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INTRODUCAO



1.1. Orbitopatia de Graves

Orbitopatia de Graves (OG) € o nome dado a doenga auto-imune orbitaria
caracterizada clinicamente pela presenga de retragdo palpebral associada a
proptose, estrabismo restritivo ou neuropatia dptica (BURCH &WARTOFSKY 1993;
BARTLEY &GORMAN 1995). A grande maioria desses pacientes apresenta alguma
disfungéo tireoidiana auto-imune, com destaque para o hipertireoidismo ou doenca
de Graves (DG), que ocorre em 90% dos casos (BARTLEY, FATOURECHI et al,,

1996)(Figura 1).

Figura 1. Caso clinico tipico da doenca de Graves. Paciente do sexo feminino

com bdécio e orbitopatia

A terminologia utilizada para designar o quadro orbitario, referido atualmente
como “orbitopatia de Graves”, é variada e fonte de confusdo. Denominagdes
frequentemente utilizadas, tais como oftalmopatia distireoidiana, exoftalmo
enddcrino, oftalmopatia relacionada a tiredide sugerem que a doenga orbitaria seja
indissociavel da doenga tireoidiana. Uma digressao histérica € util para entender o

fato. No inicio do século XIX, Robert Graves, Caleb Parry e Carl Adolph Basedow



(Figura 2), identificaram, independentemente, a doenga caracterizada pela triade:
taquicardia, bécio e exoftaimo. Em 1862, Armand Trousseau sugeriu 0 eponimo
“‘doenca de Graves” que foi amplamente difundido nos paises de lingua inglesa

(TROUSSEAU 1868).

Figura 2. A. Caleb Hillier Parry (1755-1822)
B. Robert James Graves (1796-1853)
C. Adolph Von Basedow (1799-1854)

Anos apds, com a descoberta da fungdo tireoidiana, as terminologias
hipertireoidismo e tireotoxicose foram acrescentadas a literatura e & denominagéo da
orbitopatia, sugerindo o nexo causal. H4 pouco mais de 50 anos, surgiram os
primeiros indicios da existéncia dos auto-anticorpos e de seu papel fisiopatogénico
na DG, estabelecendo o conceito atual de doenga auto-imune para esse tipo de
disfungao tireoidiana. A DG é, hoje, caracterizada pela produgéo de auto-anticorpos
contra o receptor do hormodnio estimulador da tiredide (TSH-R), induzindo a
produgéo autdnoma e descontrolada dos horménios tireoidianos (WEETMAN 2000).

Embora exista uma forte relagdo temporal entre o inicio do hipertireoidismo e
da orbitopatia (GORMAN 1983), aproximadamente 50% dos pacientes com
hipertireoidismo nao apresentam manifestagdes oculares e 5% dos pacientes com

orbitopatia nunca manifestam disfungao tireoidiana (FELDON 1990). A associagao



entre orbitopatia e DG sugere mecanismos fisiopatogénicos compartilhados entre
orbita e tiredide, possivelmente mediados por antigenos comuns aos dois tecidos

(BAHN, DUTTON et al., 1998, BAHN 2002).

A retragdo palpebral é o sinal mais freqiiente da OG e ocorre em 90% dos
casos (BARTLEY, FATOURECHI et al., 1996). Embora o envolvimento das
palpebras superiores seja mais evidente, as palpebras inferiores também podem
estar afetadas. Esse sinal, conhecido como sinal de Dalrymple, € causado,
principalmente, pela hiperagdo do musculo de Miller, dependente do ténus
simpatico, e do elevador da palpebra superior, inervado pelo nervo oculomotor
(CRUZ 1997).

A proptose ou exoftalmo ocorre em, aproximadamente, 60% dos casos,
estando relacionada com o aumento dos tecidos muscular e adiposo orbitarios. A
andlise da evolugdo temporal da exoftalmometria mostra que 72 a 80% dos casos
permanecem estaveis, 16 a 23% sofrem aumento maior do que 2 mm e 5% podem
diminuir espontaneamente (BARTLEY, FATOURECHI et al., 1996).

Como consequéncia do aumento muscular, 42,5% dos pacientes
desenvolvem estrabismo restritvo e 5% evoluem para neuropatia Optica por

compressao do nervo éptico no apice da drbita (Figura 3).

Figura 3: A. Paciente com esotropia e hipotropia de olho direito. B. Tomografia
computadorizada (TC) de orbitas em corte axial do mesmo paciente,
mostrando aumento dos musculos retos mediais e compressao apical do
nervo 6ptico direito



1.1.2. Aspectos fisiopatogénicos

A fisiopatogenia da OG é, ainda, pouco compreendida. A intima associagéo
com hipertireoidismo auto-imune sugere a possibilidade de antigenos comuns entre
os tecidos orbitarios e tireoidianos. A DG é desencadeada pela ligacao de auto-
anticorpos ao TSH-R nas células foliculares tireoidianas. A estimulagdo do receptor
causa producdo excessiva e descontrolada do horménio tireoidiano, elevando seus
niveis séricos na medida em que promove supressao da produg¢do do TSH. O TSH-
R é considerado o auto-antigeno da DG. Alguns estudos tém demonstrado a
presenca desse receptor nos fibroblastos orbitarios de pacientes com OG, sugerindo
sua participacdo na patogénese da doengca (BAHN, DUTTON et al, 1998; WU,
YANG et al., 1999; ANISEWSKI, VALYASEVI et al., 2000; BAHN 2002).

O exame histolégico dos tecidos conectivos orbitarios de pacientes com OG
mostra um infiltrado linfocitario, com predominancia de linfécitos T (WEETMAN,
COHEN et al., 1989). Ambos os subgrupos linfocitarios, Th1 (linfécito T helper que
produz as citocinas: interleucina-2, interferon-gama e fator de necrose tumoral-alpha)
e Th2 (caracterizado pela produgéo das interleucinas 4, 5 e 6) ja foram relacionados
a OG (DE CARLI, D'ELIOS et al., 1993; HEUFELDER &BAHN 1993; ANISEWSKI,
VALYASEVI et al., 2000; HIROMATSU, YANG et al., 2000). Um estudo sugere que o
perfil Th1 predomine nas fases iniciais da doengca enquanto que as células Th2
ocorram na fase tardia (ANISEWSKI, VALYASEVI et al., 2000).

Os fibroblastos orbitarios, células responsaveis pelo remodelamento tecidual
que ocorre na OG, tém sido intensamente analisados. Esses fibroblastos sofrem a
acao de citocinas, secretam proteinas imunomoduladoras, expressam moléculas de
adesdo, produzem colageno e diferenciam-se em adipécitos, num processo

conhecido como neo-adipogénese (CRISP, STARKEY et al., 2000). Em recente



estudo (SMITH, KOUMAS et al., 2002) foram demonstradas diferencgas fenotipicas e
funcionais entre os fibroblastos do tecido adiposo e da musculatura extra-ocular
(MEO). A diferencga fenotipica € dada pela expressao de uma molécula de superficie
celular denominada Thy-1. Os fibroblastos perimisiais expressam essa molécula de
maneira homogénea e, ao contrario dos fibroblastos do tecido adiposo, nao
possuem capacidade de neo-adipogénese (SMITH, KOUMAS et al.,, 2002). Esses
dados sao de extrema importancia, pois foram os primeiros a fornecer um substrato
histopatoldgico para os subtipos clinicos e indicam a possibilidade de mecanismos
fisiopatogénicos distintos, atuando na producgao da OG.

A contribuicdo de fatores genéticos e ambientais no desenvolvimento da
doenca de Graves ndo pode ser negligenciada. Aproximadamente 50% dos
pacientes com DG tém histéria familiar de doenga tireoidiana (BRIX, KYVIK et al.,
1998). A taxa de concordancia da DG em gémeos monozigéticos € de 30 a 50%
enquanto em gémeos dizigéticos € menor que 5%. Como a doenga é mediada por
mecanismos imunologicos, a busca por genes de suscetibilidade concentra-se nos
genes que regulam a resposta imune (RATNASINGAM &GOUGH 2002). As
principais associagdes estao relacionadas aos genes HLA classe Il, localizados no
cromossomo 6 (ORHAN, AZEZLI et al., 1993; MACIEL, RODRIGUES et al., 2001), e
ao gene 4 associado ao linfécito T citotdxico - CTLA-4 — localizado no cromossomo 2
(YANAGAWA, HIDAKA et al., 1995). Polimorfismos do gene CTLA-4 também foram
associados a suscetibilidade a orbitopatia de Graves (VAIDYA, IMRIE et al., 1999),
no entanto, essa associacdo ndo tem sido confirmada em outros estudos
(VILLANUEVA, INZERILLO et al., 2000).

Agentes infecciosos podem induzir a expressdo de moléculas HLA em células

que normalmente ndo expressam o antigeno. Kraemer (KRAEMER, DONADI et al.,



1998) demonstrou que a associagao entre antigenos virais, relacionados ao virus
Coxsackie-B, e HLA-DR3, podem contribuir para o desenvolvimento da DG em
pacientes brasileiros.

O principal fator ambiental estudado na predisposicdo e severidade da
orbitopatia em individuos com DG ¢, indubitavelmente, o tabagismo (PRUMMEL
&WIERSINGA 1993). Um dos mecanismos sugeridos consiste na acgao
imunomoduladora da nicotina, aumentando a expressao de HLA-DR nos fibroblastos
orbitarios, influenciando, assim, a apresentacido de antigenos as células

imunocompetentes na o6rbita (MACK, STASIOR et al., 1999).

1.1.3. Subtipos da Orbitopatia de Graves

A caracteristica mais marcante da OG & o aumento da musculatura extra-
ocular (MEQ), que tipicamente poupa as inser¢ées musculares tendinosas (TROKEL
&JAKOBIEC 1981). Embora o aumento da gordura orbitaria tenha sido observado
pela primeira vez por Rundle e Pochin (RUNDLE &POCHIN 1944) esse achado sé
ganhou importancia apés sucessivas publicagdes sobre seu envolvimento na OG
(FORBES, GORMAN et al., 1986; PEYSTER, GINSBERG et al., 1986; ANDERSON,
TWEETEN et al., 1989).

O aumento muscular foi observado em estudos anatémicos (TROKEL
&JAKOBIEC 1981), durante procedimentos cirtrgicos (NAFFZIGER 1933) e em
exames radiolégicos (FORBES, GORMAN et al., 1983). Analises histologicas do
tecido muscular orbitario de pacientes com OG mostram graus variados de aumento
volumétrico causado por edema e infiltracdo de gordura entre as fibras musculares.

Observam-se células inflamatérias (linfécitos, macréfagos), depdsitos de



glicosaminoglicanos e acimulo de colageno. A célula muscular ndo é primariamente
afetada (CAMPBELL 1989).

A gordura orbitaria apresenta poucas alteragbées histolégicas apesar da
grande hiperplasia, observada durante a cirurgia de descompresséo orbitaria e em
estudos radiolégicos (PEYSTER, GINSBERG et al., 1986). As principais alteragdes
ocorrem nos septos de tecido conectivo que permeiam o tecido adiposo e séo
semelhantes as que ocorrem no intersticio muscular (RILEY 1972). Uma
caracteristica relevante do acometimento adiposo é a proliferagcdo de adip6citos
normais, processo conhecido como neo-adipogénese.

O envolvimento inconstante dos tecidos muscular e adiposo na OG levou
Nunery a categorizar os pacientes em 2 subtipos de orbitopatia, apresentando
comportamentos clinicos diferentes(NUNERY 1991). Pacientes com OG subtipo 1
tém aumento da gordura orbitdria e pouco ou nenhum aumento muscular.
Apresentam motilidade ocular normal, proptoses simétricas e auséncia de sinais
inflamatérios orbitarios. Em geral ocorre em mulheres (relagdo feminino/masculino
de 8:1) e tém evolugdo mais benigna pelo fato de nao produzir disfungdo muscular
(Figura 4A/B). No subtipo 2 o envolvimento muscular € notério, causando diplopia e
proptose assimétrica. Ha sinais inflamatérios evidentes e risco de neuropatia 6ptica
compressiva. Esse tipo de OG tem menor predisposi¢ao pelo sexo feminino do que o
subtipo 1 (relagéo feminino/masculino de 2:1) e inicia-se em idades mais avangadas

(Figura 5A/5B) (RUBIN, WATKINS e al., 1998).



Figura 4. A. Paciente com orbitopatia de Graves (OG) - subtipo 1, apresentando
areas hipocromicas periorais, mostrando a associagao da OG com vitiligo. B.
Tomografia computadorizada de orbitas, em corte axial, da mesma paciente,
mostrando musculatura extra-ocular normal e proptose secundaria ao
aumento do contetdo adiposo orbitario

Figura 5. A. Paciente com orbitopatia de Graves - subtipo 2. B. Tomografia
computadorizada de orbitas, em corte axial, mostrando o grande aumento da
musculatura extra-ocular com compressao do nervo optico

A categorizagdo em subtipos assume importancia progndstica nas indicagoes
terapéuticas. Pacientes do subtipo 1 ttm menor chance de desenvolver diplopia e
estrabismo apds a cirurgia de descompressao orbitaria (NUNERY, NUNERY et al.,
1997). Pacientes com OG subtipo 2 tendem a obter melhores respostas a
tratamentos antiinflamatdrios com corticosterdide efou radioterapia.

O envolvimento muscular € uma das principais caracteristicas da OG. Gaag e

cols (GAAG, SCHIMDT et al., 1996) estimaram a ocorréncia de aumento muscular
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em 68% dos pacientes com OG. No entanto, nesse mesmo estudo, 28% dos
pacientes analisados apresentaram somente o aumento da gordura orbitaria com

MEO normais, correspondente ao subtipo 1 (NUNERY 1991).

1.1.4. Tomografia computadorizada de orbitas

O exame clinico permite extrair grande parte das informagdes necessarias ao
diagnostico da orbitopatia. E indiscutivel, no entanto, o papel dos exames de
imagem, em especial da TC de érbitas, na complementagdo diagnéstica e
abordagem terapéutica dessa doenca.

A TC foi introduzida em 1970, possibiltando um grande avango para
investigacdo da anatomia das doengas orbitarias (WEBER 1996). O principio do
funcionamento da TC é resultado de raios-X colimados que atravessam o paciente e
incidem sobre um detector. Os raios-X sdo atenuados pelos tecidos que atravessam,
sendo essa atenuacgdo diretamente proporcional a densidade do tecido. Portanto,
para quantificagao das estruturas, € necessario o conhecimento da quantidade inicial
e restante de raios-X. Os valores de atenuagdo sdo medidos em unidades de
Hounsfield (HU), numa escala de —1000 a +1000. Por conveng¢ao, a densidade do ar
é fixada em -1000 HU, da agua em 0 HU e do osso +1000.

A maioria dos tecidos e fluidos do organismo varia entre -100 e +100 HU. Pelo
fato da TC apresentar-se em escala cinza, tecidos com baixa atenuagéo, ou seja,
baixa densidade, permitem que uma quantidade maior de raios-X passe por eles,
portanto, aparecem pretos na imagem. Entretanto, areas com alta atenuacéo,
apresentam-se em coloragao esbranquigadas. Para visualizagdo do olho séo
utilizados 64 niveis de cinza, numa escala entre preto e branco no filme de raios-X.

Portanto, tecidos diferentes, mas com densidades similares, ndo podem ser
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distinguidos pelas TC padrées. Um artificio utilizado para resolugdo desse problema
é denominado técnica de janelas (windowing) que possibilita a observagao de
imagens formadas dentro de determinada faixa de densidade (WEGENER, FASSEL
et al., 1993).

A TC orbitaria utiliza secgoes axiais da regido orbitaria, obtidas no angulo de -
10 a -15° relativos ao plano orbitomeatal (Figura 6A), e, ainda, secgdes coronais,
perpendiculares ao plano axial (Figura 6B). Cada secg¢do ou corte tem espessura
milimétrica e o intervalo entre cortes consecutivos é variavel, em geral de 3 mm.
Durante o exame, o paciente é orientado a manter a posigéo primaria do olhar

evitando, assim, contragoes assimeétricas da musculatura extra-ocular.

Figura 6. Tomografia computadorizada de drbitas em corte axial (A) e coronal
(B). A seta indica a orbita normal

Os musculos extra-oculares sao estruturas bem definidas pela TC. Nos cortes
axiais, eles sao fusiformes e, nos cortes coronais, assumem um aspecto levemente
ovalado de densidade homogénea. Ao contrario, a gordura orbitaria & representada
pela imagem negativa que fica entre os musculos.

Na OG, os achados tomograficos caracteristicos sdo o aumento muscular

que, geralmente, poupa a insergcao tendinea escleral, aumento da gordura intra e
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extraconal, deslocamento antero-posterior do globo ocular e, raramente, a

diminuicdo da densidade intramuscular (OZGEN, ALP et al., 1999) (Figura 7)

Figura 7. Tomografia computadorizada de drbitas, corte axial, mostrando
proptose e aumento muscular poupando a insercao escleral na drbita direita,
alteracoes tipicas da orbitopatia de Graves. A drbita esquerda é normal

1.2. Marcadores genéticos

1.2.1. Sistema dos Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA)

O desenvolvimento das doengas auto-imunes é conseqliéncia da disfungédo
do sistema imune, que deixa de reconhecer constituintes do préprio individuo,
tratando-os como antigenos estranhos. A predisposi¢cao as doengas auto-imunes
esta associada aos genes do complexo principal de histocompatibilidade (CPH) que
tem como fungéo primordial codificar moléculas fundamentais na apresentagéo de
antigenos para linfécitos T. A regido CPH esta localizada no brago curto (p) do
cromossomo 6 e recebeu essa denominagdo porque, quando descrita, esteve
associada a rejeicdo aos tecidos transplantados em animais. O complexo génico
codifica moléculas ou antigenos de histocompatibilidade, recebendo, no ser humano,

o nome de sistema HLA (human leukocyte antigens). Didaticamente, esses genes
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podem ser reunidos em trés grupos, denominados genes de classe |, Il e Ill. Os
genes de classe | codificam as moléculas HLA-A, B e C; os genes de classe I
codificam as moléculas HLA-DM, DO, DP, DQ e DR. Os genes de classe Ill nao
codificam moléculas de histocompatibilidade e, sim, proteinas das vias classica e

alternativa do complemento, os fatores de necrose tumoral alpha e beta (TNF-a e

TNF-B), a proteina do choque térmico (Hsp 70) e as enzimas 21-hidroxilase. A

Figura 8 apresenta um esquema didatico da localizagao dos genes do sistema HLA .

Cromossomo 6
telomero Brago longo - q Centromero Bragocurto-p  telomero
e K ‘
centromérico telomérico
| =
B A AB 21 72 B A BB B4 A C4 C2HSPTNF B C A
1 L L ud 1 | I !
DP DM LMP TAP DQ DR
CLASSE Il CLASSE 1l CLASSE |

Figura 8. Representacao esquematica da localizagao dos genes do complexo
principal de histocompatibilidade (CPH)

Os genes HLA que estao envolvidos na resposta imune pertencem as classes
| e Il. Os produtos desses genes sao moléculas que ficam na superficie celular, cuja
funcédo & a apresentagao de peptideos antigénicos as células T. As moléculas de
classe | estao presentes na maioria das células somaticas e as de classe Il ocorrem,

predominantemente, em linfécitos B e macréfagos, células denominadas
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apresentadoras de antigenos, e, ainda, em linfécitos T ativados. Os genes de classe
Il codificam 2 cadeias polipeptidicas, a e B, que formam o sulco de ligagdo do
antigeno. A nomenclatura segue a designacdo de seu loco no cromossomo 6 e
consiste de 3 letras: a primeira (D) indica a classe, a segunda (M, O, P,Q ou R)
indica a familia e a terceira (A ou B) indica a cadeia a ou . Assim, o HLA-DRB, por
exemplo, mostra que € um gene de classe Il da familia R que codifica uma cadeia B.
Cada grupo de alelos é identificado pelos dois pelos dois algarismos arabicos iniciais
e cada alelo desse grupo, por dois algarismos arabicos finais, sendo 4 algarismos
precedidos de um asterisco. Exemplificando, HLA-DRB1*0301 significa que o alelo
0301 do gene DRB1 codifica a cadeia B da molécula de classe |l, pertencente a
familia R (KLEIN &SATO 2000).

Cada gene tem varios alelos que podem codificar moléculas distintas. Uma
determinada molécula HLA pode, assim, apresentar um antigeno que nao seria
reconhecido se estivesse ligado a uma molécula codificada por outro alelo. Essa
caracteristica ajuda a explicar a associagdo de uma doencga com alelos especificos
(KLEIN &SATO 2000).

Os estudos populacionais sdo amplamente utilizados para determinar as
associagbes entre antigenos ou alelos HLA e doengas. Nesses estudos, a
frequéncia do antigeno ou alelo observada nos pacientes nado aparentados é
comparada com aquela verificada em individuos que nao apresentam a mesma
doenga ou com individuos sadios. A associagao € avaliada pela comparagao das
frequéncias dos marcadores de histocompatibilidade entre os grupos estudados,
utilizando os dados de uma tabela de contingéncia 2 x 2 e empregando-se o teste
exato de Fisher ou o teste do qui-quadrado. Tradicionalmente, a forca da associagao

€ estimada pelo risco relativo (RR), descrito por Woolf e Haldane em 1955, que
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indica quao mais freqllente uma doenca pode ocorrer em portadores de um
determinado marcador de histocompatibilidade em relagdo aos individuos que nao
apresentam o marcador (SVEJGAARD, PLATZ et al., 1983). Quando varios
antigenos sdo estudados, em geral um deles terd& uma diferenga estatistica,
considerando a probabilidade de 5%, ou seja, ndo ha diferenca verdadeira. Esse
fenémeno (erro tipo 1) pode ser corrigido multiplicando o valor da probabilidade (p)
pelo nimero de antigenos estudados (correcdo de Bonferroni). Essa corregdo é
necessaria em estudos de novos antigenos ou alelos (SVEJGAARD 1986). Como
ilustrado na Tabela 1, o RR é calculado como a razdao de probabilidades ou
odds’ratio (OR), ou seja, o produto cruzado das quatro entradas da tabela 2 x 2. Um
RR maior do que 1 indica que a freqii€ncia do marcador nos pacientes € maior do
que nos controles, mostrando a suscetibilidade a doencga. Por outro lado, quando o
RR é menor do que 1 indica que o marcador confere prote¢cdo ao desenvolvimento
da doenga. Nos casos em que o RR é maior do que 1, calcula-se a fragao etioldgica
(FE) que estima a magnitude da suscetibilidade ao marcador, em termos
populacionais. Quando o RR é menor do que 1, calcula-se a fragao preventiva (FP),

indicando a magnitude de prote¢cdo do marcador. A Tabela 1 sumaria as férmulas

para os calculos do RR, FE e FP.



Tabela 1. Variaveis utilizadas para estimar a forca da associagao de um
marcador em uma doenca

1. Tabela de contingéncia 2 X 2.

Numero de individuos

Como Semo
marcador marcador
Pacientes a b
Controles c d

Freg@iéncia do marcador nos pacientes: hp,=a/a+b

2. Risco Relativo (RR): RR=ad/bc

3. Se a associagao for positiva: RR > 1, calcula-se a fragao etiologica:
Fracao etioldgica (FE): FE=(RR-1/RR) (a/a+b) = (RR-1/RR) hp

4. Se a associagao for negativa: RR < 1, calcula-se a fragao preventiva

Fracao preventiva (FP): FP=(1-RR)h,/ RR(1-hp)+h,

1.2.2. O sistema HLA na doenca de Graves

16

A suscetibilidade genética a DG é particularmente relacionada aos alelos HLA

de classe Il em grupos étnicos distintos (ORHAN, AZEZLI et al., 1993; CUDDIHY

&BAHN 1996; WONG, CHENG et al., 1999; HUNT, MARSHALL et al,, 2001). A

principal associagdo esta relacionada ao HLA-DR3 e DQA1*0501 em varias

populacdes, apesar dos riscos relativos serem relativamente baixos (2,5 a 3,8)

(RATNASINGAM &GOUGH 2002).

A populagao brasileira & extremamente miscigenada, ou seja, apresenta

substrato genético de multiplas etnias (LOUZADA-JUNIOR, SMITH et al., 2001).

Nessa populagdo, a DG esta associada aos alelos HLA-DRB1*0301 (RR=2.8;
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FE=0,287) e DQA1*0501 (RR=3.74; FE=0,351) e a prote¢do a doenga é atribuida ao
alelo HLA-DQB1*0602 (RR=0,18; FP=0,267)(MACIEL, RODRIGUES et al., 2001).
Embora a predisposi¢cdo ao desenvolvimento da OG tenha sido relatada em
outras populagées (INOUE, SATO et al.,, 1991; OHTSUKA &NAKAMURA 1998),
nenhuma associagdo foi encontrada em uma amostra de pacientes brasileiros,

quando estudados pelo método sorolégico (MACIEL, NAVARRO et al., 1997).

1.2.3. Microssatélites do Fator de Necrose Tumoral

Microssatélites sao seqiiéncias repetidas de DNA encontradas nas regides
nao codificadoras do genoma (introns) representando, aproximadamente, 3 % do
genoma humano (BENNETT 2000). Considerando seu alto grau de polimorfismo, os
microssatélites tém sido utilizados, fundamentalmente, como marcadores genéticos,
desde sua descoberta em 1980. Esse polimorfismo é dado por repeticbes
consecutivas (in tandem) de uma seqiéncia de nucleotideos ou VNTRs (variable
number of tandem repeats). Quando essas seqiiéncias apresentam de 2 a 6 pares
de bases, elas sdo chamadas de repeticbes curtas in tandem (Short Tandem
Repeats — STRs) ou microssatélites. Uma das hipéteses relacionadas com a
influéncia dos microssatélites sobre os produtos génicos é a possibilidade de alterar
o dobramento do DNA, afetando a ligagao de proteinas e enzimas, podendo afetar a
taxa de transcricido do DNA (FIELD 2001; ELLEGREN 2004).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria, envolvida nas reagbes imunes

celular e inflamatérias. Atua também no processo de fibrogénese e remodelacao
tecidual através da estimulacdo de prostaglandina E2, glicosaminoglicanos e

producdo de colageno pelos fibroblastos O TNF-a pertence a uma familia de
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proteinas que inclui a linfotoxina o (LTa, conhecida previamente como TNF-B) e

linfotoxina B (LTR). E produzido principalmente por macréfagos e linfdcitos ativados.
Em meados de 1980, a proteina TNFa foi purificada e seu gene foi mapeado

na regido de classe |l do CPH, no Iécus TNF, uma regiao de 7 kb que fica a 250 kb

centromérico ao lécus HLA-B e aproximadamente 1000 kb do genes DR da classe |l

do CPH. A localizagdo esquematica do gene TNF-o. e do microsatélites do TNF no

CPH esta demonstrada na Figura 9.

Cromossomo 6

telémero Brago longo - q Centromero Brago curto-p  telémero
Classe I Classe lll Classe
DP DQ DR C4CHSP TNF
— —]
B C A
TNF-a LT-a

A

e o )
. TNFe,d )

Figura 9. Localizagao dos microssatélites do TNF dentro do complexo principal
de histocompatibilidade

No loco TNF ha 6 microssatélites descritos, denominados TNFa, TNFb, TNFc,
TNFd, TNFe e TNFf (UDALOVA, NEDOSPASOV et al.,, 1993; TSUKAMOTO, OHTA
et al., 1998). Os microssatélites TNFa e b sao repeticoes (GT)n e (GA)n,
respectivamente, localizadas, aproximadamente, 3.5 kb teloméricas ao gene do

TNF-B. O TNFc é uma repeticao (GA)n, localizada dentro do primeiro intron do gene
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TNF-B. Os outros dois microssatélites TNFd e TNFe sao repeticdes (GA)n situadas
entre 8 e 10 kb centroméricas ao gene TNF-o e abaixo do gene TNF- (LT-a)

(JONGENEEL, BRIANT et al, 1991) e o TNFf € uma repeticdo (CA)n localizada
acima do gene da LT-B (TSUKAMOTO, OHTA et al, 1998). Cada microssatélite

possui um nimero minimo de alelos mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas dos microssatélites (STRs) do gene TNF

Marcador TNFa TNFDb TNFc TNFd TNFe
Sequéncia (GT)n (GA)Nn (GA)n (GA)n (GA)n
repetitiva

No de alelos 14 7 2 7 3

Tamanhodos 97-125 125-131 159-161 124-136 98-102
alelos (pb)

Estudos tém sugerido que os polimorfismos dos genes do TNF podem estar
relacionados com a susceptibilidade ou gravidade a varios grupos de doencgas. Essa
relacdo entre os polimorfismos e algumas afecgées pode ser conseqiiente a
influéncia direta da variabilidade genética sobre a expressao génica, ou ainda,
devido ao desequilibrio de ligacdo dos genes do TNF com outros genes do CPH.
Varios estudos tém demonstrado o forte desequilibrio de ligagdo entre os
polimorfismos do TNF e os genes do CPH de classe | e Il, contudo, os trabalhos
sobre a influéncia dos polimorfismos sobre a expressdao génica e,
conseqilentemente, a sua participacdo em varias doengas sado controversos e
inconclusivos (HAJEER &HUTCHINSON 2001).

Os microssatélites do TNF tém sido associados a varias doengas auto-

imunes. Em individuos caucasianos ingleses com lupus eritematoso sistémico (LES),
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por exemplo, a freqiiéncia do haplétipo TNFa2-b3-d3 mostrou-se aumentada, além
de se encontrar em forte desequilibrio de ligagdo com o haplétipo HLA-A1-B8-DR3
(HAJEER, WORTHINGTON et al, 1997). Em pacientes gregos com LES houve
aumento na freqiiéncia do alelo TNFa11, que se mostrou em desequilibrio de
ligagdo com o HLA-DRB1*15 (TARASSI, CARTHY et al,, 1998). J4 em pacientes
com artrite reumatéide (AR) o haplétipo TNFa6-b5-c1-d4 foi associado ao haplétipo
HLA-B44-DRB1*0401 (HAJEER, WORTHINGTON et al., 1996). O alelo TNFa2 ja foi
relacionado a forma erosiva da artrite reumatdide, pois estudos in vitro
demonstraram o aumento da produc¢ao de TNF-a em individuos com a doenga e que
apresentavam esse alelo (MARTINEZ, FERNANDEZ-ARQUERO et al.,, 2000). Na
esclerose multipla (EM) a distribuicao dos alelos TNFa11 e TNFb4 foi mais freqiiente
nos pacientes do que no grupo controle. Em pacientes japoneses com ES que
apresentavam anticorpo anti-Scl-70, a freqiiéncia do alelo TNFa13 estava
aumentada (TAKEUCHI, NABETA et al., 2000).

A presenca de determinados alelos dos microssatélites do TNF tém sido
associadas com a magnitude da expresséao da citocina, como mostra a Tabela 3. No
entanto, a producdo do TNFa pode ser influenciada pela associagdo com outros
genes do mesmo cromossomo, agindo em desequilibrio de ligagao, ou, ainda, em
cromossomos diferentes. Alguns alelos HLA-DRB1 sao, reconhecidamente,
associados a producgao do TNFa in vitro. Assim, o HLA DR3, DR1, DR4 e DR7 estao
associados a uma maior produgdo do TNFa, enquanto o DR2 e DR5 associam-se a

menor produgédo da citocina (HAJEER &HUTCHINSON 2001).
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Tabela 3. Relagao entre os microssatélites do TNF e a produgao da citocina

Microssatélites  Producgéo do TNF-a (in

vitro)
Pociot et al(POCIOT, a2, c2 aumentada
BRIANT et al., 1993) a6, ci diminuida
Derkx et al(DERKX, a4, al1 aumentada
BRUIN et al., 1995) a2, a6, a10 diminuida
Turner et al (TURNER, d3 aumentada

GRANT et al., 1995)

O papel do TNFa no desenvolvimento da OG tem sido investigado. Niveis

elevados de RNAm do TNFa foram encontrados nos musculos extraoculares de
pacientes com OG e a magnitude do aumento muscular foi correlacionado com o
aumento da expressdo do RNAm da citocina (HIROMATSU, YANG et al., 2000).

Polimorfismos genéticos da regido promotora do TNF foram associados com
a suscetibilidade a orbitopatia em populagcbes geneticamente diferentes
(BEDNARCZUK, HIROMATSU et al, 2004). Nao ha estudos envolvendo os
microssatélites do TNF na orbitopatia de Graves. Um unico estudo, relacionando a
doengca de Graves aos polimorfismos do microssatélite TNFa na populagao
tunisiana, nao foi capaz de demonstrar qualquer associacao (MAALEJ, KACEM et
al., 2000).

Apesar da inexisténcia de estudos a respeito dos microssatélites do TNF na
OG, parece razoavel inferir que esses marcadores genéticos podem estar
associados a essa doencga, baseados na sua proximidade com os genes HLA dentro
do CPH, e no papel do TNFa no aumento da musculatura extraocular em pacientes
com OG.

Nesse sentido, o presente estudo foi desenvolvido, com a finalidade de

caracterizar os subtipos da OG em relagao as suas caracteristicas imunogenéticas,
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utilizando como marcadores genéticos os alelos HLA classe |l DRB1 e DQB1 e os

microssatélites do TNF.



OBJETIVOS
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Considerando que os mecanismos patogénicos envolvidos na orbitopatia de
Graves permanecem desconhecidos e que as manifestagdes clinicas da orbitopatia
podem ser variaveis, de acordo com o tecido orbitario acometido, aventa-se a
possibilidade da existéncia de mecanismos fisiopatogénicos distintos gerando

subtipos da OG, em individuos geneticamente predispostos.

1. Gerais

Determinar a prevaléncia dos subtipos da orbitopatia de Graves, na
populagao brasileira, e avaliar a presenga de marcadores de suscetibilidade genética
nesses subtipos, localizados no complexo de histocompatibilidade principal,
representados pelos genes da classe Il, DR e DQ, e pelos genes da classe lll, os

microssatélites do TNF.

2, Especificos

2.1. Caracterizar os subtipos da orbitopatia de Graves, de acordo com o tecido
orbitario predominantemente acometido pela doenga, utilizando estudo tomografico
quantitativo das areas da musculatura extra-ocular e do tecido adiposo orbitario,

comparando-as com o grupo controle.

2.2. Comparar dados clinicos (idade, sexo, presenc¢a de neuropatia 6ptica e diplopia

e duracao da orbitopatia) entre os subtipos

2.3. Analisar a freqiiéncia dos alelos HLA classe || DR e DQ nos subtipos da

orbitopatia de Graves
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2.4 Analisar a freqiiéncia dos polimorfismos dos microssatélites do TNF nos

subtipos da orbitopatia de Graves



CASUISTICA E METODOS
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O presente estudo foi realizado em 3 etapas. A primeira etapa foi constituida de uma
analise tomografica quantitativa a fim de identificar, através de um método facilmente
reprodutivel, os subtipos da orbitopatia de Graves. A partir da identificagdo
radiolégica, foram estudados os principais aspectos clinicos em cada grupo. Na
segunda etapa, as frequéncias dos alelos HLA-DRB e DQB nos pacientes com OG
foram determinadas, comparando-as com as freqiiéncias do grupo controle,
devidamente pareados quanto a faixa etaria e o sexo, provenientes da mesma
regiao geografica. Na terceira etapa foram identificados os polimorfismos genéticos
de 5 microssatélites do TNF nos pacientes com OG, comparando suas frequéncias

entre os subtipos.

3.1. Primeira etapa: determinagdao dos subtipos da OG através de
analise tomografica quantitativa

Foram analisadas 101 TC orbitarias de pacientes com OG (78 mulheres e 23
homens), atendidos consecutivamente no ambulatério de oculoplastica da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto - USP. De acordo com o protocolo de
avaliagcao dos pacientes com OG deste servigo, cada paciente deve ser submetido
ao exame tomografico de érbitas e campimetria visual computadorizada apés a 12
consulta. A idade dos pacientes variou de 13 a 76 anos (média= 41,34+13,07 anos).
O diagnéstico da OG foi baseado em critérios estabelecidos por Bartley e Gorman
(BARTLEY &GORMAN 1995). Os critérios de Bartley estabelecem o diagndstico
clinico da OG em pacientes que apresentam retracéo palpebral associada a, pelo
menos, um dos seguintes sinais: disfungéo tireoidiana, proptose, estrabismo ou
neuropatia optica, depois de afastadas as outras causas possiveis, por meio de

exames de imagem. Quando ndo ha retragdo palpebral, o diagnéstico da OG s6
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pode ser considerado se algum dos sinais mencionados estiver associado a

disfuncéo tireoidiana, na auséncia de outros fatores causais (Figura 10).

Disfuncéo
tireoidiana Proptose
Proptose Neuropatia
optica

Neuropatia
optica

Miopatia
Miopatia Restritiva
restritiva

Figura 10. Critérios diagnésticos para orbitopatia de Graves (BARTLEY
&GORMAN 1995)

Somente uma o6rbita de cada paciente foi selecionada para analise. Para
casos com envolvimento orbitario assimétrico selecionou-se a 6rbita mais acometida
e, nos casos simétricos, foi selecionado o exame de melhor padrao radiolégico.
Cada érbita foi avaliada através de 1 corte coronal e 1 corte axial. A posi¢do dos
cortes tomograficos foi constante, ou seja, cortes coronais posicionados a 9 mm
posteriores ao fechamento do rebordo orbitario e cortes axiais que incluiam os
musculos retos medial e lateral e o nervo 6ptico.

As imagens selecionadas foram fotografadas com uma camera fotografica
digital Nikon Coolpix 995 e transferidas para um computador Macintosh, modelo
Power G3, onde foram processadas pelo programa NIH 1.62 (programa
desenvolvido no National Institute of Health por Wayne Rasband, disponivel

gratuitamente no site http://rsb.info.nih.gov/nih-image/download.htim). No corte
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coronal, os limites musculares foram delineados determinando suas areas. Os
musculos retos lateral e inferior foram analisados individualmente; os grupos
musculares reto superior/levantador da palpebra superior e reto medial/obliquo
superior foram analisados em conjunto pois, devido a sua proximidade, perdem seus

limites, imposibilitando a analise individual (Figura 11)

Figura 11. Tomografia computadorizada de drbitas em corte coronal. A area da
musculatura extra-ocular esta delimitada em vermelho. Os musculos estao
indicados: CS: complexo superior (reto superior/levantador da palpebra
superior); RM/OS: reto medial/obliquo superior; Rl: reto inferior; RL: reto
lateral

O corte axial foi utilizado para determinagdo da area do tecido adiposo,
presente entre as paredes orbitarias e os musculos retos medial e lateral (gordura
extraconal) e entre esses e o nervo 6ptico (gordura intraconal) (Figura 12A). A
posicdo antero-posterior do globo ocular também foi estimada no corte axial,

utilizando a medida da distancia entre a esclera posterior € uma linha reta horizontal

posicionada entre as eminéncias zigomaticas (linha interzigomatica) (Figura 12B).
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Figura 12, A. A area delimitada corresponde a gordura intra e extraconal. B. A
proptose f?i_ determinada pela distancia entre a esclera posterior e a linha
interzigomatica.

As mesmas medidas foram realizadas em 56 drbitas normais de pacientes
sem patologias sistémicas, submetidos ao exame tomografico devido a patologias
orbitarias unilaterais (42 mulheres e 14 homens; idade média= 36,48 + 17,5 anos).

Para determinar os subtipos da OG de acordo com o tecido orbitario
aumentado (musculo efou gordura), as medidas das areas musculares e da gordura
orbitédria dos pacientes com OG foram arbitrariamente consideradas anormais
quando as areas desses tecidos excediam 2 desvios-padrao acima da média do
grupo controle.

A andlise estatistica foi aplicada as areas medidas, comparando-se cada
subtipo da OG e o grupo controle, utilizando-se a andlise de variancia unifatorial
(ANOVA) e teste de Tukey.

Foram registradas as seguintes caracteristicas clinicas dos pacientes
estudados: idade no momento da 1% consulta oftalmoldgica, sexo, exoftalmometria,
medida com exoftaimdmetro de Hertel, presenga de estrabismo, presenga de
neuropatia Optica, avaliada através do exame do campo visual e o tempo de
duragéo da orbitopatia.

Os valores das variaveis continuas (exoftalmometria, idade, duragédo da

orbitopatia) foram apresentados pela média e + desvio-padrdao e comparados pelo
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teste t. As varidveis categéricas (sexo, neuropatia Optica e diplopia) foram

apresentadas pela freqiiéncia absoluta e comparadas pelo teste de Fisher bicaudal.

3.2. Segunda etapa: tipificagcao dos alelos HLA-DRB1 e HLA-DQB1
nos pacientes com OG subtipos miogénico e nao miogénico

Foram obtidas amostras do sangue periférico de 51 pacientes (43 mulheres,
idade: 44,9+12,49) com OG, provenientes da populagdo submetida a analise
tomografica. De acordo com os critérios adotados para estratificagdo em subtipos,
25 pacientes (23 mulheres, idade: 39,16+11,97) pertenciam ao subtipo nao
miogénico e 26 pacientes (20 mulheres, idade: 50,64+10,32) pertenciam ao subtipo
miogénico. Todos os pacientes apresentavam diagnéstico de hipertireoidismo auto-
imune. A freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1 e DQB1 foi comparada entre os subtipos
da OG, entre os 51 pacientes com OG e 44 pacientes com DG sem orbitopatia e 161
controles pertencentes a mesma regiao geografica (regido noroeste do estado de
Sao Paulo). Essa populagdao controle apresenta substrato genético de muiltiplas
etnias, decorrente da forte miscigenagédo caracteristica da populagdo brasileira,
conforme definido em estudo prévio (LOUZADA-JUNIOR, SMITH et al., 2001).

Para tipificagao dos alelos HLA de classe |I, DRB1 e DQB1, o DNA genémico
foi extraido a partir de 20 mL de sangue venoso periférico, colhido de cada individuo,
utilizando-se tubos Vacutainer (Beckton & Dickinson, USA), contendo EDTA K3

(0.054 mL/ tubo).

3.2.1.Extracao do DNA

O DNA foi extraido por salting-out, conforme metodologia previamente

descrita (MILLER, DYKES et al., 1998). Utilizaram-se 10 mL de sangue total ao qual
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se adicionou 4 volumes de tampao de lise de glébulos vermelhos (sacarose 0.3M,
Tris-HCL 10mM, MgCl 5mM e TRITON X100 a 1%). A solugéo foi homogeneizada

por inversdo e centrifugada a 2400xg, por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi

cuidadosamente desprezado e ao precipitado foram adicionados 4,5 mL de tampao
de lise de gloébulos brancos (NaCl 0,075 M, Na-EDTA 0,024 M), 1,1 mL de perclorato
de sodio 5M e 125 uL de SDS a 10%. A preparacao era agitada vigorosamente por
10 segundos a temperatura ambiente. Para a extragdo de proteinas, foram
adicionados 2,0 mL de NaCl a 6,0 mM, agitando-se os tubos vigorosamente por 15
segundos. Apoés a centrifugagdo a 1500xg por 5 minutos a temperatura ambiente, o
sobrenadante foi recolhido em um tubo de polipropileno de 50 mL, sendo
adicionados 7 mL de isopropanol absoluto. A precipitacdo do DNA ocorreu por
inversdo manual lenta. O DNA precipitado foi entdo retirado com auxilio de uma
pipeta Pasteur selada. O DNA foi lavado duas vezes em 3 mL de etanol a 70% e
redissolvido em 100 a 300 ulL de agua bidestilada desionizada esterilizada (H>Odd).
O DNA foi entao quantificado por espectrofotometria em 260 e 280 nm. O grau de

pureza do DNA extraido foi calculado pela razao entre as absorvancias obtidas em

260 e 280 nm (A260:A280), sendo considerados adequados valores entre os valores

1,6a2,0.

3.2.2. Tipificacao dos alelos de classe Il HLA-DR e HLA-DQ

3.2.2.1 Amplificagcao do DNA

As tipificagbes dos alelos de classe Il HLA-DRB e -DQB foram realizadas por
intermédio da hibridagdo de DNA amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase

(Polymerase Chain Reaction-PCR) com iniciadores (primers) seqiiéncia especificos
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(SSP-Sequence Specific Primers), utilizando-se kits comerciais preparados pelo
Grupo de Transplantes de Heidelberg (Ruprecht-Karls-Universitat, Heidelberg,
Alemanha). Para as tipificacdes dos grupos de alelos de classe || HLA-DRB e DQB,

cerca de 1-2 uL de DNA (0,5-1,0pg/uL) a ser amplificado, era adicionado a 17uL de

solugdes previamente preparadas pelo fornecedor, contendo os pares de iniciadores
especificos, as bases nitrogenadas, o tampao da enzima Tag-polimerase e 50mM de
MgCl,. Somente apds a preparagdo dessa mistura, adicionavam-se 2,0 pL da
enzima Tag-polimerase (1U/ reacdo; Pharmacia, Suécia). Como controle negativo,
em todas as reacgdes, foram utilizados todos os reagentes acima, exceto o DNA. A
reacgao foi realizada no termociclador PE-9600 (Perkin-Elmer-CA, EUA), utilizando-se

os ciclos de temperatura/tempo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Condigoes de amplificagao dos alelos de HLA-DR e HLA-DQ

Estagio Temperatura | Tempo Ciclos
Desnaturagéo inicial 94°C 2'

1. Desnaturacéao 94°C 10"

2. Pareamento e extensao 65°C 1' 10x
3. Desnaturacéao 94°C 10"

4. Pareamento 61°C S50 20X
5. Extensao 72°C 30"

Aos produtos amplificados foram adicionados 2 pL solugdo contendo 0,25%

de azul de bromofenol e 15% de Ficoll em agua, para posterior discriminagdo dos

fragmentos de amplificagdo em géis de agarose.
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3.2.2.2. Analise do produto amplificado em gel de agarose

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel,
contendo agarose a 2% em tampao 5XTAE (Tris HCI 10mM, pH=7,5, Na-EDTA
1,0mM, pH=8,0). A agarose foi dissolvida por ebulicdo e resfriada até 60°C, com
adicao de 1% de brometo de etidio (Sigma, St Louis, USA). Um pente de teflon foi
colocado na borda superior do gel, que permaneceu em repouso por uma hora a
temperatura ambiente. Apds a solidificagdo e remogéo do pente, o gel foi colocado
na cuba de eletroforese (Pharmacia-GNA200-Suécia), com nivel da solugdo tampao
(6X TAE) de 2 a 3 mm acima da superficie do gel. Os produtos da amplificagao
foram aplicados sempre na mesma ordem padronizada, o controle negativo foi
colocado por ultimo. A eletroforese foi realizada por 15 a 25 minutos, a 170 V. Apos
esse periodo, o gel foi colocado em transiluminador UV (312nm-Hybaib-EUA) e
fotografado para documentacao e interpretacéo.A tipificagdo HLA-DRB genérica foi
realizada por intermédio de 24 reagcbes de amplificagao por individuo, sendo 21 para
DRB1 (DRB1*01-*16). Na Tabela 5 estdo descritas as especificidades e tamanhos
dos produtos de amplificagdo. Para a tipificagdo HLA-DQB, foram realizadas 13
reacbes de amplificacdo por individuo e uma reagdao controle negativo. As
especificidades e os tamanhos dos produtos de amplificagao para os alelos DQB1

estao ilustradas na Tabela 6.
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Tabela 5 - Identificagao dos grupos de especificidades/especificidades dos
alelos HLA-DRB1 pelo método SSP-PCR. Os tamanhos dos respectivos
produtos de amplificagao sao também mostrados.

ESPECIFICIDADES

IDENTIFICADAS

TAMANHOS

(PARES DE BASE-pb)

DRB1*0101-*0102

DRB1*0103
DRB1*1501-*1511

DRB1*1601-*1602
DRB1*03011-*0320

DRB1*0301*0801*1402*1201

DRB1*03011/012

DRB1*03021/-*1302-*1305-*1402-*1403-
DRB1*0401-*1410
DRB1*0701-*0703*0704*0705
DRB1*0801

DRB1*09012

DRB1*10011/2

DRB1*1101-

DRB1*1201-*1208

DRB1*1301-*1302

DRB1*1303-*1304

DRB1*1305

DRB1*1301*1304
DRB1*1305*1402-*1403-*1406-*1409

DRB1*1401-*1404-*1405-*1407-*1408

200

200
215

210
225

170/175

220

190
260
115
165/215
235
205
125
105

130
170
130
200
145/150

165/175/215/225
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Tabela 6 - Identificagao dos grupos de especificidades/especificidades dos
alelos HLA-DQB pelo método SSP-PCR. Os tamanhos dos respectivos
produtos de amplificagido sdo também mostrados.

ESPECIFICIDADES

TAMANHOS

IDENTIFICADAS (PARES DE BASE-pb)
DQB1*0501 - *0504 218
DQB1*0601 218
DQB1*0602 - *0603 152
DQB1*0604 - *0606 212
DQB1*0201*0202*0203 199
DQB1*0301 - *0304 209
DQB1*0302*0307 125
DQB1*0303*0306*0203 128
DQB1*0302*0303*0305*0306*04*0503 143
DQB1*0305 145
DQB1*0306 192
DQB1*03011*0302*0303*0304*0307 156
DQB1*0401 - *0402 208

As freqUiéncias génicas foram calculadas dividindo-se o numero de alelos

observados pelo numero de alelos da populagao estudada. Essas freqii&ncias foram

comparadas pelo teste exato de Fisher utilizando o programa GraphPad in Stat,

versdo 3.0. A forca da associagao foi estimada pelo calculo do risco relativo, sendo,

também, determinadas as fragées etiolégica ou preventiva.
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3.3.Terceira etapa: Analise dos polimorfismos dos microssatélites

do TNF alpha nos subtipos da OG

3.3.1. Amplificagao do DNA

As reacgdes de amplificagcao para os STRs ou microssatélites foram realizadas

utilizando-se 0,5uL de cada amostra de DNA. Para preparar a mistura da reacao de

amplificacdo, foram utilizados tubos de 0,2 mL, nos quais foram colocadas as

seguintes concentragdes de reagentes para cada grupo de STRs (Tabelas 7 e 8) :

Tabela 7 - Reagentes utilizados para a amplificagao dos microssatélites TNFa,

TNFb e TNFc
Reagentes Concentragées Quantidades (uL)
Agua 15,65
Tampao (10x) 2,50
(50mM) 0,50
Iniciador (0,2uM) 2,00
dNTP (20mM) 0,25
Taq (5U/ul) 0,10
Total 21
DNA 0,5
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Tabela 8. Reagentes utilizados para amplificagio dos microssatélites TNFd e

TNFe
Reagentes Concentragbes Quantidades (uL)
Agua 14,90
Tampao (10x) 2,50
MgCl, (50mM) 1,25
Iniciador (0,2uM) 2,00
dNTP (20mM) 0,25
Taq (5U/ul) 0,10
Total 21
DNA 0,5

As quantidades e concentragdes dos reagentes descritos acima sao para uma

reacdo (uma amostra). Em cada reacao foram utilizadas seqiiéncias iniciadoras

especificas para cada microssatélite (UDALOVA, NEDOSPASOQV et al., 1993), como

ilustra a Tabela 9.
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Tabela 9. Relagido dos marcadores polimdrficos de DNA utilizados (UDALOVA,
NEDOSPASOV et al., 1993)

Loco Localizagao Sequéncias iniciadoras
cromossdémica
TNFa 6p21.3
5-GCC TCT AGATTT CAT CCA GCC ACA -3’
5-CCT CTC TCCCCTGCAACACACA-3
TNFb 6p21.3
5- GCACTC CAG CCTAGG CCACAGA-3
5-GTG TGT GTT GCA GGG GAG AGA G -3
TNFc 6p21.3
5-GGT TTC TCT GAC TGC ATC TTG TCC -3’
5’-TCA TGG GGA GAA CCT GCA GAG AA -3
TNFd 6p21.3
5-AGATCC TTC CCT GTG AGT TCT GCT -3
5’- CAT AGT GGG ACT CTG TCT CCA AAG -3
TNFe 6p21.3

5'-GTG CCT GGT TCT GGAGCC TCT C -3’

5’- TGA GAC AGA GGA TAG GAG AGA CAG -3

O volume final de cada reacgédo foi de 21pL. Os microssatélites TNFa e TNFb
foram tipificados, utilizando-se duas reagbes de amplificacdo, sendo a segunda

reagao realizada com o produto da primeira, como descrito por Udalova (UDALOVA,

NEDOSPASOQV et al., 1993).
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Apds a preparagcdo da mistura da reagcdo de amplificagdo, essas foram

submetidas aos seguintes ciclos no termociclador (Applied Biosystems 9700)

(Tabelas 10 e 11):

Tabela 10 - Condigc6es de amplificagdo do loco TNFc e primeira amplificagao

dos locos TNFaeb

Estagio Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 94°C 5' 1X
1. Desnaturacao 94°C 1
2. Pareamento 61°C 1' 32X
3. Extensao 72°C 1'
72°C 10’ 1X
4°C o0

Tabela 11 - Condigées de amplificagio dos locos TNFd, TNFe e segunda

amplificagao dos locos TNFae b

Estagio Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacgao inicial 94°C 5' 1X
1. Desnaturagao 94°C 50"
2. Pareamento 60°C 30" 28X
3. Extensao 72°C 40"

72°C 10' 1X

4°C
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3. 3.2. Analise do produto amplificado em gel de poliacrilamida:

Os produtos de amplificagao foram submetidos a separagao eletroforética em
condi¢bes desnaturantes, utilizando-se géis de poliacrilamida acrescidos de uréia (a
preparacao dos géis desnaturantes encontra-se no anexo - reagentes e solugdes).

Uma vez preparado, o gel foi imediatamente aplicado a um cassete
previamente montado. Este cassete € composto por duas placas de vidro colocadas
sobre um suporte, separadas por espac¢adores de teflon e presas com grampos de
aco. Logo apés a aplicagao do gel entre as placas, colocou-se um pente de teflon na
borda superior, formando sulcos onde, posteriormente, eram aplicadas as amostras.
O tempo de polimerizacdo foi de aproximadamente 30 minutos. Com o gel
polimerizado, o pente era retirado e o gel montado em uma cuba de eletroforese
vertical, contendo tampao TBE (o mesmo utilizado na preparacdo do gel, diluido
mais 10 vezes) em ambos pdlos.

Para a realizagao da corrida eletroforética, foram utilizados 3 pL do produto
amplificado, acrescidos a 7 pL de tamp&o de amostra, contendo formamida a 75%.
Essa mistura foi aquecida por 10 minutos a 94°C, sendo em seguida, resfriada
bruscamente em um banho de gelo e, imediatamente, aplicada no gel desnaturante.
Foram aplicados, juntamente com as amostras, padrbes que permitissem a
identificacdo dos alelos. Esses padrées foram obtidos por meio de uma escada
alélica feita com amostras aleatérias, tipificadas previamente e comparadas entre si,
objetivando-se a determinagao de bandas maiores e menores.

A leitura prévia foi confirmada em novos géis, nos quais as amostras, que em
principio pareciam conter o mesmo alelo, foram aplicadas lado a lado. Entédo, uma
amostra de cada alelo era escolhida para definir a escada alélica de cada sistema,

tornando, assim, precisa a tipificagao (Figura 13). O gel foi submetido a 20mA, pelo
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tempo determinado para cada marcador. Os tempos de corrida para cada marcador

sdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12 - Condigdes especificas para eletroforese de cada loco polimérfico
estudado.

Loco Tempo
TNFa 4:00hs
TNFb 5:15hs
TNFc 3:30hs
TNFd 3:00hs

TNFe 3:15hs
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TNFa

113 2/2 3/13 4/4 4/5 5/6 7/7 3/8 8/9 9/10 10/11 8/12 12/13 7/14

TNFb

1/7  2/2 1/3 4/4 5/5 6/6 177

TNFc

1/1  2/2
TNFd

o4 1/4 2/4 3/4 4/5 5/6 1/6
TNFe

171 2/3  3/3

Figura 13 - Géis de poliacrilamida 12% mostrando a mobilidade eletroforética
dos locos TNFa, TNFb, TNFc, TNFd e TNFe.
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3.3.3 Coloragao com nitrato de prata

Apos ser retirado da placa, o gel foi colocado em 100mL solugéo fixadora
acrescida de 2 mL de solugdo de nitrato de prata, e mantido sob agitacdo a
temperatura ambiente por 5 min. Depois de descartada a solugado fixadora com
prata, o gel foi lavado 1 vez em agua, sendo adicionado em seguida 100mL de
solucdo reveladora acrescida de 1mL de formaldeido. O gel foi colocado sobre
agitacdo até o aparecimento das bandas (os componentes das solugdes fixadora e

reveladora encontram-se no anexo — reagentes e solugdes).

3.3.4 Registro dos Resultados
Apos a analise do comportamento eletroforético dos produtos de amplificacao,
os géis foram secados entre duas folhas de papel celofane embebidas em agua,

sobre uma placa de vidro, a temperatura ambiente por 2 ou 3 dias.

3.3.5 Analises Estatisticas

3.3.5.1 Estimativa das freqiiéncias alélicas

Os microssatélites analisados apresentam alelos codominantes, que
permitem inferir os genoétipos a partir dos respectivos fenétipos. As freqiiéncias
alélicas (xi) e genotipicas (Xii), para cada loco em cada grupo de amostras, foram
estimadas por contagem direta, utilizando-se o programa GENEPOP (RAYMOND

&ROUSSET 1995) versao 2.0 para Windows, segundo as equagdes:
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Em que:
x;é a frequiéncia do alelo “/"
Xii € a frequéncia do genétipo “ii”
nj e n; correspondem ao numero de homozigotos e heterozigotos observados
para o alelo j, respectivamente;

n corresponde ao numero de individuos analisados.

A comparagao das distribuicdes das freqiiéncias alélicas foi realizada pelo
teste exato de Fisher bicaudal (GraphPad in Stat, versao 3.0). Todos os alelos foram

comparados entre os dois subtipos da OG (miogénico e ndo miogénico).



RESULTADOS
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4.1. Primeira etapa: determinacao dos subtipos da OG por meio de

analise quantitativa tomografica

A distribuicdo das areas da gordura orbitaria € da MEO dos pacientes e do
grupo controle esta demonstrada na Figura 14. No eixo horizontal estdo as medidas
das areas musculares e no eixo vertical encontram-se as das areas da gordura
orbitaria. Os intervalos delimitados pelos retangulos hachurados em rosa e amarelo
indicam a distribuicdo do grupo controle (média + 2 desvios-padrao). Os valores a
direita do retangulo rosa identificam os pacientes com aumento muscular e os

valores acima do retangulo amarelo mostram os pacientes com aumento da gordura

orbitaria.

e Orbitopatia de Graves
(n=101)

600 - * N=22 (21,78%)

500 -

g

Area da gordura (mm’°)

100 -

- (] -_TT
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Area muscular (mm?)

Figura 14. Grafico da dispersao dos valores das areas musculares e das areas
da gordura orbitaria dos pacientes com OG em funcao da distribuicao dos
controles (média + 2dp) — area hachurada.
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Observa-se que 50 pacientes estado localizados no retangulo rosa, ou seja,
possuem area muscular dentro dos limites da normalidade. No entanto, desses 50,
25 (24,75%) encontram-se acima do retangulo amarelo, o que indica que esses
pacientes apesar de terem dimensées musculares dentro da normalidade
apresentam aumento da gordura orbitaria. Esses pacientes foram entao
denominados como subtipo lipogénico.

No retangulo amarelo ha 54 pacientes (areas de gordura orbitaria dentro dos
limites da normalidade), dos quais 29 (28,71%) localizados a direita do retangulo
rosa e, portanto, com valores da musculatura extra-ocular acima dos limites do grupo
controle. Esses pacientes foram denominados como subtipo miogénico.

Ha 22 pacientes (21,78%) posicionados acima do retdngulo amarelo e a
direita do rosa, ou seja, com valores superiores aos limites do grupo controle tanto
em relagdo a area muscular como em relagéo a gordura orbitaria. Esses pacientes
foram denominados de subtipo misto.

Finalmente, o grupo de 25 pacientes (24,75%) que apresentou medidas
dentro da distribuicdo do grupo controle para as areas da gordura orbitaria e MEO foi
denominado subtipo sem aumento tecidual.

A exoftalmometria, medida com o exoftalmémetro de Hertel, foi correlacionada
linearmente com a medida tomografica, como demonstrado na Figura 15. O

coeficiente de correlagao (r) foi igual a 0.73 com p<0.0001.
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Figura 15. Relagao linear entre as exoftalmometrias tomograficas e clinicas

Os resultados da analise de varidncia unifatorial (ANOVA) e do teste de Tukey
na comparagdo entre as areas teciduais dos 4 subtipos e do grupo controle

encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13 . Resultado da analise de variidncia entre as areas da gordura e
muscular dos subtipos e grupo controle

Miogénico Misto Lipogénico Sem Controle F
n=29 n=22 n=25 aumento n=56
n=25

Area da 308,29 470,0 453,09 309,43 268,81 85,16
gordura + 55,73 +50,73 +40,49 53,83 +61,61
(médiatdp)
Area 261,22 232,63 135,08 138,35 130,53 65.55
muscular + 69,39* +66,03* +20,63 +21,2 121,42

(médiatdp)
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A analise mostrou que houve diferengas significantes, tanto entres as areas
da MEO, quanto da gordura orbitaria (p<0.05).

A comparagao entre as médias através do teste de Tukey mostrou que a area
da gordura orbitaria esteve aumentada de maneira significativa em relagdo ao
controle em todos os subtipos (Tabela 14).

Ja em relacdo a area da MEO, os subtipos misto e miogénico ndo foram
diferentes entre si e se diferenciaram de todos outros grupos (inclusive o controle),

os quais nao foram diferentes entre si (Tabela 15).

Tabela 14: Comparacgao entre os grupos em relacao a area da gordura orbitaria.

GRUPOS MEDIAS DIFERENCA ENTRE __ SIGNIFICANCIA
OS SUBTIPOS E O (p=0,05)
GRUPO CONTROLE

CONTROLE 268,80946

LIPOGENICO 453,089 -184,27974 SIM

MIOGENICO 308,29379 _ -39,48433 SIM

MISTO 470,00636 _ -201,1969 SIM

SEM AUMENTO _ 309,4284  -40,61894 SIM

TECIDUAL

Tabela 15. Comparagao entre os grupos em relagao a area muscular

GRUPOS MEDIAS DIFERENCA ENTRE  SIGNIFICANCIA
OS SUBTIPOSE O (p=0,05)
GRUPO CONTROLE

CONTROLE 130,53304

LIPOGENICO 135,0844 -4,55136 NAO

MIOGENICO 261,22 -130,68696 SIM

MISTO 232,62955 -102,09651 SIM

SEM AUMENTO  138,3484 -7,81536 NAO

TECIDUAL

Considerando-se os resultados das tabelas 14 e 15, pode-se notar que a

gordura orbitaria nao foi um elemento diferenciador de subtipos, uma vez que esteve
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aumentada em todos os sub-grupos. Ja em relagao as dimensdes musculares, os
grupos miogénico e misto se diferenciaram em relagdo aos outros grupos e, por isso,
foram reunidos em um sé grupo denominado miogénico, devido a presenga
constante do aumento muscular (n = 51). Os subtipos lipogénico e sem aumento
tecidual foram, entao, reunidos em outro grupo denominado nao miogénico (n = 50).
Dessa maneira, a analise foi simplificada, pois ao invés de quatro grupos definidos
arbitrariamente, a amostra foi subdividida de acordo com a significancia estatistica
das variaveis medidas, ou seja, em dois unicos grupos: miogénico e nado miogénico.
A tabela 16 mostra os dados relativos a distribuicdo quanto ao sexo, valores
de exoftalmometria, presenca de neuropatia 6ptica e diplopia, faixa etaria e tempo

de duragao da orbitopatia desses dois grupos.

Tabela 16. Caracterizagao clinica dos subtipos da OG

Subtipo Subtipo nao o]

miogénico miogénico

(n=51) (n =50)
F:M 1,8:1 9:1 0,0038*
Exoftalmometria 22,89 + 3,61 21,45+ 427 0,08**
Neuropatia 10 0 0,0012*
Diplopia 22 0 <0,001*
Idade (anos) 4594 + 12,9 36,52 + 11,6 0,0002**
Duracao da 2,53 +4,27 3,74 + 3,66 0,15*
orbitopatia
(anos)

*teste exato de Fisher bicaudal
**teste t

A OG ocorreu predominantemente em mulheres, com uma tendéncia a
redugao da relagao feminino:masculino no subtipo miogénico. A exoftalmometria foi

semelhante entre os grupos. Os sinais que indicam gravidade na OG, como
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neuropatia optica e diplopia, foram exclusivamente relacionados ao subtipo
miogénico e a idade de inicio da OG foi significativamente mais avangada nesse
subtipo. O tempo médio de duragdo da OG nos subtipos indica que os pacientes

foram avaliados no periodo tardio da doenca.

4.2. Segunda etapa. Tipificacao dos alelos HLA-DRB1 e HLA-DQB1
e dos microssatélites do TNF nos subtipos miogénico e nao
miogénico da OG

A tipificacao dos alelos HLA-DRB1 (14 grupos de alelos) e HLA-DQB1 (5
grupos de alelos) e dos cinco microssatélites, TNFa (14 alelos), TNFb (7alelos),
TNFc (2 alelos), TNFd (7 alelos) e TNFe (3 alelos) foi realizada através da utilizacao
da técnica de eletroforese em gel de agarose e poliacrilamida, respectivamente.

A freqiiéncia dos alelos analisados foi comparada entre os seguintes

grupos:
1. Doenca de Graves (n=95) e controle (n=161)
2. Orbitopatia de Graves (n=51) e controle (n=161)
3. Subtipo miogénico (n=26) e controle (n=161)
4. Subtipo ndo miogénico (n=25) e controle (n=161)

5. Subtipo miogénico (n=26) e ndo miogénico (n=25)

4.2.1. Analise das freqiiéncias alélicas dos HLADRB1 e DQB1

A representacao grafica das frequiéncias alélicas dos loci HLA analisados
encontra-se nas Figuras 16 a 19. Nas Tabelas 18 a 21 encontram-se as freqiiéncias

de cada alelo, os valores dos riscos relativos, fragdes etiolégicas e preventivas.
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Figura 16. Distribuicao das freqiiéncias alélicas para o loco HLA-DRB1
nos pacientes com DG, sem e com orbitopatia e grupo controle. As
freqiiéncias dos alelos destacados apresentaram diferenca significante em
relagao ao controle (p<0,05)
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Figura 17. Distribuicao das freqiiéncias alélicas para o loco HLA-DRB1 nos
subtipos da OG e grupo controle. A freqiiéncia do alelo destacado apresentou
diferenca significante em relagao ao controle (p<0,05)
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Figura 18. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco HLA-DQB1 nos

pacientes e controle. A freqiiéncia do alelo destacado apresentou diferenca
significante em relagao ao controle (p<0,05)
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Tabela 17. Freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1 and DQB1 em pacientes
brasileiros com doenga de Graves e controles

HLA Pacientes Controle P RR IC 95% FE FP
N: 95 (%) N: 161 (%)

DRB1

*01 16 (16,84) 24 (14,91) 0,72

*15 15(15,79) 33 (20,5) 0,41

*16 19 (20) 13 (8,07) 0,01 2,85 1,334-6,073 0,13

*0301 36 (37,89) 35(21,74) 0,006 2.2 1,256-3,841 0,20

*0302 5 (5,26) 7 (4,35) 0,77

*04 10 (10,53) 39 (24,22) 0,008 0,37 0,174-0,778 0,15

*07 20(21,05) 27 (16,77) 0,23

*08 6 (6,32) 20(12,42) 0,14

*09 3 (3,16) 7 (4,35) 0,75

*10 0 5 (3,11) 0,16

*11 29 (30,53) 44 (27,33) 0,67

*12 2 (2,11) 6 (3,73) 0,71

*13 13 (13,68) 46 (28,57) 0,006 0,3963 0,201-0,781 0,17

*14 5 (5,26) 15 (9,32) 0,34

DQB1

*05 31(32,63) 60(37,27) 0,5

*06 18 (18,95) 65 (40,37) 0,0005** 0,3453 0,189-0,631 0,26

*02 44 (46,32) 63(39,13) 0,29 _

*03 55 (57,89) 94 (58,39) 1,0

*04 11 (11,58) 23 (14,29) 0,57

P: Probabilidade pelo teste exato de Fisher bicaudal; RR: risco relativo; IC: intervalo de confianga; FE:
fragcdo etioldgica; FP: fracao preventiva

**pc (p corrigido):0,0025
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Tabela 18. Freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1 and DQB1 em pacientes
brasileiros com doenca de Graves com orbitopatia e controle

HLA Pacientes Controle P RR IC 95% FE
N: 51 (%) N: 161 (%)

DRB1

*01 9 (17,65) 24 (14,91) 0,07
*15 6 (11,76) 33 (20,5) 0,21
*16 11 (21,57) 13 (8,07) 0,019 3,13 1,304-7,517 0,15
*0301 16 (31,37) 35(21,74) 0,19
*0302 4 (7,84) 7 (4,35) 0,3
*04 8 (15,67) 39(24,22) 0,25
*07 8 (15,67) 27(16,77) 1,00
*08 4 (7,84) 20 (12,42) 0,46
*09 1 (1,96) 7 (4,35 0,68
*10 0 5 (3,11) 0,34
*11 17 (33,33) 44 (27,33) 0,48
*12 1 (1,96) 6 (3,73) 1,00
*13 14 (27,45) 46 (28,57) 1,00
*14 1 (1,96) 15 (9,32) 0,13
DQB1

*05 18 (35,29) 60 (37,27) 0,87
*06 13 (25,49) 65 (40,37) 0,07
*02 23 (45,1) 63 (39,13) 0.51
*03 30(50,82) 94(58,39) 1,0
*04 6 (11,76) 23(14,29) 0,81

P: Probabilidade pelo teste exato de Fisher bicaudal; RR: risco relativo; IC: intervalo
de confianga; FE: fragao etiolégica
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Tabela 19. Freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1 and DQB1 em pacientes
brasileiros com OG subtipo miogénico e controle

HLA Pacientes Controle P RR IC 95% FE
N: 26 (%) N: 161 (%)
DRB1
*01 3 (11,54) 24 (14,91) 1,00
*15 3 (11,54) 33 (20,5) 0,42
*16 9 (34,62) 13 (8,07) 0,0007** 6,027 2,246-16,18 0,29
*0301 6(23,08) 35 (21,74) 1,00
*0302 2 (7,69) 7 (4,35) 0,36
*04 4 (15,38) 39 (24,22) 0,45
*07 5(19,23) 27 (16,77) 0,78
*08 1 (3,85) 20 (12,42) 0,32
*09 0 7 (4,35) 0,6
*10 0 5 (3,11) 1,00
*11 8(30,77) 44 (27,33) 0,81
*12 0 6 (3,73) 1,00
*13 9 (34,62) 46 (28,57) 0,64
*14 1(3,85) 15 (9,32) 0,70
DQB1
*05 11 (42,31) 60 (37,27) 0,66
*06 9 (34,62) 65 (40,37) 0,67
*02 13 (50) 63 (39,13) 0,39
*03 12 (46,15) 94 (58,39) 0.29
*04 1 (3,85) 23 (14,29) 0,21

P:Probabilidade pelo teste exato de Fisher bicaudal; RR: risco relativo; IC: intervalo de confianga; FE:
fracdo etiologica

**pc. (P corrigido): 0,0098



60

Tabela 20. Frequéncia dos alelos HLA-DRB1 and DQB1 em pacientes
brasileiros com OG subtipo nio miogénico e controle

HLA Pacientes Controle P
N:25(%) N:161 (%)

DRB1

*01 6 (24) 24 (14,91) 0,25
*15 3(12) 33 (20,5) 0,42
*16 2 (8) 13 (8,07) 1,00
*0301 10 (40) 35 (21,74) 0,08
*0302 2 (8) 7 (4,35) 0,35
*04 4 (16) 39 (24,22) 0,45
*07 3(12) 27 (16,77) 0,77
*08 3(12) 20 (12,42) 1,00
*09 1(4) 7 (4,35) 1,00
*10 0 5 (3,11) 1,00
*11 9 (36) 44 (27,33) 0,47
*12 1(4) 6 (3,73) 1,00
*13 5 (20) 46 (28,57) 0,47
*14 0 15 (9,32) 0,23
DQB1

*05 7 (28) 60 (37,27) 0,50
*06 6 (24) 65 (40,37) 0,13
*02 10 (40) 63 (39,13) 1,00
*03 18 (72) 94 (58,39) 0,27
*04 5 (20) 23 (14,29) 0,55

P: Probabilidade pelo teste exato de Fisher bicaudal
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Tabela 21. Frequéncia dos alelos HLA-DRB1 e DQB1 em pacientes brasileiros
com os subtipos miogénico e nao miogénico da OG

HLA Subtipo Subtipo P RR IC 95% FE
miogénico  nao
N = 26 (%) miogénico
N = 25 (%)

DRB1
01 3 (11,54) 6 (24) 0,29
*15 3(11,54) 3(12) 1,00
*16 9 (34,62) 2 (8) 0,039 6,09 1,162-31,89 0,29
*0301 6 (23,08) 10 (40) 0,24
*0302 2 (7,69) 2 (8) 1,00
*04 4 (15,38) 4 (16) 1,00
*07 5(19.23) 3(12) 0,70
*08 1 (3,85) 3(12) 0,35
*09 0 1 (4) 0,49
*10 0 0 0
*11 8 (30,77) 9 (36) 0,77
*12 0 1 (4) 0,49
*13 9 (34,62) 5 (20) 0,35
*14 1 (3,85) 0 1,00
DQB1

*05 11 (42,31) 7 (28) 0,38
*06 9 (34,62) 6 (24) 0,54
*02 13 (50) 10 (40) 0,58
*03 12 (46,15) 18 (72) 0,09
*04 1 (3,85) 5 (20) 0,1

P: Probabilidade pelo teste exato de Fisher bicaudal; RR: risco relativo; IC: intervalo de confianga; FE:
fracao etiologica
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Os alelos HLA-DRB1"16 (RR de 2,85) e *301 (RR de 2,2) foram associados com a
suscetibilidade a DG, conferindo FE de 0,13 e 0,2, respectivamente, enquanto os
alelos DRB1*04 (RR de 0,37), *13 (RR de 0,39) e HLADQB1*06 (RR de 0,35)
estiveram associados com a protecdo a DG, apresentando as FP de 0,15, 0,17 e
0,26, respectivamente (Tabela 17).

Ao analisar o grupo de pacientes com OG, nota-se que apenas o HLA-
DRB1*16 apresentou associagao significante com a orbitopatia, demonstrada pelo
RR de 3,13 e FE de 0,15 (Tabela 18). Quando esses pacientes foram estratificados
de acordo com o subtipo, observou-se a manutengcao da forte associagdo com o
HLA-DRB1*16 no subtipo miogénico (p=0,0007), conferindo o RR de 6,027 e FE de
0,29 em relagao ao grupo controle (Tabela 19). A associagao desse alelo também foi
mantida quando os subtipos foram comparados (Tabela 21). Nenhum alelo HLA

estudado esteve associado ao subtipo ndo miogénico da OG (Tabela 20).

4.2.2. Anadlise das freqiiéncias alélicas dos microssatélites do TNF

Nas figuras 20 a 29 sao apresentadas as freqliéncias alélicas de cada
microssatélite do TNF nas populagdes estudadas. Os alelos que apresentaram

freqUéncias significantes nas populagdes estudadas foram listados na Tabela 22 .
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Figura 20. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco TNFa dos pacientes e
grupo controle
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Figura 21. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco TNFa os subtipos da
oG



65

Doenca de Graves (n=95)

DG sem orbitopatia (n=44)
40 - I DG com orbitopatia (n=51)
(T Controle

TNFb

Figura 22. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco TNFb dos pacientes e
do grupo controle.
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Figura 23. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco TNFb dos subtipos da
oG
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Figura 24. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco TNFc dos pacientes e
do grupo controle
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Figura 25. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco TNFc dos subtipos da
oG
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Figura 26. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco TNFd dos pacientes e
do grupo controle. A freqiiéncia alélica do alelo destacado apresentou
diferenca significante em relagao ao controle
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Figura 27. Distribuicao das freqii€éncias alélicas do loco TNFd dos subtipos da
oG
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Figura 28. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco TNFe dos pacientes e
do grupo controle
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Figura 29. Distribuicao das freqiiéncias alélicas do loco TNFe dos subtipos da
oG

As freqUéncias alélicas dos microssatélites foram comparadas pelo teste de
Fisher de modo semelhante a andlise realizada para os loci HLA. A DG esteve
associada ao alelo d1(p=0,021), conferindo o risco relativo de 2,12 (95% IC 1,137-
3,966) e FE de 0,13. Nao houve diferenga significativa entre as freqiiéncias alélicas
nos pacientes com OG e controle. No entanto, o subtipo miogénico apresentou
associagdo com o alelo b3 (p=0,025), conferindo o RR de 2,743 (95% IC 1,204-

6,246) e FE de 0,09 (Tabela 22).
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Tabela 22. Freqiiéncia alélica dos marcadores microssatélites associados a
Doenca de Graves e ao subtipo miogénico

Alelo  Pacientes  fg' Subtipo fg' Controles fg' P RR FE
com DG miogénico (n=202)
(n=196) (n=52)
B3 N=11 21,15 N=18 8,91 0,025 2743 0,13
D1 N=32 16,33 N=17 8,42 0,021 2,12 0,09

"' A frequéncia génica (fg) foi calculada, dividindo-se N (niumero observado de alelos do microssatélite)
pelo numero total de alelos possiveis em cada grupo.
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No estudo da OG ha questbes controversas, que vao desde a nomenclatura
ideal até a melhor opcgao terapéutica. A inexisténcia de um modelo fisiopatogénico
adequado impede o esclarecimento de pontos fundamentais para a compreensao da
doencga. Varias denominagdes sao utilizadas para definir os achados oftalmolégicos
relacionados a doenga de Graves, como oftalmopatia tireoidiana, oftalmopatia
distireoidea, oftalmopatia relacionada a tiredide. Essas denominagdes sugerem uma
relacdo de dependéncia entre a condicéo orbitaria e a doenca tireoidiana, fato que
nao tem suporte fisiopatogénico. Apesar da frequente associagdo com
hipertireoidismo, aproximadamente 5% dos pacientes sao eutireoideos e 5% tem
hipotireoidismo primario (WEETMAN 1992). O curso clinico da OG independe do
tratamento da doenca tireoidiana e requer uma abordagem especifica. Orbitopatia
ou oftalmopatia de Graves & o termo preferido por diferentes autores (SERGOTT
&GLASER 1981; BARTLEY &GORMAN 1995) porque a doenga afeta primariamente
os tecidos orbitarios. Adicionalmente, o uso do epénimo néo faz referéncias diretas a
participagao da tiredide.

Os sistemas atuais de classificacdo da OG refletem o crescente avango na
compreensao da doencga, porém ainda ndo ha um sistema completamente aceito ou
satisfatério. A primeira classificagdo proposta por Werner e aprovada pela ATA
(American Thyroid Association) em 1969 (WERNER 1969) e suas posteriores
modificagoes (WERNER 1977; VAN DYK 1981) tém aplicagdo bastante limitada
quanto a categorizagao e prognéstico (GORMAN 1998). A classificacao de Werner
sugere indices gradativos de gravidade clinica. Porém, Sergott e cols (SERGOTT,
FELBERG et al., 1979) notaram que pacientes podem pertencer a mesma classe de

Werner e ter caracteristicas clinicas e imunologicas diferentes.
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Nao ha exames laboratoriais para o diagnéstico da OG, o qual é,
eminentemente, baseado em critérios clinicos. Em pacientes com exoftalmo,
retragdo palpebral bilateral, aumento da MEO, principalmente dos musculos retos
mediais e inferiores, e hipertireoidismo auto-imune, o diagnéstico da OG nao é dificil.
Mas, devido a variabilidade da apresentagao clinica, inclusive sem a associagao
constante da tireoidopatia e a existéncia de pacientes com proptose sem aumento
muscular, o diagnostico pode ser menos evidente. Nesse sentido, critérios
diagnésticos foram propostos, baseados em uma cuidadosa meta-andlise das
observagdes clinicas (BARTLEY &GORMAN 1995). Esses critérios sdo bastante
Uteis, pois permitem incluir os portadores da OG em suas diferentes formas de
apresentacao.

Clinicamente, a OG pode ser dividida em 2 subtipos: 1) miogénicos, cuja
principal caracteristica é o aumento dos musculos extraoculares, podendo
apresentar diplopia ou disturbios da fungéao visual, € 2) nao miogénicos, com
musculos extraoculares normais ou pouco aumentados, que desenvolvem exoftalmia
por expansao do volume da gordura orbitaria (por isso, também sao denominados
lipogénicos). (TROKEL &JAKOBIEC 1981; HIROMATSU, YANG et al., 2000; SMITH,
KOUMAS et al, 2002) As freqiiéncias de cada tipo de apresentagao variam de
acordo com o critério utilizado para selecionar os pacientes, porém ha um consenso
sobre a menor prevaléncia da forma lipogénica pura (FORBES, GORMAN et al,
1986; GAAG, SCHIMDT et al., 1996).

No presente estudo, a metodologia empregada para definir subtipos da OG
mostrou que, entre os 101 pacientes selecionados de acordo com os critérios de
Bartley, 76 (75,25%) apresentaram aumento tecidual orbitario em relagédo ao

controle, permitindo estratifica-los de acordo com o tecido aumentado em
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miogénicos (somente aumento muscular) 29 (38,16%) pacientes; lipogénicos
(somente aumento da gordura) 25 (35,89%) e mistos (aumento muscular e adiposo)
22 (28,95%). Esses indices sdo semelhantes aos encontrados em outros estudos
(GAAG, SCHIMDT et al., 1996).

Ao serem comparadas as médias das areas entre os subtipos e o controle,
observou-se que houve aumento da gordura em todos os subtipos, inclusive nos
miogénicos e nos inicialmente classificados como sem aumento tecidual. Por outro
lado, a andlise das areas musculares confirmou o aumento significativo do tecido
muscular somente nos subtipos miogénico e misto. Assim, do ponto de vista
morfoldgico, houve apenas dois subtipos de OG que se diferenciaram pela presenca
do envolvimento da MEO: subtipo miogénico e nao miogénico.

O subtipo ndo miogénico ocorreu preferencialmente em mulheres jovens e
nao cursou com diplopia ou neuropatia éptica. Pacientes com esse subtipo de OG
podem ter grandes proptoses e sub-luxagées espontaneas do globo ocular (RUBIN,
WATKINS et al., 1998).

No subtipo miogénico, o acometimento em relacdo ao sexo foi menos
pronunciado, apesar da manutengéo da predisposi¢cao pelo sexo feminino. A idade
do aparecimento desse subtipo foi mais tardia, em média na 52 década de vida, e as
manifestagdes clinicas sugestivas de gravidade da OG, como neuropatia 6ptica e
diplopia, foram associadas a esse subtipo. A variabilidade da apresentacéo clinica
em relacdo ao sexo e faixa etaria ja foi analisada por outros autores, (KENDLER,
LIPPA et al, 1993) com resultados semelhantes aos observados no presente
estudo.

A nitida dicotomia clinica entre os pacientes com OG foi observada por

Nunery, que sugeriu mecanismos histopatoldgicos distintos para cada subtipo
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(NUNERY 1991). Para esse autor, o subtipo 1 (correspondente ao subtipo sem
aumento muscular), estava relacionado a estimulagdo dos fibroblastos que
passariam a produzir grandes quantidades de colageno e glicosaminoglicanos,
gerando o edema intersticial. O subtipo 2 era caracterizado por miosite, causada
pela agressdo imunolégica aos musculos extra-oculares em resposta a antigenos
musculares. A base histopatoldgica dos subtipos proposta por Nunery é puramente
especulativa, porém sua caracterizagado clinica é bastante adequada e tem sido
observada em outros estudos (ANDERSON, TWEETEN et al., 1989; NUNERY,
NUNERY et al., 1997; RUBIN, WATKINS et al., 1998).

Os fibroblastos orbitarios tém sido apontados como as principais células
efetoras na OG, devido a sua capacidade de resposta a agao de algumas citocinas,
produzindo mediadores inflamatorios quando estimulados. Além disso, esses
fibroblastos expressam proteinas que os distinguem dos fibroblastos extra-orbitarios
(BAHN 2003). Uma vez ativados por citocinas, eles passam a produzir niveis
elevados de hialuronato (glicosaminoglicano ndo sulfatado) que tem alta afinidade
pela agua, causando e edema tecidual na OG.

Recentemente, foi demonstrado que os fibroblastos dos tecidos muscular e
adiposo orbitarios e apresentavam diferencas fenotipicas e funcionais entre si.
(KOUMAS, SMITH et al, 2002; SMITH, KOUMAS et al., 2002) No perimisio, os

fibroblastos expressam uniformemente uma molécula de superficie denominada Thy-

1 (Thy-1%). Por outro lado, no tecido adiposo encontra-se uma populagdo mista de

fibroblastos, em relagcdo a presengca dessa molécula (Thy-1* e Thy-1"). Todos os

fibroblastos apresentaram uma outra molécula de superficie celular conhecida como
receptor ativado do proliferador de peroxissoma (PPARY), que tem participagcédo

fundamental na diferenciacdo dos fibroblastos pré-adipocitos em adipécitos, porém
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somente os fibroblastos Thy-1" exibiram essa capacidade, quando tratados com

agonistas do PPARY (SMITH, KOUMAS et al., 2002). Fibroblastos Thy-1" produzem

quantidades duas vezes maiores de prostaglandinas E2 quando tratados com
interleucina 1B. Essa prostaglandina associa-se a indugao da resposta linfocitaria
Th2, que esta associada a produgdo de fibrose tecidual (PHIPPS, STEIN et al.,
1991). A fibrose pode ocorrer nos grandes aumentos musculares da OG
(HUFNAGEL, HICKEY et al., 1984). Por outro lado, os fibroblastos Thy-1", quando
tratados com interferon gama, expressam moléculas HLA-DR na superficie celular.
Esse fendmeno pode indicar uma participagao ativa dessas células na apresentagao
de antigenos aos linfécitos T, atraindo células imunes para a érbita (KOUMAS,
SMITH et al., 2002).

A neo-adipogénese orbitaria, ou seja, a diferenciacdo de fibroblastos em
adipécitos maduros, foi demonstrada por Sorisky e cols (SORISKY, PARDASANI et
al., 1996). Esse fendmeno pode ser modulado pela interagdo entre citocinas,
produzindo grandes proptoses.

Baseados nas evidéncias descritas e nos resultados obtidos com a
classificacdo em subtipos foram pesquisados possiveis marcadores genéticos
envolvidos na fisiopatogénese desses subtipos. Nesse sentido, foram selecionados
alelos HLA de classe Il DR e DQ e microssatélites do TNF, devido as suas
associagdes descritas com a DG e outras doengas auto-imunes (FIELD 2001,
MARGA, DENISOVA et al, 2001), incluindo a OG (HIROMATSU, YANG et al,
2000).

Em relacdo aos alelos HLA, foi encontrada uma significante associacdo do
HLA-DRB1*16 com a suscetibilidade a OG em relagédo aos controles (RR:3,13). No

entanto, ap6s corrigir o valor de p pelo nimero de alelos testados essa associagao
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s6é se mantém para o subtipo miogénico (RR: 6,027, FE:0,29). Nesse subtipo,
encontram-se os casos mais severos da OG. Ohtsuka (OHTSUKA &NAKAMURA
1998) observou que a predisposicdo as formas graves da OG em pacientes
japoneses, excluindo pacientes que nao apresentavam aumento muscular, esteve
associada aos antigenos HLA-DR14 e DQ1 (DQ5 e DQ6). Bednarczuk e cols
(BEDNARCZUK, HIROMATSU et al., 2004) mostraram associacdo da OG, em
poloneses, com o HLA-DRB1*03, em presenga do TNF G-238 (alelo da regiao
promotora do TNF). Esses autores consideram, em seu estudo, todos os pacientes
com OG pertencentes as classes Ill (proptose), IV (envolvimento muscular), V
(alteracbes corneanas) e VI (neuropatia Optica) da classificacdo de Werner. As
diferengas encontradas nesses estudos podem ser conseqiiéncia da arbitrariedade
na categorizagcdo das amostras ou dos diferentes substratos genéticos de cada
grupo.

O HLA DRB1*16 esta associado aos processos cicatriciais patologicos,
presentes nos casos graves de tracoma (WHITE, BOGH et al, 1997) e em
individuos que desenvolvem cicatrizes hipertréficas consequientes a queimaduras
(CASTAGNOLI, PERUCCIO et al., 1990). A fibrose muscular pode ocorrer na OG,
em fases tardias da doenga, quando os musculos mantém a capacidade de
contracdo, porém sao incapazes de relaxar (TROKEL &JAKOBIEC 1981). Embora
estudos adicionais sejam necessarios para confirmar a influéncia do HLA-DRB1*16
na predisposi¢cao dos subtipos da OG, a presenga aumentada desse alelo pode
indicar um mecanismo fisiopatogénico distinto para o subtipo com aumento
muscular.

A associacdo do alelo HLA-DRB1*0301 com a suscetibilidade e HLA-

DQB1*06 com a protecao a doenga de Graves. ja foi registrada em nossa populagao
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(MACIEL, RODRIGUES et al., 2001). O presente estudo confirma esses dados,
porém, a associacdo como HLA-DRB1*0301 foi menos pronunciada, o que pode ser
consequente ao maior contingente de pacientes com OG miogénica. O grupo de
alelos HLA-DRB1*04 e DRB1*13 apresentaram associagdao com a protecao a DG.
No entanto, essas associagées ndao se mantém apos a corre¢ao do valor de p pelo
nimero de especificidades testadas. Assim, é possivel que ndo haja uma
associacgao verdadeira, fato que pode ser comprovado em estudos adicionais.

No presente estudo, a DG e o subtipo miogénico da OG também estiveram
associados aos microssatélites do TNF. A frequéncia do microssatélite TNFd1 foi
significantemente mais elevada no grupo de pacientes com doengca de Graves
(incluindo os individuos com e sem orbitopatia) em relacdo aos controles (p=0,021,
RR=3,12, FE=0,09). Esses resultados indicam que, em termos populacionais, que
esse alelo contribui em 9% para a suscetibiidade a doenga. Nenhum outro
microsatélite do TNF foi associado & DG neste estudo. Um outro estudo, acerca da
tipificacdo do microssatélite TNFa na doengca de Graves, nao demonstrou
associagao relacionada a esse alelo (MAALEJ, KACEM et al., 2000). No entanto,
outros polimorfismos da regido TNF ja foram associados a suscetibilidade a DG em
pacientes poloneses (KULA, JURECKA-TULEJA et al., 2001).

Associagbes da regiao promotora do gene TNF também foram relacionadas a
predisposicdo ao desenvolvimento da OG (KAMIZONO, HIROMATSU et al., 2000;
BEDNARCZUK, HIROMATSU et al, 2004). Na populagdo japonesa foram
observadas frequéncias significantemente elevadas dos alelos TNF-1031C e -863A
em pacientes com OG (classes Ill a VI de Werner) em relagao ao controle e a forga
das associagbes aumentavam com a gravidade da oftalmopatia. (KAMIZONO,

HIROMATSU et al., 2000)
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No presente estudo, ndo houve associagdo dos microssatélites do TNF com o
grupo de pacientes com orbitopatia. No entanto, ao analisar os subtipos da OG,
observou-se elevada freqiiéncia alélica do TNFb3 nos pacientes com o subtipo
miogénico (11/ 52 - 21,15%) em relagcédo ao controle (18/202 - 8,91%) (p=0,025),
conferindo um RR de 2,74 e FE de 13%. Nao ha outros estudos sobre a influéncia
dos polimorfismos dos microssatélites do TNF na OG. O alelo TNFb3 compde
haplétipos com outros microssatélites e com alelos HLA, associados a produgao
aumentada do TNFa em pacientes com Lupus Eritermatoso Sistémico (HAJEER,
WORTHINGTON et al., 1997).

O TNFa é uma importante citocina envolvida em processos inflamatérios.
Uma das suas fungbes € influenciar a expressao de auto-antigeno tireoidiano
(TSHR) e de proteinas imunomoduladoras (HLA DR, ICAM-1, HSP 72) nos
fibroblastos orbitarios (BAHN 2003). Niveis elevados do TNFa estdo presentes nos
tecidos orbitarios de pacientes com OG e o aumento da MEO correlaciona-se
fortemente com a expressdo do RNAm do TNF nesse tecido (HIROMATSU, YANG
et al., 2000). Como a produgdo do TNFa esta sob controle genético, & razoavel
inferir que os genes que regulam a produgdo do TNF podem estar associados ao
desenvolvimento da OG. No entanto, é dificil tecer consideragées abrangentes sobre
os polimorfismos do TNF e a produgdo da citocina ou uma doenga especifica. Os
genes TNF estdo em uma regido altamente polimérfica e, além disso, eles estdo em
desequilibrio de ligagéo entre si e com os genes HLA. Portanto ndo se pode afirmar,
baseado nos resultados apresentados, que os alelos HLA-DRB1*16 e TNFb3
tenham papel fisiopatogénico direto no desenvolvimento da OG. No entanto, podem

ser considerados marcadores genéticos para o subtipo miogénico da OG.



83

A fisiopatogenia da OG ainda & desconhecida. Nao ha um consenso sobre o
tipo de resposta imune que atua nos tecidos orbitarios (DE CARLI, D'ELIOS et al.,
1993; MCLACHLAN, PRUMMEL et al., 1994). Em geral, estudos que relacionam o
perfil de citocinas na OG sao realizados a partir de amostras teciduais provenientes
de pacientes submetidos a descompressao orbitaria por orbitopatia grave. Esse
critério pode incluir pacientes de ambos os subtipos da OG.

A caracterizagao imunogenética dos subtipos clinicos da OG reforca a

necessidade de estudar os mecanismos fisiopatogénicos da OG separadamente.



CONCLUSOES
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Os resultados obtidos permitem concluir:

1. Houve dois subtipos da OG, que se diferenciaram pelo aumento da musculatura
extraocular, ao exame tomografico orbitario, e pelas caracteristicas clinicas
apresentadas.

2. O subtipo ndo miogénico foi caracterizado pelo aumento exclusivo do tecido
adiposo orbitario. Esses pacientes ndao desenvolveram aumento muscular e,
portanto, nao apresentaram diplopia e/ou neuropatia o6ptica. Afetou,
proporcionalmente, mais mulheres, com relagdo feminino:masculino de 9:1. Os
pacientes iniciaram a doenga mais precocemente, na 42 década de vida.

3. O subtipo miogénico foi caracterizado, fundamentalmente, pelo aumento da
musculatura extra-ocular, embora a gordura também estivesse aumentada, porém,
em graus variaveis. Nesse subtipo concentraram-se as formas mais severas da OG,
identificadas pelo estrabismo restritivo e neuropatia 6ptica. A proporcédo de homens
afetados foi maior do que no subtipo ndo miogénico, causando uma relagao
feminino:masculino de 1,8:1. A doenga iniciou-se em idade mais avangada, em torno
da 52 década.

3. Os grupos de alelos HLA DRB1 e DQB1 e os polimorfismos dos microssatélites do
TNF sao considerados marcadores genéticos, associados a suscetibilidade ou
protecéo a diversas doengas auto-imunes. Essa associagao pode estar relacionada
a cada alelo, separadamente, ou em conjunto, pela possibilidade de constituir
haplétipos. No presente estudo, esses marcadores, representados pelo HLA DR16 e
pelo TNF b3, estiveram associados a predisposicdo ao subtipo miogénico da OG.
Esse fato indica que podem existir mecanismos fisiopatogénicos distintos para o
subtipo miogénico da OG, sendo necessaria a categorizagdo prévia desses

pacientes ao se estudar os diversos aspectos da doenca.
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Este trabalho teve o objetivo de caracterizar os subtipos da orbitopatia de
Graves em 101 pacientes com essa condicdo. Utilizando-se a tomografia
computadorizada de 6rbitas para quantificar as areas da musculatura extraocular e
da gordura orbitaria, foram identificados dois subtipos, com caracteristicas clinicas e
radiolégicas distintas.

O aumento muscular foi superior ao grupo controle em 51 pacientes, que
receberam a denominacgéo de subtipo miogénico. O aumento da gordura foi superior
ao grupo controle em todos os pacientes, no entanto, em 50 pacientes ndo houve
aumento muscular. Esse grupo foi denominado subtipo ndo miogénico.

O subtipo miogénico exibe menor predisposi¢cdo em relacdo ao sexo do que o
subtipo ndo miogénico (relacdo feminino/masculino = 1,8:1) e ocorre em faixas
etarias mais avancadas (52 e 6® décadas). As formas mais severas da OG, com
neuropatia 6ptica e estrabismo restritivo, ocorrem somente nesse subtipo. O subtipo
sem aumento muscular predomina em mulheres (9:1), jovens (42 década de vida) e
nao se associa a diplopia e neuropatia 6ptica.

A andlise dos alelos HLA e dos microssatélites do TNF, mostrou que a
suscetibilidade ao subtipo com aumento muscular foi relacionada ao HLA-DRB1*16
(RR=6,027) e TNFb3 (RR=2,743). Embora os riscos relativos conferidos pelos alelos
sejam relativamente baixos, esses resultados indicam que fatores imunogenéticos

podem influenciar o desenvolvimento dos subtipos da OG.
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The purpose of this work was to characterize Graves’orbitopathy subtypes in
101 patients with this disease. Utilizing quantitative analysis of the areas of
extraocular muscle in computed tomography of the orbits, two distinct subtypes of
orbitopathy could be differentiated. The orbital fat area was increased in whole
sample. In 51 patients the area of extraocular muscles was significantly greater than
the controls. This group was labeled as “myogenic’. The 50 patients who did not
show a significantly increment in the extraocular muscle area was named as “non-
myogenic’.

The myogenic type was more prevalent in elder patients (fifth and sixth
decades), the gender predilection was less marked (female to male ratio = 1.8:1) and
was associated with strabismus and optic neuropathy. The non-myogenic subtype
was predominant in females (female/male ratio = 9:1) in fourth decade of life and was
not associated with strabismus or optic neuropathy.

The analysis of HLA DRB1 and DQB1 alleles and the five polymorphic
TNFa microssatélites demonstrated that HLA DRB1*16 (RR=6,027) and TNFb3
(RR= 2,743) were significantly associated with susceptibility to the myogenic
subtype. Although the relative risks conferring by these alleles are low, these results
corroborate the participation of the immunogenetic markers for a specific subtype of

Graves'orbitopathy.
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