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INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

A orbitopatia de Graves (GO), principal causa de exoftalmia em adultos,
pode ser definida como uma doenca autoimune 6rgao-especifica caracterizada pelo
aumento da musculatura ocular extrinseca, do tecido conectivo da orbita e/ou do
tecido adiposo (Burch; Wartofsky, 1993; Baldeschi et al., 2006).

Em um primeiro momento, a inflamacdo ocorre, principalmente, através da
ativagdo de mediadores pro-inflamatdérios frente ao estimulo antigénico e quebra da
tolerancia imune. (Jacobson; Tomer, 2007).

A ativacado predominante da proteina ativadora 1 (AP-1) e fator de transcricdo
nuclear kB (NF-kB), estimulam a expressao de citocinas inflamatérias e moléculas
de adesdo, propagando a inflamacdo celular. Os glicocorticoides (GC) sao
substancias utilizadas no combate a inflamacdo aguda ou cronica. Seus efeitos
terapéuticos sdo mediados por receptores nucleares, denominados receptores de
glicocorticoides (GR), que inibem ou estimulam a transcricdo de genes especificos,
ocasionando diminuicdo da producdo e da liberacdo de citocinas pré-inflamatorias
(Northrop et al., 1992; Chikanza; Panayi, 1993).

Os GC também diminuem a expressao das moléculas de adesao E-selectina,
ICAM-1 e ELAM-1, importantes para o acesso das células inflamatérias ao local da
inflamacédo (Schlaghecke et al., 1994).

Em 2010, Tomlinson e colaboradores avaliaram o papel da 113-HSD1 e GRa
na adipogénese na GO, verificando maior expressdo dos mRNA destes genes na
gordura de pacientes com GO em relacdo a controles.

Neste trabalho avaliamos a expressao da isoforma a do GR e 113-HSD1 nao
somente na gordura orbital, mas também na musculatura ocular extrinseca de
pacientes com GO. Além disso, nosso estudo se propbe a avaliar o NF-kB nos

tecidos mencionados acima nesse grupo de pacientes.

1.1 Orbitopatia de Graves

A orbitopatia de Graves (GO) é uma doenga inflamatdria autoimune e

representa a manifestacdo extratireoidiana mais frequente e mais expressiva da



doenca de Graves (DG). Cerca de 25 a 50% dos pacientes com DG, apresentarao
manifestacdes oculares (Bahn; Heufelder, 1993; Wiersinga; Bartalena, 2002).

Os fatores de risco para ocorréncia ou progressado da GO foram parcialmente
identificados e podem ser divididos em ndo-preveniveis (genética, idade e género) e
preveniveis, como héabito de fumar, disfuncédo tireoidiana e tratamento com

radioiodoterapia (Bartalena et al., 2002; Wiersinga; Bartalena, 2002).

1.1.1 Quadro clinico

A GO tem amplo espectro de apresentacdo, variando desde formas leves,
caracterizadas por irritacdo ocular, discreta hiperemia e lacrimejamento, até quadros
graves, nos quais ha desfiguracao facial e prejuizo da funcao visual.

As caracteristicas clinicas da GO podem ser explicadas pelo aumento do
conteudo da Orbita (decorrente do aumento dos tecidos muscular e/ou adiposo), em
um continente rigido e fixo, o que promove o deslocamento do bulbo ocular para fora
da cavidade orbitaria, originando a exoftalmia. Esta, por sua vez, pode contribuir
para a retracdo das palpebras, que prejudica o adequado fechamento ocular,
podendo resultar na exposi¢do da cornea (Bartley et al., 1996; Rootman; Dolman,
2003).

Além disso, o aumento da pressao orbitaria pode contribuir para a formacéo
do edema tecidual local secundario a congestéo venosa (Monteiro et al., 2008).

Sintomas visuais incluem diplopia, causada por restricdo da motilidade ocular
devido a infiltracdo da musculatura ocular extrinseca pelas células inflamatérias e
subsequente fibrose, além da neuropatia 6ptica compressiva (NOC). Esta constitui
uma das complicacdes mais temidas da GO, pelo risco de deficiéncia visual grave e

permanente.

1.1.2 Diagnaostico

Bartley e Gorman, em 1995, definiram critérios diagndsticos especificos para

a GO, que deve ser considerada quando ha presenca da retracdo palpebral

associada a pelo menos um dos seguintes sinais: disfuncao tireoidiana, exoftalmo,



neuropatia optica e/ou acometimento da musculatura ocular extrinseca. Na auséncia
de retracdo palpebral, o diagnostico somente é estabelecido diante da disfungéo
tireoidiana com exoftalmo, neuropatia 6Optica e/ou envolvimento da musculatura
ocular externa (Bartley; Gorman, 1995).

Na auséncia de sinais clinicos evidentes da GO, exames de imagem como a
tomografia computadorizada ou ressonancia magnética das Orbitas auxiliam no
diagnéstico por demonstrarem caracteristicas tipicas da GO, tais como o
envolvimento de musculos extraoculares, particularmente os retos inferior e medial,
poupando as inser¢cdes musculares tendinosas (Trokel; Jakobiec, 1981).

A maioria dos casos de GO estd associada ao hipertireoidismo, embora
ocorra com menor frequéncia em pacientes hipotireoideos ou eutireoideos (Marcocci
et al., 1989; Fatourechi et al.,, 1994). Para o0 paciente que se apresenta
primariamente com caracteristicas da GO e sem suspeita de tireotoxicose, a
investigagdo laboratorial € recomendada, incluindo mensuragéo de TSH e T4 livre, ja
gue o hipertireoidismo pode estar em fase subclinica.

Outros testes também podem ser utilizados, como a pesquisa de anticorpos
tireoideos e anticorpos anti receptores de TSH (TRAb) que podem estar presentes
mesmo ha auséncia do quadro clinico de hipertireoidismo (Khoo et al., 2000).

O TRAD, ainda, estd relacionado com maior atividade e gravidade da
orbitopatia de Graves (Gerding et al., 2000; Lytton et al., 2010) apresentando valor

progndstico no curso da mesma.

1.1.3 Classificacao

Um dos desafios da GO € como classificar e graduar a doenca da Orbita com
tantas manifestacdes clinicas diferentes. Grande parte dos oftalmologistas conhece
e utiliza a classificacdo de Werner (Werner, 1969), que gradua varios sinais e
sintomas associados a doenca (anexo 1). Embora essa classificacdo seja facil
devido ao acrostico mnemoénico (NOSPECS), é insuficiente quanto a definicdo da
conduta (Dolman; Rootman, 2006).

Em 1987, Bahn e Gorman enfatizaram a necessidade de estabelecer critérios

objetivos e reprodutiveis para avaliar novas terapias. Em 1989, Mourits e



colaboradores introduziram o escore de atividade clinica (CAS) para graduar a fase

inflamatoria da doenca (anexo 2) (Figura 1).

Figura 1: A) Paciente com orbitopatia de Graves em atividade (CAS 5); B) TC de o6rbitas, em corte
coronal, mostrando o grande aumento da musculatura ocular extrinseca (MOE); C) TC de 6rbitas, em
corte axial, mostrando o grande aumento da MOE e compresséo do nervo optico; D) TC de 6rbitas,

em corte sagital, também mostrando o importante aumento da MOE.

Em 1991, Nunery descreveu dois subtipos clinicos de pacientes com GO
baseado no acometimento variavel dos tecidos adiposo e muscular da orbita
(Nunery, 1991). Os pacientes portadores da orbitopatia subtipo 1, conhecida como
lipogénica, caracterizavam-se predominantemente pelo aumento da gordura orbitaria
e pouco ou nenhum aumento muscular. Esses pacientes eram em sua maioria
femininos (relacdo feminino/masculino 8:1) e geralmente apresentavam motilidade
ocular normal, proptose simétrica, auséncia de sinais inflamat6rios da Orbita e

evolugcdo com carater, em geral, benigno (Figura 2).
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Figura 2: A) Paciente com orbitopatia de Graves - subtipo 1; B) TC de 6rbitas, em corte axial,
mostrando musculatura ocular extrinseca normal e proptose secundaria ao aumento do contetdo

adiposo orbitéario.

Na orbitoptia subtipo 2, também chamada de miogénica, 0 comprometimento
muscular € predominante. E com isso, esse subtipo da GO apresenta maior
predisposicdo para desenvolver diplopia, proptose assimétrica, processos
inflamatorios e neuropatia 6ptica compressiva. Esse tipo de GO se inicia em idades
mais avancadas e apresenta menor relacdo feminino/masculino (2:1) (Figuras 1 e 3)
(Nunery, 1991; Rubin et al., 1998).

%

Figura 3: A) Paciente com orbitopatia de Graves - subtipo 2 e estrabismo; B)TC de 6rbitas, em corte
coronal, mostrando aumento da musculatura ocular extrinseca, principalmente o musculo reto inferior

do olho esquerdo.

1.1.4 Tratamento

Segundo Perros e Krassas (2009), o tratamento multidisciplinar € a melhor

estratégia na conducdo dos casos de GO e deve seguir trés principais pontos:



interrupcdo do hébito de fumar, recuperacdo e manutencdo do estado de
eutireoidismo, além de restaurar a funcéo visual e a aparéncia.

Como tratamento clinico ativo da GO, medidas conservadoras podem ser
adotadas nos casos leves ou 0 uso de corticoterapia e/ou radioterapia para 0s casos
ativos e doenga progressiva. As medidas conservadoras incluem elevar a cabega do
paciente na cama para reduzir o edema periorbitario, uso de compressas geladas e
de lubrificante ocular. Nos casos de diplopia, recomenda-se 0 uso de prismas ou
ocluséo ocular (Bartalena et al., 2008).

Outra medida conservadora importante é convencer o paciente a parar de
fumar, pois é conhecida a relacdo com a gravidade da GO (Prummel; Wiersinga,
1993; Bartalena et al., 2000; Wiersinga, 2007; Perros; Krassas, 2009).

O papel do GC no tratamento desta doenca é bem estabelecido. Os
glicocorticoides parecem nao afetar somente o componente inflamatério da doenca,
mas também a proliferacdo e funcdo dos fibroblastos retrobulbares (Heufelder;
Bahn, 1994; Modjtahedi et al., 2006).

Os GC sao recomendados no estadio de doenca inflamatéria ativa e,
atualmente, correspondem a primeira linha de tratamento. Apesar dos GC orais
serem efetivos e amplamente utilizados, sdo menos efetivos do que quando em uso
endovenoso (Kahaly, 2005). A taxa de resposta do regime terapéutico endovenoso
em pacientes com doenca ativa € de aproximadamente 80%, portanto os GC
endovenosos apresentam uma vantagem significativa em relacao aos orais, além de
causarem menos efeitos adversos (Zang et al., 2011).

A irradiacdo orbitaria usando técnicas modernas parece ser eficaz e, quando
realizada de modo limitado e cuidadoso, produz rapido alivio paliativo dos sintomas
de congestédo e alteracdes visuais. A radioterapia atua ndo sé na inflamacéo, mas
também na prevencao da infiltracdo dos fibroblastos (Perros et al., 2009; Wiersinga,
2007).

A indicacdo de cirurgia eletiva deve ser criteriosa, pois os efeitos de muitos
procedimentos nas estruturas orbitarias, principalmente a descompressao, podem
afetar a posicao palpebral ou causar estrabismo (Wiersinga, 2007; Kuriyan et al,
2008).

Por esse motivo, estabeleceu-se que a sequencia cirdrgica de tratamento

para a GO tem inicio com a descompresséao orbitaria, € seguida pela cirurgia para



corregdo de estrabismo e, por fim, a correcdo do posicionamento palpebral
(Bartalena et al., 2008).

Existem duas situacdes nas quais a cirurgia de urgéncia € realmente
necessaria e a descompressao orbitaria deve ser combinada com terapia
medicamentosa anti-inflamatoria agressiva para minimizar os efeitos do traumatismo
cirtrgico: 1) ceratite infecciosa por exposicao da cornea secundaria a exoftalmia e a
retracdo palpebral; 2) compresséao apical ndo controlada, acompanhada de sinais de
ameaca visual significativa, como baixa acuidade visual, alteracbes no campo visual

e disturbios na visdo de cores (Bartalena et al., 2008).

1.1.5 Patogenia

A patogenia da doenca ndo é plenamente conhecida e acredita-se que
diversos fatores contribuam simultaneamente para seu desenvolvimento e
progressao (Wiersinga, 2011).

Na GO, o aumento do volume da musculatura ocular extrinseca e da gordura
orbital é resultante de um processo inflamatério complexo, que envolve o0s
fibroblastos da 6rbita, células imunes (células T e B), citoquinas, auto-anticorpos,
genética e fatores ambientais (Garrity; Bahn, 2006; Lehman et al, 2008).

A ativacao dos linfécitos T e posteriormente interacdo com os linfécitos B déao
origem aos anticorpos anti-TSH-R, que além de atuarem na glandula tireoidiana,
também reconhecem estes receptores nos fibroblastos orbitarios (Bahn, 2010).

Ainda que o TSH-R seja o0 autoantigeno mais implicado como o responsavel
pelas manifestacdes extra-tireoidianas, outros antigenos também tém sido
pesquisados, como por exemplo, o receptor 1 do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1R), também presente na superficie do fibroblasto (Eckstein et al.,
2009; Naik et al., 2010; Wiersinga, 2011).

Os fibroblastos tem diversas fungdes, entre elas o remodelamento tecidual
(Smith et al., 1997). Eles séo capazes de ativar componentes celulares do sistema
imune através da sintese de citocinas ou outras moléculas regulatorias. Além do
mais, eles expressam muitos receptores para hormonios, citocinas e fatores de
crescimento, o que sugere um papel dinamico entre os fibroblastos e as células

sanguineas envolvidas na resposta imune. Portanto, os fibroblastos deveriam ser



vistos como sentinelas, participando nos eventos iniciais da resposta inflamatoria,
bem como na manutencdo desse processo que culmina em fibrose. Quando os
eventos relacionados a doenca persistem e se tornam crénicos, eles podem levar a
mudancas irreversiveis na estrutura e funcao teciduais (Berenson; Smith, 1995).

Diferentemente dos fibroblastos localizados em outras regides, aqueles
presentes na Orbita apresentam em sua superficie CD40, um receptor inicialmente
encontrado nos linfécitos B e importante na ativacdo dessas células. O CD40 é
ativado pelo CD154, presente na superficie dos linfocitos T. Quando o CD40 esta
conectado ao CD154, diversos genes inflamatérios do fibroblasto sdo ativados e a
expressdo das IL-6 e IL-8 esta dramaticamente elevada, resultando na atracdo de
mais células inflamatdrias na orbita (Sempowski et al., 1998). A presenca de PGE2,
IL-6 e IL-8 provoca proliferacdo e producdo de glicosaminoglicanos (GAG),
responsaveis pelo aumento do volume da musculatura extraocular. Este aumento do
tecido muscular orbitario se deve tanto a formacao de colageno pelos fibroblastos no
endomisio, quanto ao desequilibrio osmético, com o consequente edema do tecido
conectivo muscular, por meio da liberacdo dos glicosaminoglicanos (Wiersinga;
Prummel, 2001; Bahn, 2010).

Alguns estudos demonstram que existem diferencas fenotipicas e funcionais
entre os fibroblastos dos tecidos orbitarios muscular e adiposo (Koumas et al., 2002;
Smith et al., 2002). A diferenca fenotipica entre as subpopula¢cdes de fibroblastos é
baseada na expressao de uma glicoproteina de superficie denominada Thy-1.

Os fibroblastos do tecido muscular expressam esta molécula (Thy-1+)
uniformemente, de maneira a participarem do aumento da musculatura ocular
extrinseca e do desenvolvimento da fibrose por meio da diferenciacdo em
miofibroblastos em fases mais tardias da doenca. Por outro lado, os fibroblastos do
tecido adiposo sem esta molécula (Thy-1-) apresentam a habilidade de diferenciacéo
adipogénica (Lehmann et al., 2008; Smith et al., 2008; Bahn, 2010).

Um modelo esquematico das interacdes entre os fibroblastos orbitarios e o
processo autoimune, desencadeando as mudancas teciduais caracteristicas da GO,

esta representado na figura a seguir.
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Figura 4: Modelo esquematico das interacbes entre os fibroblastos orbitarios e o processo

autoimune, levando as mudancas teciduais caracteristicas da GO. (modificado de Bahn, 2010).

Essas informagfes sao relevantes porque fornecem substrato histopatolégico

para os subtipos clinicos descritos por Nunery e possibilitam melhor compreenséao

dos diferentes mecanismos fisiopatoldgicos no desenvolvimento da GO. Este

aumento da MOE, pelos mecanismos descritos, geralmente evolui para miopatia

restritiva, em virtude da substituicdo do processo inflamatorio por fibrose. Muitas das

consequéncias da ligacdo ao CD40 nos fibroblastos humanos sdo mediados pela

ativacdo do NF-kB e podem ser atenuados com concentragdes fisioldgicas dos GC

(Cao et al., 1998).
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1.2 Fator de transcricdo NF-kB

O fator de transcricdo NF-kB tem acdo descrita em diversas células que
compdem 0s organismos complexos, apresentando uma gama de agao superior a
todos os fatores de transcricdo até entdo descritos. Esta superioridade deve-se aos
variados estimulos que o ativam, bem como aos inimeros genes e fenémenos que o
NF-kB regula. Dentre estes estimulos estdo os neurotransmissores (tais como o
glutamato), neurotrofinas, proteinas neurotdxicas (como a beta-amildide), citocinas
(interleucina-1 e fator de necrose tumoral), glicocorticoides, ésteres de forbol,
peptideo natriurético atrial, ceramidas, produtos provenientes de virus e bactérias,
irradiacao ultravioleta, produtos de reacdes de enzimas como a 6éxido nitrico sintase
induzivel e a ciclooxigenase tipo 2 (O’Neill et al., 1997).

Quando nado estimulado, o fator NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a
uma proteina inibitéria: o IkB. O complexo NF-kB/IkB impede a translocacédo do NF-
kB para o nucleo, mantendo o mesmo inativado. Dessa forma, a fosforilagdo e a
degradacdo do IkB sdo necessarias para que ocorra o transporte do NF-kB para o
nacleo, resultando em sua ligacdo aos genes que apresentam a sequéncia
regulatéria GGGACTTTCC, junto a regido promotora (Figura 5). Isso ocasiona um
aumento na expressao dos genes-alvo do NF-kB, os quais agem em elementos
envolvidos na resposta inflamatéria e imune, estimulando a transcricdo (Baeuerle et
al., 1996; Baldwin, 1996).
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Figura 5: Mecanismo de acao do NF-kB.

1.3 Glicocorticoides, isoforma a do GR e 113-HSD1

Os glicocorticoides (GC), principal tratamento farmacolégico da GO, sédo
horménios esteroides formados por pequenas moléculas lipossolliveis que se
difundem através das membranas celulares. Ao contrario dos receptores dos
horm&nios protéicos, que estdo localizados na membrana celular, a acdo dos GC é
mediada por um receptor protéico intracelular, o receptor de GC (GR), que pertence
a superfamilia dos receptores nucleares e age como um fator de transcrigdo ativado
pelo horménio, regulando a expressao dos genes responsivos aos GC.

O gene do GR humano (OMIM #138040, GenBank NR3C1) encontra-se no

braco longo do cromossomo 5, sendo composto por 9 exons. Varias isoformas do
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receptor sdo produzidas por splicing alternativo de um unico gene (Hollenberg et al.,
1985; Yudt et al., 2002).

A isoforma a, a forma classica do GR, é o mediador primario da agao dos GC;
a isoforma B nao se liga aos GC e age como um inibidor dominante negativo da
isoforma a (Bamberger et al., 1996; Castro et al., 1996).

O receptor inativo, ndo ligado ao hormdnio, encontra-se no citoplasma
associado a um complexo multiprotéico que consiste de uma molécula do receptor,
duas moléculas da proteina de choque térmico (hsp) 90, uma molécula de hsp 70,
uma de hsp 56, hsp 40, p23 e p60 (Castro et al., 2005). A principal funcdo do
complexo GR/hsp é manter o receptor no citoplasma das células, estabilizando-o em
sua forma inativa e facilitar a ligacdo do horménio ao GR. Apo6s a ligacdo ao
horménio, o GR é dissociado do complexo e ocorrem altera¢des na conformacédo da
molécula do receptor (ativagdo) ocorrendo a homodimerizacao de isoformas alfa do
GR, que entram no nucleo da célula. O mecanismo de transativacdo génica é a
forma classica de acdo dos GC e caracteriza-se pela interacao direta de dimeros do
receptor do GR com uma sequéncia palindrébmica especifica no DNA, chamada
elemento responsivo aos glicocorticoides (GRE), presente geralmente na regiao
promotora dos genes.

A ligacédo do dimero de GR diretamente aos GRE modula a transcricdo dos
genes responsivos aos GC, com envolvimento de componentes béasicos da
maquinaria de transcricdo génica, como a RNA polimerase Il e fatores gerais da
transcricdo, além de fatores coativadores e correpressores da transativacdo (Beato
et al., 1996; Glass et al., 2000).

Além da propriedade de ativar a transcricdo génica, o GR pode, também,
reprimi-la, através de sua ligacdo com o0s elementos responsivos negativos aos
glicocorticoides (nGRE), localizados na regido promotora de genes especificos. Um
segundo mecanismo de regulacdo desta transrepressdo génica mediada pelos GC
nao envolve processos dependentes de GRE, porém interacdes do GR com outros
fatores de transcricdo, por meio de um antagonismo inibitério dependente de
interacao proteina-proteina.

Os efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores dos GC envolvem esta
regulacdo negativa da transcricdo génica, uma vez que o complexo GR-GC é capaz
de inibir a expressao de genes responsaveis pela transcricdo do mRNA de citocinas,

fatores de crescimento, moléculas de adesao e também a transcricdo do mRNA dos
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fatores de transcricdo pré-inflamatérios como o NF-kB e a proteina AP-1, como
apresentado na figura 6 (Gil et al., 1997; Chang et al., 1998; De Bosscher,;

Haegeman, 2009).
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Figura 6: Mecanismos moleculares dos glicocorticoides e ac&o de seus receptores.
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O acesso dos GC aos seus receptores esteroides, para formacdo do
complexo GC-GR, é regulado pela 113 hidroxiesterdide desidrogenase (11p-HSD),

nome dado a familia de enzimas que catalisam a converséo de formas inativas dos

GC (cortisona) em formas ativas (cortisol) e vice-versa.
O cortisol € muito semelhante, estruturalmente, a aldosterona, e pode se ligar
aos receptores dela (receptor mineralocorticoide). Em tecidos-alvo da aldosterona
(como o tecido renal), isso seria um problema, ainda mais pelo fato de que a
concentragédo de cortisol circulante € muito maior do que a de aldosterona. Para
contornar o problema, esses tecidos expressam a enzima 11-beta hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 2 (11B-HSD2), que converte o cortisol em cortisona, inativando-
0. Por sua vez, nos tecidos-alvo de cortisol (como os tecidos hepatico e adiposo) é
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preciso que esse hormdnio esteja disponivel, assim, eles expressam a enzima 11-
beta hidroxiesteréide desidrogenase tipo 1 (113-HSD1), que transforma a cortisona

em cortisol, ativando-o (Figura 7) (Seckl; Walker, 2001).

Receptor de
glicocorticoide

Cortisol
Figado [QBHSDD Rim,
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adiposo, Glandulas
SNC

sudoriparas
Receptor
ineralocorticoide]

Figura 7: Fungdes das isoenzimas da 11B-HSD. 11B-HSD2 é predominantemente desidrogenase,

enquanto 11B-HSD1 é predominantemente redutase.

1.4 Justificativa do trabalho

Existem muitas interrogacdes na patogénese da GO que ainda nao foram
totalmente respondidas.

Alguns autores sugerem a existéncia de um controle molecular da resposta
inflamatoria e da resposta imune, exercido, principalmente, pela interacdo entre 0s
seguintes fatores de transcricdo: o receptor de glicocorticoide e o NF-kB. Foi
observada uma inibicdo muatua das atividades transcricionais entre NF-kB e GR (Ray
et al., 1994; Scheinman et al., 1995).

Ainda que se observe uma busca por novas modalidades terapéuticas
(envolvendo a imunomodulacdo), os GC continuam sendo o principal farmaco
utiizado nas doencas inflamatorias, incluindo a GO. Considerando-se que
praticamente todos os efeitos dessas drogas sdo mediados pela ativacdo de seus
receptores, 0s principais determinantes da responsividade a esses hormoénios séo a
concentracdo intracelular da proteina do GR (Schaaf et al., 2002) e a concentracao

de cortisol livre intracelular, que é mediada pela 113-HSD1 (Seckl; Walker, 2001).
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Nesse contexto, nosso estudo propde avaliar a expressdo do mRNA do gene
do GRa, NF-kB e da 11B-HSD1 na gordura orbital e musculatura ocular extrinseca
de pacientes com GO e compara-los com controles sem processo inflamatério ativo

ou doenca autoimune.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo objetiva:

Comparar a expressédo de GRa, NF-kB e 113-HSD1 na gordura orbital de
pacientes com GO em relacdo a controles sem processo inflamatorio ativo ou
autoimune.

Comparar a expressao de GRa, NF-kB e 11B-HSD1 na musculatura ocular
extrinseca de pacientes com GO em relacdo a controles sem processo

inflamatério ativo ou autoimune.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Consideracdes éticas

O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade da
Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo, nimero 006/11 (Apéndicel) e todos os
sujeitos da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndices 2 e 3).

3.2 Amostra e critérios de selecao

A casuistica foi composta por dois grupos, a saber, 34 individuos com GO e
38 individuos sem Doenca de Graves ou doencas inflamatérias oculares (grupo
controle). Os grupos de pacientes e controles foram provenientes do Departamento
de Oftalmologia da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de S&do Paulo, no

periodo de marco de 2011 a novembro de 2012.

3.2.1 Selecao de pacientes com GO

A inclusdo de pacientes no grupo GO utilizou como critérios diagnosticos de
orbitopatia de Graves aqueles descritos por Bartley e Gorman em 1995, a saber:

Presenca de retracdo palpebral acompanhada de:

e evidéncia objetiva de disfuncdo da tireoide (coleta do TSH, T4livre, T3, T4
total e TRAb quando disponivel) ou

e exoftalmia (definida como exoftalmometria de Hertel com medida superior ou
igual a 20 mm) ou

e disfungéo do nervo Optico ou

e envolvimento da musculatura ocular extrinseca (miopatia restritiva ou
aumento dos musculos extraoculares evidenciado através da tomografia
computadorizada das o6rbitas).

Os sinais oftalmoldgicos poderiam ser uni ou bilaterais.
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Na auséncia de retracdo palpebral, o diagnostico de GO foi feito somente se o
envolvimento do nervo Optico ou a exoftalmia ou o envolvimento dos musculos
extraoculares estivessem associados a disfuncéo da tireoide.

Todos os candidatos do grupo GO foram submetidos a avaliacdo
oftalmolégica completa, classificados quanto a atividade da doenca pelo CAS
(Clinical Activity Score) e NOSPECS (Classificacdo de Werner). Foi solicitada
tomografia computadorizada das orbitas, coronal e axial, para adequada avaliacéo
da orbitopatia e planejamento cirurgico.

Foram selecionados individuos Werner 3, 4 e 5 com indicacao cirargica de
descompressdo de orbita e CAS de 0 a 2, ou seja, aqueles que clinicamente
estivessem fora de atividade e que, portanto, ndo necessitassem corticoterapia
prévia ao procedimento cirdrgico. Durante a cirurgia de descompressao de Orbita,

obtivemos tecido da MOE e gordura.

3.2.2 Selecdo de pacientes para o grupo controle

O grupo controle foi composto de individuos recrutados de forma espontanea que
deveriam apresentar ao exame:

e Antecedentes familiares negativos (parentes de 1° grau) para DG ou outras
doencas autoimunes da tireoide.

e Auséncia de disfuncéo da tireoide, ou seja, T4 livre e TSH normais.

e Auséncia de critérios diagndsticos para GO, mencionados acima.

e Indicacédo cirargica de: evisceracao por olho cego doloroso ou blefaroplastia
ou correcdo de estrabismo.

O grupo controle foi composto por: a) 11 pacientes que foram submetidos a
cirurgia de evisceracao devido ao quadro de olho cego doloroso sem resposta ao
tratamento clinico dos quais musculo (reto lateral) e gordura foram obtidos; b) 20
pacientes submetidos a cirurgia de blefaroplastia, dos quais gordura foi coletada e c)
7 pacientes submetidos a cirurgia para correcdo de estrabismo (resseccdes), dos
quais apenas musculo foi coletado. Nesse ultimo grupo, a por¢cdo muscular foi

separada do tenddo com auxilio de microscopio optico.
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3.2.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidos os pacientes com GO e controles que fizeram uso prévio de
glicocorticoides nos ultimos trés meses ou de medicamentos que aceleram a
metabolizacdo da dexametasona, como por exemplo, a fenitoina e barbitaricos.

Foram excluidos ainda individuos pré-puberes e aqueles nos quais houve
davida diagnostica, assim como aqueles com processo inflamatério ocular ou

historico de doenca inflamatdria cronica.

3.3 Descricao da amostra

O fluxograma abaixo detalha a distribuicdo dos sujeitos no trabalho. O grupo
controle foi composto por individuos submetidos a trés diferentes tipos de cirurgia:

a) Na cirurgia de evisceracdo foi coletado musculo reto lateral e gordura
palpebral através de incisao transconjuntival inferior.

b) Nas blefaroplastias foram coletadas gorduras palpebrais, que poderiam ser
superiores ou inferiores (respectivamente blefaroplastia superior e
blefaroplastia inferior).

c) Por fim, nas cirurgias de estrabismo foi coletado o musculo que seria
ressecado, que poderia ser o reto medial ou o reto lateral, dependendo do

tipo de estrabismo e de cada caso.
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Figura 8: Fluxograma dos pacientes que compdem o estudo, nos grupos GO e controle, indicando
gquantos pacientes foram submetidos a cada tipo de cirurgia e quantas amostras de cada tecido foram

obtidas. M=musculo, G=gordura.

3.3.1 Subclassificagdo do grupo GO

Os individuos com GO apresentavam CAS < 2 (orbitopatia fibrética) e foram
ainda subdivididos em dois grupos, a saber:
subtipo 1-predominantemente lipogénicos, ou seja, aqueles individuos sem diplopia
e com versdes essencialmente normais ao exame clinico.
Subtipo 2- predominantemente miogénicos, ou seja, aqueles com restricdo da
motilidade ocular extrinseca e diplopia dentro de 20 graus da posi¢cado primaria do
olhar no exame clinico. Além disso, todos os pacientes classificados nesse subtipo
apresentaram aumento da musculatura ocular extrinseca ao exame tomografico
(Nunery et al, 1997).
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3.4 Métodos laboratoriais

3.4.1 Extracdo de RNA

Apo6s obtencdo de consentimento formal do paciente, uma amostra de
gordura e/ou biépsia muscular foi coletada e acondicionada em microtubo tipo
Eppendorf de 2mL contendo 750uL de RNA Later® (AMBION, Austin, TX, USA)
sendo 0 mesmo armazenado a temperatura de -80°C. Para a extracdo de RNA foi
utilizado RNeasy Lipid Tissue Mini Kit® (Qiagen, Austin, TX, USA), como descrito no

anexo 3.

3.4.2 Reacdo enzimatica de transcrigdo reversa

O RNA obtido foi diluido em 50uL de &gua ultra pura GIBCO® (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) e submetido a reacdo enzimética modulada pela
acao da transcriptase reversa, permitindo a sintese de DNA complementar (cDNA) a
sequéncia de RNA extraido. A reacdo contém tampao, dNTPs, iniciadores aleatérios
(Random primers), transcriptase reversa (Multiscribe reverse transcriptase), enzima

inibidora de RNase (RNase Inhibitor) e 0 RNA da amostra a ser transcrita. (Tabelal)

Tabela 1. Componentes para a realizacéo de reacdo de transcricdo reversa

Componentes Volume/Tubo (pL)
Buffer TagMan RT 10x 5,0 uL
25mM MgCl, 11,0 L
DeoxyNTP 10,0 pL
Random Primers 2,5 L
Inibidor de RNase 1,0 uL
Transcriptase Reversa Multiscribe 1,25 uL
Total Mix 30,75 pL
RNA 19,25 uL
Total 50,0 pL

(Kit Tag Man Reverse Transcriptase Reagents N8080234)
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3.4.3 Reacédo em Cadeia da Polimerase em tempo real (RQ-PCR)

A avaliacao quantitativa da expressao génica foi realizada por PCR em tempo
real. Uma breve descri¢cdo desta técnica encontra-se no anexo 4.

No preparo das reacdes de RQ-PCR, foi utilizada uma solucdo-mée para
cada gene. Esta solucéo foi preparada de acordo com o niumero de amostras e em
duplicata. Em cada corrida analitica, foi utilizada uma curva-padrdo previamente
estabelecida, constituida por diluicbes seriadas de cDNA de células Jurkat (clone
E6-1).

3.4.4 Iniciadores e sonda direcionados para detec¢cao do gene GRa

Para a isoforma alfa do GR utilizamos os mesmos primers e sonda
previamente validados por Melo et al em 2004 e com sequéncia de orientacdo 5°-3".
A saber:

Iniciador sense: GAAGGAAACTCCAGCCAGAA

Iniciador anti-sense: CCTAACATCTCGGGGAAT

Sonda: 6-FAM-GCTTCCAAACATTTTTGGATAAGACCAT-TAMRA

Tamanho do produto: 151pb

3.4.5 Iniciadores direcionados para deteccdo do gene NF-kB

O desenho dos iniciadores da reacdo havia sido baseado em sequéncia
depositada no NCBI, que se encontra disponivel pela internet na pagina do OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man) (NFKkB MIM = *164011) e descrito por
Cavalcante et al (2010).

Foram utilizados os seguintes iniciadores na orientagdo 5’- 3’, utilizando-se
SYBR-Green e nao sonda especifica:

Iniciador sense: AAACACTGTGAGGATGGGATCTG (23bp, Tm
59°C)

Iniciador anti-sense: CGAAGCCGACCACCATGT (18pb, Tm 59°C)

Tamanho do produto: 64pb.
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3.4.6 Iniciadores direcionados para deteccdo do gene HSD11B1

O desenho dos iniciadores da reacdo havia sido baseado em sequéncia
depositada no NCBI, que se encontra disponivel pela internet na pagina do OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man) (HSD11B1 MIM = *600713) e descrito por
Castro et al (2012) para utilizacdo em reacado de amplificacdo com deteccdo por
SYBR-Green.

Iniciador sense: TTGCCCAAGCAGGAAAGC (18bp, Tm 59°C)

Iniciador anti-sense: TTGGTGATGTGGTTGAGAATGAG (23bp, Tm 59°C)

Tamanho do produto: 61pb.

3.4.7 Iniciadores e sonda para a deteccdo do gene utilizado como normalizador
(BCR- Breakpoint Cluster Region)

Embora néo exista consenso quanto aos melhores genes para normalizacéo,
diversos genes podem ser utilizados para este fim (GAPDH, G6PD e ABL).

Em nosso estudo, o gene BCR foi escolhido como normalizador, pois sua
expressao é praticamente constante ao longo do tempo, além de ser expresso em
quantidade semelhante ao GRa. O gene BCR (Breakpoint Cluster Region) esta
localizado no brago longo do cromossomo 22 (22g11.21), possui 23 exons e codifica
uma proteina com atividade serina ou treonina quinase. A sonda e os iniciadores
para o gene normalizador BCR foram os mesmos utilizados por Branford et al (1999)
e depois por Melo et al (2004), sendo as sequéncias e tamanho do produto:

Iniciador Sense: CCTTCGACGTCAATAACAAGGAT

Iniciador Anti-sense: CCTGCGATGGCGTTCAC

Sonda: 6-FAM-TCCATCTCGCTCATCATCACCGACA-TAMRA

Tamanho do Produto: 67 pb

3.4.8 A Reacédo de PCR em tempo real

Adicionaram-se 23uL da solugdo-méae (Tabelas 2 e 3) em tubos de 0,2mL

especiais para PCR em tempo real (Optical Tubes, Applied Biosystems, Foster City,
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CA, USA) e dois microlitros de cDNA, colocando uma tampa de alta transparéncia
(Optical Caps, Applied Biosystems,Foster City, CA, USA) de modo a veda-los
efetivamente. Uma vez que a quantificacdo €é baseada na emissdo de luz
monocromatica através do tubo e na captacédo da fluorescéncia gerada pela sonda
ou pelo agente intercalador (SYBR Green), torna-se essencial a utilizacao de tubos e
tampas de alta transparéncia.

As reacbes de PCR em tempo real para os genes GRa e BCR foram
padronizadas de forma a ocorrerem com concentracdes e condicdes de temperatura

idénticas.

Tabela 2. Preparo das solu¢cdes-méae utilizadas na PCR em tempo real (GRa
e BCR)

Volume/Tubo

Componentes ML
TagMan BufferA 10x 2,5 UL
25mM MgCl, 4,5 pL
DeoxyNTP 2,0 uL
Primer sense 0,5 uL
Primer anti-sense 0,5 uL
Sonda 0,5 uL
AmpliTaq Gold 5U/uL 0,13 uL
Agua livre de Rnase 12,37 L
Total 23 uL

TagMan™ PCR Core Kit, N808-0228, Applied Biosystems.
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Tabela 3. Preparo da solugdo-mée utilizada na PCR em tempo real para os
genes NF-kB e 11HSDB].

Volume/Tubo

Componentes pL
PlatinumSYBR mix2X 12,5 pL
ROX 0,1 puL
Primer sense 0,4 puL
Primer anti-sense 0,4 puL
Agua livre de Rnase 9,6 uL
Total 23 pL

Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG,
P/N 11733-038, Life Technologies

Os tubos foram colocados no termociclador de tempo real (ABI 7500, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A programacdo de temperatura compreende
uma ativacao inicial da Taq Gold, que ocorre a 95°C por dez minutos, seguida da
amplificacdo da sequéncia em 45 ciclos de dois estagios: 15 segundos a 95°C para
desnaturacao das fitas de cDNA, seguidos de 90 segundos a 60°C para anelamento
e extensdo dos iniciadores. Na fase de extensdo, a Tag Gold, por meio de sua
atividade 5'-exonuclease, desloca e fragmenta a sonda, que emite fluorescéncia
guando o fluorocromo inibidor (TAMRA) se afasta do emissor (6-FAM). No caso da
deteccdo com emprego de SYBR Green, a fluorescéncia é medida durante a fase de
extensdo, quando ha presenca de duplas-fitas do produto amplificado.

Para se evitarem falsos resultados positivos resultantes da quebra da sonda
nao relacionada a amplificacdo, examinou-se visualmente a representacao grafica
de cada uma das reacdes, garantindo haver elevacédo exponencial da fluorescéncia
com o decorrer dos ciclos. A ocorréncia de resultados falso-positivos decorrentes de
contaminacao das reacdes com cDNA de origem desconhecida foi controlada pela
utilizacao dos controles negativos em cada analise.

Adicionalmente, a curva de dissociacdo de NF-kB e HSD11B1 e a resultante
temperatura de dissociacdo (Tm, melting temperature) foram avaliadas para cada

amostra. No programa computacional do equipamento de PCR em tempo real (SDS
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— Sequence Detector Software v 1.2), foi realizada a quantificacdo de cada gene,

com base em sua propria curva-padrao.

3.5 Andlise estatistica

A normalizagdo da expressdo do GRa, NF-kB e 11HSDB1 por BCR foi
realizada com auxilio do programa computacional MS-EXCEL (Microsoft, Redmond,
EUA), de modo que os resultados da expresséo de cada gene foram expressos em
unidades de expresséo (UE).

A analise estatistica foi elaborada com auxilio dos programas Minitab 15
(Minitab, State College, PA, EUA) e SigmaStat v3.5 (SPSS, Chicago, Il, EUA),
considerando nivel de significancia p < 0,05. Para as comparacdes de variaveis
categoricas ou qualitativas, utilizamos o teste de qui-quadrado ou o teste exato de
Fisher. Para comparacdes de variaveis continuas entre os grupos, usamos o teste-t
ou Mann-Whitney, conforme a normalidade da distribuicdo, avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov.

Utilizamos o teste de regressdo linear para avaliar a relagcdo entre duas
variaveis continuas (como a expressao dos genes no mesmo tecido), utilizando a

distancia de Cook acima de quatro como indicadora da existéncia de "outlier”.
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4. RESULTADOS

4.1 Pareamento entre oS grupos

A média (DP) das idades foi semelhante entre os grupos, sendo de 47,3 £
11,5 anos no grupo GO e 50,4 + 16,3 anos entre os controles (Teste-t, p=0,362). De
modo semelhante, ndo observamos diferenca entre 0os grupos quanto ao sexo (qui-
quadrado, p=0,393).

4.2 Comparacdo da expressdo de cada gene, no mesmo tecido, entre 0s
grupos

As expressdes de GRa, NF-kB e 11B3-HSD1 no tecido muscular foram
superiores no grupo GO quando comparadas ao grupo dos controles, mas nao
observamos diferenca na expressao destes genes quando avaliamos sua expressao
na gordura orbital (Tabela 4 e Figuras 10 a 12).

Tabela 4. Comparacédo da expressao de GRa, NF-kB e 113-HSD1 por RQ-

PCR em tecido muscular e gordura orbital, entre pacientes com GO e controles.

Gene avaliado em tecido GO Controles p
GRa em tecido muscular (UE) 213(96-376) 78(34-138) <0,001
NF-kB em tecido muscular (UE) 223(31-520) 8(6-31) <0,001
11B-HSD1 em tecido muscular

(UE) 0,78(0,47-2,01) 0,22(0,09-0,51) <0,001
GRa em gordura orbital (UE) 118(53-171) 108(46-349) 1
NF-kB em gordura orbital (UE) 13,6(6,4-27,2) 14,5(10,9-27,1) 0,431
11B-HSD1 em gordura orbital

(UE) 1,17(0,59-2,63) 1,56(0,55-5,21) 0,44

Resultados apresentados como mediana (intervalo inter-quartil) sendo utilizado o teste de Mann-
Whitney.
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Figura 10 — Distribuicdo da expressédo de GRa entre os grupos, em tecido da musculatura ocular
extrinseca (p<0,001). A barra central indica a mediana.
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Figura 11 - Distribuicdo da expressédo de NF-kB, em pacientes com GO e controles em tecido
da musculatura ocular extrinseca (p<0,001). A barra central indica a mediana.
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Figura 12 - Distribuicdo da expressédo de HSD11B1, em pacientes com GO e controles em tecido da
musculatura ocular extrinseca (p<0,001). A barra central indica a mediana.

4.3 Avaliacao da relacao GRa:NF-kB entre os grupos

A relacéo da quantificacdo do mRNA de GR-alfa : NFkB foi maior na MOE dos

controles do que nos pacientes com GO, mas no tecido gorduroso isso nao ocorreu
(Tabela 5, Figural3).

Tabela 5. Comparacdo da relacdo GRa:NF-kB entre os grupos, em cada

tecido.

GO Controles p
Tecido muscular 0,74 (0,34 -5,18) 5,19 (2,67 —10,98) 0,014
Gordura orbital 8,19 (4,23 -20,29) 6,19 (3,16 — 21,36) 0,523

Dados apresentados como mediana (intervalo inter-quartil) e realizado teste de Mann-Whitney.
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Figura 13- Distribuicdo da relacdo GRa:NF-kB na MOE entre os grupos

4.4 Avaliacao da relagcao GRa:11B-HSD1 entre os grupos

A relacéo da quantificacdo do mRNA de GR-alfa:11B-HSD1 foi semelhante na

MOE e no tecido gorduroso dos controles e dos pacientes com GO (Tabela 6).

Tabela 6. Comparacao da relacdo GRa:11B-HSD1 entre os grupos, em cada

tecido.

GO Controles p
Tecido muscular 214,4 (124,0-402,5) 356,3 (175,1-557,7) 0,122
Gordura orbital 86,7 (64,1-121,5) 64,5 (42,3-120,6) 0,229

Dados apresentados como mediana (intervalo inter-quartil) e realizado teste de Mann-Whitney.
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4.5 Avaliacdo de caracteristicas clinico-epidemiolégicas e expressao dos
genes estudados de acordo com a Classificagdo de Nunery no grupo GO.

4.5.1 Avaliacdo de caracteristicas clinico-epidemiolégicas de acordo com a
Classificacao de Nunery no grupo GO.

Os pacientes com GO tipo 2 apresentaram média(DP) de idade de 50,4(10)
anos, superior aos pacientes com tipo 1 que apresentaram média(DP) de 41,1(12)
anos (teste-t, p=0,026). Apesar de 72,7% dos pacientes com tipo 1 serem do sexo
feminino enquanto apenas 47,8% dos pacientes com tipo 2 eram deste sexo, ndo
observamos diferenca significante (teste exato de Fisher, p=0,271). Levando-se em
consideracédo o tempo de evolucdo da GO, em relacdo aos subtipos 1 e 2, nao foi
observada diferenca estatisticamente significante, com mediana de tempo, em
meses, no tipo 1 de 23 (16,25-38,50) e no tipo 2 de 25 (13,25-46,5) (Mann-Whitney,
p=0,659).

4.5.2 Avaliagao da expressdao de GRa, NF-kB e 11B-HSD1 de acordo com a
Classificagdo de Nunery no grupo GO.

Avaliamos ainda se a Classificacdo de Nunery de cada paciente com GO (tipo
1 ou tipo 2) poderia indicar diferente expressao dos genes estudados (GRa, NF-kB e
11B8-HSD1) ou de sua relagdo. Em ambos os tecidos (musculo e gordura) ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos subtipos
(Tabela 7).
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Tabela 7. Comparacdao da expressdo de GRa, NF-kB e 11B3-HSD1 no
musculo e na gordura, de acordo com a Classificacdo de Nunery nos pacientes com

Orbitopatia de Graves.

Tipo 1 (n=11) Tipo 2 (n=23) p

GRa MOE (UE) 151 (96 - 366) 235 (95 - 446) 0,552
NF-kB MOE (UE) 79 (28 - 379) 334 (52 - 720) 0,25
Relagao GRa:NF-kB MOE 1,10 (0,48 -9,53) 0,69 (0,26 - 2,87) 0,341
11B-HSD1 MOE (UE) 0,79 (0,53-1,37) 0,77 (0,44-2,47) 0,905
GRa gordura (UE) 118 (42 - 479) 112 (58 - 157) 0,985
NF-kB gordura (UE) 8 (6 - 69) 15 (7 - 27) 0,985
Relagao GRa:NF-kB

gordura 11,3 (6,3 - 20,4) 7,0 (3,9 - 20,0) 0,606
11B-HSD1 gordura (UE) 0,95 (0,58-6,44) 1,18 (0,62-2,12) 0,804

Dados apresentados como mediana (intervalo inter-quartil) e realizado teste de Mann-Whitney.
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5. DISCUSSAO

Avaliamos, pela primeira vez, a expressdao de GRa, NF-kB e 11-HSD1 na
MOE e gordura orbital de pacientes com GO e controles. A obtencdo de tecidos
muscular e gorduroso, sem inflamacéo, de modo ético, a fim de servir de controle foi
um desafio. Pacientes submetidos a cirurgia de enucleacao por olho cego doloroso
foram considerados o controle ideal, por obtermos de forma pareada ambos tecidos.
Entretanto, esta € uma situacao rara, mesmo em servicos terciarios. Assim, optamos
por complementar o grupo controle com pacientes que poderiam contribuir com
apenas um dos tecidos: aqueles submetidos a blefaroplastia, que consentiram em
usarmos sua gordura palpebral e pacientes submetidos a cirurgia para correcdo de
estrabismo, que forneceram fragmento de tecido muscular. Deste modo, obtivemos
amostras dos tecidos que refletem de forma satisfatéria o tecido normal.
Adicionalmente, conseguimos o pareamento de sexo e idade entre os grupos GO e
controle.

Apesar de nao termos estabelecido qualquer restricdo com relacdo ao género
e tempo de doenca nos critérios de inclusdo dos pacientes com GO, na pratica,
foram selecionados individuos Werner 3, 4 e 5 com indicacdo cirlrgica de
descompressdo de orbita e CAS de 0 a 2, ou seja, aqueles que clinicamente
estavam fora de atividade e que, portanto, ndo necessitaram corticoterapia prévia ao
procedimento cirdrgico.

Quando comparadas as expressoes de GRa e NF-kB na MOE de pacientes
com GO e controles, notou-se que tanto a expressdo do GRa quanto de NF-kB
estavam elevadas no grupo GO. Entretanto, ainda que ambos valores estivessem
elevados, a relagdo GRa/NF-kB na MOE indicava importante predominio de GRa em
controles, enquanto nos pacientes com GO encontramos maior abundancia de NF-
kB (Figura 14). Quando avaliada a expressdo da 113-HSD1 na MOE de pacientes
com GO, a mesma também se encontrava elevada quando comparada a expressao

obtida nos controles, fato que pode ser observado na figura 14.
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Figura 14: Comparagéo das expressbdes de GRa, NF-kB e 113-HSD1 na MOE de pacientes com

GO e controles

Quando avaliado o tecido gorduroso orbital, essa diferenca nas expressoes
de GRa, NF-kB e 11B-HSD1 nos grupos GO e controle ndo foi estatisticamente
significante. Tomlinson et al, em 2010, obtiveram expresséo elevada do GRa e da
11B8-HSD1 na gordura orbital de pacientes com GO quando comparados aos
controles. Nessa ocasidao, os autores utilizaram a mesma técnica de avaliacdo da
expressdo do GRa (PCR em tempo real) usada e ja bem estabelecida por nosso
grupo (Melo et al., 2004), porém compararam material de apenas 6 pacientes com
GO e 6 controles. Nesse estudo néo foi avaliada a expressao do NF-kB e os autores
estudaram somente o tecido gorduroso orbital, ndo avaliando a expressao de tais
genes na MOE, estrutura fundamental e muito envolvida na oftalmopatia de Graves.

Clinicamente, a orbitopatia evolui, a principio, com uma fase inflamatéria
caracterizada pelos classicos sinais flogisticos: quemose, hiperemia e dor, porém
nem sempre percebida pelo paciente. Essa fase, que pode ser mais ou menos

intensa, é seguida por um periodo de calma e depois involugcédo de grande parte dos
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sintomas, quando o paciente entra no estaddio de sequelas da doenca, ou seja, a
fase fibrética. Embora os pacientes que compdem o estudo estejam nessa fase, fato
confirmado pelo CAS inferior a 3 e ndo apresentem sinais clinicos de inflamacao,
Tomlinson et al (2010) demonstraram elevacdo na expressdo de citocinas
inflamatoérias (IL-1B, IL-6, TNFa entre outros), fato que indica uma potencial
inflamacéo subclinica acontecendo ao nivel molecular. Em nosso estudo, os valores
elevados de NF-kB na MOE reforcam essa hipotese.

Tomlinson et al (2010) postularam que durante a patogénese da GO, a
producgéo local de cortisol pela 113-HSD1 esta aumentada devido a liberagdo de
citocinas ndo somente de células inflamatoérias que foram recrutadas para o local,
mas também pelas células estromais adiposas orbitais relacionadas a adipogénese
orbital. Nossos achados demonstraram elevagcao nos niveis da 113-HSD1 somente
no tecido onde foi observada elevagédo simultanea do NF-kB, ou seja, apenas na
MOE. Devido a inflamacéao local (NF-kB elevado) , parece ocorrer uma elevacao dos
niveis de GRa, assim como da 11p-HSD1, com o objetivo de controlar ou até
debelar o processo inflamatério através da maior captacdo de cortisol enddgeno,
uma vez que esses individuos ndo estdo recebendo qualquer tipo de tratamento
imunossupressor. Nossos resultados, no que se refere ao tecido gorduroso, foram
diferentes dos apresentados por Tomlinson, fato que atribuimos a possibilidade de
nosso grupo com GO ser formado, predominantemente, pelo subtipo miogénico
(67,6%), com poucos casos classificados como lipogénicos. Entretanto, ao contrario
do que esperavamos, a expressao de GRa, NF-kB e 11B-HSD1, bem como a
relacdo entre eles, nao foi diferente em funcéo da classificacdo de Nunery. Notamos
grande variabilidade na expressédo desses genes em cada subgrupo (miogénico e
lipogénico), exigindo casuistica de pelo menos 25 pacientes em cada classificagédo
para observarmos diferencas significantes entre eles (com poder do teste de 80% e
p=0,05).

Comparando-se as relagdes GRa: NF-kB na MOE, nos controles encontrou-
se relacéo cerca de 7 vezes superior a observada no grupo GO, sendo que nesse
grupo a relagéo estava invertida, com maior expressao de NF-kB do que GRa.

Esse achado é de grande importancia, pois ainda que o0 paciente
aparentemente esteja fora de atividade pelos critérios de atividade clinica (CAS) até
entdo estabelecidos (Mourits et al., 1989) e amplamente empregados pela

comunidade oftalmologica, o que norteia e indica determinadas terapéuticas
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(Wiersinga, 2007), apresenta ao nivel molecular, inflamacéo. A faléncia em gerar
adequadas concentracdes de glicocorticoides locais dentro do microambiente da
orbita pode contribuir para o desenvolvimento de inflamacdo orbital persistente
(Tomlinson et al, 2010). Levando-se esse achado em consideragdo, talvez
necessitemos reavaliar a utilizagdo dos GC nesses pacientes e reforgar a
necessidade do uso profilatico dos GC nos pacientes submetidos a radioiodoterapia.

Vannucchi et al (2009) demonstraram que cerca de 15% dos pacientes com
DG sem sinais de GO previamente a radioiodoterapia, desenvolveram alteracdes
oculares posteriormente ao tratamento. Talvez, se pudéssemos avaliar os tecidos
gorduroso e muscular da O6rbita desses individuos, notassemos algum grau de
inflamacdo subclinica, que poderia ter sido descompensada com o0 tratamento
realizado.

Atualmente, observamos relatos de casos de pacientes com GO resistentes
a corticoterapia e notamos uma maior utilizacdo de novos medicamentos
(imunomoduladores) (Bhatt et al., 2011). Polimorfismos do gene do GR (Boyle et al,
2008), bem como a relagao das diferentes isoformas (a e B), deveriam ser avaliados
com intuito de tentar entender o que possa ocorrer nessas situacdes. Entretanto,
ndo seria a recidiva clinica uma manifestacdo do que esta ocorrendo ao nivel
molecular ou tais achados correspondem a um mecanismo adaptativo observado, a
longo prazo, na orbitopatia? Muitas questdes ainda permanecerdo sem respostas,
porém nossos achados nos permitem formular algumas hipoéteses.

A via do GR e NF-kB parece explicar o que ocorre, em parte, no
compartimento muscular, todavia, 0 mesmo néo pode ser dito para o compartimento
adiposo. E possivel que outra via inflamatéria esteja envolvida, mas tais conclusdes
s6 poderdo ser obtidas com futuros estudos, envolvendo outros genes, como por

exemplo a via da AP-1, através da avaliagdo de c-FOS e Jun.
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6. CONCLUSOES

As conclusdes do estudo foram:

e A expressdao de GRa, NF-kB e 11B-HSD1 na gordura orbital foi
semelhante entre os grupos GO e controles.

e A expressdo de GRa, NF-kB e 11B3-HSD1 na musculatura ocular
extrinseca de pacientes com GO foi superior e estatisticamente

significativa em relagéo aos controles.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Classificacado de Werner

Werner Achados Clinicos
0 sem sinais e sem sintomas

com sinais e sem sintomas

com sinais e com sintomas

exoftalmia
envolvimento da musculatura ocular
extrinseca

ceratite infecciosa
neuropatia Optica compressiva

o o A W DNBE

Fonte: Werner 1969

Anexo 2. Medida da atividade da doenca baseada nas caracteristicas

clinicas da inflamacdao: Clinical Activity Score

CAS Achados Clinicos

Dor retrobulbar espontanea

Dor ao olhar para cima ou para baixo
hiperemia das palpebras

hiperemia da conjuntiva

edema das palpebras

inflamacé&o da caruncula e/ou plica
edema conjuntival

~N O Ok WDN P

CAS 23/7 indica GO em atividade, modificado de Mouirits et al, 1989

Anexo 3. Extracdo de RNA com o RNeasy Lipid Tissue Mini Kit Qiagen

1. Pesar o tecido — maximo 100mg (gordura) ou 50mg (musculo)

2. Retirar o tecido do tubo com o auxilio de uma pipeta. Espremer bem contra a
parede para retirar todo excesso de RNA Later.

3. Colocar o tecido no tubo de 2mL contendo 500uL de QIAzol.

4. Triturar até o tecido ndo ser mais visualizado ou por no maximo 5 minutos.

5. Adicionar mais 500uL de QIAzol a mistura.
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6. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

7. Adicionar 200uL de cloroférmio e vortexar vigorosamente por 15 segundos.

8. Incubar por 3 minutos a temperatura ambiente.

9. Centrifugar a 120009 por 15 minutos a 4°C.

10. Neste intervalo, preparar o etanol 70%

a. Para 12 amostras - colocar em tubo Falcon de 10mL - 7mL de etanol
absoluto + 3mL de agua especial DNAse/RNAse Free

11.Apo6s a centrifugacédo, deixar a centrifuga aberta e ajustar a temperatura para
25°C.

12.Retirar aproximadamente 600uL da fase aquosa incolor superior, onde esta o
RNA.

13. Transferir a fase aquosa para um novo tubo de 2mL. Desprezar o tubo com os
reagentes cor-de-rosa.

14.Adicionar ao novo tubo 600uL de etanol 70% recém-preparado e vortexar
vigorosamente. Nao centrifugue. O volume de etanol a ser adicionado deve ser
igual ao volume retirado da fase aquosa. Se for retirado um volume menor, a
guantidade de etanol deve ser ajustada.

15. Transferir todo o volume para a coluna, pipetando no centro dela e evitando que
a ponteira toque o filtro. A coluna suporta ho maximo 700uL. Sera necessario
fazer esta fase em duas etapas, transferindo 600uL, centrifugando e repetindo
com o restante do volume.

16.Centrifugue a coluna por 15 segundos a 8000g ou mais rapido, a temperatura
ambiente. Descarte o liquido que tiver descido, mas mantenha o tubo coletor.

17.Repita 0 passo 14 e 15 com o restante da amostra. Descarte o liquido, mas
mantenha o tubo coletor.

18. Adicione 700uL de Buffer RW1 na coluna. Centrifugue por 15segundos a 8000g.
Descarte o liquido, mas mantenha o tubo coletor.

19.Adicione 500uL de Buffer RPE na coluna. Centrifugue por 15 segundos a
8000g. Descarte o liquido, mas mantenha o tubo coletor.

20. Adicione novamente 500uL de Buffer RPE. Centrifugue por 2 minutos a 8000g.

21.Descarte o tubo coletor e coloque a coluna em um novo tubo coletor (contido no
kit).

22.Centrifugue a velocidade maxima (22000g) por 1 minuto. Descarte o tubo
coletor.
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23.Coloque a coluna em um tubo de 1,5mL ja identificado com o numero da
amostra (tubo fornecido pelo kit).

24.Adicione 50uL de RNAse Free Water (kit) diretamente na membrana da coluna,
evitando que a ponteira toque o filtro. Feche a coluna e coloque o conjunto tubo
+ coluna na centrifuga, cuidando para que a tampa do tubo fique para dentro da
centrifuga.

25. Centrifugue por 1 minuto a 8000g.

26.Pegue 50uL do eluido e coloque novamente na coluna. Centrifugue por 1
minuto a 8000g. Este procedimento de eluir 2 vezes fornece uma quantidade
30% maior de RNA.

27.Adicionar 1luL de inibidor de RNAse. (RNase Inhibitor, 1U/uL, Applied
Biosystems)

28.Faca a andlise qualitativa e quantitativa do RNA extraido por
espectrofotometria.

29. Armazenar o RNA a - 80°C, por um periodo de no maximo 2 semanas, até a

realizacdo da transcricao reversa.

Anexo 4. Técnica da PCR em tempo real

Esse método explora a atividade 5"- 3"exonuclease da Taq polimerase, capaz
de clivar uma sonda de hibridizacdo (Sonda TagMan) durante a fase de extenséo da
PCR. Esta sonda é marcada com dois fluorocromos, sendo que nesse estudo, foram
utilizados o FAM (6-carboxi-fluoresceina) como emissor e o TAMRA (6-carboxi-
tetrametilrodamina) como inibidor. Enquanto a sonda esta intacta, ocorre
transferéncia da energia fluorescente do emissor, que é captada pelo fluorocromo
inibidor. Durante a fase de extensédo da PCR, a sonda de hibridizacéo € clivada pela
acao nucleolitica 5°-3" da Taq polimerase. Conforme a sonda é quebrada, a emisséo
fluorescente de FAM j4 ndo é mais captada eficazmente pelo fluorocromo TAMRA,
resultando em incremento da emissao fluorescente, que passa a ser detectada em
cada ciclo da PCR.

O equipamento para PCR em tempo real (ABI 7500 Applied Biosystems,
2000) possui uma camara que monitora, de forma continua, a intensidade de
fluorescéncia presente em cada um dos 96 pocos do bloco do aparelho. Um

algoritmo computacional calcula a diferenca na quantidade de emissao de
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fluorescéncia pelo emissor (reporter) com a absorcdo pelo inibidor (quencher),
produzindo um valor denominado ARn que reflete a quantidade de sonda hibridizada
que foi clivada pela Tag DNA polimerase.

Durante os ciclos iniciais (1 a 15) da amplificagao por PCR, os valores de ARn
permanecem em linha basal (baseline), ou seja, o sinal é acumulado, mas fica
abaixo dos limites de deteccdo do aparelho. A cada ciclo da reagéo de PCR durante
a qual a Tag DNA polimerase sintetiza novas cadeias, sondas correspondentes
serdo clivadas, resultando em aumento de sinal fluorescente. Os sinais medidos
durante os ciclos da PCR sao utlizados para demarcar uma linha de corte
(threshold) que corresponde a dez desvios-padréo, acima da média da emissédo dos
ciclos iniciais, mas pode ser ajustada manualmente. Esta linha de corte forma uma
interseccdo com a curva de amplificacdo em ponto que corresponde a fase
exponencial da reacdo de PCR. Este ponto é utilizado para definir o ciclo limite
(cycle threshold ou Ct) de uma amostra. O Ct corresponde ao numero do ciclo
fracional da PCR, no qual o sinal fluorescente torna-se significativamente maior do

qgue a fluorescéncia de base (Figura 9).
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Figura 9: Grafico de amplificacdo de curva-padrao por PCR em tempo real. A seta vermelha
indica a linha de corte, definida como dez desvios-padrdo acima da fluorescéncia média
observada nos ciclos 3 a 15 (canto inferior esquerdo). A seta azul indica o Ct da amostra mais
concentrada, na interseccao de sua curva de amplificacdo com a linha de corte. O Ct é
expresso em relacdo ao ciclo da reacdo, em que ocorre a interseccdo, no caso desta amostra,
Ct=19.
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A quantificagdo real depende ainda do calculo de expressdo ajustado em
relacdo a um gene normalizador que possui expressao constitutiva, estavel e que
sirva para corrigir a expressado do gene em estudo para a quantidade total de RNA
extraido. A construcdo de uma curva padrdo com quantidades conhecidas de RNA
permite a validacdo dos ensaios para que diferentes ensaios de expressao

apresentem resultados consistentes.
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RESUMO

Romero-Kusabara, IL. Expressdo do mRNA do GRa, NF-kB e 11p-HSD1 na gordura
orbital e musculatura ocular extrinseca em pacientes com Orbitopatia de Graves.
Tese (Mestrado) FCMSCSP, Sao Paulo, 2013.

Objetivo: Nesse estudo comparamos a expressao de GRa, NF-kB e 113-HSD1 na
gordura orbital e musculatura ocular extrinseca de pacientes com Orbitopatia de
Graves (GO) em relagéo a controles. Método: Estudo prospectivo foi realizado no
Departamento de Oftalmologia da Santa Casa de S&o Paulo, Brasil. Avaliamos 34
pacientes com GO e 38 controles. Gordura orbital foi obtida de 33 pacientes com GO
e 27 controles. Biopsia muscular foi obtida de 32 pacientes com GO e 18 controles.
A expressao dos genes estudados foi obtida através da técnica de PCR em tempo
real. A analise estatistica foi elaborada com auxilio dos programas Minitab 15 e
SigmaStat v3.5, considerando nivel de significancia p < 0,05. Resultados: Niveis
mais elevados de GRa foram observados na MOE de pacientes com GO, com
mediana (p25-p75)=213 (96-376) quando comparados aos musculos controles com
mediana (p25-p75)=78 (34-138), (p<0.001). Fato semelhante também foi observado
qgquando comparados os niveis de NF-kB na MOE de pacientes com GO com
mediana (p25-p75)=223(31-520) em relacdo aos niveis dos musculos controles com
mediana (p25-p75)=8(6-31), (p<0.001). A expressédo de 11B-HSD1 na MOE foi
superior nos pacientes com GO do que nos controles respectivamente 0,78(0,34-
5,18) e 0,22(0,09-0,51), (p<0,001). Entretanto, nas amostras de gordura, GRa, NF-
kB e 113-HSD1 foram similares entre os grupos. A relacdo GRa/NF-kB na MOE de
pacientes com GO foi 0.743 (0.34-5.18) e nos musculos controles foi 5.19 (2,67-
10,98), (p=0.014).Conclusdes: Os niveis de GRa, NF-kB e 11BHSD1 diferiram entre
os tecidos envolvidos na patofisiologia da Orbitopatia de Graves. Ndo houve
diferenca na expressédo dos genes das amostras de gordura orbital dos pacientes
com GO quando comparadas aos controles. Todavia, nas amostras de MOE dos
pacientes com GO, os niveis de GRa, NF-kB e 11BHSD1 estavam mais elevados do

gue nos controles.

Palavras-chave: Orbitopatia de Graves, receptores de glicocorticoides, NF-kB



59

ABSTRACT




60

ABSTRACT

Romero-Kusabara, IL. Expression of GRa mRNA, NF-kB and 113-HSD1 in orbital fat
and extraocular muscle in Thyroid Eye Disease. Thesis (Master), FCMSCSP, Sao
Paulo, 2013.

Purpose: In this study we compared GRa mRNA, NF-kB and 113-HSD1 in Thyroid
Eye Disease’s (TED) orbital fat (OF) and extraocular muscle (EOM) with normal OF
and EOM. Methods: A prospective study was performed at the Ophthalmology Unit
of Santa Casa of Sao Paulo, Brazil. We evaluated 34 TED patients and 38 healthy
controls. OF was harvested from 33 TED and 27 controls. EOM biopsy was obtained
from 32 TED and 18 controls. Samples were examined by real time PCR. Methods of
statistical analysis were chosen depending on the type of the data, with the level of
statistical significance as p value <0.05. Results: A higher level of GRa mRNA was
observed in TED muscle with median (p25-p75)=213(96-376) compared to controls
muscle with median (p25-p75)=78(34-138), (p<0.001). The same behavior was seen
when NF-kB was analysed in TED muscle with median (p25-p75)=223(31-520)
compared to controls muscle with median (p25-p75)=8(6-31), (p<0.001). The
expression of 113-HSD1 was higher than TED EOM when compared to controls
EOM, respectively 0.78(0.47-2.01) and 0.22(0.09-0.51) (p<0.001). However, in OF
samples, GRa mRNA, NF-kB and 11B-HSD1 were similar among groups. GRa/NF-
kB ratio in TED EOM was 0.74 (0.34-5.18) and in controls EOM was 5.19 (2.67-
10.98), (p=0.014). Conclusions: GRa mRNA, NF-kB and 113-HSD1 levels differed
among tissues involved in the pathophysiology of Graves Orbitopathy. In TED OF
samples there was no difference in gene expression compared to controls. In the
other hand, in TED muscles samples, the levels of GRa mRNA, NF-kB and 11pB-
HSD1 were higher than controls.

Key-words: Graves Orbitopathy, glucocorticoids receptor, NF-kB
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Apéndicel

IRMANDAQE DA’SANTA CASA DE MISERICORDIA DE S PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Santa Isabel, 305 4° Santa Cecilia CEP 01221-010 Sao Paulo — SP.
Tel.: (11) 2176-7689 Fax: (11) 2176-7688 E-mail: eticamedbernadete@santacasasp.org.br

S30 Paulo, 16 de marco de 2011.
Projeto n®. 006/11
Informe este niimero para
identificar seu projeto no CEP

IImo. (a). Sr. (a)

Dra. Ivana Lopes Romero

Departamento de Oftalmologia

O Comité de Etica e Pesquisa da ISCMSP, em reuniao ordinaria, dia 26/01/2011 e no
cumprimento de suas atribuigdes, apos revisdo do seu projeto de pesquisa: “Expressao
dos receptores de glicocorticéide na gordura intraorbital e muscular ocular
extrinseca de pacientes com orbitopatia de Graves” emitiu parecer inicial em

pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado (inclusive TCLE);

Com pendéncias ha modificages ou informagdes relevantes a serem
atendida em 60 dias, (enviar as alteragdes em duas copias);

Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);

N&o aprovado: e

ERLE

Aprovado (inclusive Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) e encaminhado
para apreciagdo da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — MS -CONEP, a
qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos, outrossim, que,
segundo os termos da Resolugdo 196/96 do Ministério da Saude a pesquisa s6 poderd ser

iniciada apos o recebimento do parecef\de aprovagdo da CONEP.

% Q
7~

Prof. Dr. I':I{e}s/on Keiske Ono
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa - ISCMSP

Conforme a Resolugdo 196/96, o relatério parcial deve ser apresentado de forma detalhada ao CEP,
inicialmente em 16/09/2011 e a cada seis meses. Conforme oficio circular 0226/CONEP/CNS, datado de 29-
10-2010, a suspenséo de estudo e relatério final deverio ser apresentados conforme modelo elaborado pela

CONEP. Impressos disponiveis em nosso site: www.santacasasp.org.br

JsC
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Apéndice 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (GO)

Titulo do estudo: Expressao da isoforma a do receptor de glicocorticoide, NF-kB e
11B-HSD1 nos pacientes com Orbitopatia de Graves

Pesquisador responsavel: lvana Lopes Romero Kusabara

Orientador: Prof. Dr. Murilo Rezende Melo

Local de contato: Ambulatério de oftalmologia da Irmandade da Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo, Rua Cesario Motta Jr, 112-segundo andar, Sédo Paulo,
SP. Fone: (11) 2176-7000.

Participante da pesquisa:

No do prontuério:

Endereco:

Telefone: ( ) -

O objetivo desse estudo é descobrir porque os pacientes com alteracao nos
olhos e na tireoide tém diferentes respostas ao tratamento com corticoide.

Muitos pacientes, que apresentam alteracdes oculares por problemas na
tireoide, necessitam de cirurgia para manter a visdo, diminuir a sensacdo de olho
seco ou melhorar o aspecto de “olho saltado”. Nesses casos, realizamos a cirurgia
de descompressdo, onde abrimos as paredes orbitais e retiramos gordura. Além
disso, retiramos uma pequena parte do musculo do olho (reto lateral) que esta
aumentado devido a inflamacé&o provocada pela doenca para analise e pesquisa de
marcadores de inflamacéao.

Como os pacientes precisardo fazer cirurgia para retirada da gordura e das
paredes da Orbita, serdo coletados exames pré-operatorios de rotina (hemograma,
glicemia e coagulo grama), além dos exames de tireoide (T3, T4, TSH e anticorpos),
fundamentais no acompanhamento médico desses pacientes.

Os riscos da cirurgia de descompressdo sdo visdo dupla, olho desviado,
anestesia temporaria na regido da bochecha, queda ou elevacéo da palpebra, sendo
por todos esses motivos realizados somente quando o tratamento com colirios ou
pomadas nao resolve o problema do paciente ou quando o paciente corre o risco de
perder a visdo porque os musculos do olho que estdo aumentados pela doenca
apertam o nervo optico.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador é a Dra Ivana Lopes Romero-Kusabara que pode ser encontrada no
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endereco Rua Cesario Motta Jr, 112-segundo andar, tel (14) 81212122. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicao.

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes,
nao sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

N&o h& despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada
a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orcamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem
direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizacfes legalmente
estabelecidas.

Firmamos o compromisso de utilizar os dados e o material coletado somente
para esta pesquisa.Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das
informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo.

Eu discuti com a Dra Ivana Lopes Romero Kusabara sobre a minha deciséo
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Participante da Pesquisa

RG:

Ivana Lopes Romero Kusabara (CRM: 113133)
Pesquisador responsavel
Departamento de Oftalmologia, FCMSCSP



65

Apéndice 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (controles)

Titulo do estudo: Expressao da isoforma a do receptor de glicocorticoide, NF-kB e
11B-HSD1 nos pacientes com Orbitopatia de Graves

Pesquisador responsavel: Ilvana Lopes Romero Kusabara

Orientador: Prof. Dr. Murilo Rezende Melo

Local de contato: Ambulatério de oftalmologia da Irmandade da Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo, Rua Cesario Motta Jr, 112-segundo andar, Sdo Paulo,
SP. Fone: (11) 2176-7000.

Participante da pesquisa:

No do prontuério:

Endereco:

Telefone: ( ) -

O objetivo desse estudo é descobrir porque os pacientes com alteracdo nos
olhos e na tiredide tém diferentes respostas ao tratamento com corticoide.

O grupo controle sera formado por pacientes que necessitam de cirurgia para
retirada do olho e colocacdo de uma protese (pois ndo enxergam com esse olho e
sentem dor, que ndo melhorou com o tratamento com colirios) ou cirurgia para
correcdo de estrabismo ou cirurgia para retirada das bolsas de gordura das
palpebras.

Como os pacientes precisardo fazer cirurgia, serdo coletados exames pré-
operatorios de rotina (hemograma, glicemia e coagulograma), além dos exames de
tireoide (T4, TSH e anticorpos).

N&o ha desconforto ou riscos durante a cirurgia de evisceracdo, pois o olho
retirado ndo enxerga e doi. A cirurgia é feita para melhorar a condigdo do paciente.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais

responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duavidas. O principal
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investigador € a Dra Ivana Lopes Romero-Kusabara que pode ser encontrada no
endereco Rua Cesario Motta Jr, 112-segundo andar, tel (14) 81212122. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato

com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na Instituicao.

As informacdes obtidas ser&o analisadas em conjunto com outros pacientes,

nao sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

N&o h& despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada
a sua participacdo. Se existir qualguer despesa adicional, ela serd absorvida pelo

orcamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem
direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizacdes legalmente

estabelecidas.

Firmamos o compromisso de utilizar os dados e o material coletado somente

para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li

ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo.

Eu discuti com a Dra Ivana Lopes Romero Kusabara sobre a minha deciséo
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do

acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
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participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Participante da Pesquisa

RG:

Ivana Lopes Romero Kusabara (CRM: 113133)
Pesquisador responsavel
Departamento de Oftalmologia, FCMSCSP



Apéndice 4: Dados clinicos dos pacientes que compdem o estudo

Caso Género Idade Grupo Tipo GO CAS Tempo (meses) NOSPECS Radioiodo
F 47 GO LIPOGENICO 2 15 3 nao

2 F 59 Controle

3 F 60 GO MIOGENICO 2 26 4 ndo/tireoidec. 2010
4 F 4 GO MIOGENICO 1 3 4 nao

5 F 52  Controle

6 F 47 GO LIPOGENICO 1 26 3 sim/1997
7 F 38 GO MIOGENICO 2 50 4 ndo/tireoidec. 2005
8 F 38 GO MIOGENICO 2 56 4 nao/tireoidec. 2005
9 F 27 GO LIPOGENICO 2 16 3 nao

10 M 47 GO MIOGENICO O 22 4 nao

11 F 44 GO MIOGENICO 1 6 4 nao

12 F 32 GO MIOGENICO 1 73 4 sim/2005
13 F 66 GO MIOGENICO 2 14 4 nao

14 M 29 GO MIOGENICO 2 36 4 sim/2009
15 M 58 Controle

16 F 49 Controle

17 F 49 GO MIOGENICO 2 19 4 nao

18 F 58 Controle

19 F 65 Controle

20 M 62 Controle

21 F 70  Controle

22 F 51 Controle

23 M 58 GO LIPOGENICO 1 21 sim/2011
24 M 48 GO MIOGENICO 2 25 nao

25 F 44  Controle

26 F 47  Controle

27 F 60 GO MIOGENICO O 32 4 nao

28 F 55 GO MIOGENICO 16 ndo

29 M 55 GO MIOGENICO 2 72 4 sim/2006
30 M 34  Controle

31 F 30 GO LIPOGENICO 2 12 3 nao

32 F 47  Controle

33 F 51 Controle

34 M 55 GO LIPOGENICO 2 37 3 ndo

35 F 47  Controle

36 M 46 GO MIOGENICO 2 11 4 ndo

37 F 54  Controle

38 M 55 GO MIOGENICO 2 74 4 sim/2006
39 F 59 GO MIOGENICO 18 4 nao

40 M 53 GO MIOGENICO 1 245 sim 2011/tireoidec.
41 F 38 Controle

42 M 73  Controle

43 F 81 Controle

68
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44 M 73  Controle

45 F 65 Controle

46 F 30 GO LIPOGENICO 17 nao

47 F 54  Controle

48 F 70  Controle

49 F 55 Controle

50 F 29 GO LIPOGENICO 107 sim/2011
51 M 55 Controle

52 M 56 GO MIOGENICO 29 nao

53 M 45 GO MIOGENICO 13 nao

54 F 50 Controle

55 M 28 Controle

56 M 37 Controle

57 F 13 Controle

58 M 37 Controle

59 F 14  Controle

60 F 14  Controle

61 F 46 Controle

62 F 38 Controle

63 M 74  Controle

64 M 53 GO MIOGENICO 29 nao

65 F 61 Controle

66 M 45 GO LIPOGENICO 23 sim/2010
67 M 46 Controle

68 F 55 GO LIPOGENICO 39 sim/2011
69 M 60 GO MIOGENICO 8 ndo

70 M 63 GO MIOGENICO 11 nao

71 M 45 Controle

72 F 29 GO LIPOGENICO 112 sim/2011

Legenda:
F: feminino

M: masculino

GO: orbitopatia de Graves

CAS: Clinical Activity Score

NOSPECS: classificacdo de Werner

Tireoidec: tireoidectomia



Apéndice 5: Valores individuais da expressé&o génica nos diferentes tecidos

CASO GRAU_M

NFkBU_M

11BHSD1_M

GRAU_GD

NFKBU_GD

11BHSD1_GD
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151,28865
74,6896435
135,499904
355,162095
89,9760747
382,518399
99,6049051
71,1970144
103,837133

65,8673082
1883,15733
1071,375

191,049385

78,3903579
435,431421

60,5298372
520,005542
3432,53949
215,936973
351,537755
131,007825

94,2237387
359,131202
235,731169
323,840884

343,114806
156,734749

79,089512
59,7443857
59,887612
516,731737
80,9437274
429,494343
126,39519
334,791208
94,8260398

139,13341
3476,59815
5745,74446

939,52767

491,782245
259,291811

219,443519
4345,7606
42474,5893
4927,28911
6441,88474
836,509222

227,547124
523,733003
354,74108
376,406361

648,06574
7,39214077

1,507812949
6,519366511
0,394822118
1,717727593
0,469496413
0,873091921
0,446853562
0,425996104
0,794463656

0,432842156
9,808623569
10,83278792

0,52586414

0,626865379
3,213241063

0,636453262
2,315060987
27,90716638
1,531472928
0,743568098
0,507947079

0,424456314
2,955829617
1,598756363
0,730222283

0,602561747
0,747522037

68,6694602
67,6545329
45,6645223
59,9174404

45,9331929
188,489658
129,911263
40,5109489
40,1356689
44,2658046
98,1780328
87,7030678
125,419701
23,8363069
27,8964925
71,3982168
43,1707317
43,1184346
38,8536881
56,7379525
45,2122894
19,4057537
147,006143
110,192983
108,341424

99,5095438
52,3694436
257,969845
118,454819
54,4962098
67,0292314
40,4682795
52,8406802
142,324797
34,3873463
53,275833
152,159864
189,39457
48,2156203
109,082095
609,355624

4,75403955
2,70958664
2,15831923
11,7848667

5,60742875
26,9410218
14,6245135
7,00729927
19,3090507
18,9929404
6,61098311
12,5906575
32,2752405
10,5682402
13,6875314
27,0342763
13,1097561
11,8618987
14,1010458
15,1077388
14,5276726
8,02717108
4,36282818
4,74677466
4,35038922

3,17039564
14,9669489
119,722707
83,4707532
23,4117291
10,2355448
3,59344888
8,93762363
13,5799878
6,51168475
9,32327077
57,2029562
43,5845244
12,0539051
17,6132557
21,1854148

0,949366761
0,348369494
0,443601042
0,624927559

0,303978883
1,216002682
1,41123942
0,589677331
0,618574408
0,231011191
0,856463292
0,451800532
2,32013439
0,609470792
0,316929984
0,25527168
0,338847005
0,880285684
0,686793045
0,417719216
0,309588461
0,532514049
0,919923463
1,002791351
1,263920548

1,172699467
0,596798595
2,113859419
3,572402824
0,526619006
1,108983346
0,576809889
1,556970382
2,125434108
1,898061027
1,185378068
1,376978674
1,862321368
0,312519645
3,798323698
5,23367133
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

138,707563
40,8639602

82,488224
151,009928

46,8924571
134,691444

18,1012627
27,5077579
22,1657839
34,9376557
51,3360184
26,7110877
62,0184131
39,4094844
329,741931
480,930725

371,045213
161,577895
393,183552
187,830102
81,2235894
86,2995217
239,592585

11,7751744
60,808725

30,8989038
26,1687046

8,27355421
16,9258275

3,71201515
5,23245257
4,48645187
6,58793508
9,4363317
6,40276338
8,14985557
7,68113983
30,0431537
28,4389376

32,7022899
9,49128895
12,0279801
23,0284851
17,3025969
7,24546787
22,2082253

0,421784233
16,958013

0,121644052
2,938072461

0,110707933
0,389073427

0,237064711
0,206470935
0,055275397
0,091020555
0,09364532

0,068625275
0,077828928
0,030947139
1,882854057
0,889185764

0,972796011
0,28232765
0,366528914
0,773784165
0,967278379
0,154733476
0,500150275

438,604616

641,771071
544,955513
264,186566
332,531773
584,157278
786,821982
248,796747
388,555733
354,481891

908,427568
445,826245
663,506481
2073,81218
245,907489
165,487223
156,977798
58,7383843

156,785195

15,1086548

83,6110198
47,8613102
38,026141
115,594378
25,7626757
73,1670908
27,8893127
58,8235765
28,0116258

41,2673014
22,2833002
24,3789962
84,2611564
12,6746636
11,7016656
1,77152806
2,48192236

7,02023262

10,66937777

7,398553053
4,263224567
12,26594707
5,15627835
18,26661631
13,95493157
3,603404462
9,091992974
8,403891941

21,35374984
6,16051502
12,14144504
14,59481428
2,701850025
1,444823071
3,957230569
0,953865699

0,766267205

Legenda:
GRAU_M: expressao do gene do GRa no musculo
NFkBU_M: expressao do gene do NF-kB no musculo

11BHSD1_M: expressao do gene da 113-HSD1 no musculo
GRAU_GD: expressao do gene do GRa na gordura
NFkBU_GD: expresséo do gene do NF-kB na gordura

11BHSD1_GD: expresséo do gene da 113-HSD1 na gordura

71



