSSMAN et al., 2004; GONDEK et al., 2005).
A apoptose € induzida por duas vias principais, a via FAS/FASL ou atravées da exocitose de
grénulos especializados - granzimas, perforinas e granulisinas. No presente trabalho, as
granzimas estiveram com expressdo aumentada em linfocitos T CD4" dos pacientes em
varias comparacOes (Figuras 16-18). Expressdo de GZMH (granzima H) esta mais elevada
em pacientes com pénfigo folidceo e vulgar em relacdo aos controles e, em pacientes com a
forma generalizada do pénfigo folidceo em relacdo aos pacientes com a forma localizada.
Expressdo de GZMA (granzima A) estd mais elevada em pacientes com pénfigo folidceo
em relacdo aos controles e a expressdo de GZMB (granzima B) e GNLY (granulisina) esta
aumentada em pacientes com pénfigo vulgar em relagdo aos controles. O papel do
desbalanco de moléculas relacionadas a apoptose (FAS, FASL, BAX, BCL-2, caspases) na
indugdo do pénfigo j& foi demonstrado (PUVIANI et al., 2003; WANG et al., 2004;
ARREDONDO et al., 2005). Ja a participacdo de linfocitos citotoxicos desencadeando
apoptose ndo foi sugerida até a presente data. Os resultados aqui encontrados sdo
indicativos de que a citotoxicidade possa ter papel na patogénese da doenca, mas como nao

foi encontrada expressdo diferencial destes genes nas bidpsias de tecido lesionado e nao-
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lesionado, isto precisa ser mais bem investigado. O fato de a GZMH estar mais expressa
nos pacientes com a forma generalizada do que nos pacientes com a forma localizada
sugere que este gene pode estar relacionado ndo s6 com o inicio, mas também com a
intensidade da resposta e consequente agravamento da doenca. GZMH é considerada uma
granzima “orfa” uma vez que suas fungdes bioldgicas ainda sdo pouco conhecidas. A
demonstracdo de que esta também é capar de induzir morte celular € muito recente
(FELLOWS et al., 2007). Este fato é mais um incentivo para futuros estudos envolvendo
granzimas, em particular a GZMH, na indu¢do ou agravamento do pénfigo. Ainda, além da
funcdo classica na inducdo da apoptose, as granzimas também tem sido implicadas no
remodelamento da matriz celular e migracdo de linfdcitos para o sitio alvo da resposta
imune (BUZZA et al., 2005). Uma molécula essencial e requerida para o processamento e
ativacdo das granzimas A, B e H é a catepsina C (CTSC). A expressao da CTSC também
estd aumentada nos pacientes (Tabela 2), sendo um indicativo a mais do envolvimento da
imunidade celular mediada por linfdcitos citotxicos na patogenia do pénfigo. Expressao
aumentada de CTSC foi encontrada em bidpsias de tecido brénquico de pacientes
asmaticos quando comparados aos controles (LAPRISE et al., 2004). A granulisina ¢ um
gene expresso somente apds ativacdo das células T e € liberado apds engajamento do TCR
(PENA et al., 1997). Portanto, a granulisina também é um marcador de células T ativadas.
LILRB2 (receptor 2 de leucdcitos semelhante a imunoglobulina) é um receptor
inibidor expresso predominantemente sobre mondcitos e células B e em niveis mais baixos
em células NK e dendriticas. A expressao desse gene ndo foi verificada em linfocitos T até
0 momento e, surpreendentemente, a expressdo de LILRB2 esteve aumentada em linfocitos
T CD4" de pacientes com a forma generalizada do pénfigo folidceo em comparagdo com os
controles. Isto pode ser sugestivo de contaminacdo por mondcitos, uma vez que esta
populacdo celular também expressa o receptor CD4. Entretanto, é preciso ter cautela em se
afirmar que determinado gene ndo é expresso em determinada populacdo celular. E muito
comum concluir-se que certo gene é expresso num determinado tipo celular, mas ndo em
outro ou entdo que tem uma unica funcéo e depois constatar-se que o leque de expresséao e
fungdes € muito mais amplo. De fato, isso é mesmo esperado, porque cada estudo se limita
a analisar certos tipos celulares sob certas condigdes, apenas. O gene TNFSF13B citado

acima, era tido como expresso exclusivamente por células apresentadoras de antigenos. No
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entanto, foi inesperadamente verificado que células T expressam esse gene em altos niveis
no tecido alvo da autoimunidade (LAVIE et al., 2004). Outro indicativo de que células T
podem expressar LILRB2 é o fato de LILRB2 ter sido encontrado diferencialmente expresso
em linfocitos T CD4" periféricos de criangas com dificuldades respiratorias (KAPITEIN et
al., 2008). Ainda, as populacdes de linfocitos T CD4" isoladas para os ensaios foram
extremamente puras, com aproximadamente 97% das células isoladas sendo CD3*/CD4".
Os monacitos ndo expressam o receptor CD3. Entretanto, apesar de consideramos as outras
explicagcBes muito mais verossimeis, ndo é possivel excluir a possibilidade de que os 3% de
células contaminantes tenham algum impacto sobre os resultados. H& um aumento
significativo de quase 5 vezes da expressdo de LILRB2 no tecido lesionado em comparacéo
com o ndo lesionado. Isto pode refletir a presenca de mondcitos e/ou células NK e/ou
celulas dendriticas no tecido lesionado (Figura 19B). LILRB2 é um receptor que quando
estimulado gera uma cascata de sinais inibitdrios. Utilizando linhagens de células T
supressoras CD8'/CD28", CHANG et al., (2002) demonstraram por citometria de fluxo que
a expressdo de LILRB2 estd aumentada sobre mondcitos e células dendriticas. Isto é
sugestivo de que a expressdo aumentada de LILRB2 no tecido lesionado de pacientes com
pénfigo possa refletir uma resposta inicial do organismo para tentar conter a resposta
autoimune.

NKG?7 (grupo 7 das células NK) é uma proteina de membrana expresso sobre células
T e NK ativadas e pode regular a funcéo efetora das células T (MEDLEY et al., 1996).
Conhece-se pouco sobre os mecanismos e funcio de NKG7 sobre as células T CD4". O
fato de a expressdo de NKG7 estar aumentada em pacientes com pénfigo folidceo e vulgar
em relacdo aos controles e, também nas bidpsias de tecido lesionado quando comparadas
ao de tecido néo-lesionado (Figura 22) e indicativo de algum papel deste gene no processo
patogénico do pénfigo. Dando mais sustentacdo a este papel estd o fato de NKG7 estar
também mais expresso em pacientes com a forma generalizada do pénfigo folidceo em
relagdo aos pacientes com a forma localizada, indicando que NKG7 pode estar contribuindo
também para a intensificagdo do processo autoimune e consequente agravamento da
doenca. Recentemente, RIFAI e DWORKIN (2008) encontraram células NKG7* no
infiltrado leucocitario renal de pacientes com nefropatia de IgA e verificaram que estas

células sdo marcadores da progressdo da doenca. A constatacdo destes autores aliado aos
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dados do presente trabalho sdo um incentivo a futuros estudos sobre este gene, bem como
do seu papel na autoimunidade.

IF130 (proteina 30 induzivel por IFNG) é uma proteina da familia das tiol redutase
lisossomais, capaz de reduzir pontes dissulfeto. E constitutivamente expresso por células
apresentadoras de antigenos, mas é induzivel em outros tipos de células por citocinas
inflamatorias, como o IFNG. IFI30 esta envolvido nos primeiros passos do processamento
de antigenos protéicos para sua clivagem proteolitica a apresentacdo dos peptideos
resultantes por moléculas MHC de classe Il aos linfécitos. Até pouco tempo essa era a
unica funcdo conhecida para IFI30 e, portanto, imaginava-se que apenas ceélulas
apresentadoras de antigenos expressassem IFI30. Entretanto, BARJAKTAREVIC et al.
(2006) demonstraram que IF130 é expresso constitutivamente em linfocitos T CD4" e CD8"
e tem uma funcdo ndo relacionada com apresentacdo de antigenos. Ao compararem a
ativacdo de células T in vitro deficientes em IFI30 com células T ndo-deficientes foi
verificado que estas células respondem de uma maneira muito mais acentuada na auséncia
de IFI30. Portanto, IFI30 tem um efeito negativo sobre o processo de ativacdo das células
T. Surpreendentemente, uma molécula com localizagdo lisossomal suprime a ativacdo de
células T, um processo caracterizado por transdussao de sinal da membrana plasmatica
para o citoplasma e nucleo. Nos pacientes com a forma generalizada do pénfigo foliaceo e
sem tratamento, a expressdo de IFI30 estd aumentada em rela¢do aos controles (Figura
13A). J& nas biopsias, embora acima do limiar de significAncia estatistica, hd uma
tendéncia de aumento da expressdo de IF130 no tecido lesionado (Figura 13B). Devido ao
seu papel, é possivel que o aumento da expressdo de IFI30 tanto em células T periféricas
quanto do sitio lesionado possa modular negativamente a funcdo das células T, ou seja,
pode ser uma resposta inicial de defesa do organismo contra a resposta inflamatoria. Niveis
de expressdo génica mais elevada de IFI30 foram encontrados em linfocitos T CD4" de
pacientes com dermatite atopica, um distdrbio inflamatorio da epiderme, quando
comparados aos controles (HIJNEN et al., 2005). Com estas evidéncias, € provavel que
IF130 participe do processo patogénico do pénfigo.

A diferenca de expressdo encontrada para LYZ (lisozima) em linfocitos de pacientes
com a forma generalizada do pénfigo folidceo quando comparados aos controles

aparentemente ocorre em apenas parte dos pacientes, por motivos a serem esclarecidos,
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pois para apenas 3 individuos a expressdo esteve realmente elevada em comparacao com 0s
controles (Figura 21A). O mesmo ocorreu para 0os genes DNAJB1 e CD3G, para os quais
ndo foram obtidas diferencas significantes do ponto de vista estatistico como o0s
encontrados pela andlise em microarranjos. J& nas biopsias parece que aumento da
expressao de LYZ no tecido lesionado ocorre em todos os pacientes (Figura 21B). A LYZ
catalisa a hidrolise de certos mucopolissacarideos da parece celular de bactérias,
dissolvendo essas paredes e € expressa em grande nimero de tecidos. Niveis elevados de
LYZ foram encontrados no soro e sindvia de pacientes com artrite reumatoide
(TORSTEINSDOTTIR et al., 1999). A expressdo aumentada de LYZ no tecido lesionado
pode estar refletindo a presenca de células fagociticas, que sdo as que expressam LYZ em
niveis mais elevados. Apesar de terem sido excluidos da amostra pacientes que estivessem
com infecgBes secundérias nas lesdes, € possivel que o aumento de LYZ esteja refletindo
uma resposta a uma infeccéo inicial e ndo visivel em algumas amostras. Se ha algum outro
papel para LYZ no processo patogénico do pénfigo, este ainda precisa ser explorado.

Um fato que merece ser ressaltado, é que 9 (7%) dos genes encontrados como
diferencialmente expressos (NALP12, FPR1, LILRB2, LIR9, CD33, LAIR, RASGRP4,
NKG7 e FCGBP) estdo localizados na regido gendmica 19q13. E possivel que esta seja
uma regido portadora de genes de susceptibilidade ao pénfigo folidceo. Isto serve de

incentivo para que futuros estudos sejam direcionados para explorar esta regido.

6.2. Genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4" de pacientes com a forma
generalizada do pénfigo folidceo sob tratamento imunossupressor em comparagao aos

linfocitos de pacientes sem tratamento

Os glicocorticoides (GCs) sdo potentes inibidores de respostas imunes através da
regulacdo de citocinas e causando apoptose de timocitos imaturos. So as principais drogas
utilizadas na terapia de pacientes com pénfigo, sendo que o mais amplamente utilizado € a
prednisona na dose de 1 mg/Kg/por dia, com ou sem outros agentes imunossupressores,
como a azatioprina.

A expressao de muitos genes pode ser regulada pelos corticdides, que podem fazer
uma regulagem positiva ou negativa dos genes responsivos. Os efeitos farmacoldgicos dos

corticoides resultam da exposicdo dos seus receptores a concentragdes suprafisioldgicas do
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ligante. Os niveis anormalmente elevados da ligacdo aos receptores dos glicocorticdides
produzem respostas exageradas, as quais possuem efeitos benéficos, mas também toxicos.
Considerando-se o grande numero de genes regulados pelos corticoides e que diferentes
genes sdo regulados em diferentes tecidos, os efeitos dos corticoides sdo sistémicos e muito
complexos.

O efeito do uso de imunossupressores, mais precisamente glicocorticéides, sobre a
expressao génica de linfocitos periféricos ndo € completamente entendido. Neste trabalho,
utilizou-se microarranjos para identificar novos genes alvos dos glucocorticoides em
linfocitos T CD4" de pacientes com pénfigo foliadceo sem tratamento em relagio aos
pacientes sob tratamento, com o objetivo de identificar possiveis alvos terapéuticos mais
especificos para futuras analises farmacogenéticas. Note-se que como todos os pacientes
sob tratamento estavam com lesdes ativas, encontrou-se os alvos iniciais da corticoterapia.

Nas andlises do presente trabalho, muitos genes tiveram sua expressdo diminuida.
Dentre eles CD1D e TNFSF13B foram discutidos anteriormente e, TNFSF13B, devido ao
que se sabe até agora sobre sua funcdo e papel em outras doencas autoimunes, parece ser
promissor como alvo de uma terapia mais especifica.

A azatioprina € convertida in vivo em um antagonista das purinas, que interfere na
sintese do DNA e ¢ tdxico para as células em divisdo. Um efeito semelhante ao da
azatioprina é o da citidina desaminase (CDA), cujo gene foi encontrado com expressdo
diminuida nos pacientes sob tratamento. CDA (citidina desaminase) € uma enzima que
irreversivelmente desamina a citidina e desoxicitidina para urudina, interferindo no
processo de replicacio do DNA. Niveis elevados de CDA estdo associados com
sobrevivéncia celular diminuida (GRAN et al., 1998). CDA também catalisa a inativacdo
de nucleosideos quimuioterdpicos analogos da citosina - arabinosida (Ara-C), 5-aza-
citidina, e 2,2-difluorodeoxicitidina (gemcitabina), o que resulta em perda da atividade
citotoxica e antitumoral desses quimioterapicos. Resisténcia clinica a Ara-C € um dos
principais problemas no tratamento da leucemia miel6ide aguda e esta tem sido atribuida a
atividade aumentada da CDA. Com relacdo ao pénfigo, a expressdo de CDA esteve mais
elevada em linfécitos de pacientes com a forma generalizada do pénfigo folidceo sem
tratamento quando comparados aos controles, e também quando comparados aos pacientes

com a forma localizada da doenca (Figura 12). Apesar de ndo haver significancia estatistica
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da diferenca de expressdao verificada na PCR-RT, nos pacientes sob tratamento
imunossupressor a expressdo de CDA esteve diminuida em relacdo aos pacientes sem
tratamento. Nas biopsias, a expressao desse gene esteve mais elevada no tecido lesionado
de pacientes quando comparado ao tecido ndo-lesionado dos mesmos. O papel da CDA na
autoimunidade ainda nao foi explorado. Niveis de expressdo génica mais elevada de CDA
foram encontrados em neutréfilos de pacientes com artrite reumatdide juvenil poliarticular
(JARVIS et al., 2006). Em conjunto, estes dados indicam que CDA tem potencial para ser
explorado como imunossupressor para terapia do pénfigo.

Dois genes envolvidos com producdo de IgE foram encontrados com expressao
diminuida - FCER2 e FCERLG (Tabela 3). FCER2 codifica a molécula CD23, a qual é o
receptor de baixa afinidade para o fragmento Fc de IgE e tem papel fundamental na
ativagdo e proliferacdo das células B. Ja foi demonstrado o efeito dos corticoides na
diminuicdo da expressao de FCER2 (PATERSON et al., 1994). A diminuicéo da expressdo
de FCER2 resulta em niveis mais elevados de IgE, o que é um complicador das doencas
alérgicas (TANTISIRA et al., 2007). Ja FCER1G é o receptor de alta afinidade para o
fragmento Fc de IgE. LOCK et al. (2002) identificaram varios genes que sao
diferencialmente expressos entre lesdes e tecido normal de pacientes com esclerose
maltipla (EM), bem como genes que diferenciam lesbes cronicas e agudas. Identificados
estes genes, alguns foram escolhidos como alvos terapéuticos potenciais e testados em
modelos murinos de EM. Os genes para o receptor Fc de IgE tiveram expressao elevada em
lesBes cronicas. A comparacao da gravidade da doenca entre camundongos deficientes para
0 receptor Fc e selvagens, mostrou que a doenga aguda foi menos grave e a doenca cronica
esteve ausente em camundongos carentes da expressdo do receptor. Este resultado € um
indicativo de que estes receptores sdo alvos em potencial para o tratamento de doencas
autoimunes e se isso se da através de um aumento da expressdo de IgE e se tem algum
efeito benéfico para o pénfigo precisa ser mais bem investigado.

Efeitos conhecido dos corticoides sdo a inibicdo da apoptose. Neste contexto, foi
encontrada a expressdo diminuida de BCL2A1, que codifica uma proteina pro-apoptatica.

ITGAX (integrina alfa), FUT7 (fucosiltransferase 7) e MMP19 (metaloproteinase de
matriz 19) sdo genes envolvidos com adesdo e migracdo de leucdcitos e também tiveram

suas expressdes diminuidas (Tabela 3). O corticdide parece exercer parte do seu efeito
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diminuindo a expressdo de moléculas envolvidas com adesdo, o que pode levar a uma

mobilidade diminuida e consequente diminuicdo da infiltracdo de linfdcitos na pele.

6.3. Genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4" de pacientes com a forma
generalizada do pénfigo folidceo em comparacdo aos linfécitos de pacientes com a

forma localizada da doenga

As alteracGes moleculares que diferenciam a intensidade das respostas imunologicas
em subgrupos de pacientes que manifestam as formas localizada e generalizada da doenca
ndo sdo conhecidas. A expressdo aumentada de genes em pacientes com a forma
generalizada da doenca em relagdo aos pacientes com a forma localizada da doenga pode
ser um indicativo de que o produto destes genes pode estar atuando na intensificacdo da
resposta autoimune. Da mesma maneira, genes com expressdo aumentada em pacientes
com a forma localizada da doenca podem estar atuando na diminuicdo da intensidade da
resposta imune.

De todos os genes identificados como diferencialmente expressos nesta comparacéao,
chamam atencdo os codificadores das galectinas. Galectinas fazem parte da familia de
lectinas com afinidade para [3-galactosideos. As galectinas tém uma ampla variedade de
funcdes a papéis importantes na regulacdo das respostas imunes e inflamatdrias. Existe um
amplo espectro de funcgdes atribuidas as galectinas e estas podem variar dependendo do
tipo de célula e local no qual a mesma esta sendo expressa. As galectinas existem na forma
ligada a membrana e na forma sollivel e, sendo assim, podem atuar intra- ou
extracelularmente. Extracelularmente séo capazes de ligar glicoproteinas e glicolipideos e
podem afetar o crescimento e morte celular, ativar ou inibir respostas celulares, promover
ou inibir adesdo influenciando a migracdo celular. Intracelularmente, podem regular o
crescimento e sobrevivéncia por interagir com proteinas nucleares e citoplasmicas, através
de interacOes proteina-proteina, afetando, portanto, as vias de sinalizacdo intracelular. Dos
15 genes codificando galectinas em humanos, trés estdo diferencialmente expressas nos
linfocitos T CD4" de pacientes com pénfigo — LGALS1 (galectina 1), LGALS3 (galectina 3)
e LGALS12 (galectina 12). Em células T CD4", as galectinas 1 e 3 sd0 expressas apenas

apos sua ativacdo. Assim sendo, LGALS1 e LGALS3 sdo marcadores de células T ativadas.
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As funcdes extracelulares das galectinas tém sido mais amplamente estudadas e
demonstradas atraveés da adicdo de galectinas recombinantes as culturas de células.
Galectina 1 tem uma funcdo supressora sobre as células T ativadas, aumentando a apoptose
destas células e, diminuindo a ativaco e a adesdo a matriz extracelular. A galectina 3 tem
um duplo papel, protegendo as células T da apoptose quando presente intracelularmente ou
induzindo apoptose quando atua sobre as células T no espaco extracelular (RABINOVICH
et al., 2007). Na verdade, ambas galectina 1 e 3 podem ter efeitos positivos ou negativos
sobre a ativagdo das células do sistema imune, dependendo do tipo de célula e sitio no qual
estdo localizadas. Com relacdo a LGALS12, muito pouco é conhecido sobre sua funcéo.
Até 0 momento, sabe-se que este gene é expresso e atua sobre a regulacdo do ciclo celular
em adipdcitos (YANG et al., 2001). No caso do presente trabalho, o fato de encontrar-se
expressao intracelular aumentada de LGALS1, LGALS3 e LGALS12 em linfocitos T de
pacientes é indicativo de que estas galectinas podem estar protegendo estas células da
apoptose. Portanto, mais do que atuar em estagios iniciais do processo autoimune no
pénfigo, produto destes genes pode estar atuando na intensificacdo da resposta autoimune.

Trés genes do MHC estiveram com expressdo aumentada nos pacientes com a forma
generalizada (Tabela 4). HLA-DMA e HLA-DMB codificam as cadeias alfa e beta das
moléculas HLA-DM e, HLA-DPB1 codifica a cadeia beta da molécula HLA-DP. Ao
contrario das demais moléculas HLA, HLA-DM néo € expresso na superficie celular, mas é
encontrado nos endossomos. As moléculas HLA-DM ligam e estabilizam outras moléculas
MHC de classe Il, que de outra forma, agregar-se-iam. Esta molécula também catalisa a
liberacdo de peptideos instaveis ligados as moléculas de classe II, removendo os que séo
instaveis e substituindo-os por outros. Os antigenos apresentados por moléculas MHC de
classe Il podem persistir na superficie das células apresentadoras de antigenos por alguns
dias antes de encontrarem as células T capazes de reconhecé-los. Esta propriedade de
HLA-DM garante que o complexo peptideo:MHC sobreviva tempo suficiente para que
ocorra a estimulacdo da célula T CD4 adequada. O aumento da expressdo destas moléculas
nos pacientes com a forma generalizada do pénfigo pode aumentar a quantidade de
autoantigenos que esta sendo apresentada, bem como aumentar o tempo de exposi¢do dos
mesmos, intensificando, desta maneira, os sintomas da doenca nestes pacientes. A

expressao de RNAm de moléculas de classe Il ja foi registrada no citoplasma de células T
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ativadas (SANDILANDS et al., 1999). PEREIRA et al. (2004) também registraram
aumento da expressdo destas moléculas em linfécitos T de pacientes com IUpus eritematoso
sistémico.

CD33, FUT7 (fucosiltransferase 7), ADAM9 (desintegrina e metaloproteinase 9) e
ITGAM (integrina alfa M) sdo todos genes que codificam moléculas mediadoras de
migracdo celular e estdo com expressao aumentada em pacientes com a forma generalizada
da doenca (Tabela 4). Sendo assim, estas moléculas podem contribuir para a migracdo mais
efetiva de linfocitos para os sitios lesionados com consequente agravamento das lesoes.

OS genes CD1D, CDA, GZMH, NKG7 e RAB31 estdo também com expressdo
aumentada nos pacientes com a forma generalizada da doenga. As fungdes e possiveis
papéis destes genes foram discutidos anteriormente (Secdes 6.1 e 6.2).

Digno de nota € o fato de 6 genes que codificam proteinas com motivo de dedo de
zinco (ZNF137, ZNF154, ZNF254, ZNF331, ZNF537 e ZNF595) que classicamente séo
envolvidas em regulacdo da expressdo génica por se ligarem ao DNA estejam com
expressao diferencial. Destes, apenas ZNF537 estd com expressdo aumentada nos pacientes
com a forma generalizada da doenca, todos os demais estdo com expressdo diminuida
nessa forma da doencga. Assim sendo, esses genes podem atuar como fatores responsaveis
pelo abrandamento dos sintomas da doenca, ou seja, podem diminuir a intensidade da
resposta autoimune e merecem ser mais bem explorados, pois ndo existem ainda dados
disponiveis sobre suas funces e alvos.

Com relacgdo a regido na qual mais genes diferencialmente estdo localizados, a regido
gendmica 19913 novamente aparece contendo o maior nimero de genes — 8 (12%). Séo
eles: CD33, NKG7, LILRAL, LENG1, ZNF137, ZNF154, NALP12, ZNF331.

6.4. Genes diferencialmente expressos em linfocitos T CD4" de pacientes com pénfigo

foliaceo e de pacientes com pénfigo vulgar

O mecanismo basico que contribui para a doenga autoimune pode, em parte, ser
compartilhado entre fenotipos relacionados. Sendo assim, o objetivo se identificar genes
diferencialmente expressos entre os pacientes com pénfigo folidceo quando comparados

aos controles e que sdo compartilhados pelos pacientes com pénfigo vulgar quando
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comparados aos controles, foi verificar se ha uma base molecular comum entre as duas
doencas, bem como quais genes estdo contribuindo para cada fenotipo especifico. Este tipo
de abordagem pode também contribuir para a compreensdo do mecanismo que leva a
autoimunidade como um todo.

Foram encontrados 31 genes diferencialmente expressos compartilhados pelos dois
fendtipos. Sédo eles: ABI3, APOL1, AQP9, CD1D, CD9, CLECSF9, CST7, CSTA, CX3CR1,
DAF, DECR1, FCER1G, FCGR1A, GP1BB, GZMH, IFI30, IFITM3, KLRD1, LACTB,
MGLL, MICL, MPRP1, NKG7, NPDO014, POP4, RAB31, SESN1, SIAH1, SLC25A20,
UBE2A.

Aproximadamente, 30% dos genes encontrados como diferencialmente expressos em
linfocitos T CD4 e possivelmente envolvidos na patogénese sdo compartilhados entre
pacientes com pénfigo folidceo e pénfigo vulgar, mostrando que estes dois fendtipos
compartilham um mecanismo basico comum subjacente ao processo patogénico.
Entretanto, apesar desse compartilhamento ser consideravel, a maioria dos genes
diferencialmente expressos é responsavel pela especificidade de cada fenétipo.

As funcdes e possiveis implicacbes dos genes CD1D, CD9, CX3CR1, GZMH, IF130,
NKG7 e RAB31 na patogénese do pénfigo ja foram discutidos em secdes anteriores. O fato
de estes genes estarem diferencialmente expressos nas duas formas clinicas de pénfigo

reforca a possivel participacdo dos mesmos no processo patogénico de ambas as doencas.

6.5. Genes diferencialmente expressos entre os tecidos lesionado e ndo-lesionado de

pacientes com pénfigo folidceo

Para todos os genes cuja expressdao génica diferencial foi confirmada por PCR-RT,
avaliou-se também a expressao nos tecidos lesionado e ndo-lesionado de pacientes com
pénfigo foliaceo e discutiu-se os resultados nas secOes anteriores. Porém, além destes
genes, foram analisados outros para 0s quais ndo foram encontradas diferencas de
expressdo nos linfocitos perifericos. Foram eles: CTLA4, IL10, IL4, GATA3, FOXP3,
TGFR1, IFNy, CXCR4, CD40 e CD40L. A escolha destes genes se deve ao fato de que nos

permitem caracterizar o tipo de resposta imune que esta ocorrendo no tecido. Além disso,
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alguns desses genes foram analisados em estudo de associacdo de pénfigo foliaceo com
alelos ou gendtipos desses genes. Por fim, as suas fungdes, importantes para as respostas
imunes, justificam a escolha desses genes como candidatos para 0 nosso estudo.

Existem 3 principais tipos de respostas de células T — Thl (pro-inflamatéria), Th2
(anti-inflamatdria) e T reguladora (supressora) dependendo do padrdo de citocinas por elas
produzido. Existem muitas evidéncias de que subtipos de células T CD4", especializadas
em suprimir respostas imunes, tem um papel central na regulacdo das respostas
autoimunes. Estas células T reguladoras (Treg) sdo CD4'CD25" tém a capacidade de
suprimir ambas as respostas imunes dos tipos Thl e Th2 e sdo caracterizadas pela
expressdo do fator de transcricdo FOXP3, sendo este necessario para seu desenvolvimento,
manutencdo e funcdo. Entretanto, a expressdo de FOXP3 ndo € suficiente para que a funcao
reguladora destas células seja exercida.

Um dos mecanismos pelos quais as Treg exercem seu efeito supressor se da através
da secrecdo de TGFB e por IL10, citocina que inibe a sintese de citocinas pro-inflamatdrias
e a apresentacdo de antigenos para as células T. Muitos estudos demonstraram que a
supressao de respostas Th2 é dependente de IL10 (por exemplo, HAWRYLOWICZ et al.,
2005). CTLA4 e TNFSF18 sao expressos constitutivamente por células Treg. Na auséncia
de CTLA4 a funcdo supressora de Treg é reduzida (ODERUP et al., 2006). O papel de
TNFSF18 ainda é contraditorio. H& estudos mostrando sua atuacdo como supressor da
inflamacdo (URAUSHIHARA et al., 2003), bem como estudos mostrando sua agdo como
supressor de Treg (SHIMIZU et al., 2002). Foi demonstrado que a ativacdo de TNFSF18
leva a reversdo da atividade supressora das células Treg, induzindo células T efetoras a
produzirem citocinas de perfil Thl ou Th2. GATA3 é um fator de transcrigdo essencial
para a polarizacdo da resposta imune para um perfil Th2. IL4 é uma das citocinas
caracteristica de respostas com perfil Th2. Ja o IFNG é uma citocina pro-inflamatéria
caracteristica de respostas Thl. CXCR4 é um receptor de quimiocina expresso também
sobre células Treg. As quimiocinas e seus receptores direcionam as células T periféricas
para os sitios inflamatdrios. JIAO et al. (2007) mostraram que had um acimulo de células
Treg no liquido sinovial em pacientes com artrite reumatdide e o recrutamento destas
células é dependentes de varios receptores de quimiocinas expressos sobre as células Treg,

incluindo CXCR4. A sinalizacdo de CD40 pelo seu ligante, CD40L, entre célulasBe T é
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imprescindivel para a ativacdo da resposta imune humoral. CD40L é expresso em células T
apo6s sua ativacdo. CD40 sobre uma variedade de células, incluindo células B e
queratindcitos. Ja foi demonstrado que CD40/CD40L estdo com expressao aumentada em
lesBes e soro de pacientes com pénfigo foliaceo e vulgar (CAPRONI et al., 2007). Também
a associacao de certos genotipos desses genes com susceptibilidade ao pénfigo foliaceo
constatada recentemente é um forte indicio da participacdo dessas moléculas na resposta
autoimune caracteristica da doenca.

No presente trabalho, foram encontrados niveis de expressdo génica mais elevada de
CTLA4, IL10, FOXP3, CXCR4 e CD40L no tecido lesionado em comparacdo ao nao-
lesionado (Figura 25). J& TNFSF18 e GATA3 estiveram mais expressos no tecido néo-
lesionado do que no lesionado. Estes dados sugerem fortemente que células Treg estdo
presentes nas lesdes de pele de pacientes com pénfigo folidceo indicando que elas
contribuem para o controle local das funcGes das células T efetoras. Mais precisamente,
FOXP3 marca a presenca de células Treg. CTLA4 e IL10 podem estar suprimindo as
células Th2 efetoras. TGFR estd presente, mas ndo ha diferenca de expressdo entre 0s
tecidos lesionado e ndo-lesionado. Sendo a resposta Th2 reprimida, GATA3 tem sua
expressao drasticamente diminuida. Provavelmente no pénfigo a funcdo de TNFSF18 é de
suprimir células Treg, sendo que sua expressdao também estd diminuida no tecido
lesionado. A expressdo aumentada de CXCR4 no tecido lesionado indica que este receptor
é importante para a migragdo de células T para o sitio inflamatério. Expressdo de 1L4 e
IFNy néo foi detectada. Para o pénfigo vulgar foi demonstrado que camundongos knockout
para IL10 sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento de bolhas por transferéncia passiva de
anticorpos anti-Dsg3, o que indica uma possivel funcao supressora de 1L10 (FELICIANI et
al., 2000). Também para o pénfigo vulgar, um possivel papel de células Treg, foi
demonstrado no qual os autores sugerem que um desbalanco entre células Treg e Th2
especificas para Dsg3 pode ser critico para a perda de tolerancia a Dsg3 nos pacientes com
PV (VELDMAN et al., 2008). Apesar de CAPRONI et al. (2001) demonstrarem a presenca
de células CD4"CD25" na derme e epiderme lesionada de pacientes com pénfigo foliaceo,
0 presente trabalho é o primeiro a demonstrar um possivel envolvimento e a sugerir um

mecanismo pelo qual células Treg podem estar envolvidas no PF.



79

Né&o foi encontrada expressao diferencial de CD40. Para CD40L houve um pequeno
aumento da sua expressao no tecido lesionado. Nosso grupo recentemente demonstrou que
polimorfismos localizados nas regides promotoras destes genes tém influencia na
patogénese do pénfigo folidceo (MALHEIROS e PETZL-ERLER, 2009 submetido para
publicacdo). Num futuro préximo os gendtipos dos pacientes envolvidos no presente
estudo serdo atribuidos para verificarmos se hd uma expressao diferencial destes genes em

consequéncia do gendtipo.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo é o primeiro a investigar o perfil de expressdo génica diferencial em
linfocitos de pacientes com pénfigo folidceo. Mesmo outras formas de pénfigo ainda nédo
foram analisadas para verificacdo de expressdo génica diferencial. Mais ainda, é a primeira
vez que uma abordagem de larga escala é utilizada para investigar a patogénese de uma das
formas clinicas de pénfigo. E para isto foram isoladas do sangue periférico de pacientes e
controles populagdes extremamente puras de linfocitos T CD4" e seus perfis de expressdo
génica foram avaliados com microarranjos. Foram feitas véarias comparagdes entre
subgrupos de pacientes, que permitiram, numa primeira andlise, fazer vérias constatagdes:
1. Foram identificados varios genes que possivelmente estdo envolvidos na patogénese do

pénfigo. Inicialmente destacam-se: genes envolvidos com citotoxicidade (GZMA,
GZMB, GZMH, GNLY), adeséo e migracao celular (CX3CR1, CD9, CD33, RAC1, GCA
e FCGR1A), apoptose e proliferacdo celular (TNFSF9, TNFSF10, TNFSF13B, RAB31,
IFI30), apresentacdo de antigenos glicolipidicos (CD1D) e genes com fungdo pouco
conhecida (NKG7);

2. Genes que estiveram com expressao diminuida em pacientes sob tratamento e que
podem ser alvos para terapias mais especificas incluem genes envolvidos com
proliferacdo celular e apoptose (TNFSF13B, CDA, BCL2A1); adesdo e migracdo de
leucdcitos (ITGAX, FUT7 e MMP19) e apresentacdo de antigenos glicolipidicos
(CD1D);
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3. Mais que contribuir para o processo causal da doenca, varios genes podem participar do
curso e agravamento da mesma, estando com expressdo aumentada na forma
generalizada da doenca e destacam-se as galectinas (LGALS1 e LGALS3) e genes
envolvidos com a apresentacdo de antigenos (HLA-DMA e HLA-DMB) e migracéo de
linfocitos (CD33, FUT7, ADAM9 e ITGAM);

4. Aproximadamente, 30% dos genes envolvidos na patogénese séo compartilhados entre
pacientes com pénfigo foliaceo e pénfigo vulgar, mostrando que estes dois fendtipos
compartilham um mecanismo basico comum subjacente ao processo patogénico;

5. Genes caracteristicos do envolvimento de células T reguladoras estiveram
diferencialmente expressos entre os tecidos lesionado e ndo-lesionado de pacientes com

pénfigo foliaceo, implicando a participacdo deste tipo celular no controle da doenca.

As diferencas de expressao génica descritas neste estudo sdo o resultado da expressao
diferencial de genes na populacéo total de células T CD4". Estudos futuros permitirdo
elucidar se estes genes sdo preferencialmente expressos em subpopulacbes de células T
CD4", e de que formas contribuem para a patogénese do pénfigo.

Todos 0s genes aqui encontrados como diferencialmente expressos, sdo candidatos
para futuros estudos de associacdo. A quase totalidade deles nunca havia sido indicada
como um candidato em potencial a contribuir para a patogénese do pénfigo. O fato de
muitos destes genes ja terem sido encontrados como diferencialmente expressos em outras
doencas autoimunes (Figuras 8-10) reforca ainda mais a possivel implicacdo destes genes
na modulagéo da patogénese da doenga.

E a primeira vez que uma regifo gendmica candidata a conter genes de
susceptibilidade ao pénfigo foliaceo, que ndo o MHC em 6p21.3, é indicada — 19q13.

Ressalta-se que ndo foi esgotado o potencial dos resultados obtidos nesse trabalho, e
que foram mostrados os resultados da analise inicial. A tecnologia de microarranjos
permite identificar caminhos que podem estar envolvidos com o processo em estudo. Neste
estudo vérios fatos interessantes e inéditos foram encontrados e trabalhos futuros, com
aplicacédo de outras metodologias (imunohistoquimica, dosagens séricas, entre outras) serdo

utilizados para corroborar estes achados.



81

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AL-SHAHROUR F, DIAZ-URIARTE R, DOPAZO J. Bioinformatics; 20:578-580, 2004.

AMAGAI M, HASHIMOTO T, GREEN KJ, SHIMIZU N, NISHIKAWA T. Antigen-specific
immunoadsorption of pathogenic autoantibodies in phemphigus foliaceus. The Jounal of Investigative
Dermatology; 104: 895-901, 1995b.

AMAGAI M. Keratinocyte-keratinocyte interactions, cadherins and pemphigus. Journal Investigative
Dermatology; 104:146-152, 1995a.

ARREDONDO J, CHERNYAVSKY Al, KARAOUNI A, GRANDO SA. Novel mechanisms of target cell
death and survival and of therapeutic action of IVIg in Pemphigus. Am J Pathol; 167:1531-1544,
2005.

BAECHLER EC, BATLIWALLA FM, KARYPIS G, GAFFNEY PM, ORTMANN WA, ESPE KJ, SHARK
KB, GRANDE WJ, HUGHES KM, KAPUR V, GREGERSEN PK, BEHRENS TW. Interferon-
inducible gene expression signature in peripheral blood cells of patients with severe lupus. Proc Natl
Acad Sci U S A; 100(5):2610-5, 2003.

BAIAO AMT, WOWK PF, SANDRIN-GARCIA P, JUNTA CM, FACHIN AL, MELLO SS, SAKAMOTO-
HOJO ET, DONADI EA , PASSOS GAS. cDNA microarray analysis of cyclosporin a (csa)-treated
human peripheral blood mononuclear cells reveal modulation of genes associated with apoptosis, cell-
cycle regulation and dna repair. Mol Cell Biochem; 304:235-241, 2007.

BARJAKTAREVIC I, RAHMAN A, RADOJA S, BOGUNOVIC B, VOLLMER A, VUKMANOVIC S,
MARIC M. Inhibitory Role of IFN-y-Inducible Lysosomal Thiol Reductase in T Cell Activation. J
Immunol; 177: 4369-4375, 2006.

BASTUJI-GARIN S, SOUISSI R, BLUM L, TURKI H, NOUIRA R, JOMAA B, ZAHAF A, BEM OSMAN
A, MOKHTAR I, FAZAA B, et al. Comparative epidemiology of pemphigus in Tunisia and France:
unusual incidence of pemphigus foliaceus in young Tunisian women. J Invest Dermatol; 104(2):302-5,
1995.

BOMPREZZI R, RINGNER M, KIM S, BITTNER ML, KHAN J, CHEN Y, ELKAHLOUN A, YU A,
BIELEKOVA B, MELTZER PS, MARTIN R, MCFARLAND HF, TRENT JM. Gene expression
profile in multiple sclerosis patients and healthy controls: identifying pathways relevant to disease. Hum
Mol Genet; 12(17):2191-9, 2003.

BOWCOCK AM, SHANNON W, DU F, DUNCAN J, CAO K, AFTERGUT K, CATIER J, FERNANDEZ-
VINA MA, MENTER A. Insights into psoriasis and other inflammatory diseases from large-scale gene
expression studies. Hum Mol Genet; 10(17):1793-805, 2001.

BRAUN-PRADO, K and PETZL-ERLER, ML. Programmed cell death 1 gene (PDCD1) polymorphism and
pemphigus foliaceus (fogo selvagem) disease susceptibility. Genet Mol Biol; 30:314-321, 2007.

BUZZA MS, ZAMURS L, SUN J, et al. Extracellular matrix remodeling by human granzyme B via cleavage
of vitronectin, fibronectin, and laminin. J Biol Chem; 280:23549-23558, 2005.

CAMPBELL 1, REIS V, AOKI V et al. Pénfigo folidceo endémico/fogo selvagem. Annual abras
Dermatology; 76(1):13-33, 2001.


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=BRAUN-PRADO,+KARIN
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=PETZL-ERLER,+MARIA+LUIZA

82

CANNONS JL, LAU P, GHUMMAN B et al. 4-1BB ligand induces cell division, sustains survival, and
enhances effector function of CD4 and CD8 T cells with similar efficacy. J Immunol; 167:1313-24,
2001.

CAPRONI M, ANTIGA E, TORCHIA D et al. The CD40/CD40 ligand system is involved in the
pathogenesis of pemphigus. Clin Immunol; 124: 22-5, 2007.

CAPRONI M, GIOMI B, CARDINALI C, SALVATORE E, PESTELLI E, D'AGATA A, BIANCHI B,
TOTO P, FELICIANI C, FABBRI P. Further support for a role for Th2-like cytokines in blister
formation of Pemphigus. J Clin Immunol; 98:264-271, 2001.

CARIAPPA A, SHOHAM T, LIU H, LEVY S, BOUCHEIX C, PILLAI S. The CD9 Tetraspanin Is Not
Required for the Development of Peripheral B Cells or for Humoral Immunity. J Immunol; 175:2925-
2930, 2005.

CARROLL JM, MCELWEE KJ, E KING L, BYRNE MC, SUNDBERG JP. Gene array profiling and
immunomodulation studies define a cell-mediated immune response underlying the pathogenesis of
alopecia areata in a mouse model and humans. J Invest Dermatol; 119(2):392-402, 2002.

CERNA M, FERNANDEZ-VINA M, FRIEDMAN H, MORAES JR, MORAES ME, DIAZ L, STASTNY P.
Genetic markers for suscepbility to endemic Brazilian pemphigus foliaceus (fogo selvagem) in Xavante
indians. Tissue Antigens; 42:138-140, 1993.

CHANG CC, CIUBOTARIU R, MANAVALAN JS, YUAN J, COLOVAI Al, PIAZZA F, LEDERMAN S,
COLONNA M, CORTESINI R, DALLA-FAVERA R, SUCIU-FOCA N. Tolerization of dendritic cells
by t(s) cells: the Crucial role of inhibitory receptors ILT3 and ILT4. Nat Immunol; 3:237-243, 2002.

CHEEMA GS, ROSCHKE V, HILBERT DM, STOHL W. Elevated serum B lymphocyte stimulator level in
patients eith systemic immune-based rheumatic diseases. Arthritis and Rheumatism; 44:1313-1319,
2001.

CHIDGEY MAJ. Desmosomes and disease. Histology and Histopathology; 12:1159-1168, 1997.
CROCKER PR. Siglecs in innate immunity. Current Opinion in Pharmacology; 5:431-437, 2005.

DE MESSIAS IT, SANTAMARIA J, RAGIOTTO R, DOI EM, KAIDACSY-BALLA. A. Complement
activation in Brazilian pemphigus foliaceus. Clinics and Experimental Dermatology; 14(1):51-5,
1989.

DIAZ LA, SAMPAIO SAP, RIVITTI EA, MARTINS CR, CUNHA PR, LOMBARDI C, ALMEIDA FA,
CASTRO RM, MACCA ML, LAVRADO C, HANS-FILHO G, BORGES P, CHAUL A, MINELLI L,
EMPINOTTI JC, FRIEDMAN H, CAMPBELL |, LABIB RS, ANHALT GJ. Endemic pemphigus
foliaceus (fogo selvagem): Il. Current and historic epidemiologic studies. J Invest Dermatol; 92: 4-12,
1989.

DUARTE N, STENSTROM M, CAMPINO S, BERGMAN ML, LUNDHOLM M, HOLMBERG D,
CARDELL SL. Prevention of diabetes in nonobese diabetic mice mediated by CD1d-restricted
nonclassical NKT cells. J Immunol; 173:3112-8, 2004.

DUARTE N, STENSTROM M, CAMPINO S, BERGMAN ML, LUNDHOLM M, HOLMBERG D,
CARDELL SL. Prevention of diabetes in nonobese diabetic mice mediated by CD21d-restricted
nonclassical NKT cells. J Immunol; 173:3112-8,2004.

EXLEY M, GARCIA J, WILSON SB, SPADA F, GERDES D, TAHIR SM A, PATTON KT, BLUMBERG
RS, PORCELLI S, CHOTT A, BALK SP. CD1d structure and regulation on human thymocytes,
peripheral blood T cells, B cells and monocytes. Immunol; 100 37-47, 2000.



83

FELLOWS E, GIL-PARRADO S, JENNE DE, KURSCHUS FC. Natural killer cell-derived human
granzyme H induces an alternative, caspase-independent cell-death program. BLOOD; 15 (110), 2007.

GARIN A, TARANTINO N, FAURE S, DAOUDI M, LECUREUIL C, BOURDAIS A, DEBRE P,
DETERRE P, COMBADIERE C. Two novel fully functional isoforms of CX3CR1 are potent HIV
coreceptors. J Immunol; 171: 5305-5312, 2003.

GONDEK DC, LU LF, QUEZADA SA, SAKAGUCHI S, NOELLE RJ. Cutting edge: contact-mediated
suppression by CD4+CD25+ regulatory cells involves a granzyme B-dependent, perforin-independent
mechanism. J Immunol; 174:1783-1786, 2005.

GRAN C, BOYUM A, JOHANSEN RF, LOVHAUG D, SEEBERG EC. Growth inhibition of granulocyte-
macrophage colony-forming cells by human cytidine deaminase requires the catalytic function of the
protein. Blood; 91:4127-4135, 1998.

GROOM J, KALLED SL, CUTLER AH, OLSON C, WOODCOCK SA, SCHNEIDER P, TSCHOPP J,
CACHERO TG, BATTEN M, WHEWAY J, MAURI D, CAVILL D, GORDON TP, MACKAY CR,
MACKAY F. Association of BAFF/BLyS overexpression and altered B cell diferentiation with
Sjogren's syndrome. The Journal of Clinical Investigation; 109:59-68, 2002.

GROSSMAN WJ et al. Differential expression of granzymes A and B in human cytotoxic lymphocyte
subsets and T regulatory cells. Blood; 104:2840-2848, 2004.

HANSEL NN, HILMER SC, GEORAS SN, COPE LM, GUO J, IRIZARRY RA, DIETTE G.
Oligonucleotide-microarray analysis of peripheral-blood lymphocytes in severe asthma. J Lab Clin
Med; 145:263-274, 2005.

HANS-FILHO G, AOKI V, RIVITTI E, EATON DP, LIN MS, DIAZ L. Endemic pemphigus foliaceus (fogo
selvagem) - 1998. Clinics in Derrmatololy; 17:225-235,1999.

HAWRYLOWICZ CM, O’GARRA A. Potential role of interleukin-10-secreting regulatory T cells in allergy
and asthma. Nature Rev Immunol; 5: 271-283, 2005.

HELLER RA, SCHENA M, CHAI A, SHALON D, BEDILION T, GILMORE J, WOOLLEY DE, DAVIS
RW. Discovery and analysis of inflammatory disease-related genes using cDNA microarrays. Proc Natl
Acad Sci U S A; 94(6):2150-5, 1997.

HIDALGO LG, EINECKE G, ALLANACHA K, HALLORANA PF. The Transcriptome of Human
Cytotoxic T Cells: Similarities and Disparities Among Allostimulated CD4+ CTL, CD8+ CTL and NK
cells. American Journal of Transplantation; 8:627-636, 2008.

HIINEN D, NIJHUIS E, BRUIN-WELLER M et al. Diferential expression of genes involved in skin homing,
proliferation and apoptosis in CD4+ T cells of patients with atopic dermatitis. J Invest Dermatol;
125:1149-1155, 2005.

HURTADO JC, KIM YJ, KWON BS. Signals through 4-1BB are costimulatory to previously activated
splenic T cells and inhibit activation-induced cell death. J Immunol; 158:2600-9, 1997.

IBRAHIM SM, GOLD R. Genomics, proteomics, metabolomics: what is in a word for multiple sclerosis?
Curr Opin Neurol; 18(3):231-5, 2005.

JANEWAY CA, TRAVERS P. Imunobiologia: o sistema imune na salde e na doenga. 2 ed., porto Alegre:
Artes Médicas, 1997.



84

JARVIS JN, PETTY HR, TANG Y, FRANK MB, TESSIER PA et al. Evidence for chronic, peripheral
activation of neutrophils in polyarticular juvenile rheumatoid arthritis. Arthritis Research &
Therapy; 8: 1-14, 2006.

JIAO Z, WANG W, JIA R, LI J, YOU H, CHEN L, WANG Y. Accumulation of FoxP3-expressing

CD4+CD25+ T cells with distinct chemokine receptors in synovial fluid of patients with active
rheumatoid arthritis. Scand J

KAPITEIN B, HOEKSTRA MO, NIJHUIS EHJ, HUNEN DJ, ARETS HGM, KIMPEN JLL, KNOL EF.
Gene expression in CD4+ T-cells reflects heterogeneity in infant wheezing phenotypes. Eur Respir J;
32:1203-1212, 2008.

KIM HY, KIM HJ, MIN HS, KIM S, PARK WS, PARK SH, CHUNG DH. NKT cells promote antibody-
induced joint inflammation by suppressing transforming growth factor betal production. J Exp Med;
201:41-7, 2005.

KOHLER KF, PETZL-ERLER ML. No evidence for association of the TP53 12139 and the BAX-248
polymorphisms with endemic pemphigus foliaceus (fogo selvagem. Int J Immunogenet;33(2):141-4,
2006.

KUBY J. Immunology. 4 ed. New York: WH Freeman and Company, 2002.

KURELLA M, HSIAO LL, YOSHIDA T, RANDALL JD, CHOW G, SARANG SS, JENSEN RV,
GULLANS SR. DNA microarray analysis of complex biologic processes. J Am Soc
Nephrol;12(5):1072-8, 2001.

LAPRISE C, SLADEK R, PONTON A, BERNIER MC, HUDSON TJ, LAVIOLETTE M. Functional
classes of bronchial mucosa genes that are differentially expressed in asthma. BMC Genomics; 5:21,
2004.

LAVIE F, MICELI-RICHARD C, QUILLARD J, ROUX S, LECLERC P, MARIETTE X. Expression of
BAFF (BLyS) in T cells infiltrating labial salivary glands from patients with Sjogren’s syndrome. J
Pathol; 202: 496-502, 2004.

LI N, AOKI V, HANS-FILHO G, RIVITTI, DIAZ LA. The role of intramolecular epitope spreading in the
patogenesis of endemic pemphigus foliaceus (fogo selvagem). The Journal of Experimental
Medicine; 197:1501-1510, 2003.

LIEBERMAN J. The ABCs of granule-mediated cytotoxicity: new weapons in the arsenal. Nature Rev.
Immunol.; 3:361-370, 2003.

LIN MS, FU CL, AOKI V, HANS-FILHO G, RIVITTI EA, MORAES JR, MORAES ME, LAZARO AM,
GIUDICE GJ, STASTNY P, DIAZ LA. Characterization of desmoglein-1 epitopes recognized by T
cells from patients with fogo selvagem. Journal Investigative Dermatology; 105:207-213, 2000.

LIU F, SHINOMIYA H, KIRIKAE T, HIRATA H, ASANO Y. Characterization of murine grancalcin
specifically expressed in leukocytes and its possible role in host defense against bacterial infection,
Biosci Biotechnol Biochem; 68:894-902, 2004.

LIVAK KJ, SCHMITTGEN TD. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR
and the 2t method. Methods; 25: 402408, 2001.

LOCK C, HERMANS G, PEDOTTI R et al. Gene-microarray analysis of multiple sclerosis lesions yelds new
targets validated in autoimmune encephalomyelitis. Nat Med; 8:500-508, 2002.

LOISEAU P, LECLEACH L, PROST C, LEPAGE V, BUSSON M, BASTUJI-GARIN S, ROUJEAU JD,
CHARRON D. HLA class Il polymorphism contributes to specify desmoglein derived peptides in
pemphigus vulgaris and pemphigus foliaceus. Journal of Autoimmunity; 15:67-73. 2000.



85

LOMBARDI C, BOGES PC, CHAUL A, SAMPAIO SAP, RIVITTI HF, MARTINS CR, SANCHES JA,
CUNHA PR, HOFFMANN RG DIAZ LA. Environmental risk factors in endemic pemphigus foliaceus
(fogo selvagem). Journal Investigative Dermatology; 98:847-850, 1992.

MAAS K, CHAN S, PARKER J, SLATER A, MOORE J, OLSEN N, AUNE TM. Cutting edge: molecular
portrait of human autoimmune disease. J Immunol; 169(1):5-9, 2002.

MAHONEY MG, WANG ZH, STANLEY JR. Pemphigus vulgaris and pemphigus foliaceus antobodies are
pathogenic in plasminogen activator knockout mice. Journal of Investigative Dermatology; 113:22-
25, 1999.

MARTEL M, JOLY P. Pemphigus: autoimmune diseases of keratinocyte’s adhesion molecules. Clinics in
Dermatology; 19: 662-674, 2001a.

MARTEL P, GILBERT D, DROUOT L, PROST C, RAUX G, DELAPORTE E, JOLY P, TRON F. A
polymorphic variant of the gene coding desmoglein 1, the target autoantigen of pemphigus foliaceus, is
associated with the disease. Genes and Immunity; 2:41-43, 2001b.

MEDLEY QG, KEDERSHA N, O’BRIEN S, TIAN Q, SCHLOSSMAN SF, STREULI M, ANDERSON P.
Characterization of GMP-17, a granule membrane protein that moves to the plasma membrane of natural
killer cells following target cell recognition. Proc Natl Acad Sci USA; 93:685-689, 1996.

MIYAGAWA S, AMAGAI M, NIIZEKI H, YAMASHINA Y, KANESHIGE T, NISHIKAWA T, SHIRAI
T, INOKO H. HLA-DRB1 polymorphisms and autoimmune responses to desmogleins in Japanese
patients with pemphigus. Tissue Antigens; 54: 333-340,1999.

MORAES JR, MORAES ME, FERNANDEZ-VINA M. HLA antigens and risk for development of
pemphigus foliaceus (fogo selvagem) in endemic areas of Brazil. Immunogenetics; 33:388-391, 1991.

MORAES ME, FERNANDEZ-VINA M, LAZARO A, DIAZ A, FILHO GH, FRIEDMAN H, RIVITTI E,
AOKI V, STASTNY P MORAES JR. An epitope in the third hypervariable region of the DRB1 gene is
involved in the susceptibility to endemic pemphigus foliaceus (fogo selvagem) in three different
Brazilian populations. Tissue Antigens; 49:35-40, 1997.

MOSER KL, GAFFNEY PM, GRANDITS ME, EMAMIAN ES, MACHADO DB, BAECHLER EC,
RHODUS NL, BEHRENS TW. The use of microarrays to study autoimmunity. J Investig Dermatol
Symp Proc; 9(1):18-22, 2004.

NGUYEN VT et al. The pathofisiological significance of non-desmoglrin targets of pemphigus
autoimmunity. Pemphigus vulgaris and foliaceus patients develop antibodies aganist keratinocyte
cholinergic receptors. Archives in. Dermatology; 134:971-980, 1998.

NIEMEYER M, DARMOISE A, MOLLENKOPF HJ, HAHNKE K, HURWITZ R, BESRA GS, SCHAIBLE
UE, KAUFMANN SH E. Natural Killer T-cell characterization through gene expression profiling: an
account of versatility bridging T helper type 1 (Th1),Th2 and Th17 immune responses. Immunol;
123:45-56, 2007.

ODERUP C, CEDERBOM L, MAKOWSKA A, CILIO CM, IVARS F. Cytotoxic T lymphocyte antigen-4-
dependent down-modulation of costimulatory molecules on dendritic cells in CD4+ CD25+ regulatory T
-cell-mediated suppression. Immunol; 118: 240-249, 2006.

OLSSON B, RIDELL B, CARLSSON L, JACOBSSON S, WADENVIK H. Recruitment of T cells into bone
marrow of ITP patients possibly due to elevated expression of VLA-4 and CX3CR1. BLOOD; 112,
2008 .



86

PATERSON RL, OR R, DOMENICO JM, DELESPESSE G, GELFAND EW. Regulation of CD23
expression by IL-4 and corticosteroid in human B lymphocytes: altered response after EBV infection. J
Immunol; 152:2139-47, 1994,

PAVONI DP, CERQUEIRA LB, ROXO VM, PETZL-ERLER ML. Polymorphism of the promoter region
and exon 1 of the CTLAA4 gene in endemic pemphigus foliaceus (fogo selvagem). Braz. J. Med. Biol.
Res.; 39: 1227-32, 2006.

PAVONI DP, ROXO VMMS, FILHO AM, PETZL-ERLER ML. Dissecting the associations of endemic
pemphigus foliaceus (fogo selvagem) with HLA-DRB1 alleles and genotypes. Genes and Immunity; 4:
110-116, 2003.

PENA SV, HANSON DA, CARR BA, GORALSKI TJ, KRENSKY AM. Processing, subcellular
localization, and function of 519 (granulysin), a human late T cell activation molecule with homology to
small, lytic, granule proteins. J Immunol; 158:2680-2688, 1997.

PEREIRA E, TAMIA-FERREIRA MC, CARDOSO RS, MELLO SS, SAKAMOTO-HOJO ET, PASSOS
GAS, DONADI EA. Immunossupressive therapy modulates T lymphocyte gene expression in patients
with systemic lupus erythematosus. Immunology; 113:99-105, 2004.

PEREIRA NF, HANSEN AJ, LIN MT, ROXO VMMS, BRAUN K, PETZEL-ERLER M. Cytokine gene
polymorphisms in endemic pemphigus foliaceus: a possible role for IL6 variants. Cytokine;28:233-241,
2003.

PETZL-ERLER ML, MALHEIROS D. Pemphigus foliaceus and desmoglein 1 gene polymorphism: Is there
any relationship? J Autoimmun; 25:121-125, 2005.

PETZL-ERLER ML, SANTAMARIA J. Are HLA class Il genes controlling susceptibility and resistence to
Brazilian pemphigus foliaceus (fogo selvagem)? Tissue Antigens; 33:408-414, 1989.

PUVIANI M, MARCONI A, COZZANI E, PINCELLI C. Fas ligand in pemphigus sera induces
keratinocyte apoptosis through the activation of caspase-8. J Invest Dermatol; 120:164-167, 2003.

RABINOVICH GA, FT LIU, M. HIRASHIMA, ANDERSON A. An Emerging Role for Galectins in
Tuning the Immune Response: Lessons from Experimental Models of Inflammatory Disease,
Autoimmunity and Cancer. Scandinavian Journal of Immunology; 66:143-158, 2007.

RAMANATHAN M, WEINSTOCK-GUTTMAN B, NGUYEN LT, BADGETT D, MILLER C, PATRICK
K, BROWNSCHEIDLE C, JACOBS L. In vivo gene expression revealed by cDNA arrays: the pattern
in relapsing-remitting multiple sclerosis patients compared with normal subjects. J Neuroimmunol;
116(2):213-9, 2001.

REN X et al. Involvement of cellular death in TRAIL/DR5-dependent suppression induced by CD4+CD25+
regulatory T cells. Cell Death Differ; 14:2076-2084, 2007.

RIFAI A, DWORKIN LD. IgA nephropathy: markers of progression and clues to pathogenesis. Kidney Int;
73(12):1338-40, 2008.

ROXO VM, PEREIRA NF, PAVONI DP, LIN MT, HANSEN JA, DE O POERSCH C, FILHO
AM,PETZL-ERLER ML. Polymorphisms within the tumor necrosis factor and lymphotoxin-alpha genes
and endemic pemphigus foliaceus--are there any associations? Tissue Antigens;62:394-400, 2003.

RUS V, NGUYEN V, PULIAEV R, PULIAEVA IA, ZERNETKINA V, LUZINA |, PAPADIMITRIOU JC,
VIA CS. T Cell TRAIL Promotes Murine Lupus by Sustaining Effector CD4 Th Cell Numbers and by
Inhibiting CD8 CTL Activity. J Immunol; 178:3962-3972, 2007.



87

RUS, V, ATAMAS SP, SHUSTOVA V, LUZINA IG, SELARU F, MAGDER LS, VIA CS. Expression of
cytokine- and chemokine-related genes in peripheral blood mononuclear cells from lupus patients by
cDNA array. Clin Immunol; 102: 283-290, 2002.

SAEED Al, SHAROV V, WHITE J, LI J, LIANG W, BHAGABATI N, BRAISTED J, KLAPA M,
CURRIER T, THIAGARAJAN M, STURN A, SNUFFIN M, REZANTSEV A, POPQOV D, RYLTSOV
A, KOSTUKOVICH E, BORISOVSKY I, LIU Z, VINSAVICH A, TRUSH V, QUACKENBUSH J.
TM4: a free, open-source system for microarray data management and analysis. Biotechniques;
34(2):374-8, 2003

SANDILANDS GP, PERRY M, WOOTON M, HAIR J, MORE IA. B-cell antigens with normal and
activated human T cells. Immunol; 96:424-433, 1999.

SANTI CG, SOTTO MN. Immunopathologic characterization of the tissue response in endemic pemphigus
foliaceus (fogo selvagem). J Am Acad Dermatol; 44:446-50, 2001.

SHIBATA Y, KAMATA T, KIMURA M et al. Ras activation in T cells determines the development of
antigen-induced airway hyperresponsiveness and eosinophilic inflamation. J Immunol; 169:2134-2140,
2002.

SHIMIZU J, YAMAZAK S, TAKAHASHI T, ISHIDA Y, SAKAGUCHI S. Stimulation of CD25 CD4
regulatory T cells through GITR breaks immunological self-tolerance. Nat Immunol; 3:135, 2002.

TANTISIRA KG, SILVERMAN ES, MARIANI TJ, XU J, RICHTER BG, KLANDERMAN BJ,
LITONJUA AA, LAZARUS R, ROSENWASSER LJ, FCER AL: A pharmacogenetic basis for severe
exacerbations in children with asthma. J Allergy Clin Immunol; 120:1285-91, 2007.

TODD JA. From genome to aetiology in a multifactorial disease, type 1 diabetes. BioEssays; 21:164-174,
1999.

TOMPKINS SM, MILLER SD. An array of possibilities for multiple sclerosis. Nat Med; 8(5):451-3, 2002.

TORSTEINSDOTTIR I, HAKANSSON L, HALLGREN R et al. Serum lysozyme: a potential marker of
monocyte/macrophage activity in rheumatoid arthritis. Rheumatology; 38:1249-1254, 1999.

URAUSHIHARA K, KANAI T, KO K, TOTSUKA T, MAKITA S, IIYAMA RNAKAMURA T,
WATANABE M. Regulation of murine inflammatory bowel disease by CD250] and CD250] CD4(]
glucocorticoid-induced TNF receptor family related gene regulatory T cells. J Immunol; 171:708,
2003.

van der POUW KRAAN TC, van GAALEN FA, HUIZINGA TW, PIETERMAN E, BREEDVELD FC,
VERWELJ CL. Discovery of distinctive gene expression profiles in rheumatoid synovium using cDNA
microarray technology: evidence for the existence of multiple pathways of tissue destruction and repair.
Genes Immun; 4(3):187-96, 2003.

VELDMAN C, HOHNE A, DIECKMANN D, SCHULER G, HERTL M. Type I Regulatory T Cells Specific
for Desmoglein 3 Are More Frequently Detected in Healthy Individuals than in Patients with
Pemphigus Vulgaris. The Journal of Immunology, 172: 6468-6475, 2004.

WANG X, BREGEGERE F, FRUSIC-ZLOTKIN M, FEINMESSER M, MICHEL B, MILNER Y. Possible
apoptotic mechanism in epidermal cell acantholysis induced by pemphigus wvulgaris
autoimmunoglobulins. Apoptosis 9: 131-143, 2004.

WARREN SJP, LIN MS, GIUDICE GJ, HOFFMANN RG, HANS-FILHO G, AOKI V, RIVITTI EA,
SANTOS V, DIAZ LA. The prevalence of antibidies aganist desmoglein 1 in endemic pemphigus
foliaceus in Brazil. The New England Journal of Medicine; 343: 23-30, 2000.



88

WHEELER GN, PARKER AE, THOMAS CL, ATALIOTIS P, POYNTER D, ARNEMANN J, RUTMAN
AJ. Desmosomal glycoprotein DGI, a component of intercellular desmosome junctions, is related to the
cadherin family of cell adhesion molecules. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America; 88:4796-4800, 1991.

WOLF R, MATZ H, RUOCCO E, RUOCCO V. The putative role of apoptosis in the induction of
pemphigus. Med Hypotheses; 64(1):44-5, 2005.

WUCHERPFENNIG KW, STROMINGER JL. Molecular mimicry in T cell-mediated autoimmunity: viral
peptides activate human T cell clones specific for myelin basic protein. Cell; 80:695-705, 1995.

XUE W, HASHIMOTO K, TOIY. Functional involvement of urokinase-type plasminogen activator receptor
in pemphigus acantolysis. Journal of Cutaneos Pathology; 25:469-474, 1998.

YANG RY, Hsu DK, Yu L, Ni J, Liu FT. Cell cycle regulation by galectin-12, a new member of the galectin
superfamily. J Biol Chem; 276:20252-60, 2001.

ZHANG J, ROSCHKE V, BAKER KP, WANG Z, ALARCON GS, FESSLER BJ, BASTIAN H,
KIMBERLY RP, ZHOU T. Cutting edge: a role for B lymphocyte stimulator in systemic lupus
erythematosus. The Journal of Immunology; 166:6-10, 2001.

ZUCOLOTTO I, ROSELINO AM, RAMALHO LNZ, ZUCOLOTTO S. Apoptosis and p63 expression in the
pathogenesis of bullous lesions of endemic pemphigus foliaceus. Arch Dermatol Res; 295: 284-286,
2003.



89

ANEXO

Anexol. Genes induzidos e reprimidos em linfocitos T CD4" de pacientes com pénfigo
vulgar em relacao aos linfocitos de individuos controle

Diferenca

Acesso’ Gene Descrigdo de L6cus
expresso?

NM_01435 CLECSF9 C-type (calcium dependent, carbohydrate-recognition 49 12p13.31

8 domain) lectin, superfamily member 9

NM_00056 Fc fragment of 1gG, high affinity la, receptor for

6 CD64 (FCGRI1A) 4.8 1g21.2

4NM—02103 IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 (1-8U) 45 11p15.5

GNM—00176 CD1D CD1D antigen, d polypeptide 4.4 1g22

7NM—00040 GP1BB glycoprotein Ib (platelet), beta polypeptide 42 22q11.21

NM_18152 MYL9 myosin, light polypeptide 9, regulatory, transcript 41 20q11.23

6 variant 2

3NM_00728 MGLL monoglyceride lipase 3.8 3021.3

8NM—00686 RAB31 RAB31, member RAS oncogene family 3.7 18p11.3

9NM_OOZ61 PF4 platelet factor 4 (chemokine (C-X-C motif) ligand 4) 3.6 4q12

?M—OOSZS CTTN cortactin, transcript variant 1 35 11913
Ul-1-BB1p-akk-b-06-0-Ulsl NCI_CGAP_PI6 cDNA

BU753776  TREML1 clone Ul-1-BB1p-akk-b-06-0-Ul 3' 34 6p21.1

5NM—01244 SPON2 spondin 2, extracellular matrix protein 32 4p16.3

QNM—00261 PF4 platelet factor 4 (chemokine (C-X-C motif) ligand 4) 3.2 4912

4NM—00683 RAB32 RAB32, member RAS oncogene family 31 6024.3

GNM—OO324 THBS1 thrombospondin 1 3.0 15q15

NM_01483 RHOBTB1 Rh(_)-related BTB domain containing 1, transcript 3.0 10921.2

6 variant 1

g‘M—00617 NRGN neurogranin (protein kinase C substrate, RC3) 3.0 11g24

l(;lM_02098 AQP9 aquaporin 9 2.9 15922.1

’;‘M—OOBS CX3CR1 chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 2.9 3p21.3

IZ\IM—OOESSS IF130 interferon, gamma-inducible protein 30 2.9 19p13.1

NM 00521 colony stimulating factor 1 receptor, formerly

1 CSF1R McDonough feline sarcoma viral (v-fms) oncogene 2.9 5g33
homolog

l;lM_OOSZl CSTA cystatin A (stefin A) 2.8 3021

NM_00226 KLRD1 killer c_eII Iect_ln-llke receptor subfamily D, member 1, 27 12p13

2 transcript variant 1

NM_00270 PPBP p_ro-platelet basic protein (chemokine (C-X-C motif) 27 4q12

4 ligand 7)

NM_13829  prcra pre T-cell antigen receptor alpha 2.6 6p21.3
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0
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3
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7
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4
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9

NM_00038
7

NM_02094
4
NM_01232
9
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3
NM_00007
6
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3
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9
NM_00666
7
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8
NM_20162
5
NM_00413
1
NM_00560
1
NM_00135
9
NM_01843
8
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1

AA010611

NM_00690
7
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7

FCER1G

S100P

ESAM

P2RX1

GZMH

ZNF145

TPCN2
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CD9

GNLY
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SH3BGRL2

SLC25A20
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MMD

PLCZ1

CDKN1C

HIST1H2BK

AKR1C3

PGRMC1

ABI3
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GZMB

NKG7

DECR1

FBXO6

APOL1

TFDP1

PYCR1

FBP1

Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for;
gamma polypeptide

S100 calcium binding protein P
endothelial cell adhesion molecule
purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 1

granzyme H (cathepsin G-like 2, protein h-CCPX)

zinc finger protein 145 (Kruppel-like, expressed in
promyelocytic leukemia)

two pore segment channel 2

golgi SNAP receptor complex member 2, transcript
variant A

CD?9 antigen (p24)

granulysin, transcript variant 519
peptidyl arginine deiminase, type 1V
glycoprotein IX (platelet)

SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like 2

solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine
translocase), member 20, nuclear gene encoding
mitochondrial protein

glucosidase, beta (bile acid) 2

monocyte to macrophage differentiation-associated
phospholipase C, zeta 1

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2)

histone 1, H2bk

aldo-keto reductase family 1, member C3 (3-alpha
hydroxysteroid dehydrogenase, type I1)

progesterone receptor membrane component 1

ABI gene family, member 3

myeloid inhibitory C-type lectin-like receptor,
transcript variant 3

granzyme B (granzyme 2, cytotoxic T-lymphocyte-
associated serine esterase 1)

natural Killer cell group 7 sequence, mRNA

2,4-dienoyl CoA reductase 1, mitochondrial, nuclear
gene encoding mitochondrial protein

F-box protein 6, mMRNA

apolipoprotein L, 1, transcript variant 1

zi09f09.s1 Soares_fetal_liver_spleen_1NFLS_S1
cDNA clone IMAGE:430313 3'
pyrroline-5-carboxylate reductase 1, transcript variant
1

fructose-1,6-bisphosphatase 1

2.6

2.5

2.5

2.5

24

2.4

2.4

2.4

24

2.3

2.3

2.3

2.3

2.2

2.2

2.2

2.2

2.1

2.1

2.0

2.0

2.0

2.0

2.0

1.9

1.9

1.9

1.9

1.8

18

18

90

1923
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11q24.2
17p13.3
14q11.2
11g23.1
11q13.2
17q21
12p13.3
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1p36.13
3g21.3

6913

3p21.31
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17q
12p12.3
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8NM_00368 CASK ((::/Ilizai\lén&/&alfr;;ﬂ;;in-dependent serine protein kinase 15 Xpll.4
7NM—01233 NESG1 nasopharyngeal epithelium specific protein 1 -1.6 1922
8NM—00087 IL2RB interleukin 2 receptor, beta -1.6 22q13.1
4NM—03351 LIMS3 LIM and senescent cell antigen-like domains 3 -1.6 2q14
0NM_03120 CCR9 'cat]emokine (C-C motif) receptor 9, transcript variant 17 3p21.3
5NM_01628 KLF12 Kruppel-like factor 12, transcript variant 2 -1.8 13922
3N M-00620 PDE4D ?;ﬁsggﬁgé?ggfg?;::% gﬁr:\c/:l: :c?ni%ircimz, Drosophila) 1.9 Sa12
3NM_OOOO7 CD3G CD3G antigen, gamma polypeptide (TiT3 complex) -1.9 11923
TM—OOEOE SIAH1 seven in absentia homolog 1 (Drosophila) -2.0 16q12
gNM—00256 FURIN furin (paired basic amino acid cleaving enzyme) -25 15026.1

! Indica 0 nGimero de acesso a0 Gene Bank; * Diferenca de expressdo. O sinal negativo indica os genes
reprimidos; * Localizagdo cromossdmica.
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