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AR: artrite reumatoide

cFOS: oncogene cFos

COX-2: cicloxigenase tipo 2

DP: desvio-padréo

ELAM-1: “endothelial-leukocyte adhesion molecule 17

ERK: “extracellular signal-regulated kinase”
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IFN: interferon

IkB ou IkappaB: inibidor do NF-kB

IKK ou IkappaK: inibidor da proteina cinase do NF-kB
IL-1: interleucina 1

IL-2: interleucina 2

IL-4: interleucina 4

IL-6: interleucina 6

IL-10: interleucina 10

IV-VLD-DST: “Intravenous very-low dose dexamethasone suppresion test”
JNK: “c-Jun N-terminal kinase”

LES: lupus eritematoso sistémico

MAPK: “mitogen-activated protein kinase”

MEK: MAPK/ERK kinase

MEKK3: MAPK/ERK kinase kinase 3

MSKZ1: mitogen- and stress-activated protein kinase
NF-kB: fator de transcri¢do nuclear kappa B

NGRE: elementos responsivos negativos aos glicocorticoides
NIK: “NF-kappaB-inducing kinase”

OMIM: “online mendelian inheritance in man”

PKA: proteina cinase A

r: coeficiente de correlagdo
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RG: receptor(es) de glicocorticoide



RGa: isoforma alfa do receptor de glicocorticoide

RGp: isoforma beta do receptor de glicocorticoide

RIP1: proteina 1 de interagdo ao receptor

RQ-PCR: PCR em tempo real

SLEDALI: “Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index”
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American College of Rheumatology

SNC: Sistema Nervoso Central

TAKZI.: proteina cinase ativada 1
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TNFa: fator de necrose tumoral alfa
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TRAF2: fator 2 associado ao receptor do fator de necrose tumoral
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1. INTRODUCAO

As respostas imunoldgicas e inflamatorias sdo processos fisiolégicos complexos
importantes na homeostase e, consequentemente, na sobrevivéncia dos individuos. Os
mecanismos pro- e os anti-inflamatorios precisam atuar de forma equilibrada e coordenada,
para que as células respondam adequadamente aos varios estimulos ambientais que

desencadeiam as respostas imunes, evitando danos ao organismo humano®.

Ao nivel molecular, o aumento de mediadores inflamatorios, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF), interleucina 1p (IL-1), IL-6, fator estimulador da col6nia de granulécitos
e monocitos (GM-CSF), fatores de crescimento, mediadores derivados dos lipidios
(prostanoides, leucotrienos), receptores do TNF e toll-like receptors, enzimas
(metaloproteinases, fosfolipase A2), moléculas de adesdo e peptideos (bradicininas,
endotelina) representa o ponto central para a propagacédo da inflamacdo. Por outro lado, para
controlar o processo inflamatorio, sdo liberadas citocinas moduladoras e anti-inflamatdrias,
como IL-4, IL-10 e TGF-B®.

O fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) desempenha uma importante funcdo no
desenvolvimento e na regulacdo de respostas imunes atraves de interacdo com citocinas e
marcadores da superficie celular®. Nos Gltimos anos, o NF-kB e a proteina ativadora 1 (AP-
1) tém sido apontados como essenciais na ativacdo de genes envolvidos na inflamacgéo, além
de terem participacdo na origem de doencas em que ha ativacdo crbnica do sistema imune,
como asma, aterosclerose, doenca inflamatdria intestinal e doencas reumatoldgicas como a

artrite reumatoide e o ltpus eritematoso sistémico (LES)®.

Os glicocorticoides (GC) sdo produzidos e secretados pelo cortex adrenal. Sua
concentracdo sérica € regulada pelo eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) e sofre a
influéncia de diversos fatores, como ritmo circadiano, stress e feedback negativo. A maioria
dos efeitos dos GC é mediada pela ativacdo dos seus receptores. Os receptores de
glicocorticoide (RG) atuam como fatores de transcricdo, modificando a expressdo de genes-
alvo. A sensibilidade aos GC é bastante variavel entre os individuos, os tecidos, os sistemas
organicos e durante as fases do ciclo celular. Atualmente, estdo disponiveis métodos de
avaliacdo in vivo e in vitro, os quais foram desenvolvidos com o intuito de correlacionar a

sensibilidade individual aos GC & expressdo génica do RG®.

Este trabalho inédito se destina a estudar e avaliar a sensibilidade individual ao GC em



pacientes portadores de lUpus eritematoso sistémico em fase de remissdo da doenga,
comparando-a com a expressdao do RNAm do RGa e do NF-kB.

1.1 Revisdo da literatura
1.1.1 Lapus eritematoso sistémico (LES)

O LES é uma doenca inflamatdria sistémica, cronica, de natureza auto-imune e de
etiologia desconhecida. Evolui em surtos, com periodos de exacerbacdo e remissdo, e se

caracteriza pela deposicdo tecidual de imunocomplexos em qualquer 6rgéo ou sistema®.

Possui etiologia multifatorial e acomete individuos geneticamente predispostos,
caracterizando-se por perda de tolerancia ao proprio e anormalidades na imunorregulacdo. E
mais prevalente em mulheres na fase estrogénica e apresenta pico de incidéncia em
adolescentes e adultos jovens (2¢ a 4* décadas de vida)”. A resposta imune ocorre por
hiperativacdo das células B apds exposicdo a um possivel gatilho ambiental, sendo os mais
conhecidos o0s agentes infecciosos e a luz ultravioleta. Sucede-se a formacdo de auto-
anticorpos e complexos imunes, que se depositam na parede vascular, causando um processo

inflamatério em vasos de pequeno calibre (reagdo de hipersensibilidade tipo 111) ¢,

Anormalidades nas células T foram descritas em pacientes com LES. Estudos
anteriores identificaram defeitos moleculares que incluem: aumento do influxo intracelular de
calcio em resposta a ligacdo ao receptor da célula T (TCR)®, fosforilagio andmala da

tirosina®®!Y e alteracdes na sintese da interleucina 2 (1L-2)2.

Sabe-se que a producdo de IL-2 ¢é regulada, predominantemente, pelo TCR e pela
molécula coestimuladora CD28. Fatores de transcricdo que induzem a sintese de IL-2 sdo a
AP-1 e o NF-kB, sendo que este ultimo participa ativamente na expressdo de IL-2 e na

amplificacdo da resposta inflamatoria®®.

O lupus tem um amplo espectro de apresentacOes clinicas, desde a doenca limitada a

pele até formas multissistémicas graves.

As manifestacbes mais comuns sdo 0s sintomas constitucionais, como fadiga, perda
ponderal, mialgia e febre, presentes em até 95% dos pacientes®¥. Seguem-se as manifestagdes
articulares, encontradas em aproximadamente 90% dos casos. Caracterizam-se por episodios
fugazes e recorrentes de poliartrite/poliartralgia em mé&os e punhos, podendo comprometer

também grandes articulacdes™.



A pele é acometida em torno de 70% dos pacientes. As manifestacGes caracteristicas
sdo o eritema malar em asa de borboleta, o llpus cutdneo subagudo e a lesdo discoide.
Fotossensibilidade ocorre em 30% e representa um achado caracteristico da doenca®®. Outras
possiveis apresentacdes clinicas sdo: alopécia frontal, fendbmeno de Raynaud, purpura,
vasculite cutinea e urticaria. Ulcera oral ou nasofaringea indolor pode estar presente em
12%-45% dos doentest*",

O acometimento renal aparece clinicamente em mais de 50% dos casos. Pode-se
apresentar como sindrome nefritica e/ou nefrética, glomerulonefrite rapidamente progressiva
ou insuficiéncia renal. A glomerulonefrite proliferativa difusa (classe 1V) consiste no subtipo

histolégico mais comum e mais grave®®.

O comprometimento do Sistema Nervoso Central (SNC) é definido como um preditor
de maior gravidade do LES. Acomete cerca de 25% dos pacientes e pode manifestar-se como
distdrbio cognitivo, cefaleia, psicose, convulsdo, neuropatias cranianas ou periféricas e mielite
transversa. A psicose e a convulsdo constituem as manifestacfes neurolégicas mais
especificas do LES™.

Em relacdo ao aparelho cardiopulmonar, as manifestacbes mais frequentes sdo a
pleurite e a pericardite. S3o descritas menos comumente: hipertensdo pulmonar, endocardite

no-infecciosa e miocardite®?.

O diagnostico de LES é feito mediante um quadro clinico sugestivo e na presenca do
fator anti-nuclear (FAN por imunofluorescéncia indireta em células Hep-2). Outros
marcadores caracteristicos que auxiliam na confirmacdo diagnéstica sdo o anticorpo anti-
DNA dupla-hélice (anti-dsDNA) e o anti-Sm (ELISA), os quais estdo presentes em 50% e
30% dos casos, respectivamente. Outros achados laboratoriais contribuem para o diagndstico,
tais como: anemia de doenca cronica ou hemolitica, leucopenia, linfopenia, plaquetopenia,
hipocomplementenemia e alteracbes do sedimento urinério, como hematuria, leucocitdria,

cilindraria e proteinaria®.

O American College of Rheumatology (ACR) definiu critérios classificatorios para o
LES®?, utilizando dados clinicos e laboratoriais para auxiliar o diagnéstico e com o intuito de

homogeneizar a defini¢do da doenca para estudos cientificos (Anexo 1).



O tratamento do LES consiste no uso de corticosteroides em praticamente todas as
formas de apresentacdo da doenca, sendo a dose varidvel de acordo com o sistema acometido
e com a gravidade do quadro. Formas mais graves, especialmente a renal e a
neuropsiquiatrica, sdo usualmente tratadas com o0 uso concomitante de imunossupressores,

como ciclofosfamida, azatioprina ou micofenolato mofetil®.

Durante os periodos de atividade da doenca (flares), as doses dos glicocorticoides séo
comumente aumentadas, e isso ocorre de forma variavel para cada paciente, dependendo da
gravidade do seu quadro clinico. Por outro lado, ap6s atingida a remissdo ou melhora clinica,
procura-se, gradualmente, reduzir a dose, ou suspender o uso do corticosteroide, com o0
objetivo de reduzir os efeitos adversos relacionados ao uso prolongado de altas doses desse
medicamento. Geralmente, quando o doente entra na fase de remissdo do LES, a dose
prescrita de prednisona que mantém a doenga clinicamente estavel é igual ou inferior a
5mg/dia, minimizando-se, dessa forma, eventos indesejaveis, como Sindrome de Cushing,

hipertenséo arterial, catarata, intolerancia a glicose, glaucoma, entre outros®.

N&o ha, na literatura, estudos controlados e comparativos para determinar o melhor
esquema de reducdo da dose do GC no LES. Sabe-se que esse processo depende de varios
fatores, como atividade da doenca, dose e duracdo da terapia, resposta clinica e sensibilidade
individual ao glicocorticoide®®.

Os experts em reumatologia recomendam a diminuigédo gradual do GC para permitir a
recuperacdo funcional da adrenal. Um dos esquemas de reducdo da dose de GC mais utilizado
é: decréscimo de 5 a 10mg a cada 1 ou 2 semanas, para doses de prednisona maiores de
40mg/dia, seguido por reducdo de 5mg a cada semana até a dose de 20mg/dia e, finalmente,
reducdo de 2,5mg a 5mg a cada 2 semanas até 10mg/dia. Na sequéncia, a dose é reduzida
2,5mg a cada 4 semanas até uma dose media de manutencdo de 5mg/dia. A maioria dos
autores acredita que a dose e a duragdo da corticoterapia para que ocorra supressao do eixo

HHA sdo variaveis entre os individuos®®.

A dose de manutencdo do corticoide considerada ideal no LES também é alvo de
discussbes. Geralmente os pacientes utilizam drogas poupadoras de GC, como, por exemplo,
o0s antimalaricos, que sdo capazes de diminuir o nimero e a gravidade dos flares da doenca e
garantir doses menores de GC®. Medicamentos imunossupressores também podem  ser

usados com a finalidade de manter a doenca em remissao, diminuindo a morbimortalidade dos



doentes e permitindo o uso de baixas doses de prednisona ou equivalente ou até a sua

suspens&o®”.

Diversos aspectos estdo envolvidos na sensibilidade ao GC em doengas reumaticas,
incluindo o LES. A resisténcia hereditaria aos GC ¢é rara, e 0 aumento da sensibilidade ao GC
tem sido ligado a polimorfismos especificos do gene do RG®. Sabe-se que apenas a
isoforma alfa do RG se liga ao GC. A isoforma [ funciona como um inibidor endégeno do
GC e é expressa em varios tecidos. A resisténcia aos GC e, possivelmente, a necessidade de
dose de manutencdo de prednisona ou equivalente na terapéutica do LES em remissdo pode,
portanto, estar associada ao aumento da expressdo do receptor 3 do RG® em alguns tecidos

organicos nessa populacéo.

Uma outra possibilidade discutida é o fato de que os GC parecem estimular a sintese
da proteina lipocortina 1 (ou anexina 1) que, por sua vez, inibe a sintese de eicosanoides.
Sabe-se que o gene da anexina 1 pode ter a sua acdo regulada pela interagdo GC/RG. Foi
demonstrado que, em pacientes com artrite reumatoide e possivelmente em outras desordens
auto-imunes, anticorpos anti-lipocortina 1 sdo produzidos em titulos elevados®”. Esse fato
pode correlacionar-se, portanto, com a resisténcia periférica aos GC e com a necessidade de
doses de manutencdo maiores de GC para garantir remissao da doenca e eficacia terapéutica.

Portanto, como existem controvérsias na literatura sobre a melhor dose do GC capaz
de manter o LES fora de atividade e ainda permitir um menor risco de dano organico
relacionado ao uso de doses maiores desse farmaco, assim como ha escassez de dados
publicados sobre a sensibilidade ao GC nessa fase do LES, foi estudado este grupo de
pacientes para avaliar a sensibilidade in vivo ao GC, utilizando o teste com dose muito baixa

de dexametasona e o teste oral com dose baixa de dexametasona.
1.1.2 Fator de transcricdo NF-kB e suas cinases

O fator de transcricdo NF-kB pode ser um dos grandes alvos terapéuticos do LES, pois
atua como “chave-mestra” de uma cascata inflamatéria que inclui muitos dos principais genes
envolvidos na inflamagéo, como citocinas, metaloproteinases e reguladores de mediadores de
pequenas moléculas. Caracteriza-se por um complexo grupo de fatores de transcricdo homo e
heterodiméricos. Os principais membros da familia sdo: NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2
(p52/p100), RelA (p65), RelB e c-Rel. Heterodimeros contendo p65 e também p50 ou p52

estdo entre os mais frequentemente observados em vérias linhagens de células®Y.



O fator nuclear kappa B se mantém na evolucéo do ser humano e tem acdo descrita em
diversas células que compfem os organismos complexos. Possui um espectro de acéo
superior a todos os fatores de transcri¢do descritos até 0 momento. Essa superioridade deve-se
aos variados estimulos que o ativam, bem como aos inumeros genes e fenémenos que o NF-
kB regula®?.

Dentre os estimulos ativadores do NF-kB destacam-se 0s neurotransmissores (como 0
glutamato, por exemplo), as neurotrofinas, proteinas neurotdxicas (como a beta-amiloide),
citocinas (interleucina-1 e fator de necrose tumoral), glicocorticoides, ésteres de forbol,
peptideo natriurético atrial, ceramidas, produtos provenientes de virus e bactérias, irradiacéo
ultravioleta, produtos de reacdes de enzimas como a éxido nitrico sintase induzivel e a
cicloxigenase tipo 2 (COX-2). Paralelamente, parece haver participacdo de espécies reativas

de oxigénio (estresse oxidativo) e aumento de célcio intracelular para a ativacdo do NF-kB
(32,33)

Quando ndo estimulado, o fator NF-kB é encontrado no citoplasma ligado a uma
proteina inibitoria: o 1IkB. O complexo NF-kB/IkB impede a translocacdo do NF-kB para o
nacleo, mantendo o primeiro inativado. Portanto, a fosforilacdo e a degradacdo do IkB sdo
necessérias para que ocorra a translocagdo nuclear do NF-kB 3. (Fig. 1)

Varios estimulos podem levar a fosforilacdo do IkB, etapa fundamental para a sua
degradacdo. A fosforilacdo do IkB ocorre pela acdo de proteinas cinases especificas, como o
complexo 1kB quinase (IkK), que contém duas subunidades com propriedades de quinase:
IkKa e IKKB®®. A proteina IkB fosforilada recebe a adicdo de ubiquitina, pela acdo da
ubiquitina ligase, sendo, em seguida, degradada pelo complexo proteossoma 26S. Esse
processo resulta na liberacdo do NF-kB (Fig. 1). As duas subunidades do IkB (IkBa e 1kBp)
ligam-se ao p50, tornando a sequéncia de localizacdo nuclear inacessivel e impedindo a sua

translocacéo®”.

O complexo IKK € capaz de discernir entre o IkB ja ligado ao IkK e o IkB livre,
explicando o fato de que o IkB pode acumular-se nas células onde o IKK permanece
ativado®®. E importante afirmar que muitas proteinas cinases estio envolvidas no processo de

fosforilagdo descrito e que esse mecanismo completo ndo esta totalmente esclarecido.

O desmembramento do complexo IKB/NF-kB permite o transporte do NF-kB para o

nacleo, como ja descrito, resultando em sua ligacdo aos genes que apresentam a sequéncia



regulatéria GGGACTTTCC, junto a regido promotora. 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 transcri¢do®®. (Fig.1)

A ativacdo do NF-kB também pode ser mediada pela via do receptor do TNF (TNFR),
através de uma cascata sinalizadora de fatores intermediarios e cinases. O TNF soltvel ao se
ligar ao seu receptor de membrana especifico promove uma homodimerizacdo do TNFR e
subsequente recrutamento de dominios especificos (“death domain” — TRADD)®?. Em
seguida, ocorre aderéncia de proteinas adaptadoras ao complexo TNFR/TRADD, como RIP1
(proteina 1 de interacdo ao receptor) e TRAF2 (fator 2 associado ao TNFR) “*2. por fim,
proteinas cinases especificas como TAK1, NIK e MEKKS3 fosforilam o IkB e induzem sua
dissociacdo ao NF-kB. Esse processo leva a ativacdo da via do IKK-NF-kB e aumento da

inflamacéo tecidual “*4349).

Adicionalmente, a ligacdo do TNF ao seu receptor de membrana promove ativacao da
familia de proteinas cinases (MAPK), como ERK, p38 MAPK e JNK, as quais estdo
envolvidas no controle pés-translacional do NF-kB e na ativacdo da AP-1 “"9 Portanto,
apos a ativacdo do NF-kB, sua atividade ¢ modulada pela fosforilagdo do segmento p65S276
pela p38 MAPK, ERK, MSK1 ou proteina cinase A (PKA), com subsequente inducdo da

expressdo de genes-alvo envolvidos na inflamagao %2,
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Figura 1: Via de sinalizagdo do NF-kB ™



Consequentemente, esses genes ativados promovem 0 aumento da expressdo de
citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento, COX-2, proteinas de fase aguda,
moléculas de adesdo e outros elementos envolvidos na amplificacdo da resposta inflamatoria
(5355) 34 foram determinados sitios de ligacdo do NF-kB aos genes do TNF-o®®, 1L-2¢7) ¢
ELAM-1¢9),

Em contrapartida, alguns mecanismos reguladores da inflamacdo envolvendo o NF-kB
foram descritos. A ativacdo do NF-kB esta sujeita a um mecanismo autorregulatorio de
feedback negativo, pois 0 NF-kB pode estimular a transcrigdo do gene do IkBa. Logo, o novo
IkBa formado pode ligar-se ao NF-kB ativado no interior do nucleo, enfraquecendo a

interacdo NF-kB/DNA e promovendo o transporte do NF-kB para o citoplasma ©°9,
1.1.3 Glicocorticoides no LES

Os glicocorticoides (GC) sdo substancias sintéticas, com potente acdo anti-
inflamat6ria e imunossupressora e tém sido amplamente utilizados no LES e em outras

doencas auto-imunes, como a artrite reumatoide, desde 1949©2.

Os efeitos terapéuticos desses farmacos sdo mediados por receptores nucleares
especificos, denominados receptores de glicocorticoides (RG), que inibem ou estimulam a
transcricdo de genes especificos, ocasionando diminuicdo da producdo e da liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias, principalmente TNF-a, IL-1, 1L-2, IL-6®*% 0Os GC também
diminuem a expressdo das moléculas de adesdo E-selectina, ICAM-1 e ELAM-1, importantes

para o acesso das células inflamatérias ao local da inflamagao®®.

O complexo (RG-GC) é capaz de inibir a expressdo de genes responsaveis pela
transcricdo do RNAm de citocinas, fatores de crescimento, moléculas de adesdo e também a
transcricdo do RNAm dos fatores de transcricdo pré-inflamatérios como o NF-kB e a proteina
AP-1 6770,

Alguns autores sugerem a existéncia de um controle molecular da resposta
inflamatdria e da resposta imune, exercido, principalmente, pela interacdo entre os seguintes
fatores de transcricdo: o receptor de glicocorticoide, o0 NF-kB e a proteina AP-1. Foi
observada uma inibicdo matua das atividades transcricionais entre NF-kB e RG (7 e
também entre a proteina AP-1 e RG"®, através de interacdo fisica e funcional, sendo esse um

dos mais importantes mecanismos moleculares do efeito anti-inflamatério dos GC%.



Como descrito acima, a acdo dos GC é mediada por um receptor proteico intracelular,
o receptor de GC (RG), que pertence a superfamilia dos receptores nucleares e age como um
fator de transcricdo ativado pelo horménio, regulando a expressao dos genes responsivos aos
GC. O gene do RG humano (OMIM #138040,GenBank NR3C1) encontra-se na porcdo distal
do cromossomo 5, sendo composto por 9 exons. Varias isoformas do receptor sdo produzidas
por splicing alternativo de um Gnico gene >, A isoforma o, a forma classica do RG, é o
mediador primario da ac¢do dos GC; a isoforma 3 ndo se liga ao GC e age como um inibidor

dominante negativo da isoforma o (77.78)

O receptor inativo, ndo-ligado ao hormdnio, encontra-se no citoplasma associado a um
complexo multiproteico formado por 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. As
principais fungdes do complexo RG/hsp sdo: manter o receptor no citoplasma das células,

estabilizando-o em sua forma inativa e facilitar a ligacdo do horménio ao RG"®.

Apbs a ligacdo ao horménio, o RG é dissociado do complexo e ocorrem alteragcdes na
conformacédo da molécula do receptor, levando a homodimerizacéo de isoformas alfa do RG,

as quais entram no ncleo da célula®.

O mecanismo de trans-ativacdo génica é a forma cléssica de acdo dos GC e se
caracteriza pela interacdo direta de dimeros do receptor do RG com uma sequéncia
palindromica especifica no DNA, chamada elemento responsivo aos glicocorticoides (GRE),
presente geralmente na regido promotora dos genes-alvo. A ligacdo do dimero do RG
diretamente ao GRE estimula a transcricdo de genes responsivos aos GC, com envolvimento
de componentes basicos da maquinaria de transcricdo génica, como a RNA polimerase Il e
fatores gerais da transcri¢do, além de fatores co-ativadores e co-repressores da trans-ativagdo
8081 (Fig. 2)

Além da propriedade de ativar a transcrigdo génica, 0 RG pode também reprimi-la. A
trans-repressao pode ocorrer pela ligagdo do RG aos elementos responsivos negativos aos
glicocorticoides (NGRE), localizados na regido promotora de genes especificos, como o
promotor do gene da proopiomelanocortina®. Um segundo mecanismo de regulacéo da
trans-repressdo génica mediada pelos GC ndo envolve processos dependentes de nGRE,
porém interacGes do RG com outros fatores de transcri¢do, por meio de um antagonismo
inibitério dependente de interacdo proteina-proteina. Os efeitos anti-inflamatorios e

imunossupressores dos GC envolvem esta regulacdo negativa da transcricdo génica. A AP-1 e
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0 NF-kB séo os fatores mais extensivamente estudados, 0s quais interferem negativamente
com a trans-ativacdo mediada pelo RG®. Existe um crosstalk negativo entre RG e NF-kB.

(Fig.2)
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Figura 2: Modulacdo da expressdo génica pelo complexo horménio-receptor-elemento responsivo. Apés a
ativacdo do receptor glicocorticoide pelo cortisol, ocorre a dissociagdo do complexo com as hsp, dimerizacgéo,
translocacdo nuclear, interacdo com o elemento responsivo ao glicocorticoide e trans-ativagdo génica. A trans-
repressdo depende da interagdo com NF-kB/AP-1. A ativacdo pelo agonista resulta em redugdo da expressdo do
receptor de glicocorticoide pelo mecanismo de down-regulation homdélogo. GR: receptor glicocorticoide;
mRNA: RNA mensageiro; hsp: proteina do choque térmico; GRE: elemento responsivo ao glicocorticoide; NF-
kB: fator nuclear kB; AP-1: proteina ativadora de transcri¢do 1; o, isoforma alfa do receptor glicocorticoide

(GRa); B: isoforma beta do receptor glicocorticoide (GRpB) ©¥

Deroo e Archer®) propuseram que os GC sdo necessarios para a trans-ativacdo do
gene promotor do IkBa. Logo, niveis aumentados de IkBa podem bloquear a ativagdo do NF-

kB, reduzindo o processo inflamatério local.

Estudo publicado em 2006 ©® sugere um disttirbio na sinalizacdo do RG, NF-kB, AP-1
e JNK em pacientes com LES, caracterizado pela redugdo da ligacdo RG e NF-kB/DNA e
uma significativa correlacdo entre JNK e AP-1. Essas alteracbes podem contribuir para uma

producdo andmala de citocinas e, portanto, para a etiopatogenia do LES.
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Adicionalmente, sabe-se que o RG é alvo de fosforregulacdo. Neste processo,
participam as proteinas cinases que sdo enzimas responsaveis pela fosforilacdo rapida e
reversivel de certos residuos proteicos, alterando sua estrutura, funcéo, localizacdo e
metabolismo. J& as fosfatases sdo enzimas que revertem a acdo das cinases e ocasionam a
desfosforilacéo de residuos celulares®”. Portanto, a fosforilacdo do RG é regulada por um
balanco entre cinases e fosfatases. O desequilibrio desse mecanismo pode afetar a estrutura do
RG, a sua localizacdo e translocacdo, bem como a sua interagdo com o DNA e com sitios de

trans-ativacdo e de trans-repressdo génica®®.

No RG humano, foram identificados seis sitios de fosforilagdo compostos por residuos
de serina; S113, S141, S203, S211, $226, S40489. A fosforilagdo do RG humano mediada
por p38 MAPK estd associada a reducdo da ligacdo do RG ao seu ligante hormonal e a
diminuicdo da repressdo do gene GM-CSF. Além disso, 0 aumento da expressdo de p38
MAPK via IL-1 resulta em menor trans-ativagcdo génica mediada por RGa e menor ligagdo ao
GRE®,

Recentemente, foi descrita uma inibicdo pelos GC da via de sinalizacao utilizada pelos
toll-like receptors (TLRS), que tém um papel crucial na inducdo da resposta imunoldgica inata
por reconhecer patdgenos e promover a expressdo de moléculas co-estimuladoras, comuns na

transducéo dos sinais e na expressdo de genes pro-inflamatorios®?.

Considerando-se que praticamente todos os efeitos dos GC sdao mediados pela ativacao
de seus receptores, um dos principais determinantes da responsividade a esses hormonios € a
concentracdo intracelular da proteina RG®Y. Entretanto, a quantificacdo laboratorial desta
proteina € dificil, pela auséncia de anticorpos monoclonais de boa qualidade. Assim, percebe-
se, na literatura, um gradual abandono das técnicas de western blot que foram substituidas por

avaliacOes da expressao do RNAm do gene do RG.

Em 2004, Melo et al®?, em um trabalho desenvolvido no Laboratério de Medicina
Molecular da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo, descreveu uma
nova técnica de quantificacdo absoluta do RNAm da isoforma alfa do receptor de
glicocorticoide (RG) utilizando a metodologia do PCR em Tempo Real. Este mesmo grupo

estudou formas de avaliacéo in vivo da sensibilidade aos GC.

Longui et al®, em 2003, descreveram que a dose de 75ug/m? de prednisona por via

oral era capaz de identificar diferentes graus de sensibilidade aos GC. Posteriormente,
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procurou-se eliminar os interferentes de absorcéo e distribuicdo dos GC com a padronizacéo
de um teste de supressdo com dose muito baixa de GC pela via intravenosa (IV-VLD-DST—
“Intravenous very-low dose dexamethasone suppresion test”), com a utilizagdo de apenas

20pg/m? de dexametasona, in bolus®?.

Esta avaliacdo simultanea, in vivo e in vitro, foi realizada pela primeira vez por Cobra
et al, no mesmo laboratério, com pacientes portadores de artrite reumatoide (AR) ©>. Como
resultado do estudo, demonstrou-se que a expressdo do RG no grupo AR foi semelhante a
encontrada no grupo controle. Entretanto, a sensibilidade ao glicocorticoide foi menor nos
doentes, sugerindo um mecanismo de resisténcia pos-receptor de glicocorticoide por possivel

aumento da expressdo de fatores de transcricdo como o NF-KB.

A correlacdo entre a quantificacdo da expressdao do gene do RG e o espectro de
reducdo dos niveis de cortisol observado por meio do teste de supressdo com doses muito
baixas de dexametasona torna-se importante para a identificacdo de estados de
hipossensibilidade ou hipersensibilidade aos GC e apresenta ampla aplicabilidade na préatica

clinica.

Na reumatologia, ndo é incomum a administracdo de corticosteroides em altas doses.
Sabe-se que a saturacdo de praticamente todos os receptores de glicocorticoides é atingida
com a dose de 100 mg/dia de prednisona ou equivalente®®. Além dos mecanismos
gendmicos, doses crescentes de corticoides podem promover acgdes nao-gendmicas,
contribuindo para a reducdo do processo inflamatorio através de alteracfes no transporte de
cations na membrana plasmatica em células imunes®”. Os GC também atuam na funcéo
linfocitaria e foi demonstrada uma inducdo de apoptose de linfécitos, mediada,

exclusivamente, pelo receptor de glicocorticoide intracelular",

O uso de altas doses de prednisona tem sido alvo de discussbes entre diversos
especialistas como nefrologistas, reumatologistas e endocrinologistas. A principal indagacao
gira em torno da dose ideal de corticoide considerada eficaz para garantir 0 sucesso
terapéutico com agéo anti-inflamatdria e/ou imunossupressora e que leve ao menor nimero de
efeitos colaterais®. Esse tema permanece controverso, uma vez que ndo ha estudos
controlados e randomizados para uma resposta conclusiva e baseada em evidéncia. Até o
momento, ndo encontramos estudos na literatura que correlacionem a necessidade de GC nas
diferentes fases do LES com a expressdo génica do RG e/ou avaliagfes da sua sensibilidade in

vivo.
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Portanto, este estudo inédito tem por objetivo determinar a sensibilidade individual aos
GC, utilizando o teste de supressdo com dose muito baixa de dexametasona e o teste oral com
dose baixa de dexametasona, em pacientes com lUpus eritematoso sistémico em remissao
(fora de atividade) e confrontar essa sensibilidade com a expressdo da isoforma alfa do gene

do RG e do NF-kB.
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2. OBJETIVOS

1) Comparar a expressio do RNAm do RGo e do NF-kB em células mononucleares
periféricas, em pacientes portadores de LES em remissdo em relacdo a controles saudaveis,

utilizando a técnica de PCR em Tempo Real.

2) Correlacionar a expressao desses genes com a sensibilidade aos glicocorticoides
reconhecida pelo teste de supressdo com dose muito baixa de dexametasona nos pacientes e

nos controles estudados.

3) Comparar a capacidade dos testes de supressdo com dose muito baixa e baixa de
dexametasona em identificar um espectro individual de supressdo e casos com menor

sensibilidade aos GC.

4) Estabelecer correlacdes entre variaveis clinicas e laboratoriais e a sensibilidade, in vivo, aos

GC, em pacientes com LES fora de atividade.
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3. CASUISTICA E METODO

Trata-se de um estudo transversal, com uma abordagem quantitativa, que foi
desenvolvido no Laboratorio de Medicina Molecular da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de S&o Paulo, no periodo de marco de 2008 a marco de 2010. O projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade da Santa Casa de
Misericordia de Séo Paulo (Apéndice). Todos os participantes leram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido antes de iniciar a coleta dos dados.

3.1 Desenho do estudo:

Foram incluidos nove portadores de lGpus eritematoso sistémico acompanhados no
ambulatério de Reumatologia do Departamento de Clinica Médica da Santa Casa de S&o
Paulo, os quais preenchiam os critérios de classificacdo do Colégio Americano de
Reumatologia (ACR-1997, Anexo 1)?. Todos os pacientes Ipicos se encontravam em fase
de remissdo da doenca, segundo constatado durante consulta médica por meio de anamnese,

exame fisico minucioso e exames complementares recentes.

Os pacientes selecionados faziam uso de, no méximo, 5mg de prednisona por dia
como terapia de manutencdo para a sua doenca. Foram escolhidos aqueles que estavam fora
de atividade clinica e/ou laboratorial, determinada pelo SLEDAI (Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index)®® (Anexo 2). Devido & falta de consenso para a
definicdo de doenca em atividade ou em remissao por esse escore, foi estabelecido que apenas
os lupicos com SLEDAI igual a zero seriam incluidos no estudo.

Foram excluidos os doentes que ja tinham apresentado, durante a evolucdo da sua
doenca, manifestacdes graves do LES, como envolvimento neuropsiquidtrico caracterizado
por convulsdo, psicose, doenca cerebrovascular ou mielite transversa; plaquetopenia grave
(<50.000 plaquetassmm?®); glomerulonefrite proliferativa ou rapidamente progressiva;
pneumonite ou miocardite, com o intuito de evitar uma amostra de pacientes com
caracteristicas heter6geneas entre si e com necessidade de uso de doses maiores de prednisona
em sua terapia de manutencdo do LES. Foram igualmente excluidos os individuos portadores
de endocrinopatia, asma, doenca inflamatoria intestinal, infeccdes agudas, menores de 18 anos
de idade, os que ndo assinaram o termo de consentimento e aqueles que fizeram uso prévio de
medicamentos que aceleram a metabolizacdo da dexametasona, como fenitoina e barbituricos,

bem como os que apresentaram cortisol basal <7pg/dL%?.
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Foi estabelecido um grupo controle com 11 individuos saudaveis, pareados por sexo e
idade aos doentes com LES, para comparacao e analise dos resultados. Um participante do
grupo controle foi excluido por apresentar cortisol basal igual a 3,0pg/dL, indicando
supressdo do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA). Em entrevista subsequente, o

individuo relatou que fez uso de corticoide inalatorio no dia anterior a coleta.

Na primeira visita, foram determinados: caracteristicas clinicas do LES, verificagdo do
peso e da superficie corpdrea, revisao das medicacdes utilizadas, SLEDAI, expressao do RGa
e NF-kB em células mononucleares do sangue periférico e concentracdo do ACTH e do
cortisol basais, ou seja, no tempo O do teste de supressdo com dose muito baixa de
dexametasona. Foi enfocada a dose de prednisona utilizada para o tratamento de manutencao
do LES. Os participantes realizaram as coletas de sangue para ACTH e cortisol no servico de
Medicina Nuclear (Nuclimagem), que presta assisténcia terceirizada a Irmandade da Santa
Casa de Sdo Paulo-SP. Para o resultado do ACTH hipersensivel foi utilizado o método de
quimioluminescéncia (“IMMULITE® 2000 ACTH, Siemens Healthcare, Llanberis, United
Kingdom™) com valor de referéncia inferior a 46 pg/mL, segundo o fornecedor. O cortisol
sérico foi mensurado por quimioluminescéncia (“Cortisol Immulite 20007, DPC, Los
Angeles, CA, EUA), com coeficiente de variacdo inter-ensaio <10% e limite de deteccdo de

5ug/dL, pela manha.

A segunda visita ocorreu 2 horas apds o teste de supressdao com dose muito baixa de
dexametasona (20pg/m?) por via intravenosa. Nessa ocasido, foram avaliados: ACTH e
cortisol séricos. Ao término das coletas, 0s participantes receberam uma prescricdo de
decadron® elixir 0,5mg/sml (Prodome Quimica e Farmacéutica Ltda - Industria Brasileira),
contendo a dose do GC baseada no calculo de 20ug/Kg/dia, dividida a cada 6 horas (dose
maxima de 2mg/dia). Os participantes foram orientados a iniciar a dose oral de dexametasona

as 12:00h do mesmo dia.

Na terceira visita, isto €, apos 48 horas da coleta basal, os casos e controles foram
direcionados a nova coleta de ACTH e cortisol séricos e amostra de sangue periférico para
determinacdo da expressdo do RGa e NF-kB (as 8:00h), apds o teste oral de supressdao com

dose baixa de dexametasona.

Durante o periodo do estudo, todos os participantes foram orientados a ndo utilizar

qualquer medicacdo sem o prévio conhecimento do pesquisador, especialmente
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glicocorticoide por via oral, parenteral e/ou inalatdria, inclusive os pacientes com LES, para

n&o interferir na interpretacdo dos testes com dexametasona.
3.1.1 Testes de supressdo com doses muito baixa e baixa de dexametasona

Todos os sujeitos da pesquisa foram submetidos ao teste de supressdo intravenosa com
fosfato dissodico de dexametasona (DECADRON® 2mg/ml - Prodome Quimica e
Farmacéutica Ltda - Industria Brasileira), utilizando-se a dose de 20 pg/m?® IV em bolus. Foi
determinada a expresséo da isoforma alfa do receptor de glicocorticoide e do gene NF-kB, a

partir do RNA extraido de células mononucleares periféricas.

Apds um periodo de jejum de 10-12 horas, os individuos foram admitidos as 6:45h, no
Laboratdrio de Medicina Nuclear da Santa Casa de S&o Paulo, onde foi estabelecido o acesso
venoso e mantido por solugdo fisiologica 0,9%. Sucedeu-se um intervalo de 15 minutos de
repouso. Neste momento (tempo 0), foram colhidas as amostras de sangue para quantificacéo
do cortisol basal e do ACTH e para obtencdo das células mononucleares. Imediatamente antes
do inicio do teste, foi diluida 1mL da solucdo-mae de dexametasona (2mg/ml) em 19mL de
solucdo fisiolégica 0,9%, obtendo-se uma concentracdo final de 100ug/mL e calculado o
volume a ser infundido em cada paciente na dose de 20ug/m?.

Apbs o repouso de 15 minutos e consequente coleta da amostra basal (tempo 0),
procedeu-se a administracdo IV em bolus da dexametasona. A coleta seguinte de sangue foi
feita ap6s 120 minutos, para a mensuracdo do cortisol e do ACTH séricos. A reducdo
percentual de cortisol aos 120 minutos, em relagdo a quantificacdo basal, foi chamada de F%
e expressa a sensibilidade individual ao glicocorticoide.

Para verificar a existéncia de hipercortisolismo e com o objetivo principal de analisar
0 eixo HHA, foi realizado o teste de supressdo com dose baixa de dexametasona por via oral.
O objetivo desse teste € inibir a secre¢do hipofisaria do ACTH. O procedimento consistiu em
administrar dexametasona na dose de 20ug/Kg/dia (méximo de 2,0mg/dia), dividida de 6/6
horas por dois dias consecutivos. Em individuos normais, o teste resulta na supressao dos
valores do ACTH e do cortisol com a dose descrita de dexametasona. Considerou-se como
resposta esperada ao teste: cortisol <1,8ug/dL e ACTH <20pg/mL. A reducdo percentual de

cortisol ap6s 48h do teste oral, em relagdo a quantificacdo basal, foi chamada de FOr%.

3.1.2 Separacdo de celulas mononucleares
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Antes da administracdo 1V da dexametasona 20pug/m?, foi colhido sangue venoso de
cada paciente em dois tubos de 10mL com heparina sodica (“Vacutainer, Becton-Dickinson™).
O volume de 20mL de sangue heparinizado foi mantido em temperatura ambiente por, no
maximo, 2 horas até o inicio do procedimento de separacdo das células mononucleares, o qual

foi realizado através de centrifugacdo a 1750rpm por 30 minutos em temperatura ambiente.

As células mononucleares, separadas pelo gradiente de densidade, foram aspiradas
com pipeta estéril tipo Pasteur e transferidas para tubo conico estéril de 15mL. Apos adicéo
de 10mL de tampdo fosfato-salina (PBS; Isotonic Phosphate Buffered Saline Solution;
Phosphate Buffered saline tablets, Cat. N° P4417, Sigma), o tubo foi centrifugado a 1750rpm,
por 10 minutos. O sobrenadante foi aspirado e descartado, obtendo-se o precipitado celular.
Em seguida, esse procedimento foi repetido e, posteriormente, o precipitado celular resultante
foi diluido em 1mL de PBS, aspirado cuidadosamente com pipeta Eppendorf e transferido
para tubo estéril de 2mL, ao qual foi adicionado 100uL de dimetil-sulféxido (DMSO, Sigma)

para armazenamento em temperatura ultra-baixa (-80°C) pelo tempo maximo de 15 dias.

A seguir, as células mononucleares foram descongeladas e 0 DMSO removido através
da transferéncia da suspensdo celular para tubo conico estéril de 15mL, adicdo de 10mL de
PBS estéril e centrifugacdo a 1000rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o

precipitado, diluido e homogeneizado em 1mL de PBS.
3.1.3 Extracédo de RNA e obtencdo do DNA complementar

Para a extracdo de RNA, foi utilizado um reagente baseado no tiocianato de guanidina
(TRIZOL, GIBCO BRL Cat N° 15596), adicionado a suspensdo celular na propor¢do de 1mL
para cada um milhdo de células mononucleares vidveis. Realizou-se a centrifugagdo do

material para a obtencdo da fase aquosa.

Na etapa de precipitacdo do RNA, foi adicionado, a fase aquosa, 500uL de
isopropanol a 100% para cada 1mL de reagente TRIZOL usado. Ap6s uma fase de repouso de
10 minutos, o material foi novamente centrifugado e, em seguida, descartado o sobrenadante,
sendo o precipitado lavado com etanol 85% gelado (-20°C), com posterior agitagdo do tubo e
centrifugacdo a 7000rpm por 8 minutos, a 4°C, para completa remocdo do etanol. O
precipitado de RNA, algumas vezes invisivel antes desta centrifugacdo, forma um pellet
semelhante a um gel na porcéo inferior do tubo. Apos ser diluido em 40uL de &gua livre de
DNase e RNase (DNase/ RNase-free water, GIBCO BRL Cat. N° 10977-23), determinou-se a
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concentragdo de RNA por meio de espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 e
280nm, contra um branco de agua, sendo o resultado desejavel, acima de 1.4, indicativo de
pureza do RNA.

Ao RNA ressuspenso, foi adicionado 1pL de enzima inibidora de RNase (RNase
Inhibitor,1U/uL,Applied Biosystems) e, em seguida, armazenou-se 0 tubo, devidamente

identificado, em temperatura ultra-baixa (-80°C) por um periodo de, no maximo, 2 semanas.

Ap0s a obtencdo do RNA, este foi submetido a reacdo enzimatica modulada por uma
transcriptase reversa, permitindo a sintese do DNA complementar ao RNA extraido (cDNA).
A reacdo foi preparada conforme a orientacdo do fabricante (TagMan Reverse Transcription
Reagents, Cat N° N808-0234, Applied Biosystems).

O cDNA obtido foi posteriormente refrigerado a -20°C até que todas as amostras do
estudo estivessem armazenadas para a etapa seguinte, ou seja, para realizacdo da reacdo de
PCR em tempo-real (RQ-PCR) e para quantificacdo da expressédo da isoforma alfa do gene do
receptor de glicocorticoide e do gene NF-kB.

3.1.4 PCR em tempo-real (RQ-PCR)

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

Para a isoforma alfa do RG, utilizamos 0s mesmos primers e sonda previamente

validados por Melo et al. (2004)(92) (sequéncia de orientacdo 5' — 3):
Iniciador Sense: GAAGGAAACTCCAGCCAGAA

Iniciador Anti-sense: CCTAACATCTCGGGGAAT

Sonda: 6-FAM-GCTTCCAAACATTTTTGGATAAGACCAT-TAMRA
Tamanho do produto: 151pb

Uma das principais etapas para a analise da expressdo génica por meio de PCR em
tempo real envolve a escolha de um gene controle, cuja expressdo nao tenha variagéo entre as

amostras analisadas. Embora ndo exista consenso quanto aos melhores genes para
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normalizacg&o, diversos genes podem ser utilizados para este fim, como o0 GAPDH, o G6PD e
0 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
RGa®. O gene BCR (Breakpoint Cluster Region) estd localizado no braco longo do
cromossomo 22 (22q11.21), possui 23 exons e codifica uma proteina com atividade serina ou
treonina quinase®. A sonda e os iniciadores para esse gene normalizador 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

As reacdes de RQ-PCR para RGa e BCR foram padronizadas de forma a ocorrerem
com concentracdes e condicdes de temperatura idénticas. O preparo da solugdo-mae é descrito
na Tab. 2.

Tabela 2: Preparo das solu¢fes-mae utilizadas na PCR em tempo real (RGa e BCR)

Concentracéo final apés

Componente Volume (UL) por reacéo adicéo de 2yl de CDNA
TagMan Buffer A 10X 2,5 1X
25 mM MgCl, 45 4,5mm
DeoxyNTP 2,0 500uM/cada
Primer sense 0,5 200nM
Primer anti-sense 0,5 200nM
Sonda 0,5 100nM
AmpliTaq Gold 5U/pL 0,13 0,025u/pL
Agua livre de RNase 12,37 e
Total 23 e

TagMan™ PCR Core Kit, N808-0228, Applied Biosystems
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Foram adicionados 23uL da solugdo-mae aos tubos de 0,2mL especiais para RQ-PCR
(Optical Tubes, Applied Biosystems) e 2L da solugdo com cDNA, colocando tampa de alta
transparéncia (Optical Caps, Applied Biosystems) para veda-los efetivamente. Uma vez que a
quantificacdo é baseada na emissdo de luz monocromatica atraves do tubo e na captacdo da
fluorescéncia gerada por uma sonda, torna-se essencial a utilizacdo de tubos e tampas de alta

transparéncia.

Os tubos foram entdo posicionados no termociclador de tempo real (ABI 7500,
Applied Biosystems), sendo realizada a programagéo dos parametros em software dedicado
(SDS-Sequence Detection System v. 1.2, Applied Biosystems) em ambiente operacional
Windows (Microsoft Co.).

A programacdo da temperatura compreendeu uma ativacao inicial da Tagq Gold, uma
modificagdo da enzima polimerase obtida a partir do bacilo Thermus aquaticus que nao
apresenta atividade a temperatura ambiente antes de sua ativagdo, garantindo maior
especificidade a reacdo™®. Essa ativacdo enzimatica ocorre a 95°C por 10 minutos, seguida
pela amplificacdo da sequéncia em 40 ciclos de dois estagios: 15 segundos a 95°C, para
desnaturacdo das fitas de cDNA e 90 segundos a 60°C, para anelamento e extensdo dos
primers. Na fase de extenséo, a Taq Gold, por meio de sua atividade 5' -exonuclease, desloca
a sonda que, excitada por um feixe de raios de luz de comprimento de onda especifico, emite

fluorescéncia quando o fluorocromo inibidor (TAMRA) se afasta do emissor (6-FAM).

O programa computacional controla a captacdo dos sinais luminosos por células
fotoelétricas, correlacionando a fluorescéncia medida com o ciclo da programacdo da
temperatura. Ao término da reacdo (duracdo de 120 minutos), o programa calcula o ciclo
limite (Ct, cycle threshold) e mostra o grafico das reacdes, com representacdo colorida

diferenciando os tubos.

Para evitar falsos resultados positivos resultantes de quebra da sonda nao relacionada a
amplificagdo, foi examinada, visualmente, a representacdo grafica de cada uma das reacdes,
garantindo haver elevacdo exponencial da fluorescéncia com o decorrer dos ciclos. A
ocorréncia de resultados falso-positivos causados por contaminagdo das reacbes com cDNA
de origem desconhecida foi controlada pela utilizagdo dos controles negativos em cada

analise.
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A quantificacdo do RNAm do NF-kB foi semelhante, utilizando a padronizagdo da

reagdo previamente realizada por Cavalcante et al®*:

Iniciador sense: AAACACTGTGAGGATGGGATCTG (23bp, Tm 59°C)
Iniciador anti-sense: CGAAGCCGACCACCATGT (18bp, Tm 59°C)
Produto: 64bp

Nessa reagdo, utilizou-se a deteccdo por SYBR-green, um agente intercalador de
dupla-fita de DNA, que dispensa a utilizacdo de sondas (Tab. 3). Para garantir a
especificidade da amplificacdo, além da programacdo mencionada anteriormente, foi
introduzido um ciclo de dissociac¢do onde ha captacdo de fluorescéncia durante o aguecimento
e resfriamento demorado do produto de amplificacdo, com posterior determinacdo da
temperatura de dissociacdo do mesmo (Tm). Para o NF-kB, foi padronizado um pico de

dissociagdo Unico, com Tm de 79,9°C (x1°C).

Tabela 3: Preparo da solugdo-mée utilizada na PCR em tempo real para o gene NF-kB

Concentracéo final ap6s

Componente Volume/Tubo (pL) _
adicao de 2uL de cDNA
Platinum SYBR mix 2X 12,5 1X
Primer sense 0,4 160nM
Primer anti-sense 0,4 160nM
Agua livre de RNase 97 e
Total 23 e

SYBR: gPCR SuperMix-UDG with ROX 2X (Invitrogen, Carlsbad, Calif., USA)
3.2 Anélise estatistica

A normalizagdo da expressdo de RGa e NF-kB por BCR e o calculo da percentagem
de supressdo de cortisol apds IV-VLD-DST foram realizados com auxilio do programa

computacional MS-EXCEL (Microsoft, Redmond, EUA).

A analise estatistica foi elaborada com auxilio dos programas Minitab 15 (Minitab,
State College, PA, EUA) e SigmasStat v3.5 (SPSS, Chicago, I, EUA), considerando nivel de
significancia p < 0,05. Para as comparagcfes de varidveis categoOricas ou qualitativas,
utilizamos o teste de qui-quadrado. Para comparacdes de varidveis continuas entre 0s grupos,
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usamos o teste-t ou Kruskal-Wallis, conforme a normalidade da distribui¢éo, avaliada pelo

teste de Kolmogorov-Smirnov.

Utilizamos o teste de regressdo linear para avaliar a relacdo entre duas variaveis
continuas (como dias desde o ultimo surto de LES e F%). Quando analisamos uma variavel
continua em dois momentos distintos no mesmo individuo (como unidades de expressdo do
RGa), utilizamos o teste-t pareado ou o Wilcoxon Signed Rank Test, conforme a distribuicao
da mesma. A avaliagdo das variaveis que estdo associadas a sensibilidade individual in vivo
aos glicocorticoides (F%) foi demonstrada através de regressdo linear multivariada tipo

“Backward Stepwise Linear Regression”, com F-para-remover de 3,9, no grupo LES.
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4. RESULTADOS

O grupo de pacientes com LES apresentou média de idade (DP) na coleta de 30,6 (2,4)
anos, e o grupo controle, 34 (3,5) anos (p=0,436). Quanto a cor da pele, os pacientes lUpicos
foram constituidos por trés brancos, dois negros e quatro pardos, ao passo que 0 grupo
controle foi representado igualmente por individuos de cor branca e parda. Todos os doentes e
controles eram do sexo feminino. N&o houve diferenca entre pacientes e controles no que se
refere & superficie corporal e ao peso verificado no momento da coleta basal, conforme pode
ser visto na tab. 4.

Tabela 4: Caracteristicas gerais do grupo com LUpus Eritematoso Sistémico e controle

LES Controle p
Idade (anos) ~ 30,6 +2,4 34+35 0,436
Peso (kg) ~ 69 + 4,5 63,87 + 3,0 0,356
Superficie Corporal (m?)” 1,761 + 0,064 1,692 + 0,041 0,378

*Teste-t — dados como média + DP; p: nivel de significancia

Todas as lupicas encontravam-se com doenca em remissdo no momento da selecéo,
definida por SLEDAI de zero. A média (DP) de idade ao diagndéstico de LES foi de 26,7 (8)
anos. A média (DP) de duracdo da doenca, desde o diagnostico de LES até o momento da
coleta laboratorial basal foi de 7,3 (5,1) anos. O tempo médio (DP) decorrido desde o Gltimo
surto de atividade da doenca até o dia da coleta foi de 840,8 (572,4) dias.

Todas as pacientes apresentavam FAN positivo em altos titulos e manifestaram o
critério articular do LES pelo ACR — 1997® na apresentacdo de sua doenca, conforme
descricdo encontrada no prontuario. Quatro lupicas tinham historia de acometimento cutaneo,
definido por eritema malar em asa de borboleta e/ou lUpus discoide e/ou fotossensibilidade.
Quatro pacientes preencheram o critério renal do LES e, pela avaliagcdo dos exames clinicos e
laboratoriais do prontuario, foi dado o diagndstico de glomerulonefrite mesangial, por
correlacdo clinico-histolégica segundo Esdaile, 1991“%). O anticorpo anti-dsDNA foi
encontrado em quatro participantes do grupo LES. Todos os dados referentes aos critérios

classificatérios do LES em cada paciente encontram-se discriminados na tabela a seguir.
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Tabela 5: Caracteristicas de cada paciente do grupo LES estudado de acordo com o0s
critérios do American College of Rheumatology-1997®©

Paciente Critérios classificatorios do ACR-1997 preenchidos para o diagnostico

1 Artrite, Comprometimento renal, Anticorpo antinuclear, Alteracdo imunoldgica
(anti-dsDNA)

2 Fotossensibilidade,  Ulcera  oral,  Artrite, =~ Comprometimento  renal,

Leucopenia/linfopenia, Anticorpo antinuclear, Alteracdo imunoldgica (anti-

dsDNA)

3 Acrtrite, Serosite, Linfopenia, Anticorpo antinuclear

4 Fotossensibilidade, Artrite, Leucopenia, Anticorpo antinuclear

5 Ulcera oral, Artrite, Alteracdo hematoldgica (plaquetopenia), Anticorpo
antinuclear

6 Ulcera oral, Artrite, Comprometimento renal, Anticorpo antinuclear

7 Rash malar, Artrite, Leucopenia/linfopenia, Anticorpo antinuclear

8 Ulcera oral, Artrite, Leucopenia/linfopenia, Anticorpo antinuclear, Alteracoes

imunologicas (anti-dsDNA, anti-Sm)

9 Lesdo discoide, Fotossensibilidade, Artrite, Comprometimento renal,
Leucopenia/linfopenia, Anticorpo antinuclear, Alteracdo imunolégica (anti-
dsDNA)

Em todas as pacientes, foi aplicado o indice de dano do Systemic Lupus International
Collaborating Clinics/ American College of Rheumatology (SLICC/ACR/DI-1996)%%
(Anexo 3). Foi demonstrado algum dano organico em quatro casos, sendo um deles por
diabetes melito; um, relacionado ao sistema vascular periférico; um, por dano

musculoesquelético (osteonecrose do fémur esquerdo) e o Gltimo, por leséo cutanea.

Seis das nove pacientes lupicas utilizavam prednisona por via oral na dose de 5mg/dia
em Unica tomada pela manhd, associada ao antimalarico (difosfato de cloroquina 250mg/dia

ou hidroxicloroquina 400mg/dia). Das trés pacientes lUpicas que ndo utilizavam prednisona,
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duas faziam uso isolado de difosfato de cloroquina 250mg/dia, e uma paciente usava apenas
enalapril 10mg/dia para tratamento de hipertensdo arterial sistémica.

4.1 Comparacdo da sensibilidade in vivo aos glicocorticoides nos dois grupos

estudados

4.1.1 Comparagédo das condicdes basais e resposta ao 1V-VLD-DST entre os

grupos

A quantificacdo do cortisol e do ACTH no tempo 0 (valor basal) foi semelhante entre
0s grupos. Ap6s 120 minutos da administragdo de dexametasona 20pg/m? (IV-VLD-DST), a
concentracdo de ACTH, mas ndo a de cortisol, foi maior no grupo LES em relacdo aos
controles (tab. 6). Avaliando conjuntamente as pacientes com LES e os controles, observa-se
que, com o IV-VLD-DST, ocorreu uma reducdo da mediana de ACTH de 18pg/mL para
10pg/mL (p<0,001, Wilcoxon Signed Rank Test) e da média (DP) de cortisol de 16,1ug/dL
(7,5) para 9,6ug/dL (4,3), com p<0,001 (teste-t pareado).

Apbs realizar o teste de supressdao com dose muito baixa de dexametasona intravenosa
(IV-VLD-DST), observou-se que a amplitude de supressé@o do cortisol aos 120 minutos (F%)
foi mais intensa nos controles (mediana = 53,2% de reducdo) que nas pacientes com LES,
com mediana de 23,48% (p=0,014).

Utilizando o nivel de corte arbitrario de 50% de reducdo do cortisol apds o 1V-VLD-
DST, encontramos 6/10 controles com essa propor¢do de supressao versus 0/9 das pacientes
com LES (p=0,001, qui-quadrado).

Tabela 6: Resultados do ACTH e do cortisol nos tempos 0 e 120 minutos no grupo de

pacientes com LES fora de atividade e controles saudaveis

Tempo Dado laboratorial LES Controles p
ACTH (pg/mL)* 24,11 +9,93 17,7+ 17,3 0,332
Tempo O ) )
Cortisol (ug/dL) 11,7 19,4 0,253
2 *
Tempo 120 ACTH (pg/mL) 20 6,5 0,048

minutos  Cortisol (ug/dL) 10,34 +4,91 8,96 + 3,86 0,508
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Continuacao:

Tempo Dado laboratorial LES Controles p
F%° 23,48% 53,2% 0,014*
Relacéo % de casos com
entre os supresséo do
_ _ 0% 60% 0,001*
tempos cortisol acima de
50% °

1)Teste-t - dados como média + DP ; * p< 0,05 ; 2) Kruskal-Wallis - dados como mediana. 3) Qui-quadrado

Ao avaliarmos o nivel de corte de F% na discriminagdo entre os grupos, com a
utilizacdo de uma curva ROC (receiver operator characteristics), também obtivemos a
melhor separacdo com F% = 50%, com 100% de sensibilidade e 60% de especificidade, sendo

a rea sob a curva de 83,3% (IC 95%= 61,9% - 100%), com p=0,014 (fig. 3).
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Figura 3: Curva ROC (receiver operator characteristics) da supressdo de cortisol apés

IV-VLD-DST entre os grupos controle e pacientes com LES. A linha azul mostra a variagéo de
sensibilidade e 1-especificidade com niveis de corte variados. A linha diagonal (verde) ilustra a nulidade de
efeito discriminante. Area sob a curva = 83,3% (IC 95%= 61,9% - 100%), com p=0,014.
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4.1.2 Comparagéo da resposta ao teste oral com dose baixa de dexametasona
entre 0s grupos

Ao término do teste oral com dose baixa de dexametasona (48horas), verificou-se que
a amplitude de supressdo do cortisol com este teste (FOr%) foi semelhante entre 0s grupos
LES e controle, com mediana de supressdo de 94,79% e 93,9%, respectivamente (p=0,414).
Quatorze individuos (73,7% do total) apresentaram resposta esperada ao teste, com cortisol
<1,8ug/dL e ACTH <20pg/mL, sendo que o0s outros cinco apresentaram cortisol entre
2,1ug/dL e 3,68ug/dL. Destes, quatro apresentaram ACTH <20pg/mL.

Para verificar a capacidade discriminatoria de FOr%, calculamos a mediana dos
valores de supressdo no grupo como um todo (supressdo de 94,4%) e comparamos quantos
casos suprimiram mais do que a mediana em cada um dos grupos: 5/10 nos controles e 5/9
nas pacientes com LES (p=0,809, qui-quadrado). Mesmo com a utiliza¢do da curva ROC, ndo
foi possivel determinar um ponto de corte na supressao: area sob a curva = 38,9% (IC 95% =
12,1% - 65,7%), p=0,414.

Procuramos, entdo, determinar se havia concordancia entre maior resposta ao 1V-
VLD-DST e ao teste oral com dexametasona, avaliando os dois grupos conjuntamente. Dos
10 individuos que suprimiram mais do que a mediana no teste de 48hs, apenas trés também

tiveram supressdo maior que 50% no 1V-VLD-DST (tab. 7).

Tabela 7: Distribuigdo cruzada entre a supressdo no IV-VLD-DST (F%) e no teste oral
com dexametasona apds 48hs (FOr%o), avaliando-se conjuntamente pacientes com LES e

controles

F% até 50% F% acimade50%  TOTAL
FOr% até mediana (< ou = 94,4%) 6 3 9
FOr% acima da mediana (>94,4%) 7 3 10
TOTAL 13 6 19

Teste Qui-quadrado, p=0,876
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4.2 Comparacao da expressdo génica entre 0s grupos

As medianas da expressdo génica do RGa e NF-kB mostraram-se semelhantes em

ambos o0s grupos (Tab. 8).

Tabela 8: Comparaciao das medianas da expressio génica do RGo e NF-kB entre os

grupos de pacientes com LES e controles

N (LES/C) LES CONTROLES p
RGo tempo 0 13 (7/6) 21,55 8,606 0,317
RGo tempo 48h 12 (9/3) 19,54 20,24 0,926
NF-kB tempo 0 13 (716) 29,164 3,999 0,253
NF-kB tempo 48h 12 (9/3) 30,93 31,97 0,782

N(LES/C): nimero total de casos analisados com sucesso em cada teste (no grupo LES / no grupo controle); p:

nivel de significancia; Teste Kruskal-Wallis

Foi possivel avaliar o efeito do teste oral com dexametasona na expressdo do RGa e
NF-kB, de forma pareada, em 10 e 9 individuos, respectivamente, nos quais ndo se observou
diferenca da expressdo génica entre os tempos 0 e 48 horas (Tab. 9). Os dados ndo

apresentados resultaram de falha na amplificacdo génica.

Tabela 9: Avaliacdo da expressdo génica do RGo e NF-kB de forma pareada, nos
individuos que apresentaram expressdao no tempo basal (tempo 0) e ap6s o teste oral de
supressao com dose baixa de dexametasona (tempo 48 horas)

Tempo 0 Tempo 48 horas p
RGa (n=10) 11,575 (7,7 - 27,6) 19,892 (8,5 - 28,6) 1,00
NF-kB (n=9) 18,272 (11,7 - 141,2) 40,213 (6,5 - 311,4) 0,250

n: nimero de amostras analisadas; p: nivel de significancia; Wilcoxon Signed Rank Test
4.3 Correlacéo da sensibilidade in vivo e expressao génica

Ao avaliarmos conjuntamente as pacientes e controles, ndo observamos correlagao
entre a expressdo do RGa ou NF-kB em fungédo da supressdo de cortisol ao 1V-VLD-DST:
r=8,8%, p=0,324 e r=57%, p=0,462, respectivamente. Semelhantemente, ndo houve
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correlagdo entre a amplitude de supressdo do cortisol obtida pelo teste oral (FOr%) e a
expressdo do RGa e do NF-kB (r=7,9%, p=0,796; r=0,9%, p=0,766, respectivamente).

4.4 Avaliacdo dos achados laboratoriais em relagdo aos dados clinicos nas

pacientes com LES

Analisando os dados referentes ao tempo decorrido desde o ultimo surto de atividade
da doencga, caracterizado por SLEDAI > 6, em nove pacientes lupicas, verificamos que a
amplitude de supressao ao IV-VLD-DST foi estatisticamente maior nas pacientes com doenca
em remissdo ha mais tempo (r=75,6%, r’=57,1%, p=0,019) (Fig. 4).
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Figura 4: Correlagdo entre a amplitude de supressdo do cortisol obtida pelo 1V-VLD-
DST e o numero de dias desde o ultimo surto de LES, definido como SLEDAI acima de

6. Os circulos representam os dados de cada paciente com LES e as linhas, a regressio linear com seus

intervalos de confianca (r=75,6%, r*=57,1%, p=0,019).

Em sete casos de pacientes com LES, foi analisada a relagdo entre a unidade de
expressdo do gene NF-kB e RGa e o tempo transcorrido desde o ultimo surto de atividade da
doenca, por teste de regresséo linear, constatando-se que ndo houve diferenca estatistica entre

0s parametros analisados (r=8% e p=0,540 para o NF-kB e r=0,1% e p=0,948, para o RGa).

Buscando verificar quais as varidveis poderiam influir de forma complementar na
identificacdo da sensibilidade ao IV-VLD-DST, utilizamos uma regressdo linear multivariada
do tipo "Backward Stepwise". A varidvel de interesse (dependente) foi F%. Incluimos, no
modelo inicial, as seguintes variaveis independentes: RGa, NF-kB, ACTH basal, cortisol
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basal e dias desde o ultimo surto de atividade do LES. Todas as varidveis analisadas foram
excluidas do modelo, por apresentarem F-para-remover menor que 3,9, exceto dias desde o
ultimo surto de LES, com r=75,6% e p=0,019.

4.5 Avaliacdo do uso ou nédo de prednisona nas pacientes com LES, em relacdo as

variaveis estudadas

O cortisol e 0 ACTH basais, a amplitude de supressdo do cortisol ao IV-VLD-DST
(F%) e a expressdao de RGa e NF-kB foram semelhantes entre as seis pacientes com LES que
estavam em uso de prednisona e as trés que estavam sem prednisona ha, pelo menos, quatro
meses (Tab. 10).

Tabela 10: Comparacdo das variaveis estudadas nas pacientes lapicas, com e sem uso de

prednisona para manutencdo da remissao do LES, em doses de até 5mg/dia.

LES em uso de prednisona LES sem prednisona
p
(n=16) (n=3)
Cortisol basal
10,45 13,2 0,121
(Mg/dL)
ACTH basal
23 18 0,606
(pg/mL)
F% 19,2% 34,6% 0,439
RGa 14,67 23,3 0,439
NF-kB 22,35 606,1 0,197

n: nimero de casos analisados; dados como mediana; p: nivel de significancia; Teste Kruskal-Wallis
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5. DISCUSSAO

Os pacientes portadores de LES com doenca fora de atividade foram selecionados por
terem preenchido, em algum momento na evolugdo de sua doenca, pelo menos quatro dos
onze critérios de classificacdo do Colégio Americano de Reumatologia de 1997® (Anexo 1).
Os casos ndo tiveram restri¢do a participacdo no estudo, em relacdo ao sexo, tempo de doenca
e dias transcorridos desde o ultimo surto de atividade do LES, mas deveriam,
obrigatoriamente, apresentar SLEDAI igual a zero no momento da coleta inicial.

Todos os pacientes eram do sexo feminino e tiveram média de idade ao diagndstico de
LES de 26,7 anos, com uma variacdo de 18 anos a 42 anos. Como esta bem definido na
literatura, o LES é mais prevalente em mulheres, com razdo entre 0S Sexos
feminino:masculino de 9:1 em adultos, mas pode chegar a 4:3, em criancas na primeira
década de vida e 5:1, em maiores de 50 anos. Geralmente, a idade ao diagnéstico de LES é de
15 anos a 40 anos™”. Logo, as caracteristicas demogréficas descritas no presente estudo sdo
semelhantes as encontradas na casuistica brasileira. Quanto a cor da pele, o percentual de
pardos e brancos foi semelhante, porém vale ressaltar que é dificil a correta classificacdo

racial no nosso pais, devido ao alto grau de miscigenagéo.

Em relacdo as manifestacdes clinicas do LES, todas as pacientes tinham antecedente
de artrite e a maioria delas ja havia apresentado alguma manifestacdo cutaneo-mucosa. O
fator antinuclear (por imunofluorescéncia indireta em células Hep-2) estava presente em altos
titulos e com padrdo nuclear. Nenhuma paciente tinha histéria pregressa de alteracdo
neuropsiquiatrica grave do LES. Quatro pacientes apresentaram manifestacdes renais do LES
ao diagndstico da doenga, as quais foram tratadas apenas com prednisona em altas doses
(Img/Kg/dia), por provavel correlagdo clinico-histologica compativel com glomerulonefrite
mesangial, segundo Esdaile et al*®. Pela descricdo dos prontuérios, houve adequada resposta
a medicagdo, caracterizada por reducdo da proteintria de 24 horas, normalizagdo do
sedimento urinario e da concentracdo das fracbes do complemento (C3 e C4). Nao houve
necessidade de realizar bidpsia renal em nenhum dos casos, como ndo foi necessaria a
utilizacdo de drogas imunossupressoras. Nenhuma das pacientes apresentava alteragdes do
sedimento urinario ou da funcdo renal no momento da coleta das amostras. Portanto, para o
estudo, foram escolhidas doentes com LES de baixa agressividade e, portanto, em uso de

baixas doses de prednisona (< ou igual a 5mg/dia) para manutencgéo de remissao clinica.
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Dano orgéanico em portadores de LES estd associado a aspectos sdcio-econdmicos,

duracéo da doenca e mau progndstico%®1%).

Em nosso estudo, observamos que a presenga
de dano em algum sistema organico foi de 44,4%. Rahman et al®®® encontraram 28% de dano
organico em pacientes com um ano de doenga e este dado se correlacionou com aumento da
mortalidade apds dez anos, quando comparado a pacientes sem nenhum dano. Em um recente
estudo brasileiro, dano orgénico precoce foi visto em 37% dos pacientes com até trés anos de
doenca, sendo o dano neuroldgico o mais frequente®®. Em outro estudo nacional, Guarize et
al™® encontraram 68,3% de danos permanentes, sendo a maioria relacionada & pele (35%),
porém o grupo de pacientes avaliados tinha um tempo médio de doenca superior (80 meses,
com DP de 23,2 meses). Na nossa casuistica, a média de tempo de doenca foi de 7,3 anos (DP
de 5,08 anos e variacdo de 2 anos a 18 anos), sendo o acometimento da pele, dos sistemas
vascular periférico e musculoesquelético e o diabetes melito os responsaveis pelo dano

permanente (SLICC/ACR), nas pacientes com mais de quatro anos de diagnostico de LES.

Os controles mantiveram paridade segundo idade, sexo, cor da pele, peso e superficie
corporal, permitindo uma comparagdo adequada entre 0s grupos, mesmo com um pequeno
ndmero de amostras, sobretudo no que se refere & sensibilidade aos glicocorticoides. Em
estudo anterior®, nosso grupo demonstrou variabilidade da sensibilidade aos GC em funcéo
da idade, com uma maior sensibilidade na infancia, a qual diminui na adolescéncia e volta a
subir na idade adulta. Assim, o adequado pareamento da idade € essencial para
comparabilidade da sensibilidade aos GC avaliada pelo 1V-VLD-DST.

As concentragdes do cortisol basal maiores que 7ug/dL sugerem que o eixo HHA
estava normofuncionante®®?, tanto no grupo LES quanto no controle, no momento da coleta
basal das amostras. Portanto, pode-se considerar que a concentragdo dos RG e os resultados
dos testes de supressdo do cortisol ndo foram influenciados por mecanismo de

retroalimentagdo ou down-regulation.

Os valores basais do cortisol e do ACTH nas pacientes com LES e nos controles
mostraram resultados semelhantes. Apds 120 minutos da administracdo de dexametasona
20pg/m? (IV-VLD-DST), a concentragdo de ACTH, mas ndo a de cortisol, foi maior no grupo
LES em relagdo aos controles. A quantificacdo de ACTH é caracterizada por dificuldades
metodologicas importantes, j& que se trata de uma proteina de peso molecular maior que o dos

esteroides (4,5kDa e 250-350Da, respectivamente), sensivel ao calor e instavel no plasma®?,
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e a diferenca observada pode ser efeito tanto da dificuldade técnica, quanto de uma

variabilidade amostral, pelo nimero relativamente pequeno de casos em cada grupo.

Quando analisamos a resposta ao teste intravenoso com dose muito baixa de
dexametasona de forma pareada, em pacientes e controles, houve reducdo de ambos os
parametros apos o teste, indicando que este foi eficaz em estabelecer um espectro de
sensibilidade aos glicocorticoides in vivo, conforme anteriormente demonstrado pelo nosso
grupo 1% A amplitude de supressdo (F%) foi menor nas pacientes com LES que nos
controles (23,5% versus 53,2%, respectivamente). Definindo um nivel de corte arbitrario de
50% de reducdo do cortisol apds 120 minutos do IV-VLD-DST, notou-se que nenhuma das

nove pacientes respondeu ao teste, ao passo que 60% dos controles apresentaram resposta.

Uma possivel justificativa para a menor supressao do cortisol apos o teste intravenoso
nas pacientes com LES seria o efeito residual do uso crénico e diario de GC pelas lupicas no
eixo HHA e, portanto, uma baixa sensibilidade do RG ao uso, in bolus, de dose muito baixa
de dexametasona. Entretanto, quando comparamos a concentracdo de cortisol basal e a
supressdo de cortisol pelo IV-VLD-DST em pacientes com LES em uso de prednisona em
relacdo aquelas sem o uso desta medicacdo, ndo observamos diferencas entre 0s grupos.
Todavia, deve-se ressaltar que apenas trés pacientes ndo faziam uso desse farmaco, limitando
0 poder dos testes estatisticos. J& foi demonstrado na literatura que um dos determinantes da
responsividade do RG sdo os proprios glicocorticoides, que promovem uma reducdo na
concentracdo de RG intracelular, conhecido como processo de down-regulation
homélogo®™?. Esse achado poderia justificar a concentracdo de cortisol basal acima de

7ug/dL nas pacientes com LES.

Sabe-se que a regulacdo do eixo HHA é um mecanismo complexo e dependente de
vérios fatores, como genéticos, psicopatolégicos, metabdlicos e imunolégicos™®. A
dexametasona na dose de 0,25mg a 1mg ja foi usada para testar a resposta inibitoria que
exerce ao nivel da hipofise em estudos anteriores. Demonstrou-se maior supressao do cortisol
matinal em individuos portadores de polimorfismo do gene do RG®. Em outro trabalho,
verificou-se que mutacdo no gene do RG pode ser causa de resisténcia inata aos GC, com
alteracdo da concentragdo do RG intracelular e da sua afinidade ao ligante hormonal, baixa
estabilidade do RG, translocacdo nuclear andbmala ou variagbes na sua interacdo com co-

fatores™¥,
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Estudo prévio realizado em nosso servico®, no qual se usou o IV-VLD-DST pela
primeira vez em pacientes com artrite reumatoide (AR) para avaliar a integridade do eixo
HHA e determinar a sensibilidade aos GC, constatou uma diferenca significativa entre os
resultados da concentracdo basal do cortisol do grupo AR com moderada atividade de doenca
e controle (a concentracdo basal do cortisol estava 58% maior no grupo controle).
Demonstrou-se ainda uma menor supressdo do cortisol apds o teste com dose muito baixa de
dexametasona no grupo AR, representando, possivelmente, uma resisténcia parcial do
feedback negativo do GC ao nivel central, encontrada em individuos com doencas
reumatoldgicas que utilizam GC por tempo prolongado, como AR ou LES. Entretanto,
posteriormente, comparando um novo grupo de pacientes com AR de menor gravidade e sem
uso de GC por, pelo menos, quatro meses e controles, verificamos que ndo houve diferenca
entre 0s grupos, nem da concentracdo de cortisol basal, nem da sensibilidade in vivo aos GC

demonstrada pela supresséo do cortisol pelo IV-VLD-DST®%%,

A adequada reprodutibilidade do IV-VLD-DST pode ser observada quando avaliamos
a série historica das medianas de F% em controles adultos submetidos ao teste por nosso
grupo: em 2008, Faria et al®” demonstraram F% de 61,6% em adultos de 21-56 anos e, em
2010, Cavalcante et al®® obtiveram F% de 38,4% em controles com mediana de 61,5 anos.
Estes dados sdo semelhantes aos obtidos com o presente grupo controle: F% de 53,2%, sendo

a média de idade deste grupo de 30,6 anos.

Comparando pacientes e controles quanto a sensibilidade in vivo aos GC ap06s o teste
oral com dose baixa de dexametasona, determinada por FOr%, observou-se que nido houve
diferenca entre os grupos e nao foi possivel identificar um grau de supressao que diferenciasse
controles de pacientes com LES. Ao analisarmos conjuntamente casos e controles para
verificar a existéncia de concordancia entre os resultados de supressao do cortisol no teste
intravenoso e no teste oral com dexametasona, constatou-se que nédo existiu correlagdo entre
0s dois testes. Esse resultado possivelmente indica que a mediana de supressao do teste oral
com dexametasona em dose baixa foi muito alta (94,4% de supressdo), ndo permitindo a
criagdo de um espectro adequado de resposta que permitisse a distingdo de resisténcia parcial
aos GC. O proposito inicial do teste (detectar hipercortisolismo por Sindrome de Cushing,
diferenciando os casos de pseudo-Cushing), reflete esta idéia de detectar apenas graus mais

importantes de resisténcia aos GC.
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Pelos resultados do presente estudo, verificamos que algumas pacientes com LES
apenas responderam ao teste de supressao do eixo HHA, com reducdo da concentragcdo do
cortisol sérico, quando se utilizou a dexametasona em doses mais altas que as empregadas no
teste de supressao 1V. Esses achados sugerem que, neste grupo de LES, exista certo grau de
resisténcia aos GC. A menor sensibilidade aos GC, observada nas pacientes com LES, ndo foi
relacionada a menor expressao de RGa, como se poderia esperar. Igualmente, a expressao de
NF-kB, que poderia indicar um maior componente inflamatdrio, também néo se relacionou a
sensibilidade aos GC pelo IV-VLD-DST. A expressao desses genes foi semelhante entre os

grupos estudados.

Observamos ainda que pacientes com menor tempo desde o Gltimo surto de atividade
do LES apresentavam menor sensibilidade in vivo aos GC e que o tempo transcorrido desde o
ultimo surto de LES foi a Unica variavel estudada que se correlacionou com a sensibilidade
aos GC, mesmo com a analise multivariada. Uma possibilidade seria a existéncia de efeito
pos-receptor, como, por exemplo, processo inflamatério residual apds o surto de doenga, ndo
mediado por NF-kB, que pudesse causar a resisténcia parcial aos GC. Translocacdo andmala
do RGa, co-inativagdo do RGa por AP-1 e/ou expressao alterada de co-ativadores poderiam
também interferir na sensibilidade do RG ao GC™®. Adicionalmente, alteracdes na
fosforilacdo do RG também podem associar-se a resisténcia aos GC, exemplificadas por
aumento da atividade de proteinas cinases como JNK, ERK e p38 MAPK®). A fosforilacio
do RG mediada por p38 MAPK esta ligada a uma reducdo da atividade de transcri¢do génica
do RGa. Desse modo, a resisténcia aos GC encontrada em alguns pacientes poderia ser

revertida pela adicdo de inibidores de MAPKs (como o IFN)®®),

Outra possibilidade é a maior expressao da isoforma beta do RG nas fases iniciais apos
0 surto de LES, causando a maior resisténcia relativa. Piotrowski et al™"” demonstraram
maior expressdo relativa do RNAmM de RGf em relagdo a0 RGa em pacientes com LES em
alta atividade (2 casos, com SLEDAI de 17 e 30), comparada aos pacientes com

baixa/moderada atividade (média de SLEDAI de 6, com variacdo de 2 a 9).

A associagdo entre doencas auto-imunes e aumento da expressdo do RGP ja foi
estudada. Publicacbes anteriores evidenciaram um aumento da expressdo do RG em células
mononucleares circulantes de pacientes com asma corticorresistente, quando comparado a

controles saudaveis e pacientes responsivos ao GC ®*®_ Também foi demonstrado que o
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polimorfismo da por¢do 3’UTR do RNAm do RGP se associou a artrite reumatoide por

aumento da expressdo do RGP nesses pacientes, in vitro®9,

Dados da literatura afirmam que o RG[ ndo possui sitio de ligagdo para GC e nao
promove transcricdo ou trans-repressao génica®®®. Bamberger et al’” demonstraram pela
primeira vez que o RGP pode atuar como um inibidor do RGa in vitro. Oakley et al?V
também constataram que o RGP pode inibir a transcri¢do génica induzida pelo RG alfa em
células “HeLa” (“human epithelial cells from a fatal cervical carcinoma transformed
by human papillomavirus 18”). O RNAm do RG foi identificado por RT-PCR em Vvérios
tecidos, como cérebro, pulméo, figado, musculo e medula 6ssea, assim como a sua proteina
foi detectada por western blot, nos mesmos 6rgaos ou tecidos e a expressdo do gene do RGf
ndo é homogénea entre eles. Foi observado que células epiteliais do pulmao, timo e ducto
biliar hepatico apresentam elevada expressdo do RGB *??. A razdo entre RGa ¢ RGB também
é variavel. Em células mononucleares do sangue periférico € de 600:1, enquanto na hipofise é
de 30:1. Adicionalmente, algumas citocinas pro-inflamatérias como IL-2, IL-4 ¢ TNFa
demonstraram, in vitro, aumento da expresséo do RGP em células mononucleares

periféricas®?®.

Apesar das associagdes entre aumento da expressaio do RGP e doencgas
imunomediadas, como asma e AR, ainda ndo estd completamente elucidado o papel do RGf
na patogénese de outras doencas auto-imunes, como o LES, bem como a sua real participacdo

na resisténcia ao GC, que ocorre em um subgrupo de doentes com essas patologias.

Uma vez que a nossa casuistica ¢ pequena, a eventual ocorréncia de mutagdes no RGa,
com consequente resisténcia aos GC em alguns pacientes, poderia causar dificuldade na
interpretacdo dos dados. Fujiwara et al®*” encontraram mutaco silenciosa no codon 766
(exon 9) do RGa em 8,3% dos pacientes com LES. Este polimorfismo havia sido descrito por
Koper (1997)*%) em idosos e foi relacionado & menor resposta ao teste oral com
dexametasona. Um outro estudo publicado por Wiist et al*®® descreveu um polimorfismo do
gene do RG, especialmente a homozigoze do Bcll, que resultou em menores respostas do
cortisol comparadas a controles, apds a administracdo de ACTH ou em situacfes de estresse

psicossocial.

Outro mecanismo de resisténcia aos GC foi recentemente relatado na literatura.
Demonstrou-se que, em um subgrupo de pacientes com asma corticorresistente e

corticodependente, havia uma falha no fendmeno de translocagdo nuclear do RGa e posterior
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acetilagdo da histona em resposta & dexametasona®®”. A reducéo da acetilacdo de residuos de
histona est&o associados & interrupcéo da trancricéo de genes-alvo do NF-kB #2829 0s GC
podem ainda provocar modificacbes na fosforilacdo da histona, influenciando na

acessibilidade do RGa a cromatina e na transcrigao dos genes-alvo(lgo).

Estudos anteriores demonstraram que a atividade do NF-kB esta significantemente
aumentada em pacientes com LES versus controles saudaveis e essa é uma caracteristica
permanente e estdvel do LES e ndo apenas um achado transitorio de alguma fase da
doenca®™Y). Sabe-se que os GC podem suprimir a atividade do NF-kB por aumentar os niveis
de IkB*?. Este mantém o NF-kB no citoplasma, em estado inativo, impedindo a sua
translocacdo nuclear. Um trabalho anterior pesquisou a influéncia de corticosteroides e/ou
outras drogas, usadas no tratamento do LES, sobre a atividade do NF-kB nesse grupo. Foram
incluidos pacientes com doenca em diferentes estagios de atividade, segundo o SLEDAI, e
com doses variaveis de GC. Foi demonstrado, pelo estudo, que ndo houve diferenca entre a
atividade do NF-kB, fase clinica da doenca e terapéutica utilizada. Essa mesma publicacéo
sugeriu que os lupicos apresentam um defeito na ativacdo do NF-kB mediada pelo TCR
(“receptor T cell”) de células T do sangue periférico, quando comparados a pacientes
portadores de AR e controles. Ao avaliar a familia do NF-kB, constatou-se uma reducdo da
subunidade p65/RelA por imunoblot no grupo LES e uma concentracdo do p50 normal nos

grupos avaliados®3?.

Apesar de o NF-kB ser um fator importante na transcri¢do de muitos genes envolvidos
na resposta imune, incluindo 1L-2%*?, ha dificuldades, até o presente, de estipular o impacto
da alteracdo de sua atividade no LES e de explicar as inUmeras anormalidades imunoldgicas
envolvidas nessa doenca pleomérfica. Uma possibilidade para os achados encontrados neste
estudo é que o grau de inflamacéo sistémica das pacientes era baixo e, portanto, insuficiente
para apresentar elevacdo da expressdo de NF-kB, a partir de células mononucleares

periféricas.

Estudos futuros podem avaliar a expressé@o de cFos e Jun (proteina AP-1) e RGp (e da
relagdo RGalfa/beta), bem como a identificacdo dos principais polimorfismos do RG, para
elucidar os mecanismos de resisténcia parcial aos GC existentes em alguns portadores de
LES. A ampliacéo da casuistica pode ser de auxilio nestes estudos, inclusive podendo inserir
pacientes em diferentes estagios inflamatorios da sua doencga e testar a sensibilidade ao GC, in

VivOo, nesse contexto.
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Por fim, de modo pratico, resta ainda verificar se 0s pacientes com LES em remisséo
prolongada e que apresentam maior sensibilidade aos GC pelo IV-VLD-DST podem ter as
suas doses de prednisona diminuidas em relacdo aos com maior resisténcia ao teste. Desse
modo, seria possivel prevenir a ocorréncia de efeitos adversos aos GC sem, entretanto,
aumentar a possibilidade de recidiva da doenca, garantindo menores doses do medicamento (e

até a sua suspensdo) e aumento da aderéncia a terapéutica.

Em resumo, este estudo inédito permitiu a verificagdo de que pacientes portadores de
LES em remisséo clinica e em uso de baixas doses de prednisona apresentaram resisténcia
parcial ao teste de supressao com dose muito baixa de dexametasona, apesar da expressdo do
RGa ser semelhante entre o grupo LES e controle. Demonstrou-se ainda que a maior
sensibilidade ao GC, no LES, correlacionou-se com maior tempo transcorrido desde o Gltimo
surto de atividade da doenca, ou seja, com remissao clinica ha mais tempo.
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6. CONCLUSOES

A expressao do RNAm do RGa ¢ do NF-kB nas pacientes portadoras de LES em

remissao foi semelhante a encontrada em controles saudaveis.

N&o houve correlagcdo entre a expressdo desses genes com a resposta ao teste de
supressdo com dexametasona nas pacientes e controles estudados.

O teste de supressdo com dose muito baixa de dexametasona foi eficaz em estabelecer
um espectro de sensibilidade aos glicocorticoides in vivo, identificando casos de pacientes
lUpicos com menor sensibilidade aos GC. A resposta ao teste de supressdo com dose baixa de
dexametasona por via oral foi semelhante entre os grupos avaliados e ndo apresentou

concordancia com o I\V-VLD-DST.

A Unica variavel que se correlacionou com maior sensibilidade, in vivo, aos GC em
pacientes com LES em remissdo foi o maior tempo transcorrido desde o ultimo surto de

atividade da doenca.
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Anexo 1

1997 Update of the 1982 American College of Rheumatology Revised Criteria for Classification of
Systemic Lupus Erythematosus Criterion

Definition

1. Malar Rash Fixed erythema, flat or raised, over the malar

eminences, tending to spare the nasolabial folds

2. Discoid rash Erythematous raised patches with adherent keratotic
scaling and follicular plugging; atrophic scarring may

occur in older lesions

3. Photosensitivity Skin rash as a result of unusual reaction to sunlight,

by patient history or physician observation

4. Oral ulcers Oral or nasopharyngeal ulceration, usually painless,

observed by physician

5. Nonerosive Arthritis Involving 2 or more peripheral joints, characterized

by tenderness, swelling, or effusion

6. Pleuritis or Pericarditis 1. Pleuritis--convincing history of pleuritic pain or
rubbing heard by a physician or evidence of pleural
effusion OR 2. Pericarditis--documented by
electrocardigram or rub or evidence of pericardial

effusion

7. Renal Disorder 1. Persistent proteinuria > 0.5 grams per day or > than
3+ if quantitation not performed OR 2. Cellular casts-
-may be red cell, hemoglobin, granular, tubular, or

mixed

8. Neurologic Disorder 1. Seizures--in the absence of offending drugs or
known metabolic derangements; e.g., uremia,
ketoacidosis, or electrolyte imbalance OR 2.
Psychosis--in the absence of offending drugs or
known metabolic derangements, e.g., uremia,

ketoacidosis, or electrolyte imbalance
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9. Hematologic Disorder

10. Immunologic Disorder

11. Positive Antinuclear Antibody

1. Hemolytic anemia--with reticulocytosis OR 2.
Leukopenia< 4,000/mm*® on > 2 occasions OR 3.
Lyphopenia< 1,500/ mm?® on > 2 occasions OR 4.
Thrombocytopenia<100,000/ mm? in the absence of

offending drugs

1. Anti-DNA: antibody to native DNA in abnormal
titer OR 2. Anti-Sm: presence of antibody to Sm
nuclear antigen OR 3. Positive finding of
antiphospholipid antibodies on: an abnormal serum
level of 1gG or IgM anticardiolipin antibodies and/or
a positive test result for lupus anticoagulant using a
standard method, or a false-positive test result for at
least 6 months confirmed by Treponema pallidum
immobilization or fluorescent treponemal antibody

absorption test

An abnormal titer of antinuclear antibody by
immunofluorescence or an equivalent assay at any
point in time and in the absence of drugs

Fonte:www.rheumatology.org
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Anexo 2

SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS DISEASE ACTIVITY INDEX
SELENA MODIFICATION
Physicians Global Assessment
0 1 2 3
None Mild Med Severe
SLEDAI SCORE

Check box: If descriptor is present at the time of visit or in the proceeding 10 days
Wt. Present. Descriptor. Definition
8 o Seizure. Recent onset. Exclude metabolic, infectious or drug cause.

8 O Psychosis. Altered ability to function in normal activity due to severe disturbance in the perception of
reality. Include hallucinations, incoherence, marked loose associations, impoverished thought content, marked
illogical thinking, bizarre, disorganized, or catatonic behavior. Excluded uremia and drug causes.

8 0 Organic Brain Syndrome. Altered mental function with impaired orientation, memory or other intelligent
function, with rapid onset fluctuating clinical features. Include clouding of consciousness with reduced capacity
to focus, and inability to sustain attention to environment, plus at least two of the following: perceptual
disturbance, incoherent speech, insomnia or daytime drowsiness, or increased or decreased psychomotor activity.
Exclude metabolic, infectious or drug causes.

8 o Visual Disturbance. Retinal changes of SLE. Include cytoid bodies, retinal hemorrhages, serious exodate or
hemorrhages in the choroids, or optic neuritis. Exclude hypertension, infection, or drug causes.

8 0 Cranial Nerve Disorder. New onset of sensory or motor neuropathy involving cranial nerves.

8 o0 Lupus Headache. Severe persistent headache: may be migrainous, but must be nonresponsive to narcotic
analgesia.

8 0 CVA. New onset of cerebrovascular accident(s). Exclude arteriosclerosis.

8 O Vasculitis. Ulceration, gangrene, tender finger nodules, periungual, infarction, splinter hemorrhages, or
biopsy or angiogram proof of vasculitis

4 o Arthritis. More than 2 joints with pain and signs of inflammation (i.e. tenderness, swelling, or effusion).

4 o Myositis. Proximal muscle aching/weakness, associated with elevated creatine phosphokinase/adolase or
electromyogram changes or a biopsy showing myositis.

4 o Urinary Casts. Heme-granular or red blood cell casts

4 o0 Hematuria. >5 red blood cells/high power field. Exclude stone, infection or other cause.

4 o Proteinuria. >0.5 gm/24 hours. New onset or recent increase of more than 0.5gm/24 hours.
4 o Pyuria. >5 white blood cells/high power field. Exclude infection.

2 o New Rash. New onset or recurrence of inflammatory type rash.

2 o Alopecia. New onset or recurrence of abnormal, patchy or diffuse loss of hair.

2 o Mucosal Ulcers. New onset or recurrence of oral or nasal ulcerations.
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2 o Pleurisy. Pleuritic chest pain with pleural rub or effusion, or pleural thickening.

2 0 Pericarditis. Pericardial pain with at least 1 of the following: rub, effusion, or electrocardiogram
confirmation.

2 o0 Low Complement. Decrease in CH50, C3, or C4 below the lower limit of normal for testing laboratory.
2 o Increased DNA binding. >25% binding by Farr assay or above normal range for testing laboratory.

1 o Fever. >38°C. Exclude infectious cause

1 o Thrombocytopenia. <100,000 platelets/mm®

1 o Leukopenia. <3,000 White blood cell/mm®. Exclude drug causes.

TOTAL SCORE (Sum of weights next to descriptors marked present)



Anexo 3

System Lupus International Collaborating Clinics/ACR Damage Index for Systemic
Lupus Erythematosus*

ltem Score

Ocular (either eye, by clinical assessment)

Any cataract ever 1

Retinal change or optic atrophy 1

Neuropsychiatric

Cognitive impairment (e.g. memory deficit, difficulty with
calculation, poor concentration, difficulty in spoken or written 1
language, impaired performance levels) or major psychosis

Seizures requiring therapy for 6 months 1
Cerebrovascular accident ever (score 2 > 1) 1(2)
Cranial or peripheral neuropathy (excluding optic) 1
Transverse myelitis 1
Renal

Estimated or measured glomerular filtration rate<50% 1
Proteinuria >3.5 gm/24hours 1
or

End-stage renal disease (regardless of dialysis or transplantation) 3
Pulmonary

Pulmonary hypertension (right ventricular prominence, or loud P2) 1
Pulmonary fibrosis (physical and radiograph) 1

Shrinking lung (radiograph) 1



http://www.rheumatology.org/practice/clinical/indexes/slicc.asp#foot_note

Item Score
Pleural fibrosis (radiograph) 1
Pulmonary infarction (radiograph) 1
Cardiovascular

Angina or coronary artery bypass 1
Myocardial infarction ever (score 2 if > 1) 1(2)
Cardiomyopathy (ventricular dysfunction) 1
Valvular disease (diastolic murmur, or systolic murmur >3/6) 1
Pericarditis for 6 months, or pericardiectomy 1
Peripheral vascular

Claudication for 6 months 1
Minor tissue loss (pulp space) 1
S_ignificant tissue loss ever (e.g. loss of digit or limb)(score 2 if > 1 1(2)
site)

Venous thrombosis with swelling, ulceration, or venous stasis 1
Gastrointestinal

Infarction or resection of bowel below _duoder_1um spleen, liver, or 1(2)
gall bladder ever, for cause any (score 2 if > 1 site)

Mesenteric insufficiency 1
Chronic peritonitis 1
Stricture or upper gastrointestinal tract surgery ever 1
Musculoskeletal

Muscle atrophy or weakness 1

47
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ltem Score

Deforming or erosive arthritis (including reducible deformities,

excluding avascular necrosis) !
Osteop_orosis with fracture or vertebral collapse (excluding avascular 1
Necrosis)

Avascular necrosis (score 2 if > 1) 1(2)
Osteomyelitis 1
Skin

Scarring chronic alopecia 1
Extensive scarring or panniculum other than scalp and pulp space 1
Skin ulceration (excluding thrombosis) for > 6 months 1
Premature gonadal failure 1
Diabetes (regardless of treatment) 1
Malignancy (exclude dysplasia) (score 2 if > 1 site) 1(2)

* Damage (nonreversible change, not related to active inflammation) occurring since onset of lupus, ascertained
by clinical assessment and present for at least 6 months unless otherwise stated. Repeat episodes must occur 6
months apart to score 2. The same lesion cannot be scored twice.
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RESUMO

Melo AKG. Avaliacdo da sensibilidade individual aos glicocorticoides e expressao do
receptor de glicocorticoide em pacientes com IUpus eritematoso sistémico. Dissertagédo de
Mestrado — 2011.

Os glicocorticoides (GC) sdo amplamente utilizados no tratamento do lUpus eritematoso
sisttmico (LES), e a maioria dos seus efeitos é mediada pelo receptor de glicocorticoide (RG),
modificando a expressdo de genes-alvo. A sensibilidade individual aos GC € variavel e pode
ser avaliada pelo teste de supressao com dose muito baixa de dexametasona (IV-VLD-DST).
O fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) participa da regulacdo de genes envolvidos na
cascata inflamatéria e desempenha um papel importante na etiopatogenia de doengas
imunomediadas, como o LES. Objetivos: comparar a expressio do RNAm da isoforma a do
RG e do NF-kB em células mononucleares periféricas, nos pacientes portadores de LES em
remissdo em relacdo a controles saudaveis, utilizando a técnica de PCR em Tempo Real;
correlacionar a expressao desses genes com a sensibilidade aos glicocorticoides pelo teste V-
VLD-DST nos pacientes e nos controles; comparar a capacidade dos testes de supressdo com
dose muito baixa e baixa de dexametasona em identificar um espectro individual de supressao
e casos com menor sensibilidade aos GC; estabelecer correlaces entre varidveis clinicas e
laboratoriais e a sensibilidade, in vivo, aos GC, em pacientes com LES fora de atividade.
Casuistica e Método: estudo transversal com pacientes portadores de LES e SLEDAI igual a
zero, em uso de prednisona na dose menor ou igual a 5mg/dia e controles saudaveis pareados
por idade e sexo. Foram excluidos os individuos com cortisol basal menor que 7pg/dL. Foram
aplicados os testes de supressdo com dose muito baixa de dexametasona (20pg/m?) e o teste
oral com dose baixa de dexametasona (dose de 20ug/Kg/dia, dividida de 6/6horas, por 2 dias).
Resultados: A média de idade, na coleta basal, do grupo LES foi semelhante ao grupo
controle (30,6 + 2,4 anos versus 34 + 3,5 anos, p=0,436). Todos os individuos eram do sexo
feminino. Ndo houve diferenca entre os grupos em relacdo as medianas do ACTH e do
cortisol basais. Apds 120 minutos do IV-VLD-DST, a amplitude de supressdo do cortisol
(F%) foi menor no grupo LES em relagéo aos controles (23,48% e 53,2%, respectivamente,
p=0,014). Apo6s 48 horas do teste oral com dose baixa de dexametasona, a amplitude de
supressdo do cortisol (FOr%) foi semelhante entre os grupos LES e controle (mediana de
94,79% e 93,9%, respectivamente, p=0,414). As medianas da expressdo génica do RGa e NF-
kB no tempo 0 e ap6s 48 horas foram semelhantes entre 0s grupos e nao houve correlacdo
entre a amplitude de supressdo do cortisol pelos testes com dexametasona e a expressdo dos
genes estudados. A Unica varidvel analisada que se correlacionou com maior amplitude de
supressdo do cortisol ao teste IV-VLD-DST foi 0 maior nimero de dias transcorridos desde o
Gltimo surto de atividade do LES definido por SLEDAI > 6 (r=75,6%, r’=57,1%,p=0,019).
Conclusdes: A expressio do RNAm do RGa e do NF-kB nos pacientes com LES em
remissdo foi semelhante a encontrada em controles saudaveis. Ndo houve correlagdo entre a
expressdo desses genes e a resposta ao teste de supressdao com dexametasona nos pacientes e
controles. O teste IV-VLD-DST foi eficaz em estabelecer um espectro de sensibilidade in vivo
ao GC. A resposta ao teste oral de supressao com dose baixa de dexametasona foi semelhante
entre 0s grupos e ndo apresentou concordancia com o IV-VLD-DST. O numero de dias
decorridos desde o ultimo surto de atividade do LES se correlacionou com maior
sensibilidade in vivo ao GC.

Palavras-chave: Lupus Eritematoso Sistémico, glicocorticoides, receptor de glicocorticoide.
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ABSTRACT

Melo AKG. Assessment of individual sensitivity to glucocorticoids and glucocorticoid
receptor expression in patients with systemic lupus erythematosus. Master Dissertation
- 2011.

Glucocorticoids (GC) are widely used in systemic lupus erythematosus (SLE) treatment and
most of its effects are mediated by glucocorticoid receptor (GR), which modifies the
expression of target genes. The individual sensitivity to GC is variable and can be assessed by
VLD-IV-DST (very low dose intravenous dexamethasone suppression test). The nuclear
factor kappaB (NF-kB) participates in the regulation of genes involved in inflammatory
cascade and plays an important role in the pathogenesis of immune-mediated diseases such as
SLE. Objectives: to compare the mRNA expression of GRa and NF-kB in peripheral blood
mononuclear cells in SLE patients in clinical remission compared with healthy controls, using
real time PCR; to correlate the expression of these genes with sensitivity to glucocorticoids by
VLD-IV-DST in patients and controls; to compare the ability of the suppression tests with
low and very low dose of dexamethasone in identify a spectrum of sensitivity and cases less
sensitive to GC; to establish correlations between clinical and laboratory variables and
sensitivity to GC, in vivo, in SLE patients in clinical remission. Material and Methods:
Cross-sectional study of patients with SLE and zero SLEDAI, taking prednisone at a dose less
than or equal to 5 mg daily and healthy controls matched by age and sex. We excluded
individuals with basal cortisol less than 7ug/dL. We performed very low dose intravenous
dexamethasone suppression test (20pug/m”) and oral low-dose dexamethasone test
(20pg/Kg/daily, divided every 6 hours for 2 days). Results: The mean age at baseline
collection of blood in SLE group was similar to the control group (30.6 + 2.4 years versus 34
+ 3.5 years, p = 0.436). All subjects were female. There was no difference between the groups
regarding median basal ACTH and cortisol. After 120 minutes of VLD-1V-DST, the extent of
cortisol suppression (F%) was lower in the SLE group compared to controls (23.48% and
53.2% respectively, p = 0.014). After 48 hours of oral low-dose dexamethasone test, the
extent of cortisol suppression (FOr%) was similar between the SLE patients and controls
(median of 94.79% and 93.9% respectively, p = 0.414). The medians of GRa and NF-kB
expression at time 0 and after 48 hours were similar between the groups and there was no
correlation between the extent of cortisol suppression and expression of the genes studied.
The only variable that correlated with greater extent of cortisol suppression after VLD-1V-
DST was the highest number of days elapsed since the last period of SLE activity defined by
SLEDAI > 6 (r = 75.6% r* = 57.1%, p = 0.019). Conclusions: The mRNA expression of GRa
and NF-kB in SLE patients in remission was similar to that found in healthy controls. There
was no correlation between the expression of these genes and the response to dexamethasone
suppression test in patients and controls. The VLD-IV-DST was effective in establishing a
spectrum of sensitivity to GC in vivo. The response to the oral test suppression with low dose
of dexamethasone was similar between groups and showed no correlation with the VLD-IV-
DST. The number of days elapsed since the last period of SLE activity was correlated with
higher sensitivity to GC in vivo.

Key-words: Systemic lupus erythematosus, glucocorticoids, glucocorticoid receptor
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Apéndice 1

_ IRMANDADE 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 Séo Paulo -SP
PABX: 21767000 Ramal: 8061-Telefax-33370188 E-mail: cticamed@santacasasp.org.br

Projeto n® 059/08
Informe este8niimero para
: identificar seu projeto no CEP
Iimo.(a).5r.(a).
Dr.(a). Ana Karla Guedes de Melo

Departamento de Medicina

O Comité de Ftica e Pesquisa da ISCMSP, em reunido extraordinaria, dia 05/03/2008 e
no cumprimento de suas atribuicOes, apds revisdo do seu projeto de pesquisa:
“Avaliacdo da Sensibilidade Individual aos Glicocorticdides e expressao
das Isoformas Alfa e Beta do Receptor de Glicocorticdide no
acompanhamento de Pacientes com Lipus Eritematoso Sistémico”, emitiu

parecer inicial em pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

. Aprovado (inclusive TCLE) ;

Com pendéncias ha modificagdes ou informagoes relevantes a serem
atendida em 60 dias, (enviar as alteracdes em duas cdpias);

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

Nao aprovado: e

Aprovado (inclusive TCLE- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ),

e encaminhado para apreciagio da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — MS -CONEP,
a-qual deverad emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos, outrossim, que,
segundo os termos da Resolucdo 196/96 do Ministério da Saude a pesquisa so

podera ser iniciada apds o recebi 1ento do parecer de aprovagao da CONEP.

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
ISCMSP
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Apéndice 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome: Idade:
Sexo: M()F( ) RG: Nascimento: / /
Endereco:

Telefone:

Este texto tem por objetivo informar ao senhor(a) sobre o estudo cientifico “Avaliagdo
da sensibilidade individual aos glicocorticoides e expressado das isoformas alfa e beta do
receptor de glicocorticéide no acompanhamento de pacientes com lUpus eritematoso
sistémico” e saber se o(a) senhor(a) aceita participar voluntariamente deste estudo, o qual
visa aumentar o conhecimento dos médicos sobre uma doenca chamada LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO e sobre os mecanismos de sensibilidade e resisténcia a um dos
medicamentos mais usados no seu tratamento, os corticoides. Vocé pode ter sido
convidado(a) a participar do estudo por ter lGpus ou por ser saudavel e ter a mesma idade e
sexo de um dos pacientes com lGpus incluido no estudo, para que os pesquisadores possam
comparar os resultados obtidos na presenca e na auséncia da doenca.

Se consentir em participar, o(a) senhor(a) sera submetido a retirada de 20 ml de
sangue, como nos exames de rotina, para realizar testes especificos deste estudo. E necessario
também fazer o “teste de supressdo do cortisol”, onde serd injetada uma dose minima de
dexametasona (dose vinte vezes menor em relacdo a que se utiliza para tratamento do lUpus).
N&o existe nenhum risco grave, mas podera ocorrer dor no local da puncdo com agulha e
poderdo ocorrer pequenos hematomas apds a puncdo da veia, isto é, o local pode ficar roxo,
mas isso se resolverd em alguns dias. Além disso, o teste de supressdo do cortisol € um
exame que demora aproximadamente 2 horas para a coleta de sangue. Para tanto, serad
necessario que o(a) senhor(a) fique em repouso durante esse periodo. O cortisol sera
administrado em um dos bracos, com uma picada, como a da coleta de sangue, e ndo causa
nenhuma reacgéo adicional. No outro braco, serd colocado um acesso a sua veia para a coleta
de sangue nos diferentes tempos, do mesmo modo que fazemos para dar soro no hospital. A
guantidade de sangue retirada € muito pequena e ndo vai Ihe causar nenhum prejuizo.

Serdo necessarias trés visitas para a realizacdo do presente estudo. Na visita inicial,
o(a) senhor(a) fard uma avaliacdo iinicial, com a determinacdo do seu peso e altura e serd
submetido(a) a coleta de sangue como descrito acima. Na segunda visita (apés 2 horas do
“teste de supressdo”), o senhor(a) receberd a presecricdo de dexametasona na dose de 20
mg/Kg/dia de dexametasona por via oral, dividida de 6/6 horas, a qual devera ser utilizada
durante 2 dias seguidos, para avaliar se existe uma condi¢édo denominada “hipercortisolismo”
(aumento de cortisol no sangue). Durante o periodo de uso do medicamento, poderd haver um
discreto aumento de apetite.

Ap0s dois dias da visita inicial, quando sera feita uma nova consulta médica, o(a)
senhor(a) devera realizar nova coleta de sangue para a determinacéo do cortisol e do ACTH
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apos 2 horas da ultima dose de dexametasona oral. Nao havera, nesse momento, a necessidade
de usar a dexametasona intravenosa.

Dependendo dos resultados deste estudo, poderemos contribuir com ampliagédo do
conhecimento do lapus, da melhoria do tratamento, além de servir como base para outros
estudos.

Apos ter lido essas observages, o(a) senhor(a) deve se sentir livre para decidir se ira
ou ndo participar do estudo, sabendo que, independente da sua decisdo, receberd a mesma
assisténcia médica. Além disso, é garantido ao senhor(a) o direito de retirar seu consentimento
em qualquer tempo, podendo deixar de participar do estudo mesmo ap0s 0 seu inicio, por
qualquer motivo, sem que isso traga qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento nesta
instituicao.

O pesquisador medico, Dra. Ana Karla Guedes de Melo, estard sempre disponivel para
esclarecer qualquer davida que possa surgir, pessoalmente, ou pelo telefone (11) 2176- 7281.

Neste estudo, as informacdes obtidas de todos os pacientes e pessoas saudaveis que
aceitarem participar serdo analisadas em conjunto, ndo sendo assim divulgados nomes ou
respostas pessoais, as quais serdo mantidos em segredo pelos pesquisadores.

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador através deste texto e
ainda verbalmente sobre os detalhes deste estudo e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar da presente pesquisa.

Séo Paulo, de de

Assinatura do sujeito da pesquisa ou Assinatura do Pesquisador

Responsavel legal



Quadro 1: Dados laboratoriais e dados brutos da expressio génica do RGa e NF-kB de pacientes

com LES e controles
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120min (IV-
BASAL 48h
VLD-DST)
GRU | ACTH | CORTISOL | ACTH CORTISOL ACTH | CORTISOL UE_ UE_ UE_NF- | UE_NF-
F% FOr%

PO 1 e 2% 2%% 3* iid RGal RGa3 kBL kB3
L 22 9,6 16 5 2,8 <1,0 47,92% | 94,7% 7,900 5,202 18,272 3,624
L 34 13,2 26 10,1 24,9 3,6 2348% | 72,7% 21,550 12,215 283,425 606,063
L 24 10,2 20 14 11,4 <1,0 37,25% | 951% 9,170 8,537 29,164 51,329
L 16 30,3 6 19,8 4,1 14 34,65% | 953% | 27,606 | 35271 | 120548 | 1247,934
L 31 10,7 23 8,2 2 2,1 2336% | 80,3% 3,483 28,584 18,139 40,213
L 18 11,7 12 6,1 53 <1,0 4786% | 957% 34,649 23,322 14,633 7,402
L 20 11,8 21 15 15,4 11 27,12% | 90,6% | 50,698 | 19,543 | 203,016 30,931
L 10 9,3 5 79 5 2,1 15,05% | 77,4% 53,835 13,777
L 42 13,5 36 7 30,4 <1,0 48,15% | 96,3% 9,803 6,077
C 5 10,3 7 43 5 <1,0 58,25% | 95,1% 7,718 20,240 31,970
C 5 26,4 5 14,6 5 <1,0 4470% | 98,1% | 13981 0,112 2,920 0,641
Cc 5 20,5 5 12 5 2,8 41,46% | 86,3% | 1580 | 470,76 0,295 213,150
C 5 16,7 5 7.4 5 1,3 55,690% | 92,2% 2,770 0,377
Cc 25 29,9 6 14,6 53 <1,0 51,17% | 98,3% 9,495 227,885
C 14 18,3 7 55 9,9 3 69,95% | 83,6%

Cc 40 7,2 26 6,1 5 <1,0 1528% | 93,0% | 128,08 811,111
C 12 9 10 5,2 5,6 <1,0 42,22% | 94,4% 5,078
C 55 26,1 14 10,5 9,3 <1,0 59,77% 9208

b

C 11 21 6 9,4 55 14 5524% | 93,3%

L: paciente com LES; C: controle saudavel; *: pg/mL; **

:pg/dL; F%: amplitude de supressdo do cortisol

apos IV-VLD-DST; FOr%: amplitude de supressdo do cortisol apds o teste oral com dexametasona; UE:

unidades de expressdo
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