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RESUMO

A Doenca de Graves é um processo imunoldgico em que a combinagdo de fatores genéticos
e ambientais € fundamental. Varios genes tém sido propostos como envolvidos no
desenvolvimento da doenca, particularmente os genes do sistema HLA e os polimorfismos
do gene CTLA-4. Com relagdo a Oftalmopatia de Graves, além dos fatores genéticos, o
tabagismo € conhecido como um importante fator de seu desenvolvimento.
Nés previamente demonstramos que a heranga de polimorfismos em genes relacionados ao
metabolismo e detoxificacdo de xenobidticos, além de genes relacionados a apoptose
celular, como TP53, tem uma importante acdo na suscetibilidade para essas doengas. Nosso
objetivo foi determinar as relagdes entre o polimorfismo do gene CTLA-4 regido promotora
-318, CYPIAImI, GSTP1 e 72TP53 e os riscos para Doenca de Graves e Oftalmopatia de
Graves. Avaliar a relacdo entre fatores clinicos (idade, sexo, etnia, tabagismo, tamanho do
bocio), laboratoriais (TSH, T4livre, T3total, ANTITPO, antiTg, TRADb), de imagem
(captagdo tiroidiana com tecnécio ou iodo131) e de tipo de tratamento (radioiodo, drogas
antitiroidianas e cirurgia) . Estudamos um total de 193 pacientes com Doencga de Graves
comparados com 200 individuos-controle, pareados por idade e etnia. A anélise genética foi
realizada através de PCR-RFLP em DNA extraido de sangue periférico. Confirmando
nossos dados anteriores, as variantes dos genes GSTP1 (p = 0,0007) e CYP1AIml
(p < 0,0001 ) eram mais frequentes em pacientes com Doenca de Graves do que em
controles, mas isso nao ocorreu com o gene CTLA-4, regido promotora -318 (p = 0,12) ou
nas variantes 72TP53 (p = 0,27). Estudando o mesmo polimorfismo na Oftalmopatia de
Graves, observamos que o gendtipo CT do CTLA-4 regido promotora -318 era mais
frequente entre pacientes com oftalmopatia do que aqueles sem esse acometimento
(p = 0,005). Constatamos que o género masculino (p = 0,01), o tabagismo (p= 0,001) e o
bocio (p = 0,01) eram fatores de risco para o desenvolvimento da Oftalmopatia de Graves.
A andlise de regressdo logistica identificou o genétipo CT na regido promotora posi¢ao
-318 do gene CTLA-4 (p=0,04; OR=4,13, 95% 1C=1,01-16,8) e o sexo masculino (p=0,01;

OR=7,59, IC=1,55-37,23) como fatores de risco para o desenvolvimento de oftalmopatia.
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Concluimos que os polimorfismos dos genes GSTP1 e CYP1AImI, mas ndo da regiao
promotora do gene CTLA-4 posi¢do -318, estdo relacionados a suscetibilidade a Doenga de
Graves na populagdo brasileira investigada. Foram fatores importantes no desenvolvimento
da Oftalmopatia de Graves: polimorfismo do gene CTLA-4 regido promotora posi¢ao

-318 sexo masculino, tabagismo e tamanho do bdcio.
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ABSTRACT

Graves’ disease is an immunologic process in which the combination of environmental and
genetic factors is fundamental. Various genes have been proposed as involved in the
development of the disease, particularly HLA system genes and the polymorphisms of
CTLA-4 gene. Concerning Graves’ ophthalmopathy, besides the genetic factor, smoking is
a well accepted factor of its development. We previously demonstrated that the inheritance
of polymorphisms in genes related to the metabolism and detoxification of xenobiotics,
such as CYP1A1 and GSTP1 genes, besides the genes related to cellular apoptosis, such as
TP53, have an important role in the susceptibility to these diseases. Our objective was to
determine the relationship among CTLA-4 gene and CYPIAImI1, GSTMI1, GSTPI and
72TP53 genes in the risk for Graves’ disease. We studied a total 193 Graves’ disease
patients compared to 200 control individuals, matched for age and ethnicity. The genetic
analysis was done with the use of PCR-RFLP in DNA extracted from peripheral blood.
Reinforcing our previous data, GSTP1 (p=0.0007) and CYP1AIml (p<0.0001) variants
were more frequent among Graves’ disease patients than in controls, but this did not
happen to CTLA-4 position 318 (p=0.12) or to TP53 variants (p=0.27). Studying the same
polymorphisms in Graves’ ophthalmopathy, we observed that the CT genotype of CTLA-4
position 318 was more frequent among patients with than in patients without
ophthalmopathy (p=0.005). We found male gender (p=0.01), smoking (p=0.001) and goiter
(p=0.01) to be factors of risk to the development of Graves’ ophthalmopathy. The logistic
regression analysis identified CTLA-4 position 318 CT genotype (p=0.04; OR=4.13,
95% 1C=1.01-16.8) and male gender (p=0.01; OR=7.59, IC=1.55-37.23) as factors of risk
to the development of ophthalmopathy. We concluded that the polymorphisms of GSTP1
and CYP1Al1, but not of the promoter region of CTLA4, are related to the susceptibility of
Graves’ disease in the Brazilian population investigated while CTLA-4, male, smoking and

the size of the goiter were important in the development of Graves’ ophthalmopathy.
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1- INTRODUCAO




1.1- A doenca de Graves

A doenca de Graves (DG) ¢ uma das mais comuns doencas auto-imunes
humanas, com prevaléncia na populacdo dos Estados Unidos de aproximadamente 1%
(Hollowell et al., 2002). Caracteriza-se pela presenca de bdcio difuso, sinais e sintomas de
hipertiroidismo, podendo ocorrer manifestacdes extratiroidianas, como oftalmopatia,
mixedema pré-tibial e acropatia. Acomete principalmente o sexo feminino, numa
frequéncia de 3-10 mulheres para cada homem, com maior incidéncia na faixa etaria de
30-50 anos. Sua patogénese envolve uma sequéncia de eventos baseados na suscetibilidade
genética e desencadeados por fatores ambientais. Isto resulta em ativacdo e infiltragdo de
linfécitos T na glandula tirdide, que estimulam os linfocitos B a secretarem anticorpos
contra o receptor de TSH. Estes anticorpos induzem a prolifera¢dao das células foliculares
tiroidianas e aumento da produg¢do de hormdnios, resultando em bocio e hipertiroidismo

(Weetman, 2003).

1.2- Genética na doenca de Graves

Apesar de a exata etiologia da auto-imunidade tiroidiana ndo ser completamente
conhecida, existem solidas evidéncias de influéncia genética, associada a suscetibilidade a
fatores ambientais no desenvolvimento da DG. Destacam-se entre eles: fatores bioldgicos,
como infecgdes por virus ou bactérias; uso de determinadas drogas como interferon e
amiodarona; estresse, aumento na ingestdo de iodo e tabagismo (Wick et al., 1993;
Rekha et al., 2006; Piga et al., 2008; Matos-Santos et al., 2001; Roti e Uberti, 2001;
Bufalo et al., 2008).

Diversos genes sdo candidatos diretamente no desenvolvimento desta doenga.
Entre eles destacam-se: sistema HLA, CTLA-4, CDA40, proteina tirosina fosfatase-22
(PTPN 22), do receptor do TSH (TSH-R) e do gene da tiroglobulina (Jacobson ¢ Tomer,
2007).

Os genes do sistema HLA e CTLA-4 sao os mais estudados na suscetibilidade
genética a DG.

Introdugdo
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1.3- Alelos do Sistema HLA

O Complexo de Histocompatibilidade Principal ou Major Histocompatibility
Complex (MHC) que contém os genes Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) estd
localizado no cromossomo 6p21. Bech et al. (1977) foram os primeiros autores a mostrar a
associacao entre DG e os alelos MHC classe I identificando maior frequéncia do HLA-BS8
em pacientes com DG. Contudo, essa associagdo foi significativamente mais encontrada no
alelo HLA-DR3, pertencente ao MHC classe II, sobretudo em caucasianos, mostrando um
risco relativo entre 1,5 e 3,5 (Farid er al., 1988). Um estudo da populagdo brasileira
mostrou que os alelos HLA-DRB1*0301 e HLA-DQA1*0501 estavam significativamente
aumentados em pacientes quando comparados com controles, conferindo um risco relativo
de 2,8 e 3,74 respectivamente. Entretanto, o alelo HLA-DQB1*0602 foi significativamente
menor nos pacientes em relacdo aos controles, conferindo um risco relativo de 0,18,
ou seja, protecdo contra o desenvolvimento de doenga (Maciel er al., 2001). O lécus
HLA-DRBI1 foi recentemente sequenciado em populacao de pacientes com DG e controles.
Observou-se que a arginina na posicdo 74 da cadeia HLA-DRBetal confere agdo central e
especifica na apresentagdo do auto-antigeno pelo HLA-DR aos linfocitos T (Hodge et al.,

2006).

1.4- O conceito de polimorfismo genético

A sequéncia de DNA na mesma regido de um cromossomo ¢
extraordinariamente semelhante entre os cromossomos de diferentes individuos ao redor do
mundo. Um segmento de DNA humano escolhido ao acaso, com cerca de 1.000 pares de
base de comprimento, contém, em média, apenas um par de bases que varia entre os
dois cromossomos homoélogos herdados dos pais. Quando uma variante ¢ tdo comum a
ponto de ser encontrada em mais de 1% dos cromossomos na populagao geral, esta variante
constitui o que ¢ conhecido como polimorfismo genético. Muitas variantes raras parecem
ndo ter efeitos deletérios, enquanto algumas variantes bastante comuns sdo conhecidas por

predisporem a sérias doengas (Wang et al., 1998; Nussbaum et al., 2008).

Introdugdo
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Os polimorfismos sdo elementos-chave na pesquisa e na pratica de genética
humana. Eles sdo a base para esforcos continuos a fim de fornecer cuidados médicos
personalizados. O diagndstico e o tratamento de acordo com as variantes polimoérficas, que
aumentam ou diminuem o risco para doengas comuns na fase adulta, podem servir de base
para diagndstico, prevencao ou mesmo terapéutica, influenciando na eficacia ou seguranca

de medicagdes especificas (Jones et al., 2007).

Os mais simples e mais comuns de todos os polimorfismos sdo os
polimorfismos nucleotidicos individuais (SNPs). Os SNPs normalmente tém apenas dois
alelos, correspondendo a duas diferentes bases que ocupam uma mesma localizagdo em
particular do genoma. Os SNPs sdo comuns e ocorrem em média uma vez a cada
1.000 pares de bases, o que significa que had uma média de 3.000.000 de alelos diferentes
entre dois genomas humanos. O fato de que os SNPs sdo comuns ndo significa que eles
devam ser neutros ¢ sem efeitos sobre a satide ou longevidade. O significado para a saude

da grande maioria de SNPs ¢ objeto de pesquisa ativa.

Um subgrupo de aproximadamente 10% dos mais frequentes SNPs foi
escolhido para servir como marcador para um mapa de alta densidade do genoma humano,

conhecido como mapa haplético (HapMap) (The International HapMap Consortium, 2005).

1.5- O gene CTLA-4 e seus polimorfismos

O gene CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocite associated factor 4) estd localizado
no cromossomo 2q33, que ¢ composto por 4 exons e 3 introns (Dariavach et al., 1988).
As moléculas CTLA-4 e CD28 (outra molécula co-estimulatéria expressa na superficie dos
linfocitos T ativados e ndo-ativados) possuem importante papel na resposta do linfécito T
durante apresentacdo do antigeno. A ativacao dos linfécitos T € iniciada quando o receptor
de antigeno do linfécito T (TCR-Complexo CD3) se acopla ao antigeno, que esta ligado a
uma molécula MHC classe II na superficie da célula apresentadora de antigeno. Contudo,
para que haja uma completa ativagao, levando a uma prolifera¢do do linfocito T e produgao

de interleucinas, um segundo sinal é necessario. Na auséncia de um sinal co-estimulatorio
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positivo, a ligacdo do antigeno com o receptor no linfocito T € inefetiva, levando-o a ser
refratario (anergia) ou induzindo a apoptose celular. Esse sinal co-estimulatério positivo €
fornecido principalmente pela interacdo de CD28 com seus ligantes, B7.1 (CD80) e B7.2
(CD86) na célula apresentadora de antigeno. O CTLA-4 também se une aos mesmos B7
ligantes (CD80 e CD86), porém, em contraste com CD28, ele emite sinais inibitorios para a
ativagdo do linfocito T e possui afinidade muito maior por moléculas B7 do que o CD28.
No estado quiescente, a maioria do CTLA-4 ¢ estocada em vesiculas intracelulares. Quando
ha ativagdo do linfocito T, essas vesiculas sdo rapidamente mobilizadas para a superficie
celular, permitindo a expressdo do CTLA-4 e levando a competicdo com o CD28 pelos
sitios de ligagcdo B7 (Vaidya et al., 2004).

Virias doengas auto-imunes estdo relacionadas com esse gene. Entre elas
destacam-se: tiroidite cronica auto-imune, Diabetes Mellitus tipo 1, doenca de Addison,

sindrome de Sjogren, lupus eritematoso sistémico e miastenia gravis (Jacobson e Tommer,

2007).

Em seus estudos, Yanagawa et al. (1995) investigaram associacdo de DG com
um alelo de polimorfismo microssatélite, CTLA-4(AT)n dentro do gene CTLA-4,
resultando num Odds Ratio (OR), isto €, numa chance de 2-2,5 vezes maior de ocorrer DG
nos portadores do CTLA-4 (AT). Entre os principais polimorfismos estudados nessa
doenga, destacam-se: polimorfismo C/T na posi¢dao -318 da regido promotora (C/T318);
um dimorfismo A/G na posicao 49 do exon 1, levando uma substitui¢ao alanina/treonina no
codon 17 do peptideo principal (rs231775), regido microssatélite (AT)n 3UTR na posicao
642 do exon 4; polimorfismo CT60 A>G na posi¢ao +6230 (rs3087243) e JO 27-1, JO30 e
JO31 (Braun et al., 1998; Kouki et al., 2002; Vaidya et al., 2003; Ueda et al., 2003).

A forma como o CTLA-4 inibe a ativacao do linfécito T ndo € completamente
conhecida, entretanto alguns mecanismos tém sido propostos. O polimorfismo do exon 1
A/G 49 parece causar uma perda do processamento do CTLA-4 no reticulo endoplasmatico,
resultando em uma glicosilacdo menos eficiente e diminuigdo da expressdo dessa molécula
na superficie celular (Anjos et al., 2002).

Estudos do tipo caso-controle de diferentes populagdes tém mostrado uma

associacao entre o gene CTLA-4 exon 1 e a DG, com um risco relativo proximo de 2,0 na

tabela abaixo.
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Tabela 1- Associagdao entre o gene CTLA-4 exon 1 e doenga de Graves em diferentes

estudos tipo caso-controle

Casos-Controle

Autor Populacao OR P
(N)

Donner et al. (1997) Brancos (Canada) 305/325 1,6 0,002

Yanagawa et al. (1997) Japoneses 153/200 1,6 0,01
Heward et al. (1999) Brancos (UK) 379/363 1,6 0,0002
Buzzetti et al. (1999) Brancos (Italia) 92/244 1,8 0,049
Park et al. (2000) Coreanos 97/199 1,6 0,034
Chistiakov et al. (2000) Russos 78/93 3,2 0,001
Villanueva et al. (2000) Brancos 137/121 1,6 0,007
Allahabadia et al. (2001) Brancos (UK) 484/424 1,8 0,0001

. 44 (criangas)
Cury et al. (2008) Brancos (Brasil) -—-- 0,1

72 (adultos)

J& a associacdo da DG com o polimorfismo do gene CTLA-4 regido promotora

-318 tem sido menos evidente, como mostra a tabela a seguir.
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Tabela 2- Associagdao da DG com o gene CTLA-4 regido promotora -318 em diferentes

estudos
Casos-Controle
Autor Populacao OR P
N)
Braun et al. (1998) Brancos 125/123 2,2 0,006
Brancos 188/355 NS NS
Heward et al. (1999)
Chineses 98/82 NS NS
Park et al. (2000) Coreanos 97/199 2,1 0,015
Kouki et al. (2002) Brancos 120/180 NS NS
Vaidya et al. (2003) Brancos 292/290 NS NS

1.6- A oftalmopatia de Graves

A oftalmopatia de Graves (OG), a mais frequente manifestagdo extratiroidiana
da DG, ocorre de uma forma clinicamente evidente em aproximadamente 50% dos
pacientes com tirotoxicose, € em 5% desses casos ha uma manifestagdo severa (Wiersinga
et al., 2002). Quando algum método de imagem, como tomografia computadorizada,
¢ utilizado nessa avaliacdo, aproximadamente 70% dos pacientes estudados apresentam um
aumento da musculatura extraocular, do tecido conectivo retrobulbar ou de ambos

(Forbes G., et al 1986).

Entre os pacientes com OG, a grande maioria apresenta DG (90%);
5% apresentam-se em eutiroidismo e os restantes 5%, com tiroidite de Hashimoto

(Marcocci et al., 1989).

Apesar de o sexo feminino ser mais acometido pela doenga oftalmica, por haver
maior prevaléncia da DG entre as mulheres, os homens, sobretudo aqueles com idade
superior a 50 anos, tém maior risco de serem acometidos (Burch ez al., 1993). Uma questao
ainda controversa ¢ se a terap€utica com radioiodo para tratamento do hipertiroidismo da

DG possa ser um fator de risco no desenvolvimento ou piora da OG (Cawood et al., 2004).
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As manifestagdes clinicas da OG originam-se de uma combinac¢ao de aumento do volume
da musculatura extraocular e/ou da gordura dentro do espaco orbitario. Histologicamente,
a musculatura retro-ocular mostra-se com edema, infiltracdo linfocitica, deposi¢do de

glicosaminoglicans e fibrose (Khoo et al., 2007).

Um modelo corrente de explicacdo para a OG pode ser demonstrado pela
ativacdo dos fibroblastos orbitais por auto-anticorpos. Eles podem ser especificos para
antigenos como o receptor do TSH ou receptor de IGF-1. Os fibroblastos orbitais ativados
liberam interleucinas, incluindo IL-16 e RANTES, que atraem os linfécitos T para a orbita.
Esses linfocitos, que interagem com fibroblastos, ativam-se reciprocamente, promovendo a
producdo de interleucinas (IFNgama, PGD2 e 15d-PGJ2) e secrecdo de fatores ativadores
de linfocitos T pelos fibroblastos (IL-la, IL-8 e produtos de atividade COX-2).
Os fibroblastos sdo também estimulados a secretar IL-6, o que leva a diferenciagcdo do
linfécito B. A interacdo dos fibroblastos com os linfocitos T resulta na deposicdo de
moléculas de matriz extracelular, proliferacao de fibroblastos e diferenciagdo (Lehmann

etal.,2007).

Estudos clinicos tém demonstrado uma maior prevaléncia da OG em pacientes
com valores elevados do TRAb (anticorpo contra o receptor do TSH). Dessa forma, tecidos
orbitarios de pacientes com OG ativa tém valores significativamente maiores de expressao
do TSH-R comparados com pacientes que apresentam a doenga inativa (Wakelkamp et al.,

2003).
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Figura 1- Esquema simplificado dos principais passos envolvidos na reacdo auto-imune da

OG, conforme Lehmann et al., 2008.

Multiplos genes t€ém sido propostos como envolvidos no desenvolvimento da
OG, destacando-se entre eles os genes do Sistema HLA e os polimorfismos do gene
CTLA-4. Entretanto, o assunto ainda ¢ bastante controverso, pelo fato de que, nos diversos
estudos em que se comparam pacientes com OG com aqueles com DG sem doenga ocular
em diferentes populagdes, a frequéncia do HLA-DR3 tem sido relatada como aumentada,

diminuida ou inalterada (Farid er al., 1998; Buzzeti et al., 1999; Bednarczuk et al., 2004).

Ao contrario do HLA-DR3, alelos HLA-DR7 conferem um efeito protetor na
suscetibilidade @ DG e possivelmente ao desenvolvimento da OG. Entretanto, alguns
estudos mostram que a interacdo entre HLA-DR7 e HLA-8 leva a um aumento do risco de

oftalmopatia (Frecker et al., 1986 e 1988 ).

Bednarczuk et al. (2007), em trabalho de meta-andlise, avaliaram os alelos
HLA-DR3, HLA-DR4 ¢ HLA-DR7 e encontraram um OR estimado para OG de 1,5
(IC: 0,9-2,5), 0,9 (IC: 0,6-1,6) ¢ 0,8 (IC: 0,5-1,1), respectivamente.
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Na populagao brasileira, Akaishi et al. (2007) estudaram a frequéncia de alelos
HLA-DRB1 e DQBI em pacientes com OG (divididos em oftalmopatia na forma
miogénica e ndo-miogénica) comparados com controles (individuos normais, sem DG).
Os resultados encontrados foram o aumento da frequéncia dos alelos HLA-DRB1*16
(p=0,008) na forma miogénica ¢ HLA-DRBI1*03 (p=0,02) na forma ndo-miogénica,

quando comparados com o grupo controle.

Os principais polimorfismos do gene CTLA-4 estudados na OG sdo do exon 1
(A49G) e da regido promotora na posi¢do -318. Os resultados tém sido controversos.
Embora um dos primeiros estudos avaliando o exon 1, realizado em populacdo da
Gra-Bretanha e confirmado mais recentemente em um novo estudo, tenha mostrado um
risco aumentado para OG (independentemente de sexo, tabagismo ou tratamento com
radioiodoterapia), isso ndo foi evidenciado em populagdes de japoneses e poloneses
(Vaidya et al., 2003; Bednarczuk et al., 2003). A Tabela 3 a seguir demonstra os estudos do

exon 1 do gene CTLA-4 e sua associacdo com OG.

Tabela 3- Estudos do exon 1 do gene CTLA-4 e sua associagdo com OG

Doenca Masc. Tab. RAI OFT./D.G
Autor Pais OR P P.C
(anos) (%) (%) (%) (n)

Han et al.(2006) China  3,1+4 29,6 22 63 142/119 0,9 NS 0,5
Bednarczuk et al.
(2003)
Bednarczuk ef al. (2003) Polonia 4,9+5,6 24 54 31 95/169 1,00 NS 0,7
Vaidya et al. (1999) UK  94+1,2 29,8 72 43 94/94 24 0,01 0,7
Allahabadia er al. (2001) UK - 14,2 52 161/323 0,7 NS 0,9
Villanueva et al. (2000) USA - 23 59 67 85/52 1,0oo NS 0,5

Japdo 4,9+5,6 22 30 5 99/220 0,6 NS 0,2

Com relagdo a regido promotora posicdo —318 do gene CTLA-4, ndo foi
encontrada associagdo com OG em populacao de ingleses (Vaidya et al., 2003), mas sim

em chineses e coreanos (Zhang et al., 2006; Park et al., 2000).

Introdugdo

26



1.7- Influéncias do meio ambiente

A base bioquimica da suscetibilidade genética a riscos ambientais ou toxinas
endogenamente produzidas estd relacionada a polimorfismos genéticos que normalmente
ocorrem na populagdo geral. Envolve uma série de genes: genes implicados na
predisposicdo a uma doenca especifica, na ativacdo metabolica ou detoxificagdo de

genotoxinas ambientais, ¢ em controle de reparo do DNA ou dano celular (Miller et al.,

2001).

Entre os marcadores de suscetibilidade mais comuns, estdo as diferengas
genéticas na capacidade de as células repararem lesdes no DNA causadas por agentes
ambientais (Spitz et al., 1993; Kaderlik e Kadlubar, 1995). Outro tipo de biomarcador de
suscetibilidade baseia-se no fato de que muitos compostos ndo sdo capazes de provocar, por
si, efeitos prejudiciais, mas podem fazé-lo quando alterados por enzimas cujas
modifica¢cdes aumentam ou diminuem a habilidade de essas substancias interagirem com as

biomoléculas informacionais (Guengerich, 2000).

1.8- Metabolizacao de xenobioticos

A maioria dos agentes xenobioticos, isto €, substancias diferentes daquelas
existentes em nosso proprio organismo, modificadores de estruturas organicas, requerem
ativacdo metabolica antes de se ligarem ao DNA, ao RNA e as proteinas. Por isso,
as variagdes nos processos de ativagdo e detoxificacdo de compostos quimicos e drogas
desempenham um importante papel na toxicidade ambiental (Bartsch, 1996). Assim,
distarbios no equilibrio desses processos podem explicar a variabilidade na resposta

individual a exposicdo a tais compostos (Anwar et al., 1996).

A metabolizacdo dos xenobiodticos ocorre gragas a dois principais tipos de
enzimas: as de metabolizacdo mediadas pelas oxidases de fungdo mista ou de fase I,
e as enzimas de conjugagdo — ou de fase II. Muitos compostos, tais como o0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), as nitrosaminas e varias drogas

medicamentosas, sdo convertidos a metabdlitos altamente reativos pelas enzimas oxidativas
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da fase I, que sdo principalmente enzimas da familia do citocromo P-450 (CYPs)
(Bois et al., 1995). Assim, com a introdu¢do de um ou mais grupamentos hidroxila ao
substrato, um pro-carcindgeno ou uma substancia pro-toxica pode tornar-se toxica, como o
benzo[a]pireno que ¢é convertido em epoéxido de benzo[a]pireno, composto altamente

reativo (Bois et al, 1995).

J& as reagdes da fase II envolvem a conjugagdo com um substrato endogeno
(glutationa, sulfato, glicose, acetato) por meio das glutationa-S-transferases (GSTs),
UDP-glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATs), que agem como enzimas
inativadoras dos produtos da fase I, tornando os metabodlitos mais hidrofilicos e, portanto,

passiveis de excregao (Kroemer et al., 1995).

Dessa forma, a regulacdo e a expressdo das enzimas de fases I e Il e seu
equilibrio metabdlico na célula podem ser importantes fatores na determinagdo da

suscetibilidade relacionada a exposi¢do a agentes toxicos (Vineis, 2002).

1.9- Citocromo P-450

A familia dos genes do citocromo P-450 representa uma das principais classes
de enzimas de biotransformacao da fase I, através de suas mais de 500 isoenzimas (Lange e
Pelkonen, 1999). Elas participam tanto da biossintese quanto da degradagdo de esterdides,
vitaminas, acidos graxos, prostaglandinas, aminas, ferormonios e metabdlitos vegetais
(Wolf, 1986). Metabolizam, ainda, inimeras drogas e carcindgenos quimicos entre outros

poluentes ambientais (Guengerich, 2000).

Os xenobidticos, que incluem cerca de 250.000 compostos, sdo todos substratos

potenciais para as enzimas P-450, induzindo-as ou inibindo-as (Guengerich, 2000).

Tais reagdes ocorrem principalmente no figado, podendo ocorrer também por

todo o organismo incluindo intestino, pulmao e rim (Rogers, 1994).

As CYPs podem também catalisar diferentes reagdes oxidativas, como

metabolizar xenobidticos lipofilicos (Lin e Lu, 1998).
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Essas enzimas sdo encontradas em animais, plantas, leveduras, bactérias e
mamiferos. Todos esses genes evoluiram a partir de um ancestral comum, em torno de
2,5 bilhdes de anos atrds, e o mecanismo que contribuiu para tal divergéncia foi,

provavelmente, a interagdo entre plantas e animais (Ingelman-Sundberg et al., 1999).

Estima-se que no genoma humano existam em torno de 60 a 100 genes
decodificadores de enzimas P-450, e cerca de 20 deles estdo envolvidos na codificacao de

enzimas que metabolizam compostos exdgenos (Ingelman-Sundberg ef al., 1999).

Os polimorfismos de P-450 e a suscetibilidade ao cancer podem estar
associados, ainda, ao fato de essas isoenzimas participarem também da transformagdo de
compostos endogenos relevantes durante os processos de diferenciagdo da célula

transformada até o estdgio maligno (Rannug et al., 1995).

1.10- CYP1A1

O gene CYPIALI, localizado no cromossomo 15, na regido 15q22-q24, codifica
a enzima P4501A1, uma isoenzima de P450 que catalisa a oxidacdo de hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos (HAPs) em produtos fendlicos e epoxidos (Gonzales, 1990).

A inducdo de CYP1A1 ocorre via ligacdo do composto indutor ao receptor de
“aryl hidrocarbon” (Ah), que ativa a transcricdo na metabolizagdo de xenobiodticos
(Kawajiri et al., 1993). A bioativacdo de varios HAPs ¢ iniciada com estimulagdo do
receptor Ah e este, por sua vez, ativa a transcricdo da CYP1A1, epoxido hidrolase e outras
enzimas (Hirvonen, 1995). Além dos HAPs, a CYPIAl ¢ também induzida por
xenobioticos encontrados em plantas da familia das cruciferas (repolho e brocolis),

tais como flavonas (Mcdonnel et al., 1992).

A atividade catalitica e 0 modo de indug¢do de CYP1A1 parecem ser altamente
conservados em animais superiores, confirmando sua importante funcdo fisioldgica.
O padrao de atividade e capacidade indutora desta enzima em humanos, relacionado a

formacgao de metabolitos de HAPs capazes de reagir com a molécula de DNA, ¢ de grande
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importancia para a estimativa do risco de desenvolvimento do cancer e também de varias
doengas relacionadas ao metabolismo e a a¢do de toxinas existentes no fumo e na poluicao
ambiental. A enzima CYP1AL1 ¢ considerada primariamente uma enzima extra-hepatica em
humanos, sendo induzida no pulmao, linfocitos e placenta apos exposi¢cdo aos HAPs,

incluindo aqueles presentes na fumacga do cigarro (Anttilla et al., 1991).

Pelo uso da enzima de restricdo Mspl, detectou-se um polimorfismo originado
pela mutagdo T6235—C, resultando no alelo polimérfico denominado CYPIA1 ml.
As frequéncias desse polimorfismo mostraram extensa variagdo étnica, observaram-se
valores de 31% a 12% entre japoneses ¢ populagdes caucasoides, respectivamente (Nebert

etal., 1996).

Uma segunda mutacdo de ponto (A4889—G) ¢ responsavel por outro
polimorfismo no éxon 7 de CYPlAI, originando o alelo polimérfico CYPIA1 m2
(Hayashi et al., 1991).

Os alelos CYP1AI ml e CYPIA1 m2 foram correlacionados a um aumento na
suscetibilidade ao cancer de pulmdo em populacdes japonesas (Nakachi er al., 1995),
porém tal associa¢do ndo foi verificada em populacdes caucasoides ou afro-americanas
(Shields et al., 1994). Em trabalhos anteriores, nosso grupo relacionou os polimorfismos de
CYPIAI ml e de CYPIAI m2 com o risco para cancer da tirdide e também com o risco

para desenvolvimento da DG na populagao brasileira (Bufalo et al., 2006 e 2008).

1.11- Sistema Glutationa S-transferase

Glutationa S-transferase (GSTs) ¢ uma familia de genes importantes na
detoxifica¢do de diferentes xenobiodticos e compostos endogenos. Esses genes possuem um
papel importante no metabolismo celular e na modificagdo de compostos eletrofilicos
reativos. Codificam enzimas de fase II envolvidas na biotransformacao, que ¢ caracterizada
pela conjugacdao de compostos insoluveis em agua ou de substratos lipofilicos. As GSTs
catalisam reagdes que eliminam uma série de pré-carcinégenos, como os hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos presentes na fumaga do cigarro; drogas farmacologicas, incluindo
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paracetamol; agentes quimioterapicos e radicais livres gerados durante estresse oxidativo

(Strange et al., 2001; Thier et al., 2003).

Estima-se que existam, pelo menos, 20 GSTs na espécie humana, estando
presentes na maioria dos organismos vivos como bactérias, leveduras, plantas e fungos
(Buetler e Eaton, 1992). Sua acdo baseia-se na conjugacdo com a glutationa, que, além de
diminuir a reatividade, aumenta a solubilidade dos xenobioticos hidrofobicos, reduzindo,
portanto, a meia-vida desses compostos no organismo. Desse modo, o conjugado ¢
transportado para fora da célula por uma bomba de fluxo de glutationa S- transferase

ATP- dependente e, a seguir, ¢ eliminado pela urina e bile (Hayes e Pulford, 1995).

Encontramos as GSTs em maior quantidade no figado e em menores

concentragdes nos pulmdes e intestino delgado (Shields et al., 1994).

As GSTs sdao bem caracterizadas, por serem polimoérficas e sua frequéncia

depender da etnia (Bailey et al., 1998).

1.12- Polimorfismo do gene GSTP1

Os polimorfismos do gene GSTP1 sdo bastante estudados por estarem
associados com diferentes tipos de cancer, particularmente os causados por cigarro (Strange
e Fryer, 2001). O gene GSTP1 possui um polimorfismo envolvendo a troca do aminoacido
isoleucina por valina no éxon 5 (I105V). Essa troca produz as variantes em homozigose
lle/lle e Val/Val e a variante em heterozigose lle/Val. As variantes lle/Val e Val/Val
possuem estabilidade e atividade especifica menor do que as enzimas que contém a
isoforma Ile/Ile (Ali - Osmam et al., 1997). Assim, essa variante enzimatica possui menor
capacidade de detoxificacdo dos carcindgenos e de substancias toxicas quando comparados
com a enzima codificada pelo gene de tipo selvagem, denominado lle/lle (Johansson et al.,
1998; Hu et al., 1997). Ao contrario, a hiperexpressao de GSTP1 causa resisténcia a
diversas drogas antineoplasicas e a presenca do polimorfismo do l6cus desse gene pode

diminuir a eficicia terapéutica de quimioterdpicos como clorambucil e ciclofosfamida

(Henderson et al., 1998).
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A expressao do gene GSTP1 também se associa ao desenvolvimento de uma
série extensa de neoplasias, particularmente relacionadas ao tabagismo, incluindo tumores
de cabeca e pescogo, mama, pulmao e prostata (Stucker et al., 2002; Oude et al., 2003).
Nosso grupo demonstrou sua associagdo com o cancer de tirdide e também estudou sua

relacdo com a DG (Bufalo et al., 2006 e 2008).

1.13- Polimorfismo do gene TP53

O gene TP53 esté localizado no cromossomo 17, na posi¢ao p13.1, e codifica a
proteina p53 que ¢ uma fosfoproteina nuclear com papel fundamental na regulacio do ciclo
celular, principalmente na transicdo de GO para G1. Essa proteina ¢ encontrada em niveis
muito baixos nas células normais, porém em células modificadas é expresso em grandes

quantidades e acredita-se que contribua para a malignizagao (Fridman e Lowe, 2003).

A proteina p53 foi descoberta em 1979, e inicialmente pensou-se que era
codificada por um oncogene, mas na verdade tratava-se da proteina produzida pelo gene

TP53 mutado (Linzer e Levine, 1979).

O TP53 passou a ser considerado um gene supressor de tumores a partir de
1989, quando se demonstrou que o tipo selvagem de TP53 era capaz de inibir a
transformagao maligna de células e o crescimento de linhagens defeituosas através de sua
proteina normal (Finlay er al., 1989; Baker et al., 1990). E considerado o mais importante
gene supressor de tumores nos seres humanos. Cerca de metade das neoplasias malignas
apresenta mutacdes no TP53 (Hollstein et al., 1994). Além de controlar a parada do ciclo
celular, a p53 evita a passagem de caracteristicas que sdo responsaveis pelas vantagens de
crescimento e proliferacdo de células filhas: a via apoptotica (Attardi et al., 2005).
A apoptose previne a geracdo do tumor e regula a maturacdo e o controle da resposta
auto-imune dos linfécitos T e B que sdo os componentes basicos de doengas auto-imunes

da glandula tiréide (Lowe et al., 1993).

O gene TP53 ¢ composto de 11 exons que combinados produzem 2,2 a 2,5 kb
de RNA mensageiro. As alteracdes mais frequentes sdo as mutagdes por alteracdo na

sequéncia das bases, resultando numa proteina defeituosa (DeWolf, 1995). A proteina
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normal do TP53 contém 393 aminoacidos. Sua concentracao celular ¢ baixa, pois ela possui
meia-vida de 20 minutos. Boa parte da proteina estd sob forma latente, necessitando de
mecanismos para sua ativa¢do, como hipoxia, dano ao DNA e baixas concentracdes de

trifosfato de ribonuclease (Levine, 1997; Guidos et al, 1996).

1.14- Polimorfismo do codon 72

As caracteristicas estruturais do gene TP53 (cédons 61-94) t€m sido bem
preservadas por toda evolucdo. No cédon 72, no entanto, foi reconhecido um polimorfismo
de substituicdo do aminoacido arginina (Arg) pelo de prolina (Pro). Uma simples troca de

base (de CGC para CCC) ¢ responsavel por tal mudanga (Ara et al., 1990).

Tem-se atribuido ao polimorfismo do cédon 72 um papel de vulnerabilidade a
diferentes carcindgenos. O gendtipo Pro/Pro possui até 15 vezes menos chance de provocar

apoptose quando comparado ao Arg/Arg (Dumont et al., 2003).

Wang et al. (1999) mostraram que pacientes com cancer de pulmao e gendtipo
Pro/Pro tendem a ter pior prognéstico do que individuos Arg/Pro. Estudos realizados no
nosso laboratorio mostraram que individuos com gendtipo Pro/Pro tém uma maior chance

de desenvolver cancer de tirdide (Granja et al., 2004).

Estudos mostram também a associacdo do gene 72TP53 a algumas doengas

auto-imunes inclusive lapus eritematoso sistémico e artrite reumatoide (Lee et al., 2001 e

2005).

Os fatores étnico e geografico tém uma forte influéncia na modulagdo de risco a
certos tipos de doencas auto-imunes, independentemente do marcador molecular a ser

estudado.

Considerando-se a alta miscigena¢do da populagdo brasileira, que diminui o
impacto da etnia no estudo dos polimorfismos genéticos, supde-se que a populacio
brasileira poderia representar melhor do que outras populacdes a influéncia de
polimorfismos em genes diretamente relacionados a DG e a OG. Isso ocorreria também
com outros genes envolvidos na detoxificagdo de substancias que poderiam desencadear

auto-imunidade e, portanto, estarem envolvidas no risco de aparecimento dessas doengas.
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2-OBJETIVOS




Avaliar se ha relagdo dos fatores genéticos (polimorfismos dos genes CTLA-4
na regido promotora -318, CYP1Alm1, GSTPI1 e 72TP53) na suscetibilidade a doenca de

Graves.

Avaliar a influéncia dos fatores clinicos (idade, sexo, etnia, tabagismo, tamanho
do bdcio), laboratoriais (TSH, T4livre, T3total, antiTPO, antiTg, TRAb), de imagem
(captacdo tiroidiana com tecnécio ou iodol31), tipo de tratamento (radioiodo, drogas
antitiroidianas e cirurgia) e genéticos (polimorfismos dos genes CTLA-4 na regido
promotora 318, CYP1AIml, GSTP1 e 72TP53) no risco de desenvolvimento da

oftalmopatia de Graves.
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3- METODOLOGIA
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3.1- Pacientes com doenca de Graves

Trata-se de um estudo prospectivo do tipo caso-controle onde foram avaliados
193 pacientes com DG (160 mulheres, 33 homens, 144 brancos, 49 nao brancos),
com idades variando entre 14 e 68 anos, 39+10,8 anos provenientes do Ambulatério de

Tiréide do Hospital Universitario da PUC de Campinas, Brasil, no periodo de 1995 a 2008.

O diagnostico da DG baseou-se nas evidéncias clinicas e laboratoriais de
tirotoxicose, isto ¢, TSH suprimido com valores elevados de triiodotironina (T3) e T4 livre
(T41), bocio difuso, presenga de anticorpo anti-receptor de TSH (TRAb) positivo e/ou
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captagdo tiroidiana aumentada de ~'I ou tecnécio.

Os pacientes foram tratados inicialmente com drogas antitiroidianas (metimazol
ou propiltiouracil). Foram encaminhados a radioiodoterapia ou cirurgia (tiroidectomia)
quando em presenca de efeitos colaterais, auséncia de adesdo, ou falha na remissdo
(ap6s tratamento de, no minimo, 24 meses). O seguimento foi de 112 + 46 meses.
Ao término deste estudo, 114 pacientes haviam sido submetidos a radioiodoterapia,
4 a tiroidectomia total e 75 permaneciam em uso de drogas antitiroidianas. Todos os
pacientes submeteram-se a ultrassonografia, e aqueles com nddulos tiroidianos foram
puncionados para avaliagdo citologica e excluidos do estudo quando presente neoplasia

tiroidiana.

3.2- Avaliacao da oftalmopatia

Todos os pacientes foram avaliados pelo mesmo examinador (Roberto B. dos
Santos), buscando a identificagao de presenca ou auséncia de oftalmopatia. Essa avaliacao

incluiu:

a) Avaliagdo da oftalmopatia por meio de um escore de atividade clinica (clinical activity
score) que leva em consideragdo sete manifestacoes da doenca: dor retrobulbar
espontanea, dor com o movimento ocular, eritema palpebral, edema palpebral,
hiperemia conjuntival, quemose (edema de conjuntiva) e edema de carincula.
Um ponto ¢ dado por cada manifestacdo e o somatorio varia de zero (sem atividade)

a 7 (atividade muito alta) (Pinchera et al., 1992).
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b) Medidas de proptose através de exoftalmémetro de Hertel, sendo considerados os
valores de normalidade de 18 mm para asiaticos, 20 mm para caucasianos € 22 mm para

negros.

¢) Medidas de fenda palpebral, acuidade visual, pressdo intra ocular e tipo de diplopia

(constante, inconstante e intermitente).

A andlise desses dados permitiu-nos identificar e graduar a oftalmopatia de

Graves baseada na classificagdo NOSPECS, proposta por Werner (1977), descrita abaixo:

e (lasse 0: sem sinais ou sintomas.

e C(lasse 1: somente sinais, sem sintomas (retracdo palpebral superior, com ou sem lid lag

€ sem proptose).
e (lasse 2: envolvimento de tecidos moles com sintomas e sinais:
0: ausente;

A: minimo (quadro conjuntivo edematoso palpebro conjuntival, bolsas palpebrais,

glandulas lacrimais ou musculos extrinsecos palpaveis);
B: moderado (quadro acima mais quemose e lagoftalmo);
C: intenso.
e Classe 3: proptose com ou sem sintomas:
0: ausente;
A:21-23 mm;
B: 24-27mm;

C > 28 mm.
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¢ C(lasse 4: envolvimento da musculatura extraocular (usualmente com diplopia e outros

sintomas ou sinais):
0: ausente;
A: limitac¢do das dugdes evidenciadas em uma ou mais posi¢des extremas do olhar;
B: evidente restricdo do movimento, sem fixagao de posi¢ao;
C: intensa (fixagao de um ou de ambos os globos oculares).
e C(lasse 5: envolvimento da cérnea (principalmente devido a lagoftalmo):
0: ausente;
A: minimo (desepitalizagdo);
B: moderado (ulceragao);
C: intenso (embacamento, necrose, perfuracao).
e C(lasse 6: perda visual leve (devido a envolvimento do nervo 6ptico):
0: ausente;
A: minimo (palidez ou edema de papila ou defeito do campo visual AV 20/20 e 20/60);

B: moderada (palidez ou edema de papila ou defeito de campo visual; AV 20/70 -
20/200);

C: cegueira, falha de perceber a luz, visdo menor que 20/200.

Considerou-se OG ausente quando NOSPECS igual a zero e presente quando
maior ou igual a 2. Os pacientes com NOSPECS maior ou igual a 3 foram considerados

com oftalmopatia de maior gravidade.
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3.3- Controles

O grupo constituiu-se de voluntdrios do ambulatério de endocrinologia geral
(patologias hipofisarias e obesidade) da PUC Campinas ¢ do Banco de Sangue da
UNICAMP. Compunha-se de 200 individuos, 125 mulheres ¢ 75 homens, 153 brancos e
47 nao brancos, com idades variando entre 14 e 73 anos, 40,39 + 14,99 anos, originarios da
regido de Campinas. Apresentavam-se clinica e laboratorialmente em eutiroidismo,
com pesquisa de anticorpos antitiroidianos negativos ¢ sem evidéncia clinica ou historia

familiar de doencas auto-imunes.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Universitario da PUC
Campinas (Doenga de Graves e controles) e Hospital Universitario da UNICAMP
(controles) (FCM/ UNICAMP, CEP/FCM/UNICAMP #06/06/03 — 072/98;
PUC-Campinas, CEP #19/08/2005 — 332/04).

Todos os individuos foram devidamente esclarecidos dos objetivos deste

trabalho e assinaram o Termo de Consentimento Informado.

Tanto os individuos do grupo controle quanto os pacientes foram submetidos a
exames fisicos e responderam a um questiondrio que incluia ocupagdo, tabagismo, uso de

drogas ilicitas e médicas, condigdes gerais da saude e informagdes sobre doengas prévias.

A etnia foi classificada em brancos e ndo-brancos de acordo com a

autoclassificagdo do paciente e pelo IBGE.

Os pacientes foram agrupados apenas em ndo-fumantes e fumantes para fins
estatisticos, ja que os dados relativos a nimeros de cigarros fumados e tempo de uso foram

considerados pouco confidveis.

3.4- Dosagens hormonais, anticorpos e imagens

Os valores de TSH (normal: 0,4-4,0 mU/L), T3 (normal: 82-200 ng/dL) e
T4 livre (normal: 0,8-1,9 ng/dL) foram avaliados em um autoanalisador IMMULITE
(DPC, Los Angeles, CA), usando um método imunométrico de quimioluminescéncia.

Os anticorpos antitireoperoxidase (AntiTPO) e antitireoglobulina (AntiTg) também foram
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dosados por método imunométrico de quimioluminescéncia (IMMULITE).
Foram considerados positivos todos os AntiTPO e AntiTg com valores acima de 35UI/mL
e 40UI/mL, respectivamente. O anticorpo anti-receptor de tirotrofina (TRAb) foi detectado
por meio de kit com ensaio radio-receptor (RSR Limited, UK) e considerado positivo se
maior que 10U/L. A captacdo com radioiodo foi avaliada 24 horas ap6s dose tracadora de
100 uCi de "'I (valor normal: 15-31%) ou 20 minutos apos dose tragadora de pertecnetato
99m

Tc (valor normal: 0,35-1,7%). O tamanho tiroidiano foi determinado pela

ultrassonografia (valor normal: 6-15cm?).

3.5- Extracao de DNA

O DNA foi extraido de todas as amostras por meio de protocolo adaptado pelo
nosso laboratério utilizando o método do fenolcloroférmio, em que as hemaécias sao
desprezadas, os leucocitos lisados e 0 DNA separado dos restos celulares. Apos a extragdo,
o DNA foi quantificado por meio de espectrofotometria e armazenado em “freezer”

a—-20°C.

3.6- Analise do polimorfismo do gene CTLA-4 regiao promotora posicao 318

Para determinagdo do polimorfismo da regido promotora na posi¢do 318 do
gene CTLA-4, usou-se o método PCR-RFLP, isto ¢, amplificacdo da sequéncia pretendida
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida de restrigdo enzimatica do fragmento

pretendido (RFLP).
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Os primers utilizados foram:

Primers Sequéncias
Sense 5-’AAATGAATTGGACTGGATGGT-3
Antissense 5’-TTACGAGAAAGGAAGCCGTG-3’

CTLA-4-318

O volume utilizado na PCR foi de 25 pl, contendo 50 ng de DNA da amostra,
10 uM de cada primer, 10X PCR Buffer (de acordo com o protocolo do fabricante), 10 mM
de cada dinucleotideo trifosfato, 25 mM MgCl, e 1 U de Taqg DNA polimerase.

Foram realizados 35 ciclos na PCR de 94 °C por 50 s, 51.7 °C por 45 s
(anelamento) e 72 °C por 1 min., com temperatura inicial de desnaturacdo de 94 °C por
5 min e temperatura fina de extensdo foi de 72 °C por 10 min. Utilizou-se MJ PTC-200
PCR system (Fermentas, Lituania).

Os fragmentos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a

2% corados com brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta.

A enzima de restricdo Msel foi usada para identificar o polimorfismo de acordo

com o protocolo do fabricante (Fermentas, Lituania).

Esta enzima corta o fragmento de DNA se uma timina esta presente na posi¢ao
—-318, resultando em fragmentos de 132/115 pb se a citosina esta presente na posi¢do —318,

ndo ocorre a digestdo do 274pb.
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274 pb
132 pb
115 pb

Figura 2- Exemplo de resultado obtido com a restrigdo enzimatica de fragmento
amplificado por PCR do gene CTLA-4 regido promotora -318, em gel de
agarose corado com brometo de etideo. 1: Ladder; 2,4,5,7 e 8: homozigoto

selvagem; 3 e 6 : heterozigoto

3.7- Analise do polimorfismo do gene CYP1A1 m1

No caso do gene CYPIA1 ml, foram utilizados os primers descritos abaixo,

para a realizacdo PCR-RFLP:

Primers Sequéncias
CYPIA1 ml Sense 5’ - CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT - 3’
Antissense 5’ - TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT - 3’

Os fragmentos gerados pela PCR de CYPIAl ml foram de 340 pb.
Esses fragmentos foram amplificados usando-se um volume total na PCR de 25 pl,
contendo 100 ng de DNA da amostra, 10 uM de cada primer, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0),
20 mM de MgCl, , 0.1 mM de dNTP e 0.5U Taq DNA polimerase. Foram utilizados
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35 ciclos na PCR de 94 °C por 50 segundos, 60 °C por 45 segundos e 72 °C por um minuto,
com a fase inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 94 °C e a fase final de extensdo por
10 minutos a 72 °C, usando o termociclador MJ PTC-200 PCR system. Os fragmentos da
PCR foram visualizados em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, em um

transiluminador de luz UV.

Para a analise dos alelos do gene CYP1A1 m1 utilizou-se a enzima de restrigdo
Mspl de acordo com o protocolo do fabricante (Fermentas UAB, Lituania). O alelo
homozigoto selvagem apresentou um fragmento de 340 pb, o heterozigoto de 340 bp,
200 bp e 140 bp e o homozigoto apresentou apenas as bandas de 200 bp e 140 bp.
Os produtos da restricdo foram analisados em gel de agarose a 3%, corado com brometo de

etideo e visualizado no transiluminador de luz UV.

Figura 3- Exemplo de resultado obtido com a restricdo enzimatica de fragmento
amplificado por PCR do gene CYP1AImlI, em gel de agarose corado com
brometo de etideo. 1: Ladder; 2 e 8: homozigoto mutante; 3, 5 e 7:

heterozigoto; 4 e 6: homozigoto selvagem.
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3.8- Analise do polimorfismo do gene GSTP1

Para a analise dos polimorfismos do gene GSTP1 foi utilizada a PCR-RFLP:

Primer Sequéncia
Sense 5" - CCAGGCTGGGGCTCACAGACAGC -3
Antissense 5" - GGTCAGCCCAAGCCACCTGAGG -3’

GSTP1

Os primers e as condigdes da PCR-RFLP foram previamente descritas por

Morari (2006).

Na reacdo de PCR utilizaram-se 100 ng de DNA, 50 nM de cada primer,
100 mM Tris-HCI1 (pH 8.0), 100 uM de dNTP, 20 mM de MgCl, e 0.5 U Taq DNA
polimerase, com um volume final de 20 ul. A amplificacdo foi feita no termociclador
MJ PTC-200 PCR system programado para realizar a desnaturagao inicial a 94°C por cinco
minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 65.6 °C por 45 segundos ¢ 72 °C

por um minuto e a extensao final foi de 72 °C por sete minutos.

Os produtos obtidos na reacdo de amplificacdo por PCR para o gene GSTP1
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etideo
(8 mg/ml) e visualizados sob iluminagdo ultravioleta. J4 para a restricdo enzimatica do
gene GSTPI foi utilizado um volume final de 15.5 pl com a enzima de restrigdo Alw261
(Fermentas UAB, Litudnia), com processo de desnaturacdo a 37 °C durante 16 horas,
seguindo o protocolo do fabricante. Os resultados finais foram analisados em géis de
agarose 3%, corados com brometo de etideo (8 mg/ml) e visualizados sob luz ultravioleta.
Para o alelo homozigoto selvagem, encontrou-se um fragmento de 306 pb; o heterozigoto
apresentou trés bandas de 306 pb, 190 pb e 116 pb e o homozigoto mutante, apenas
duas bandas de 190 pb e 116 pb.
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Figura 4- Exemplo de resultado obtido com a restricdo enzimatica de fragmento
amplificado por PCR do gene GSTPI1, em gel de agarose corado com brometo
de etideo. 1: Ladder; 6 e 8: homozigoto mutante; 3, 4 ¢ 5: heterozigoto; 2 ¢ 7:

homozigoto selvagem.

3.9- Identificacido dos genotipos do gene TP53 codon 72

Para a determinagdo dos polimorfismos do gene TP53 codon 72, utilizou-se

método de PCR-RFLP. Os primers utilizados foram:

Primer Sequéncia
Sense 5" - ATCTACAGTCCCCCTTGCCG - 3’
Antissense 5’- GCAACTGACCGTGACAGTCA -3

TP53 cddon 72

O volume utilizado na PCR foi de 25 pl, contendo 100 ng de DNA, 50 uM de
cada primer, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 2.0 mM de MgCl,, 100 uM de dNTP e 0.5 U Taq
DNA polimerase. Utilizamos 35 ciclos na PCR de 94 °C por 50 segundos, 65 °C por
50 segundos e 72 °C por 1 minuto, com a fase inicial de desnaturagdo de 2 minutos a 94 °C
e a fase final extensdo por 10 minutos a 72 °C, usando o termociclador MJ PTC-200 PCR

system. Os fragmentos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2%, corados com
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brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta. A enzima de restri¢ao utilizada foi a
Bsh1236I, para a andlise dos alelos do gene TP53 cddon 72 de acordo com o protocolo do
fabricante (Fermentas UAB, Lituania). O alelo homozigoto selvagem apresentou
dois fragmentos de 169 e 127 pb. A variante homozigota apresentou apenas um fragmento
de 296 pb e o heterozigoto apresentou trés bandas de 296, 169 e 127 pb. O produto da
restricdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 3% e corado com brometo de
etideo. Os resultados da RFLP foram confirmados através do sequénciamento direto em

sequenciador automatico (ABI 377 Prism DNA Sequencer - Perkin Elmer).

296 bp

169 bp
127 bp

Figura 5- Resultado da PCR-RFLP do gene TP53 codon 72. Gel de agarose corado com
brometo de etideo mostrando o resultado da PCR-RFLP do gene TP53 cddon
72. 1: Ladder; 3: homozigoto selvagem (Arg/Arg); 2, 6 e 7: heterozigoto
(Arg/Pro); 4, 5 e 8: homozigoto mutante (Pro/Pro).

3.10- Analise Estatistica

O teste exato de Qui-quadrado foi utilizado para comparar as varidveis

demograficas sexo, etnia e idade entre os pacientes com DG e individuos controle.
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Na comparacao dos polimorfismos do gene CTLA-4 regido promotora -318, CYPIAI,
GSTP1 e 72TPS53, entre pacientes com oftalmopatia presente e ausente também foi

utilizado o teste de Qui-quadrado ou o de Fisher, quando necessario.

Na comparagdo entre os pacientes com OG presente ¢ ausente foi utilizado o
teste exato de Fisher para as variaveis sexo, etnia, tabagismo, idade maior ou menor que
50 anos, anticorpos antiTPO, antiTg e o tipo de tratamento utilizado. O teste T de Student

comparou idade, TSH, T4livre, T3, e captacdo de 24h com 131

I. O teste de Mann-Whitney
foi usado na avaliagdo da captacdo para Tecnécio e TRAb. Realizou-se uma regressao
logistica multivariada para todas as variaveis estudadas procurando detectar fatores de risco
para oftalmopatia. Foi realizado o poder de célculo (PC) para cada dado estatistico.

Todos os testes foram realizados com p<0,05 como nivel de significancia.
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4- RESULTADOS




Os individuos-controle e pacientes com DG nado apresentaram diferencas com
relacdo a etnia (155 brancos e 45 ndo-brancos vs 144 brancos vs 49 nao-brancos, p = 0,68),
idade (40+10 anos vs 39+£9,9 anos, p = 0,1), respectivamente. Entretanto, houve diferenga
com relagdo ao género, predominando proporcionalmente as mulheres entre os pacientes
com DG (75 homens e 125 mulheres vs 33 homens e 160 mulheres, p < 0,001), como

mostrado na Tabela 4.

Tabela 4- Caracteristicas demograficas dos pacientes com doenca de Graves (DG) e

individuos-controle

Pacientes DG Controles P
feminino 160 125
Sexo <0,001
masculino 33 75
brancos 144 155
Etnia 0,68
Nao-brancos 49 45
Idade (anos) 39+9,99 40+ 10 0,1
Resultados
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Comparando a distribui¢ao genotipica do gene CTLA-4 regido promotora -318,
ndo se encontrou diferenca entre individuos-controle e pacientes com DG (p = 0,12),

como mostra a Tabela 5.

Tabela 5- Distribui¢ao dos geno6tipos da regido promotora posi¢ao -318 do gene CTLA - 4

em pacientes com doenca de Graves (DG) e individuos-controle

N CC%) CT(%) TT(%) P OR IC PC
DG 193 146 (75,6) 46(23,8) 1(0,6) 0,186 147 0,85-2,56 24%
Controles 200 163 (81,5 35(17,5) 2(1) - - - -

Encontrou-se diferenca significativa com relagdo ao genodtipo CYPAImI nos
pacientes com DG comparados com controles (p < 0,0001, OR = 233, 95%
IC = 1,46-3,73). As variantes CYP1AIml eram mais frequentes em pacientes com DG
(normal = 52,7%, heterozigoto = 44,7% e homozigoto = 2,6%), do que nos controles
(normal = 71,8%, heterozigoto = 26% e homozigoto = 2,2%), como mostra a Tabela 6,
de forma que a heranga de variantes de CYPAIm] aumentou o risco de um individuo

apresentar DG em 2,3 vezes.

Tabela 6- Distribui¢do dos genotipos de CYP1Alml em pacientes com doenga de Graves

(DG) e individuos-controle

N  Homoz. Heteroz. Homoz. P OR IC PC
Selvagem (%) Mutante
(Y0) (o)
DG 188 99 (52,7) 84(44,7) 5(2,6) 0,0001 233 1,46-3,73 96%
Controles 192 138 (71,8) 50(26) 4(2,2) - - - -

Resultados
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Pacientes com DG mostraram uma significativa apresentacdo em excesso de
variantes do gendtipo GSTP1 (GSTPI tipo selvagem = 38,3%, heterozigoto = 50,3% e
homozigoto = 11,4%), comparados com a populagdao controle (GSTPI1 tipo selvagem =
58,9%, heterozigoto = 32,2% e homozigoto = 8,9%), com p = 0,007). A chance de
desenvolvimento de DG também se elevou mais de duas vezes em portadores de variantes

de GSTP1 (p =0,0007, OR = 2,57, 95%IC = 1,58-4,17), como mostra a Tabela 7.

Tabela 7- Distribui¢ao dos gendtipos de GSTP1 em pacientes com doenca de Graves (DG)

e individuos-controle

N Homoz. Heteroz. Homoz. P OR IC PC
Selvagem (%) Mutante
(%) (%)

DG 175 67(383) 88(50,3) 20(11,4) 0,0007 2,57 158417 96%
Controles 180 106 (58,9) 58(32,2) 16(8,9) - - - -

Observou-se uma distribuicdo similar da variante selvagem do cdédon 72 do
TP53 em pacientes com DG (TP53 tipo selvagem = 49,3%, heterozigoto = 40,4% e
homozigoto = 10,3%), e a populacdo controle (72TP53 tipo selvagem = 50%,
heterozigoto = 44,4% e homozigoto = 5,6%), com p = 0,27 (Tabela 8).

Tabela 8- Distribuicao dos gendtipos de 72TP53 em pacientes com doenca de Graves (DG)

e individuos-controle

N Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro P OR IC PC
(Y0) (Y0) (%)
DG 146 72(49) 59 (40,4) 15(10,3) 0,278 1,02 0,64-1,62 -
Controles 178 89 (50) 79 (44,4) 10 (5,6) - - - -

Resultados
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A distribuicao dos gendtipos CYPAImI1, GSTPI e 72TP53 em pacientes com
OG presente e ausente se mostrou similar, com p = 0,46, p = 0,22 e 0,27 respectivamente
(Tabelas 10, 11 e 12). Entretanto, quando foi analisada a distribui¢do do gendtipo CTLA-4
regido promotora -318, detectou-se em pacientes com OG presente o genotipo CT muito
mais frequentemente do que nos pacientes sem OG (p = 0,005, OR = 2,65,
95%IC = 1,35-5,32), conforme Tabela 9.

Tabela 9- Distribuicao dos genotipos da regido promotora posicao -318 do gene CTLA - 4

em pacientes com oftalmopatia de Graves (OG) presente ¢ ausente

N CC(%) CT(%) TI (%) P OR IC PC
OG Presente 96 64 (66,6) 31(32,2) 1(1,2) 0,005 265 135532 77%
OG Ausente 97 82(84,5) 15(155) 0(0) - - - -

Tabela 10- Distribuicao dos geno6tipos de CYP1AIml em pacientes com oftalmopatia de

Graves (OQG) presente e ausente

N Homoz. Heteroz. Homoz. P OR IC PC
Selvagem (%) Mutante
(%) (%)

OG Presente 93  53(56,2) 37(39,7) 3(@3,1) 046 0,7 0,39-1,25 14%
OG Ausente 97 47(48/4) 47 (48,4) 2(0,2) - - - -

Resultados
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Tabela 11- Distribuicdo dos gendtipos de GSTP1 em pacientes com oftalmopatia de

Graves (OQG) presente e ausente

N Homoz. Heteroz. Homoz.
Selvagem (%) Mutante
(%) (%)

OG Presente 88 39(443) 39(443) 10(11,4) 022 0,6 032-1,12 33%

OG Ausente 92 52(56,6) 31(33,7) 9(9,7) - - ;

Tabela 12- Distribuicdo dos gendtipos de 72TP53 em pacientes com oftalmopatia de

Graves (OQG) presente e ausente

N Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro P OR IC PC

(%) (%) (%)

OG Presente 68 37(54,4) 23(33,8) 8§(11,8) 0,27 0,61 0,32-1,12 15%

82  37(45,1) 38(463) 7(8,6) - - -

OG Ausente

Resultados
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Quando comparadas as caracteristicas clinicas e laboratoriais entre os grupos de
pacientes com auséncia versus presenca de OG (NOSPECS classes 2 e maior ou igual a 3),
observou-se que o sexo masculino, o tabagismo e o tamanho do bécio eram fatores de risco

para oftalmopatia (Tabela 13).

Tabela 13- Comparagdo entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos de

pacientes com presenga de oftalmopatia de Graves (OG-classes 2 € >3) e com

auséncia de oftalmopatia

OG Presente OG Ausente P OR IC
(N =96) N=97)

Homens/ Mulheres 23/73 10/87 0,0108 2,77 1,24-6,2
Brancos/ Niao-brancos 72/24 72/25 0,93 - -
Tabagistas sim/no (n) 43/53 23/74 0,0017 2,65 1,43-4,9

Idade (anos) 39+10,48 38,89+11 0,54 - -

Idade > 50 (anos) (n) 21 19 0,66 - -
Bocio (US) 28,8+17,8 22,48+14,5 0,001 1,75  1,18-2,58

TSH (nU/ml) 0,008+0,01 0,01+0,01 0,25 - -

T4 livre (ng/dl) 4,54+1,79 4,66+1,86 0,63 - -

T3 (ng/dl) 4214209 447£159,9 0,34 - -

AntiTPO (Positivo/Negativo) 76/20 85/12 0,16 - -

AntiTg (Positivo/Negativo) 48/48 46/51 0,66 - -

TRAD (U/L) 136,9+217 109,49+238 0,07 - -

Tecnécio (%) 14,4+14 12,2+12,7 0,58 - -

1131 24h (%) 50,3194 56,8423 0,5 - -
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Avaliando os pacientes com a presenca de OG (OG-classe 2) e comparando-os
com aqueles sem OG, encontramos apenas o bocio como sendo fator de risco para a OG

(Tabela 14).

Tabela 14- Comparagdo entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos de
pacientes com presenga de Oftalmopatia de Graves (OG-classe 2) e auséncia

de oftalmopatia

OG Presente OG Ausente P OR IC
Classe 2 IN=97)
(N=32)

Homens/ Mulheres 4/28 10/87 0,74 - -
Brancos /Niao-brancos 23/9 72/25 0,81 - -
Tabagistas sim/néao (n) 10/22 23/74 0,48 - -

Idade (anos) 42 +11,1 38,89+11 0,14 - -

Idade > 50 (anos) (n) 10 19 0,22 - -
Bocio (US) 29,81+15,23 22,48+14,5 0,03 1,60 1-23

TSH (uU/ml) 0,007+0,01 0,01+0,01 0,21 - -

T4 livre (ng/dl) 4,7+1,75 4,66+1,86 0,93 - -

T3 (ng/dl) 540+260 447+159.9 0,32 - -

AntiTPO (Positivo/Negativo) 23/9 85/12 0,06 - -

AntiTg (Positivo/Negativo) 13/19 46/51 0,06 - -
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Quando comparamos a presenca de OG (classe > 3) com auséncia de OG,

os fatores sexo masculino, tabagismo e bdcio foram fatores de risco para OG (Tabela 15).

Tabela 15- Comparagdo entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos e

pacientes com presenca de oftalmopatia de Graves (OG-classe > 3) e auséncia

de oftalmopatia

OG Presente  OG Ausente P OR IC
(N=64) N=97)

Homens /Mulheres 19/45 10/87 0,0016 3,72 1,59-8,66
Brancos/Nao Brancos 49/15 72/20 0,76 - -
Tabagistas sim/ndo (n) 33/31 23/74 0,0002 347  1,76-6,83

Idade (anos) 38,55+9,99 38,89+11 0,88 - -

Idade > 50 (anos) (n) 11 19 0,72 - -
Bocio (US) 28,29+19,32 22,48+14,5 0,03 1,67  1,09-2,56

TSH (uU/ml) 0,008+0,009 0,01+0,01 0,45 - -

T4 livre (ng/dl) 4,46+1,82 4,66+1,86 0,47 - -

T3 (ng/dl) 373,44+£166,16  447+159,9 0,08 - -

AntiTPO (Positivo/Negativo) 53/11 85/12 0,49 - -

AntiTg (Positivo/Negativo) 35/29 46/51 0,33 - -

TRAb (U/L) 96,28+131,18  109,49+238 0,16 - -

Tecnécio (%) 17,41+16,53 12,2+12,7 0,37 - -

1131 24h (%) 50,31+£19,45 56,8423 0,5 - -

Radioiodo 27 60 0,02 - -

Drogas 33 37 - -

Tiroidectomia 4 0 - -
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Ja a regressao logistica multivariada, analisando as variaveis que influenciam
na OG, mostrou que o genotipo CT do gene CTLA-4 regido promotora -318 (p = 0,04),
OR = 4,13, 95%IC = 1,01-16,8 e o sexo masculino p = 0,01, OR = 7,59, 95%IC = 1,55-

37,23 foram fatores de risco para esse acometimento (tabela 16).

Tabela 16- Regressao logistica multivariada analisando os fatores que influenciam no risco

para desenvolvimento da oftalmopatia de Graves

Variavel P OR IC

CTLA-4 -318 CT/CC 0,04 4,13 1,01-16,8
CYP1A1 0,18 0,44 0,13-1,48
GSTP1 0,9 0,63 0,08-5,7
TP53 0,2 0,16 0,02-1,22
Sexo masculino 0,01 7,59 1,55-37,23
Etnia 0,44 1,62 0,47-5,6
Tabagismo 0,08 3,21 0,87-4,18
Idade 0,87 0,9 0,26-3,08
Bocio 0,32 1,47 0,69-3,14

TSH 0,06 0,01 0,01-11,7
T4livre 0,85 1,03 0,76-1,4
AntiTPO 0,99 1,0 0,17-6,07
AntiTg 0,19 2,2 0,66-7,37
TRADb 0,08 1,007 0,99-1,01
Drogas/Radioiodo 0,75 1,32 0,23-7,48
Tecnécio 0,47 1,02 0,98-1,06
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5- DISCUSSAO




A DG ¢ uma doenca auto-imune de etiologia multifatorial e de heranca
poligénica. Entre os pacientes com DG, apenas um subgrupo de 3-5% desenvolvem uma
OG severa, de forma que ja se aventou a possibilidade de que DG e OG sejam duas doengas

distintas com diferentes bases genéticas (Zhang et al., 20006).

A presente analise do polimorfismo CTLA-4 regido promotora —318 nao
encontrou diferengas entre pacientes com DG e individuos controles (p=0,186). Os mesmos
resultados foram obtidos por Heward et al., 1999; Kacem et al., 2001; Kouki et al., 2002.
Diferente da populacdo estudada, a andlise deste polimorfismo do gene CTLA-4 em
populagdes do Canadd e da Alemanha mostrou um excesso do gendtipo CC em DG e
constatou-se que esta associacdo estava em linkage, isto ¢, associada com o exon 1
(Braun et al., 1998). Embora nossa populacdo, pela sua elevada heterogeneidade, tenha
maior chance de representar a real influéncia desse polimorfismo no desencadeamento da
DG, estudos com maior numero de pacientes ¢ em diferentes populagdes sdo necessarios

para que, em uma meta-analise, se possa avaliar melhor o seu papel.

Quando compara-se a frequéncia genotipica do polimorfismo do gene CTLA-4
regido promotora -318 em pacientes com e sem OG, observa-se uma maior frequéncia do
genotipo CT em pacientes com OG (p=0,005, OR =2,65, 95% IC=1,35-5,32).
Na populagdo coreana, Park er al., 2000 analisaram uma associagdo desse mesmo
polimorfismo com OG, entretanto a associagdo foi com o gendtipo CC em vez do CT,
encontrado no presente estudo. Diferencas alélicas podem representar agdes totalmente
diferentes das proteinas resultantes em substratos diferentes. Assim, novamente ¢ possivel
que a populagdo coreana seja diferente da brasileira quanto ao perfil de risco relacionado

com a exposi¢ao a diferentes substancias desencadeadoras da OG.

A andlise dos fatores de risco para OG revelou que o tabagismo foi um fator
significativo para o desenvolvimento da OG, mais do que duplicando seu risco (p = 0,001,
OR:2,65, 95% IC = 1,43-4,9). Apos a descri¢do inicial de Hagg e Asplund (1987), diversos
relatos documentaram uma forte associacdo entre tabagismo e DG. Vestergaard et al. 2002
mostraram em uma meta-analise que o risco para DG foi significativamente maior em
fumantes. Além disso, pacientes com DG que fumam tém um risco aumentado para

desenvolver OG (Vestergaard et al., 2002).
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Os mecanismos pelos quais o tabagismo afeta a OG nao sdo totalmente
conhecidos. Propde-se que a formacdo de radicais superoxido (o cigarro contém ou gera
uma variedade de oxidantes e de radicais livres) induz a proliferacdo de fibroblastos
orbitais (Burch et al., 1997; Pryor e Stone, 1993). A hipoxia tecidual também agiria da
mesma forma, além de aumentar a producdo de glicosaminoglicans por esses mesmos

fibroblastos (Metcalfe et al., 1994).

A cultura de fibroblastos orbitais mostra o aumento da expressdo do HLA-DR
em resposta a nicotina e alcatrdo, mas somente quando na presenca de interferon-gama,

sugerindo que o fumo altera a resposta imune orbital na OG (Mack et al., 1999).

Mais recentemente, Cawood et al. (2007), observaram que apos estimulo de
fibroblastos orbitais com extrato de tabaco houve um aumento da producdo de
glicosaminoglicans e da adipogénese, explicando a acdo desse agente no desenvolvimento
da OG. Contudo, demonstraram que esse efeito aditivo ou sinérgico ocorria em combinacao
com outras influéncias auto-imunes, como interleucinas inflamatorias ou linfocitos
ativados. Essa hipdtese ¢ baseada no encontro nesse estudo, do efeito sinérgico do extrato

de tabaco e Interleucina-1.

Além disso, entre pacientes com OG, aqueles que fumam apresentam um
acometimento ocular mais severo comparado com os nao-fumantes (Prummel ¢ Wiersinga.,
1993). O periodo de seguimento dos pacientes com DG ¢ um fator importante na detec¢do
da OG. Em uma significativa propor¢ao de pacientes, o inicio da DG precede o da OG por
um periodo de aproximadamente dois anos (Jacobson e Gorman., 1984). Os pacientes tém
um periodo minimo de seguimento de quatro 4 anos, o que permitiu identificar o

surgimento ou piora da oftalmopatia dentro de um tempo satisfatorio.

Os critérios utilizados para definir a presenga de oftalmopatia e sua intensidade
sdo pontos importantes na realizacdo desse tipo de trabalho. Existem diversos tipos de
classificagdes de oftalmopatia, entre elas: a proposta por Bartley ¢ Gorman., 1995;

e Bartalena et al., 2000.
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Usou-se no presente estudo a classificagdo NOSPECS, proposta por Werner.,
1977, que ¢ utilizada na maioria dos trabalhos mais recentes. Além disso, separamos nossos
pacientes em dois grupos: aqueles com NOSPECS = 2 que apresentavam uma doenca
menos intensa ¢ 0 NOSPECS > 3 com doenga mais grave. Isso permitiu definir melhor a

relacdo entre OG ¢ os fatores de risco estudados.

Apesar de utilizarmos um método de imagem como ressonancia ou tomografia
de orbita para todos os pacientes, a falta de uma padronizagdo especifica ndo permitiu
separarmos OG como forma miogénica ou ndo-miogénica, o que poderia trazer resultados

interessantes a respeito desses acometimentos.

Alguns trabalhos mostram que a idade avangada seria um fator de risco no
desenvolvimento da OG. Entretanto, ndo existe uma definicdo de consenso de qual seria
essa idade. Bednarczuk er al., 2003 demonstraram que pacientes com mais de 42 anos
apresentavam esse risco, enquanto Kendler er al., 1993 encontraram essa alteragdo mais
frequentemente com idade superior a 50 anos e Perros et al., 1993 com mais de 60 anos.
Nao encontrou-se esse fator como sendo de risco em nossos grupos de pacientes,
nem mesmo quando separamos para comparagdo entre aqueles com idade inferior e

superior a 50 anos.

Existem evidéncias de que o sexo masculino esteja associado com a presenga €
severidade da OG (Perros et al., 1993; Kendler et al., 1993). Confirmamos este dado em
nossa populacdo onde o risco para o sexo masculino era quase trés vezes maior de

desenvolver OG: p = 0,01 OR: 2,77 95%IC = 1,24-6,2.

A explicacdo de o sexo masculino ser um fator de risco na OG nao esta
definida. A DG ocorre com uma maior frequéncia em mulheres, possivelmente por
influéncia dos estrogenos no sistema auto-imune, particularmente nos linfocitos B.
Uma possivel explicacdo seria que homens com DG seriam menos aderentes a terapia com
drogas antitiroidianas, manteriam-se por mais tempo em descontrole do hipertiroidismo,

0 que aumentaria o risco de desenvolvimento de oftalmopatia (Allahabadia et al., 2000).
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Uma observacao interessante encontrada na presente casuistica foi a presenca
de bocio como fator de risco para oftalmopatia. Esse dado ndo foi previamente descrito,
de nosso conhecimento, em outras populacdes estudadas para fatores de risco para
oftalmopatia. Poderiamos considerar logico que, & medida que a glandula tir6ide aumenta
de tamanho, a producdo de antigenos também aumenta, de forma que mais anticorpos
poderiam se formar. Essa também ¢ uma das explicacdes entre a relacdo encontrada por

alguns autores entre tamanho de bocio e gravidade da DG (Manji et al., 2006).

Existem controvérsias se o uso do radioiodo para tratamento da DG pode levar
ao desenvolvimento ou a uma piora da OG (Bartalena er al., 1998; Acharya et al., 2008).
Em nossa analise, ndo encontramos esse tipo de associagdo. No entanto precisamos apontar
para um viés de nossa casuistica. Quando separamos nossos pacientes em grupos com
NOSPECS 2 e NOSPECS > 3, observamos maior numero de pacientes utilizando o
tratamento com drogas antitiroidianas (principalmente metimazol) neste ultimo, p=0,02.
Isso ocorre pelo fato de, nesses pacientes, preferirmos essas medicacdes pelos seus efeitos

imunomoduladores, que levam a diminui¢do dos valores do TRAD (Carella et al., 2006).

Alguns autores propdem que pacientes com valores de TRAb mais altos sdo
suscetiveis a desenvolver um maior risco para OG (Gerding et al., 2000). Esses achados
nao foram encontrados em nossos resultados, assim como nao encontramos relacdo entre

risco de OG e a presenga de anticorpos antiTPO e antiTg.

Agentes quimicos ambientais podem alterar o sistema imune em diferentes
espécies (Gilbertson et al, 2003; Nichenametla er al., 2004). A exposi¢ao a xenobidticos
ambientais, como o cigarro, foi proposta como um dos fatores de iniciagdo que levam a
perda da tolerancia a auto-proteina em individuos geneticamente suscetiveis a um niimero
elevado de doengas, inclusive as doencas auto-imunes tiroidianas (Aune er al., 2004;
Kita et al., 2004; Fourneau et al., 2004). Os dados deste trabalho confirmam a literatura,
indicando que o tabagismo desempenha um importante papel no risco para OG. As enzimas
de GST sdo substratos especificos, mas o seu mecanismo de atuagdo ¢ ainda pouco

conhecido (Strange et al., 2000; Cao et al., 2003).
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O polimorfismo de GSTP1 afeta a resposta celular ao dano de DNA, modifica a
sensibilidade individual a genotoxinas, além de uma capacidade reduzida na detoxificacao
de substancias danosas capazes de produzir estresse oxidativo (Hayes e Strange, 2000;

Cao et al., 2003).

As enzimas de GST sdo sujeitas a regulagdao por hormonios tiroidianos, além de
GH, insulina e hormonios sexuais (Coecke et al., 2000). Tanto o T3 quanto o T4 reduzem a
atividade das GSTs, levantando a possibilidade de o estado de hipertiroidismo poder
exercer uma influéncia na resposta a drogas antitiroidianas ou até ao tratamento com

radioiodo (Coecke et al., 2000).

Nossos dados sugerem que os individuos com variantes de GSTP1 possam ser
mais suscetiveis a inducdo da auto-imunidade pela agdo de produtos ambientais ou

enddgenos que dependem do gene GSTP1 como substratos de detoxificagao.

Verificamos também que os polimorfismos de CYPIA1 m1 estdo relacionados
a suscetibilidade a DG. Ha mais de 3,5 bilhdes de anos, as enzimas P450 foram, sem
davida, os componentes necessarios para o caminho de transdu¢do de sinais, € a maior parte
das enzimas P450 ficou responsavel pela detoxificagdo de inimeros compostos toxicos.
Durante o metabolismo oxidativo, essas enzimas sdao capazes de gerar compostos toxicos
intermediarios (Vineis., 2002). As enzimas de CYP, com o alelo Pro/Pro de 72TP53,
podem participar no metabolismo de algumas toxinas de efeitos cumulativos, ja que
parecem ser mais importantes em individuos acima de 25 anos. O aumento no dano ao
DNA e a apoptose podem estar associados com as doengas auto-imunes tiroidianas,
hipotese esta referendada pelo achado de que os anticorpos anti-p53 podem ser detectados
no soro de aproximadamente 4% de pacientes com suspeitas de doenga auto-imune

tiroidiana (Fenton et al., 2000).

O papel da morte celular programada em doencgas auto-imunes tiroidianas ainda
¢ muito pouco entendido, mas ¢ razoavel assumir que a apoptose contribui, pelo menos
parcialmente, regulando a maturagdo e controle da resposta imune mediada tanto pelos
linfocitos T e B (Duke ef al., 1996). Ora, as variantes Pro de 72TP53 possuem menor

capacidade de induzir apoptose celular (Whibley er al., 2009). Embora dados anteriores de
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nosso grupo apontassem uma participacao de TP53 na etiopatogenia da DG, a presente
investigagdo ndo encontrou qualquer relagdo desse gene com o risco para DG ou para OG

(Bufalo et al., 2008).

Acredita-se que os estudos desses polimorfismos em uma populagdo maior
poderdo ajudar a tragar um perfil genético de risco para o desenvolvimento de determinadas
doengas tiroidianas, como a DG e a OG. Considerando a prevaléncia relativamente elevada
da doenca tiroidiana auto-imune em nossa populagdo, esse tipo de estudo poderd ajudar a
definir grupos de risco aos quais, eventualmente, serdo propostas medidas profilaticas

especificas, como, por exemplo, evitar o fumo.
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6- CONCLUSAO




Concluimos que as variantes dos genes GSTP1 e CYP1AIml sdo mais

frequentes nos pacientes com DG do que nos controles.

Observamos também que o gendtipo CT do gene CTLA-4 regido promotora

-318 era mais frequente em pacientes com OG do que naqueles sem esse acometimento.

O sexo masculino, tabagismo e o bocio foram considerados fatores de risco

para a OG.
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