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RESUMO

O crescimento estatural de uma crianga é determinado por uma heranga
genética poligénica. Durante a infancia, varios fatores podem modificar o curso
esperado deste desenvolvimento, tais como padréo nutricional, estilo de vida,
estados de doenca. Em inimeras situacdes, frente a um paciente pediatrico, a
expectativa de como sera sua velocidade de crescimento em estatura €
extremamente relevante: quer seja na introducdo de uma nova terapia, quer
seja em que momento efetuar a retirada desta. Ainda, em algumas situacdes, a
identificacdo de como serd o ritmo de crescimento longitudinal nos préximos
meses pode contribuir no diagnéstico e tomada de decisdo frente a este
diagnostico. A identificacdo de um marcador que apresentasse um carater
preditivo quanto ao crescimento seria extremamente relevante. A partir de um
transcriptoma de individuos adultos com estado de doenca (TSH alterado),
muito relevante quanto ao crescimento estatural na infancia, o objetivo deste
estudo foi: selecionar genes que pudessem se correlacionar com o crescimento
na infancia e associar os genes selecionados com parametros de crescimento
em criancas e adolescentes. A medida da expresséao relativa de 2 dos 5 genes
selecionados neste estudo (ADAMTS10 e IGF1-R), ajustados (regresséo
logistica) por idade e a medida do IGF-1 plasmatico, conseguiu diferenciar,
guanto ao desfecho crescimento, criangcas e adolescentes normais. Ainda, foi
identificada correlacéo entre todos os transcritos selecionados e o HDL-C, fato
gque pode estar associado ao papel do HDL-C como transportador de

microRNA ou outros interferentes com agao sobre o RNAm.

Palavras-chave: velocidade de crescimento, crescimento, criangas,

adolescentes, genes, RNA



ABSTRACT

A child’s stature growth is determined by a polygenic genetic inheritance.
During childhood, several factors can modify the expected course of this
development, such as a nutritional pattern, lifestyle, disease states. In countless
situations, in front of a pediatric patient, the expectation of how the height
velocity will be in height is extremely relevant: either in the introdution of a new
therapy, or at what time to withdraw it. Still, in some situations, the identification
of how the rhythm of longitudinal growth will be in the coming months can
contribute to the diagnosis and decision making regarding this diagnosis. The
identification of a marker that had a predictive character regarding growth woud
be extremely relevant. Based on a transcriptome of adult individuals with a
disease state (altered TSH), wich is very relevant in terms of heighy growth in
childwood, the objetives of this study were: to select genes that could correlate
with childhood growth and to associate the selected genes with growth in
children included in this analysis. The measurement of the relative expression
of 2 of the 5 genes selected by us (ADAMTS10 and IGF1_R), ajusted (logistic
regression) by age and the measurement of plasma IGF-1 , managed to
differentiate, in terms of the growth outcome, healthy children and adolescents.
Furthermore, correlation was identified between all selected transcripts and
HDL-C, a fact that may be associated with the role of HDL-C as a microRNA
transporter or other interfering agents with action on mRNA.

Keywords: height velocity, growth, children, adolescents, genes, RNA
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MiRNA — Micro RNA

NCHS — National Center for Health Statistics

NGS — Sequenciamento de ultima geracéo

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

PCR-RT - Reacao de cadeia da polimerase em tempo real
PPR — Proteina Relacionada ao Paratormonio

PTH — Paratormdnio

RE — Expressao Relativa

RNA- Acido Ribonucleico

TA — Termo de Assentimento

TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido
TGFB — Fator de Crescimento Transformadorf3

TGO - Transaminase Glutamico-Oxalacética

TGP — Transaminase Glutamico-Piravica

TH — Estatura Alvo Familiar

TSH - Hormonio estimulador da tiroide

T3 — tri-iodotironina

T4l — Tetraiodotironina Livre

VC — Velocidade de Crescimento

VCM - Volume Corpuscular Médio

CHCM - Concentragéo da Hemoglobina Corpuscular Média



VLDL - Lipoproteina de Muito Baixa Densidade

Ze — Z score da estatura

Zvc — Z score da velocidade de crescimento

Zvc_10 — Z-score da velocidade de crescimento corrigida pela idade 6ssea
Zvc_categorizada — Z-score da velocidade de crescimento categorizada
Zth — Z score da estatura alvo familiar

1025(0OH)2D3 — 1 alfa 25 di-hidroxivitamina D3

24,25(0H)2D3 — 24,25 di-hidroxivitamina D3



LISTA DE SIMBOLOS

fl = fentolitro

g/dL — grama por decilitro

muU/L — Mili unidades por litro

mcg — Micrograma

mg/dL — miligrama por delicitro

ng/dL — nanograma por decilitro

HUI/mL — Micro unidades internacionais por mililitros
UI/L — Unidades intenacionais por litro

Ul/mL — Unidades internacionais por mililitros
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l.Introducéo

1.1. Crescimento e Desenvolvimento Durante a Infancia

O crescimento estatural de uma crianca é determinado por uma heranca
familiar poligénica, bem como pelo ambiente disponivel a ela (padrdo
nutricional, emocional, estilo de vida, estados de doenca). A manutencédo do
bom funcionamento tecidual é fundamental para o crescimento e
desenvolvimento. A exposicdo as doencas crbnicas ou de repeticdo € a
principal causa de déficit de crescimento (1). Porém, dentre as causas
enddcrinas, o hipotireoidismo € a principal causa de baixa estatura e baixa
velocidade de crescimento (2).

Para avaliar o crescimento de uma crianga, mensuramos sua estatura,
através de metodologia ja estabelecida internacionalmente e a comparamos
com padrao de referéncia (3). Para tal, existem curvas de referéncia que foram
elaboradas de forma transversal, como foram criadas as do National Center for
Health Statistics-NCHS, Center for Disease Control — CDC e as de Marques &
Marcondes (1, 4, 5). No entanto, a partir de 2006 as curvas de referéncia da
OMS (Organizacdo Mundial da Saude) sédo as recomendadas (6). Isto se deve
ao fato destas curvas terem sido elaboradas com a inclusdo de criancas e
lactentes oriundos de 4 continentes, apenas criancas saudaveis, que haviam
recebido aleitamento materno enquanto lactentes, bem como com condi¢cdes
de vida similares. Além, houve uniformidade metodol6gica na coleta dos dados.

Muito mais importante do que a medida de estatura para avaliar o
crescimento de uma criangca é, com certeza, a medida da velocidade de
crescimento. Ela representa como, naquele momento, os fatores interferentes
sobre o crescimento 0sseo estdo atuando. Esta medida, no entanto, € um dado
dindmico e que necessita de uma avaliagdo seriada de estatura com um
intervalo superior a 3 meses. Como curva de referéncia para avaliar velocidade
de crescimento, o ideal é a utilizacdo de curvas elaboradas de forma
longitudinal. Até o momento, utilizada ainda de forma universal, existe apenas a

curva de Tanner (7, 8).
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Em inUmeras situagles, frente a um paciente pediatrico, a expectativa
de como serd sua velocidade de crescimento em estatura € extremamente
relevante: quer seja na introducdo de uma nova terapia, quer seja em que
momento efetuar a retirada desta. Ainda, em algumas situagdes, a identificacao
de como sera o ritmo de crescimento longitudinal nos proximos meses pode
contribuir tanto para o diagndstico, quanto para a tomada de decisdo frente a

este diagnastico.

1.2. Crescimento Osseo

O crescimento estatural ocorre, principalmente, pelo desenvolvimento
longitudinal 60sseo, através da diferenciacdo e proliferacdo das células
localizadas na cartilagem da placa de crescimento epifisario.

A placa de crescimento, localizada na por¢éo distal dos ossos longos, é
composta por trés regides bem definidas. A mais proxima a epifise é a zona
germinativa (ou de repouso), constituida de células relativamente pequenas e
em estado quiescente. A seguir, tem-se a zona proliferativa, constituida por
condrécitos achatados, dispostos de forma longitudinal ao osso, formando
colunas. Estas células sdo produtoras de coldgeno dos tipos Il e XI. Por fim, a
zona hipertréfica, mais distal em relacédo a epifise, constituida por condrdcitos
hipertréficos que perderam a capacidade de se dividir.

A transformacdo morfologica na placa de crescimento € determinada
pela expressdo de genes especificos; regulada por horménios e fatores de

crescimento, tanto em nivel local, quanto sistémico.
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1.2.1. Regulacéao Local da Placa de Crescimento

Os principais determinantes da formacéo 6ssea séo:

Proteinas Morfogénicas Osseas (BMPs): estas proteinas s&o fatores de
diferenciacdo e crescimento. Participam de todos os estagios da formacao
O0ssea endocondral. Agem tanto na diferenciacdo das células da zona
germinativa para a zona proliferativa, quanto na diferenciacdo das células da
zona proliferativa para a zona hipertrofica. Encontram-se em maior
concentracdo na zona hipertrofica e em menor concentracdo na zona
germinativa (9).

Fatores de Crescimento dos Fibroblastos (FGFs): os FGFs modulam a
condrogénese e participam de todos os estagios de formacdo Ossea
endocondral. Eles atuam através do receptor 3 do fator de crescimento dos
fibroblastos (FGFR3). A mutacdo ativadora no gene desse receptor leva a
acondroplasia. Tanto os fatores de crescimento dos fibroblastos, quanto seus
receptores contribuem para a senescéncia da placa de crescimento e, portanto,
ajudam a determinar o tamanho do esqueleto na vida adulta (10).

Proteinas Indian hedgehog (lhh): sdo responsaveis pela diferenciacéo e
proliferacéo dos condrécitos, bem como pela diferenciacéo dos osteoblastos. A
proteina Ihh é secretada pelos condrécitos hipertroficos simultaneamente com
0 aumento da expressao do gene do receptor da proteina relacionada ao PTH
(PPR). A proteina lhh vai até a zona germinativa e conduz a um aumento da
expressao da proteina relacionada ao PTH. Esta proteina produzida na zona
germinativa tem o papel de lentificar a diferenciacdo dos condrdcitos em
hipertréficos (11). Assim, forma-se um feedback entre essas proteinas.

Peptideo Natriurético tipo C (CNP): atua como modulador do
crescimento do osso endocondral. Ele promove condrogénese por estimular a
expressdo de moléculas envolvidas na adesdo celular e na sintese de
glicosaminoglicanos (12).

Fatores Vasculares: apesar da placa de crescimento ser uma estrutura
avascular, a vascularizacdo é importante para a substituicdo do tecido de

cartilagem por tecido 0sseo, durante a ossificacdo endocondral (13).
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Vitamina D: a vitamina 1a25-(OH)2D3 regula localmente a cartilagem da
placa de crescimento. Os condrdcitos menos diferenciados respondem a 24,25-
(OH)2D3, enquanto que os mais diferenciados (zona proliferativa e
hipertréfica), respondem primariamente a 1025-(OH)2D3. A deficiéncia de
vitamina D leva ao raquitismo, caracterizado por placa de crescimento
desorganizada, mineralizacdo inadequada e alargamento da placa epifisaria
(14).

Fator de Crescimento Transformador beta (TGFB): este fator esta
envolvido na biomineralizacdo, através da ankyrina, um importante
transportador (15).

Panexina: fator de transcricdo, que induz a passagem dos condrécitos
proliferativos para hipertroficos (16).

Cilia e glicosilfosfatidilinositol (GPI): ambos participam no alinhamento

dos condrdcitos na zona proliferativa (17).

1.2.2. Regulagéo Sistémica da Placa de Crescimento:

Eixo GH/IGF-1

O hormobnio do crescimento (GH) é sintetizado a partir do segundo
trimestre da gestacao. Durante o desenvolvimento fetal, o fator de crescimento
insulina-like 1 (IGF-1) e, principalmente, o fator de crescimento insulina-like 2
(IGF-2) tem papel determinante no crescimento fetal. Ap6s o nascimento, o GH
€ determinante para o crescimento longitudinal ésseo, exercendo efeitos
anabdlicos, tanto no osso trabecular, quanto cortical. O GH pode agir
diretamente no 0sso, induzindo a producéo de IGF-1 local. No entanto, sua via
de acdo mais impactante € através do figado. Neste, sob a acdo do GH, ocorre
producao de IGF-1, bem como proteinas transportadoras do IGF-1, dos tipos 3
e 5 (IGFBP3, IGFBP5), bem como a subunidade acido labil, que auxilia na
manutencao do complexo IGF — proteina transportadora. Tanto o IGF-1 oriundo
do figado, quanto o de producdo 6ssea vao determinar seus efeitos no 0osso. O
GH também tem uma acao direta sobre a placa de crescimento. Portanto, tanto
GH quanto o IGF-1 (local ou de sintese hepatica) terdo acdo sobre os
condrdcitos. No entanto, a resposta destes ocorrera de forma diferente (as

células da zona proliferativa e da zona hipertrofica sofrem maior impacto do
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que as de repouso). Ainda, o resultado da acdo do GH e do IGF-1 sobre os
condrdcitos nao € idéntico: eles causam impacto diferente quanto a intensidade
de proliferacdo e ao aspecto estrutural gerado nos diferentes tipos de
condrécitos). Além disso, a acdo de ambos sobre a placa de crescimento
variard ao longo da infancia. Por fim, a interacdo entre o eixo GH/IGF-1 com
outros hormoénios, como esteroides sexuais, paratohorménio, insulina, e

osteocalcina proporciona ainda regulagdo maior no metabolismo ésseo (18).

Corticoides:

Tanto a cartilagem epifisaria, quanto as células dsseas expressam
receptores para o glicocorticoide. Nestes locais, os glicocorticoides levam a
diminuicdo da proliferagdo e hipertrofia dos condrocitos (19). No entanto, seu
efeito de interferéncia no crescimento 6sseo melhor documentado € o distarbio
no eixo GH/IGF-1. Ocorre reducéo da secrecdo do GH, bem como reducédo de

IGF-1 local na presenca de corticoide.

Hormonios tireoideanos:

A disponibilidade da tri-iodotironina (T3) em tecido 6sseo é modulada
pela iodotironina desiodinase do tipo Il (DIO2), bem como pela desiodinase do
tipo 11l (D103). O T3 estimula a diferenciagdo dos condroécitos hipertréficos e pré
hipertréficos e modula a proliferacdo dos mesmos. JA& o TSH (horménio
estimulador da tireoide) tem também acéo direta na condrogénese, levando a
uma inibicdo da proliferacdo dos condrécitos. O T3 ainda promove a
diferenciacéo e proliferacdo de condrécitos, através da ativacdo de IGF-1 local.
Ainda, estimula a sinalizacdo da BMP4, promovendo a sintese de colageno.
Além disso, estimula a expressdo de genes envolvidos na mineralizacdo da
matriz da cartilagem do crescimento. A crianca muito comprometida pelo
hipotireoidismo infantil pode apresentar uma ossificagdo endocondral
inadequada, além de disgenesia epifisaria, levando a uma queda no ritmo de

crescimento estatural, bem como baixa estatura. (20).
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Andrégenos:

Os andrégenos tém, de forma geral, capacidade de estimular o
crescimento 0sseo. Esta acdo pode ser mediada de forma sistémica (através
de estimulo ao eixo GH-IGF-1) ou local. Com relacdo a sua atividade na placa
de crescimento, o tipo de androgeno € relevante: androgenos que nao sofrem
aromatizacdo, como a di-hidrotestosterona (DHT) estimulam o crescimento
0sseo (21). Ja testosterona local aromatizada pode até interferir negativamente
no crescimento, por sua conversao local a estrogeno (22).

Estrogenos:
A expressdo de receptores ao estrogeno na placa de crescimento
sugere acao direta deste hormonio. No entanto, parte da acao estrogénica no

crescimento se da por estimulo no eixo GH/IGF-1 (13, 23).

Leptina:
A Leptina esta associada a um aumento na velocidade de crescimento
O0sseo. Esta acdo parece estar relacionada a um efeito local da mesma

(aumento na proliferacao de condrécitos) (24).

1.2.3. Regulacio Genética do Crescimento Osseo

Centenas de variantes genéticas, em pelo menos 180 loci influenciam a
estatura do adulto. Estes loci, por sua vez, contém genes que estdo
conectados por vias metabdlicas e que apresentam relacdo com o crescimento
0sseo (25). Muitos desses genes interferem no crescimento 0sseo por
influenciarem a condrogénese, na placa de crescimento (26).

Os genes associados ao crescimento 6sseo podem ser agrupados de
acordo com o local no qual eles tém acdo. Os genes ACAN, ADAMTS17,
ADAMTS10, COL9A2, COL11A1, COL27A1, FBN1, FBN2, LTBP2 e MATN3
sdo associados a regulacdo da matriz extracelular. A matriz extracelular
consiste de colageno, proteoglicanos e glicosaminoglicanos. Mutac¢des nesses
genes sdo associadas a baixa estatura, displasia 6ssea. Este fato sugere que a
matriz extracelular exerce um papel importante na regulacdo da placa de
crescimento. Ja os genes CREBBP, GNAS, PDE3A e SOX9 agem em vias de

sinalizacdo intracelular. Muitas dessas vias, quando comprometidas, s&o
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associadas a desfecho negativo quanto ao crescimento linear. Os genes GDF5,
IGF2, IHH, NPPC, NPR2, PTH1R, PTHLH e WNT5A estéo envolvidos nas vias
de sinalizacdo paracrinas. Essa via tem papel significativo na proliferacéo,
hipertrofia e diferenciacdo dos condrocitos. Os genes CYP19A1, ESR1, IGF1R
e PIK3R1, por sua vez, estdo envolvidos com a sinalizacdo endocrina. Por fim,
0S genes associados a modulacdo epigenética sdo: DNMT3A (quando sofre
mutacdo pode levar a metilagdo do DNA durante a embriogénese), EZH2,
HIST1IH1E, NSD1 e SETD2. Estes quatro ultimos genes, quando sofrem
mutacéo, podem levar a metilacédo das histonas (27).

Os microRNAs séo reguladores epigenéticos da expressao génica que
atuam em nivel de pdés transcricdo. No crescimento, eles tém papel fisioldgico
tanto na placa de crescimento, quanto no eixo GH-IGF-1. Na placa de
crescimento, tem papel modulador, tanto em diferentes estagios de

desenvolvimento 6sseo, quanto em diferentes tipos de células ésseas (28).

1.2.4. Diagndstico por Biologia Molecular

A comunicacdo intercelular ndo é realizada apenas pelas citoquinas,
fatores de crescimento, neurotransmissores ou horménios em geral, mas
também através da troca de pequenas moléculas de RNA. Este pode circular
em células, plaguetas, exossomos, livre e ainda dentro de lipoproteinas. O
RNA mensageiro (MRNA) e o microRNA (miRNA) sdo parte de um processo de
regulacdo, onde os mRNAs sdo fundamentais na sintese proteica, enquanto 0s
mMiRNA séo responsaveis pela destruicdo do mRNA, interrompendo o0 processo
de sintese, em células préximas ou em tecidos a distancia. Transcriptoma é o
nome dado a um conjunto de transcritos, isto €, mMRNA, miRNA, RNA
ribossémicos, RNA transportadores; de um dado organismo, 6rgao, tecido ou
célula. Ele é, portanto, a consequéncia da expressao dos genes. Para a analise
do transcriptoma vem-se utilizando atualmente plataformas de sequenciamento
de ultima geracdo (NGS), metodologia que vem tornando acessivel, em termos
de custo, essa quantificacdo (29). Uma estratégia para avaliar a agdo do RNA
em tempo real seria a biopsia nos tecidos alvo nos quais ele causa
interferéncia (30). No entanto, este procedimento pode ser substituido através
da medida do RNA mensageiro, procedimento ja& bem estabelecido e bem

menos invasivo (31-34). Desta forma, como mMRNAs e miRNAs participam de
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uma ampla variedade de processos biolégicos, uma analise quantitativa destes
pode revelar com precisdo e em tempo real o funcionamento dos tecidos
(35,36).

1.2.5. Diagnd@stico por Biologia Molecular no crescimento

E de consenso geral que avaliagbes genéticas e epigenéticas n&o
devem ser mandatérias na investigacdo de criancas com baixa estatura.
Podem, no entanto, ser utilizadas em grupos especificos de criancas, tais como
as formas graves de deficiéncia do GH, mdultiplas deficiéncias hormonais
hipofisarias, muito baixa estatura (< - 3 desvios padrdo em relacdo a média),
criancas com aspectos clinicos compativeis com sindromes, restricdo do
crescimento intra uterino e criancas fruto de tecnologias de reproducao
assistida. A selecdo do teste genético pode ser determinada de acordo com a
suspeita diagnostica envolvida. Podemos, por exemplo, utilizar o cariétipo em
sangue periférico para diagnéstico na suspeita de Sindrome de Turner numa
menina. Ja estudos de metilacdo podem ser relevantes em criancas nascidas
pequenas para a idade gestacional ou por tecnologias de reproducédo assistida,
pois estes dois perfis de criangcas sdo mais sujeitos a efeitos epigenéticos. Em
determinados casos, pode ser necessario o sequenciamento completo do
exoma, técnica na qual todos os aproximadamente 20.000 genes codificadores
de proteinas sdo sequenciados. Este estudo representa aproximadamente 2%
de todo o0 genoma, mas acredita-se incluir a maioria das mutacdes causadoras
de doencas (37).

Embora tenhamos alguns métodos por biologia molecular para
diagnéstico de causas de baixa estatura, ndo é descrito na literatura método
genético que detecte como se encontra o crescimento estatural da crianga num
dado momento, ou seja, ndo existe até agora um marcador preditivo, por

biologia molecular, da velocidade de crescimento.
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2. Objetivos

2.1. Selecionar genes que pudessem se correlacionar com o crescimento na

infancia

2.2. Associar os genes selecionados com parametros de crescimento em

criancas e adolescentes
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3. Metodologia

3.1. Selecéo de Individuos Saudaveis e Pacientes

As criancas e adolescentes participantes deste estudo eram oriundas do
ambulatorio didatico de pediatria e de hipotireoidismo infantil da Universidade
Nove de Julho, bem como do ambulatério de endocrinologia infantil do
Conjunto Hospitalar do Mandaqui, respectivamente sob 0s numeros de
aprovacdo do comité de ética em pesquisa 2.136.486 (CAAE:
67431517000005511) e 2229867 (CAAE: 67431517030015551).

Os participantes fazem parte da populacdo de individuos que
habitualmente sdo encaminhados ao servico de endocrinologia pediatrica do
Conjunto Hospitalar do Mandaqui e ao ambulatério didatico de pediatria e de

hipotireoidismo infantil da Universidade Nove de Julho.

Os familiares responséaveis pelos participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo 1) e os participantes

alfabetizados assinaram o Termo de Assentimento (TA) (anexo 2).

Foram incluidos no estudo participantes com faixa etaria superior a 2
anos e inferior a 18 anos de idade, ou seja, criancas e adolescentes.

Um primeiro perfil de participantes era composto de individuos
saudaveis, com estatura e histérico de velocidade de crescimento dentro da
normalidade para a populacdo. Também foram incluidos participantes que
chegavam ao Servico com TSH alterado. Este segundo perfil de pacientes
poderia apresentar uma maior variabilidade quanto ao crescimento, levando-se
em consideracdo de que um dos sinais clinicos no hipotireoidismo € a reducéo
na velocidade de crescimento e baixa estatura, como ja descrito anteriormente.
Ainda, foram incluidos participantes com diagnéstico de hipotireoidismo, sob
reposicdo de levotiroxina, dentro do preconizado para faixa etaria e peso
(38,39). Foram excluidos pacientes em uso de qualquer outro medicamento ou
que fossem portadores de outras doencas crénicas ou afeccfes sistémicas,
gue pudessem funcionar como fator de confusdo para a medida do RNA.
Ainda, foram excluidos pacientes que apresentassem dieta excessiva ou

restrita de iodo.
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Os patrticipantes foram avaliados clinicamente e, a partir da primeira
consulta, foram acompanhados a cada 3 meses para avaliacdo clinica. Suas
medidas antropométricas (peso, estatura), bem como exame clinico completo
foram realizados durante seu seguimento, até o0 momento. Para as criancas e
adolescentes, a medida de estatura foi obtida através do estadidbmetro de
parede (Tonelli®), o peso foi obtido através de balanca digital (Filizola®).

A estatura foi corrigida como Z score da estatura (Ze), tomando como
referéncia a estatura média esperada para a faixa etaria e sexo, bem como o
desvio padrdo (dp) para estatura para a faixa etaria e sexo, utilizando o
aplicativo Anthro Plus desenvolvido pela Organizacdo Mundial da Saude (40).

A velocidade de crescimento foi avaliada através do Z score da
velocidade de crescimento (Zvc), de acordo com idade e sexo. O calculo do
Zvc usou como referéncia o estudo de Tanner (7, 8). A férmula para calcular o
Zvc foi : (x — m) /dp, sendo que x era o valor observado da velocidade de
crescimento, m e dp eram, respectivamente, a média e o valor do desvio
padrao (dp) da distribuicdo correspondente a populacdo de referéncia, de
acordo com a idade e sexo.

A velocidade de crescimento também foi analisada, de acordo com o Z-
score da velocidade de crescimento, de acordo com sexo e idade éssea
(Zvc_l0). O calculo para esta variavel também usou como referéncia o estudo
de Tanner, relatado acima). A férmula para calcular o Zvc_10 foi : (x — m) /dp,
sendo que x era o valor observado da velocidade de crescimento, m e dp eram,
respectivamente, a média e o valor do desvio padrao (dp) da distribuicdo
correspondente a populacao de referéncia, de acordo com o sexo e a idade
0ssea do participante (ndo mais de acordo com a idade cronoldgica).

A estatura alvo familiar também foi corrigida como Z score da estatura
alvo (Zth) tomando como referéncia a estatura média esperada para a estatura
na vida adulta e sexo, bem como o desvio padrdo para estatura para a vida
adulta e sexo, utilizando também o aplicativo Anthro Plus. Ainda, calculamos a

diferenca entre Zth e Ze (Delta Ze).

Os participantes foram encaminhados para a coleta de sangue
periférico. O sangue foi coletado em tubo seco com gel separador para as

dosagens bioquimicas. Na avaliagdo bioquimica foram medidos: TSH
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(quimioluminescéncia - ARCHITECT® - Abbot® referéncia: de 0,34 ulU/mL:
até 16 ulU/mL (2 semanas a 1 més), até 9 ulU/mL (1 més a 5 anos), até 6
ulU/mL (6 a 18 anos); T4 livre (quimioluminescéncia — ARCHITECT ® - Abbot®
referéncia: 0,54 a 1,60 ng/dL) , colesterol total (colorimétrico-peroxidase- ref <
170mg/dL), HDL colesterol (colorimétrico-enzimatico — referéncia > 45mg/dL),
LDL colesterol (eq. de Friedwald referéncia <110mg/dL), VLDL colesterol
(equacéo de Friedwald referéncia: 10-50mg/dL ) triglicérides (colorimétrico-
peroxidase- referéncia < 100 mg/dL), IGF-1(ng/mL) (quimioluminescéncia -
Immulite - Siemens® — referéncia conforme faixa etaria) (anexo 3), glicemia
(colorimétrico-enzimatico referéncia < 99mg/dL), ureia (colorimétrico-enzimatico
referéncia: < 40mg/dL), creatinina (colorimétrico-Jaffe referéncia: 0,20 a 0,60
mg/dL), aminotransferase de aspartato (AST) (cinético — IFCC referéncia:<
40UIl/L sexo feminino, <50Ul/L sexo masculino), aminotransferase de alanina
(ALT) (cinético — IFCC referéncia:< 40Ul/L sexo feminino, <50UIl/L sexo
masculino), ferritina ( quimioluminescéncia referéncia: 11,0 a 306,8 ng/mL
feminino, 23,9 a 336,2 ng/mL masculino), Anticorpo anti-tireoglobulina (AcTg)
(quimioluminescéncia - ARCHITECT ® - Abbot® referéncia: < 4,11 Ul/mL),
Anticorpo ani-peroxidase (Ac TPO) (quimioluminescéncia ARCHITECT ®-
Abbot® referéncia: < 5,61 Ul/mL), hemoglobina (citoquimico/isovolumétrico
referéncia: 13,5+2), VCM (citoquimico/ isovolumétrico referéncia: 868fl),
CHCM (citoquimico/isovolumétrico referéncia: 34+3g/dL) e apoA-I (mg/dL)
(immunoturbidimetria (Randox Lab.Ltd County Antrim, The United Kingdom)

Foram coletados 2,5mL para o tubo VACUETTE® Tempus™ (Applied
Biosystems™ USA) para coleta e conservacdo adequada do RNA que
permaneceram em temperatura ambiente (15° a 25° C) por 24 horas, para que,
conforme o fabricante, houvesse a completa lise celular, otimizando assim o
rendimento das moléculas de RNA ao final da extracdo, e apds esse periodo,
foi armazenado a -20°C, para realizacdo do transcriptoma. A extracdo do RNA
foi realizada através do kit Tempus™ (Applied Biosystems™ USA), seguindo
as instrugcdes do fabricante (anexo 4).

A quantificagdo do RNA total extraido pelo kit Tempus™ foi realizada no

equipamento espectrofotbmetro NanoDrop 2000 da Thermo Fisher Scientific
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(MA, USA)), em unidade de concentracdo ng/uL e relagdo 260/280 nm ideal

para aproximadamente 2,0, mostrando grau e pureza do RNA extraido.

Para a sintese do cDNA (acido desoxirribonucleico complementar) foi
utilizado e o Invitrogen SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific).

Para a realizacdo do PCR em Tempo Real foram utilizados oligos
especificos e o Taq Man Master Mix (Applied Biosystems, EUA). Esta validacéo
foi realizada por PCR quantitativo em tempo real, utilizando-se o 7500 Real
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), seguindo-se as
instrucdes do fabricante.

A expressao relativa (RE) para o mRNA alvo foi calculada pela
formula 2(Cs — Rs)/ 2(Cn - Rn), onde Cs é a média do triplicado de mRNA-Cq
alvo de cada amostra, Rs é a média do triplicado 18S-Cq de cada amostra, Cn
€ a média valor alvo de mRNA-Cqg normalizado para criancas e Rn € a média
de triplicatas 18S-Cqg da mesma amostra.

Os participantes incluidos neste estudo foram radiografados (raio X de
maos e punhos) para analise da idade 6ssea, através do método de Greulich e

Pyle (41). Esta analise foi feita exclusivamente pela autora deste estudo.

3.2 Selecao de Genes

O hipotireoidismo infantil € uma das causas enddcrinas mais associada
a comprometimento estatural na infancia. Com base nesse conhecimento
prévio e tendo a disponibilidade de acesso ao trascriptoma de gestantes com
TSH alterado, optamos por analisa-lo. Esse transcriptoma foi gerado a partir de
um estudo de nosso grupo de pesquisa (42), o qual foi realinhado para hg38
(GSE 157148). A avaliacdo de genes diferencialmente expressos poderia nos
trazer informacdes relevantes para criancas, tanto por ter sido factivel a medida
desses transcritos em individuos adultos, quanto pelo fato desses genes
estarem sendo regulados pelo horménio tireoideano. Como este interfere no
crescimento na infancia, talvez esses genes circulantes poderiam ser
marcadores de crescimento, tanto em criangas com hipotireoidismo, quanto nas
demais criancas. Além disso, cada gene diferencialmente expresso do

transcriptoma referido foi avaliado através do banco de dados OMIM e foram
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selecionados aqueles que apresentavam desfechos relacionados ao
crescimento. Posteriormente a isso, foi realizada uma analise de publicacbes
(pubmed), desses mesmos genes e foi analisada a relevancia frente as
sindromes ou processos de doencgas que cursassem com repercussdes sobre o

crescimento estatural na infancia.

3.3. Andlise da Interacéo entre Genes

A fim de analisar a interrelacdo entre os genes selecionados neste
estudo e demais genes de interesse durante este estudo, utilizamos o software
STRING (string-db.org/) (43).

Selecionamos os microRNA presentes no HDL (miR-135 a, miR188-5p e
miR-877) (44) e, apos a selecédo, foram identificados os alvos utilizando o
banco de dados on line miRDB (mirdb.org/) (45).

3.4 Andélise Estatistica

As variaveis numéricas analisadas dos individuos de nosso estudo foram
testadas quanto a normalidade (Shapiro-Wilk). Como algumas delas nao
apresentavam distribuicdo normal, todas foram apresentadas sob a forma de
mediana e intervalo interquartilico, bem como as medidas minima e maxima

observadas para cada variavel.

Uma primeira estratégia do estudo foi analisar as variaveis medidas dos
individuos em conjunto. Como o TSH apresenta relacao nao linear com o T4
livre, seguimos com Spearman para a correlacdo entre todas as variaveis.
Consideramos como correlacao forte aquela >0,7; moderada aquela entre 0,5 e

0,7 e fraca aquela entre 0,3 e 0,5.

Para identificar o impacto de determinada caracteristica na populagéo

estudada utilizamos o teste ndo paramétrico Mann-Whitney.

Para avaliar a frequéncia de determinadas variaveis entre grupos,
utiizamos o teste Qui-quadrado (com o teste exato de Fisher, quando

necessario)
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A fim de analisar a eficiéncia na medida da expresséo relativa dos genes
com relacdo ao crescimento dos participantes do estudo, foi utilizada a Curva
Roc e avaliada a &rea sob a curva. Com isto, pudemos analisar a sensibilidade
e especificidade das medidas dos genes, com relacdo ao desfecho

crescimento.

Com o objetivo de identificar ponto de corte na medida da expressao
relativa dos genes capaz de diferenciar o crescimento, utilizamos o calculo do
ponto de Youden (46).

Elaboramos, por regressao logistica, célculo da probabilidade que
constroi variavel ajustada, com a finalidade de ampliar as correlag6es sobre o
desfecho crescimento

As andlises utilizaram o programa SPSS versao 26 (IBM Corp. Liberada
2019. IBM SPSS Statistics para Windows, versdo 26.0. Armonk, NY: IBM
Corp).

Para o calculo amostral utilizamos o aplicativo G*Power (verséo 3.1.9.4).
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4. Resultados

4.1. Genes Selecionados

Partindo do transcriptoma de gestantes com TSH alterado, com 408
genes diferencialmente expressos, selecionamos aqueles associados a
estados de doengca ou sindromes genéticas que cursavam com baixa
velocidade de crescimento e que levam a baixa estatura na infancia. O genes
selecionados foram: A Disintegrin-like and Metalloproteinase With
Trombospondin Type 1 Motif,10 (ADAMTS10); Zinc Finger Transcription Factor
(TRPS1); Nuclear Factor of Activated T Cells, Cytoplasmic, Calcineurin-
Dependent 2 (NFATC2); Lamin A (LMNA) e Insulin-Like Growth Factor |
Receptor (IGF1R). Abaixo (tabela 1), descrevemos algumas caracteristicas

sobre estes genes.

Tabela 1- Lista de genes selecionados para determinacdo da expresséo
relativa e associacdo com o0s parametros de crescimento da populacdo
estudada. Na lista apresentamos 0 nome dos genes, a localizacéo citogenética,
as coordenadas genémicas e o codigo deste gene no site do Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM, HTTPS://www.omim.org/)

Gene Localizagao citogenética Coordenada gendmica OMIM
GRCh38

ADAMTS10 19p13.2 19:8,580,239-8,610,714 277600

NFATC2 20013.2 20:51,386,962-51,562,856

IGF1R 15g12.3 15:98,648,538-98,964,529 270450

TRPS1 8g23.3 8:115,408,495-115,668,974 190350
190351

LMNA 1922 1:156,082,572-156,140,080 *)

(*) = 115200, 605588, 181350, 616516, 610140, 176670, 151660, 212112, 248370,
613205 e 275210

O gene ADAMTS10 (A Disintegrin-Like and Metalloproteinase with
Thrombospondin Type 1 Motif, 10 € um membro da grande familia ADAMTS de

proteases dependentes de zinco. ADAMTS é uma superfamilia de proteinas,


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr19:8580239-8610714&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr20:51386962-51562856&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr15:98648538-98964529&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr8:115408495-115668974&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr1:156082572-156140080&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
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sendo 19 metalloproteases e 7 ADAMTS proteinas—like, as quais perdem a
atividade catalitica. As ADAMTS proteases sao sintetizadas como zimogénio
inativo e a clivagem do propeptideo N terminal inibitorio por convertases pro
proteina, como a furina, é necessaria para sua ativacdo (47). Tanto a mutacéo
autossobmica recessiva no gene ADAMTS10, quanto a autossémica dominante
no gene FBN1 levam a Sindrome Weill-Marchesani, desordem rara, com uma
prevaléncia de 1:100 000 pessoas. Nesta sindrome, uma das caracteristicas &
a baixa estatura com braquidactilia. Microfibrilas de fibrilina (fibrillin microfibrils)
sdo amplamente distribuidas entre os tecidos. Uma de suas funcdes € regular a
biodisponibilidade da superfamililia TGF, (fator de crescimento transformador
B), bem como da superfamilia BMP (proteinas morfogenéticas dsseas), grupo
de proteinas com papel fundamental na regulacdo, inducdo, manutencédo e
reparacao 0ssea (48). A proteina ADAMTS10 parece ter uma acdo moduladora
na producdo da microfibrila de fibrilina: a ADAMTS10 pode se ligar a proteina
FBN1, em 2 sitios (N-terminal e C-terminal), levando a um aumento das
microfibrilas.  Ainda, préximo a FBN1, a ADAMTS10 também leva a um
aumento da microfibrila de fibrilina. Os sitios de ligacdo entre ADAMTS10 e
FBN1 coincidem com os de mutacdo de FBN1, dando a Sindrome de Weill-
Marchesani (49). Foi identificado em animais que na mutacdo do gene
ADAMTSI10, levando a Sindrome de Weill-Marchesani, a expressdo dos genes
GDF8 (fator de diferenciacdo do crescimento e BMP (proteina morfogenética
Ossea) estava diminuida, associando também vias de acdo desse gene no
tecido 6sseo (50).

O gene TRPS1 (Zinc Finger Transcription Factor é um repressor
transcricional do dedo de zinco, envolvido na regulacéo do desenvolvimento de
condrdcitos e pericondrios. A mutacdo deste gene determina a Sindrome
tricorrinofalangiana tipo |, bem como tipo Ill, de heranca autossémica
dominante. Varios estudos associam este gene também a homeostase éssea e
densidade mineral 0ssea (51). A sindrome tricorrinofalangiana é caracterizada
por anomalias craniofaciais e disturbios na formacdo e maturacdo da matriz
O0ssea. As alteracfes esqueléticas mais significativas sdo a clinodactilia,
epifises das falanges em forma de cone, baixa estatura, baixa densidade

mineral 6ssea e malformacgdes na articulacao do quadril (52).
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O gene NFATC2 (Nuclear Factor of Activated T Cells, Cytoplasmic,
Calcineurin-Dependent 2) tem acdo inibitéria sobre o desenvolvimento de
osteoblastos, podendo ter participacdo no mecanismo da osteopenia (53,54).
No entanto, existem evidéncias de seu papel na diferenciacdo e proliferacao

osteocondral (55).

O gene LMNA (Lamin A) esta associado a algumas sindromes genéticas
que cursam com alteracbes no metabolismo 0Osseo; tais como displasia
mandibuloacral, que cursa com atraso no crescimento e hipoplasia mandibular
(56); sindrome coracao-mao tipo esloveno, que cursa com braquidactilia (57); e
a sindrome progeria Hutchinson-Gilford, que cursa com déficit no crescimento e

denticdo atrasada (58).

O gene IGF1R ( Insulin-Like Growth Factor | Receptor) tem papel importante no

crescimento longitudinal 6sseo, como descrito em tépico anterior.
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4.2. Participantes selecionados — Populacéo total

Foram atendidos 276 criancas e adolescentes, sendo incluidos 60 (22 do
sexo masculino e 38 do sexo feminino) neste estudo. A exclusdo dos demais
216 ocorreu pelos seguintes fatores: falta de adesao ao seguimento, presenca
de patologias e/ou uso de medicamentos e, uso inadequado da levotiroxina
(nos pacientes com hipotireoidismo). Todos os participantes selecionados
realizaram as medidas laboratoriais propostas e coleta de material para
extracdo do RNA. Tomando como base um poder de amostra de 0,8; a erro =
0,05; pH1= 0,5 temos que o amostra deveria conter, ao menos, 23 individuos.
As caracteristicas clinicas, laboratoriais descritas a seguir serdo relativas ao

grupo total de pacientes (n=60).
4.2.1. Caracteristicas Clinicas dos Participantes

Como algumas das caracteristicas clinicas dos participantes nao tinham
distribuicdo normal, optamos por caracteriza-las todas de forma homogénea,

através de mediana e intervalo interquartilico (tabela 2):

Tabela 2 - Caracteristicas Clinicas da Populacédo Estudada

Variaveis Mediana (P25-75) Minimo Maximo
Idade (anos) 11,84(7,69-14,32) 5,17 17,67
Estatura (cm) 146,25(130,63-159,38) 109 180
Ze 0,34(-0,64-1,10) -3,52 2,59
Ze_10 0,27(-0,36-1,32) -2,77 6,72
Delta Ze 0,71(0,18-1,57) -1,43 2,57
VC (cm/ano) 6(1-6,9) 0 115
Zvc 0(-0,64-1,59) -6,30 6,09
Zvc_lO 0(-0,35-2,14) -1,51 6,04
Massa (kg) 41,50(29,48-55,00) 18 97,5
IMC (Kg/m?2) 19,04(16,33-23,61) 13,70 30,10
ZIMC 0,78(-0,43-2,03) -2,94 3,87
PA Sistélica (mmHg) 100(100-110) 90 120
PA Diastélica(mmHg) 60(50-60) 50 80
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Observamos na populagéo estudada (tabela 2) uma variabilidade quanto
a faixa etaria dos individuos, pois tinhamos de fato a intencéo de avaliar todos

0S grupos etérios, da infancia & adolescéncia
4.2.2. Medidas Laboratoriais Encontradas na Populagcéo estudada

As medidas laboratoriais realizadas sédo descritas na tabela 3, na qual

cada variavel é expressa em mediana e intervalo interquartilico:

Tabela 3 - Medidas Laboratoriais da Populacdo Estudada

Variaveis Mediana (P25-75) Minimo Méaximo
Hb (g/L) 13,4(12,68-13,8) 11,00 15,3
VCM (fl) 85,2(80,7-89,35) 36,80 98,50
CHCM (g/dL) 32,60(31,65-33,50) 29,00 34,70
Ferritina (mg/dL) 42,80(28,35-63,60) 14,60 142,00
Glicemia(mg/dL) 84,00(81,00-89,00) 72 105
Ureia (mg/dL) 26,50(21,00-31,00) 11,00 48,00
Creatinina (mg/dL) 0,59(0,44-0,69) 0,2 1,00
Colesterol Total (mg/dL) 151,00(136,50-172,25) 100,00 344,00
LDL-C (mg/dL) 88,00(71,75-104,25) 49,00 207,00
HDL-C (mg/dL) 49,00(41,00-55,00) 36,00 114,00
VLDL-C (mg/dL) 13,00(11,00-19,00) 7,00 57,00
Triglicérides (mg/dL) 67,50(54,75-94,50) 37,00 283,00
apoA-I (mg/dL) 153,43(132,50-161,14) 127,00 181,91
AST (U/L) 22,00(17,00-24,50) 11,00 64,00
ALT(UIL) 14,00(11,00-16,50) 7,00 61,00
TSH(MUIL) 5,21(3,48-8,20) 0,05 100,00
T4L (ng/dL) 1,04(0,96-1,12) 0,48 1,39
AcTPO (Ul/mL) 3,00(3,00-161,73 3,00 1000,00
AcTg(Ul/mL) 6,31(2,53-69,56) 1,00 1000,00
IGF-1(ng/mL) 249,00(187,00-328,00) 81,90 528,00
Volume Tireoidiano (cm?3) 5,35(3,40-9,67) 1,60 28,40
Idade Ossea (anos) 11,00(8,42-15,00) 3,00 18,00
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Na tabela 3, podemos analisar as medidas laboratoriais apresentadas
pelos individuos incluidos no estudo. Nota-se alteracdo da funcéo tireoideana

em parte da populacédo. Ainda, alguns apresentavam dislipidemia.

4.2.3. Correlacéo entre Parametros Clinico-Laboratoriais da Populacéao
Estudada:

A partir de todas as medidas realizadas, correlacionamos (Spearman)
alguns parametros clinicos entre si (tabela 4), parametros clinicos e medidas
laboratoriais realizadas (tabela 5), medidas hormonais e demais medidas
(tabela 5) e medidas dos lipides e demais medidas laboratoriais (tabela 6),

como seguem abaixo:

Tabela 4 - Correlacéo entre os Parametros Clinicos da Popula¢cédo Estudada

Idade Estatura VvC Delta Massa
(anos) (cm) Ze Ze |10 (cm/a) Zvc Ze (Kg) IMC ZIMC
Idade rs ,904" 0,183 -0,115| -,631"| -,284"| -0,017| -,316 ,328"| -0,245
(@nos) p <0,001 0,162 0,474 <0,001| 0,043 0,915 0,016, 0,011| 0,060
Estatura rs 0,161 0,060 -483"| -285'| -0,023 -0,069 ,369" -0,155
(cm) p 0,220 0,710<0,001 ' 0,042) 0,889 0,607 0,004 0,237
Ze rs ,363"| 0,203 0,051 0,066, ,567" ,280"| ,403™
p 0,020, 0,154 0,723 0,688 <0,001;| 0,030 | 0,001
Ze_10 rs 0,192 0,272 0,086 0,160 0,099 0,197
p 0,255 0,307 0,612 0,323 0,537 0,217
VC(cm/a) rs , 769”1 518™| 0,220 -,284"| 0,045
p <0,001 0,001} 0,124 0,043 0,756
Zvc rs ,722™ 0,017 -0,133 0,036
p <0,001' 0,908 0,352 0,799
Delta Ze rs 0,068 0,153 0,133
p 0,675 0,347 0,415
Massa rs 0,119 ,352"
(kg) 0 0,372| 0,007
IMC rs ,822™
p <0,01

ZIMC rs
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Identifica-se na tabela 4 uma correlacdo forte positiva entre idade e

estatura, velocidade de crescimento e Zvc, Zvc e delta Ze. Ainda, do IMC com

ZIMC.

Tabela 5 - Correlacdo entre Parametros Clinicos e Medidas Laboratoriais

Hb
(g/dL)

VCM
(fl)

Uréia
(mg/dL)

Cr
(mg/dL)

CT
(mg/dL)

HDL-C
(mg/dL)

LDL-C
(mg/dL)

VLDL-
C
(mg/dL)
ApoA-I
(mg/dL)

TG
(mg/dL)

AST
(UIL)

ALT
(UIL)

TSH
(uUl/mL)

T4 L
(ng/dL)

AcTG
(ng/dL)

AcTPO
(Ul/mL)

IGF-1
(ng/mL)

rs

rs

rs

Idade
,265"

0,045
,604™
<0,01
-0,041
0,764
,816™
<0,01
-0,190
0,168
0,009
0,946
-0,203
0,141
-0,164
0,249
0,200
0,555
-0,123
0,377
- 471"
<0,01
-,351"
0,008
-0,077
0,556
-,343"
0,008
,398™
0,002
,535™
<0,01
327"
0,042

Estatura
(cm)
,399"

0,002
463"
<0,01
-0,139
0,309
774"
<0,01
-0,208
0,132
-0,077
0,580
-0,227
0,098
-0,165
0,247
0,174
0,610
-0,135
0,329
-,463™
<0,01
-,325"
0,014
-0,018
0,894
-,433"
0,001
,319°
0,017
419"
0,001
452"
0,004

Ze
0,182

0,171
-, 297"
0,025
-0,118
0,385
-0,167
0,215
0,040
0,772
-,330"
0,015
0,041
0,769
0,193
0,175
-0,128
0,709
0,145
0,297
-0,117
0,386
0,044
0,742
-0,053
0,689
-0,034
0,798
-,319°
0,016
-,319"
0,014
0,177
0,282

Ze 10
0,116

0,481
-0,063
0,706
0,190
0,261
-0,070
0,675
0,169
0,317
-0,182
0,282
0,124
0,466
0,213
0,226
0,360
0,427
0,274
0,101
-0,152
0,362
-0,093
0,579
0,043
0,789
0,305
0,059
-0,052
0,761
-0,257
0,109
-,488"
0,012

VvC
-0,082

0,576
-0,265
0,069
-0,040
0,791
-597"
<0,01
-0,047
0,755
0,096
0,519
-0,065
0,663
0,136
0,379
-0,376
0,254
0,102
0,495
0,160
0,272
0,137
0,347
0,175
0,220
-0,117
0,419
-0,223
0,131
-,467"
0,001
-0,082
0,644

Zvc
-0,080

0,583
0,066
0,655
0,162
0,276
-,335"
0,020
0,094
0,532
0,129
0,387
0,077
0,607
0,110
0,477
-0,290
0,388
0,082
0,586
-0,125
0,391
0,060
0,681
0,013
0,929
-0,059
0,685
-0,180
0,225
-,311
0,028
-0,045
0,801

Zvc_10
-0,052

0,759
0,201
0,233
-0,039
0,823
-0,285
0,087
0,099
0,561
0,036
0,834
0,086
0,613
0,032
0,856
-0,654
0,111
0,047
0,782
-0,314
0,055
0,014
0,935
-0,066
0,688
-0,120
0,468
-0,030
0,863
-0,135
0,411
0,204
0,328

Delta
Ze

0,157
0,249
-,284"
0,035
-,343"
0,011
-,305"
0,024
0,146
0,301

-0,150
0,288
0,106
0,454
0,154
0,292

-0,114
0,739
0,128
0,366
0,026
0,849
0,124
0,368
0,023
0,863

-0,026
0,851

-0,130
0,347

-0,160
0,236
0,168
0,314

IMC
0,019

0,889
0,215
0,108
0,071
0,606
,346™
0,008
0,180
0,192
-0,197
0,154
0,174
0,209
0,174
0,222
-0,091
0,790
0,202
0,142
-,419™
0,001
0,028
0,837
0,095
0,469
-0,114
0,395
-0,017
0,900
0,073
0,582
0,281
0,083

Z_IMC
-0,135

0,311
-0,139
0,301
0,103
0,450
-0,129
0,338
274"
0,045
-0,214
0,120
271"
0,047
,290"
0,039
-0,278
0,408
,298"
0,029
-0,164
0,221
0,219
0,102
0,154
0,241
0,105
0,435
-0,253
0,060
-0,246
0,060
0,078
0,637
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Na tabela 5, identifica-se correlacéo forte positiva entre a creatinina com

idade e estatura.

Tabela 6 - Correlacédo entre Medidas Hormonais e Demais Medidas

TSH
(uuI/mL)

T4L
(ng/dL)

ANTI Tg
(ng/dL)
ANTI
TPO
(Ul/mL)
IGF-1
(ng/mL)

Hb (g/dL)
VCM (fl)
Uréia
(mg/dL)

Creatinina
(mg/dL)

CT
(mg/dL)

HDL-C
(mg/dL)

LDL-C
(mg/dL)

VLDL-C
(mg/dL)

ApoA-I
(mg/dL)

TG
(mg/dL)

AST (UL)

ALT (U/L)

rs

rs

rs

Is

o

rs

Is

Is

rs

s

rs

Is

TSH
(uUl/mL)

0,025
0,850
-0,028
0,834
-0,014
0,917
0,114
0,397
0,129
0,354
-0,096
0,490
0,157
0,256
0,015
0,917
-0,096
0,780
0,052
0,710
0,235
0,079
0,111
0,409

T4 L
(ng/dL)

-,354"
0,006

-0,149
0,267
-0,146
0,282
0,139
0,313
-0,261
0,052
0,177
0,205
0,023
0,871
0,140
0,316
0,078
0,591
0,055
0,873
0,065
0,645
0,054
0,695
0,166
0,220

ANTI Tg
(ng/dL)

,306"
0,022
-0,252
0,063

0,134
0,328
0,215
0,118
0,030
0,827
340°
0,011
-0,244
0,085
0,059
0,681
-0,218
0,124
-,329°
0,022
0,437
0,179
-,295°
0,036
-0,088
0,527
-0,082
0,557

ANTI
TPO
(UI/mL)

260"
0,047
-,283"
0,033
687"
<0,01

,295"
0,026
,306"
0,022
-0,102
0,455
422"
0,001
-0,172
0,218
0,113
0,420
-0,213
0,127
-0,132
0,362
0,372
0,259
-0,089
0,524
-0,167
0,219
-0,144
0,290

IGF-1
(ng/mL)

0,017
0,920
-0,297
0,066
0,142
0,402
0,153
0,353

0,031
0,850
0,047
0,777
-0,116
0,489
0,299
0,064
-, 482"
0,003
0,000
0,998
- 473"
0,004
-0,240
0,172
-0,196
0,564
-0,167
0,337
-0,248
0,139
-0,085
0,616
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Ao correlacionarmos as medidas hormonais com demais medidas

laboratoriais (tabela 6), encontramos correlacdo fraca e negativa entre IGF1 e

as medidas de colesterol total e LDL colesterol. Identificamos correlagao fraca

e negativa entre TSH e T4l.

Tabela 7 - Correlacéo Lipides com Demais Medidas Laboratoriais

CT
(mg/dL)

HDL-C
(mg/dL)

LDL-C
(mg/dL)

VLDL-C
(mg/dL)

ApoA-I
(mg/dL)

TG
(mg/dL)

TSH
(uUI/mL)

TaL
(ng/dL)

ANTI Tg
(ng/dL)

ANTI

TPO
(Ul/mL)
IGF-1
(ng/mL)

Hb (g/dL)

VCM (fl)

Uréia
(mg/dL)

Creatinina
(mg/dL)

AST (UL)

ALT (U/L)

rs

rs

rs

Is

rs

rs

Is

Is

rs

Is

©

rs

Is

rs

Is

rs

rs

rs

CT
(mg/dL)

0,129
0,354
0,177
0,205
-0,244
0,085
-0,172
0,218
-,482"
0,003
-0,126
0,367
0,053
0,708
-0,002
0,988
-0,180
0,203
0,123
0,376
299
0,028

HDL-C
(mg/dL)
0,044

0,749

-0,096
0,490
0,023
0,871
0,059
0,681
0,113
0,420
0,000
0,998

-0,102
0,466

,295"
0,034

-0,030
0,834
0,027
0,848
0,015
0,916

-0,095
0,494

LDL-C
(mg/dL)
,935™

<0,01
-0,174
0,208

0,157
0,256
0,140
0,316
-0,218
0,124
-0,213
0,127
-,473"
0,004
-0,191
0,170
-0,077
0,587
0,046
0,746
-0,194
0,168
0,106
0,447
273"
0,046

VLDL-C
(mg/dL)
,486™

<0,01
-,288"
0,041
,395™
0,004

0,015
0,917
0,078
0,591
-,329"
0,022
-0,132
0,362
-0,240
0,172
0,049
0,731
0,009
0,951
-0,080
0,585
-0,149
0,305
-0,055
0,700
0,191
0,179

ApOA-|
(mg/dL)
0,082

0,811
721
0,012
-0,319
0,339
0,011
0,973

-0,096
0,780
0,055
0,873
0,437
0,179
0,372
0,259

-0,196
0,564
0,492
0,124

,708"
0,015

-0,059
0,862
0,201
0,554
0,309
0,355
0,353
0,286

TG
(mg/dL)
,439™

0,001
-,358"
0,008
,383"
0,004
,997"
<0,01
-0,018
0,958

0,052
0,710
0,065
0,645
-,295"
0,036
-0,089
0,524
-0,167
0,337
0,056
0,692
0,022
0,877
-0,045
0,751
-0,116
0,412
-0,024
0,863
0,137
0,325
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Ao realizarmos a correlagcdo entre lipides e demais medidas,
encontramos correlacao forte positiva entre colesterol total e LDL-C; bem como
entre VLDL e Triglicérides. Além disso, identificamos correlacdo forte positiva

entre o HDL colesterol e ApoAl (tabela 7) .

4.2.4. Medida da Expressédo dos Genes Selecionados

A quantificagdo do RNA foi realizada inicialmente para 62 dos
participantes (criancas e adolescentes). Destes individuos, apenas em 2 nao foi
possivel a quantificacdo do RNA (ndo houve deteccédo dele na amostra). Nos

demais 60 selecionados tivemos éxito na detecgao do RNA.

Na tabela 8 podemos identificar a medida da expressdo dos genes
selecionados nos participantes:

Tabela 8 - Medida da Expressao Relativa dos Genes Analisados no Estudo

Expresséo Relativa Mediana(P25-75) Minimo Méximo
(RE)

IGF1R 0,79(0,45-1,45) 0,08 11,88
NFATC2 1,12(0,44-1,88) 0,07 19,54
LMNA 0,97(0,56-1,45) 0,08 6,48
ADAMTS10 1,02(0,54-1,64) 0,08 9,36

TRPS1 0,92(0,55-1,74) 0,07 10,94
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4.2.5. Correlacéao Entre os Transcritos

Avaliando a correlacdo entre os transcritos estudados (Spearman),
identificamos que todos os genes selecionados apresentavam correlacéo entre

eles (tabela 9):

Tabela 9 - Correlacédo Entre os Transcritos

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1R RE_LMNA RE_TRPS1

RE_NFATC2 rs ,653" , 704" ,758" ,821"
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
RE_ADAMTS10 rs ,509" 721" 466"
p <0,01 <0,01 <0,01
RE_IGF1R rs , 715" 794"
p <0,01 <0,01
RE_LMNA rs 729"
p <0,01
RE_TRPS1 rs
p

Na tabela 9 evidenciamos correlacdo entre todos os genes entre si. A grande

maioria apresentava correlagéo forte; alguns, moderada.



4.2.6. Correlacéo entre as medidas dos Genes e Parametros Clinicos:

Tabela 10 - Correlacéo entre a medida dos Genes e parametros clinicos

Idade
(anos)

Estatura
(cm)

Ze

Delta Ze

VvC

Zvc

Zvc_10

Ze 10

ZIMC

rs

rs

rs

rs

rs

rs

rs

rs

rs

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1R RE_LMNA RE_TRPS1

0,013
0,925
0,026
0,849
0,068
0,614

-0,084
0,536

-0,192
0,176

-0,261
0,064

-0,133
0,415
0,188
0,239
0,119
0,375

0,073
0,589
-0,038
0,779
-0,076
0,569
-,272°
0,043
-,295'
0,036
-0,244
0,085
-0,079
0,630
0,044
0,783
0,005
0,968

-0,103
0,441
-0,082
0,540
0,141
0,290
-0,038
0,779
-0,063
0,662
-0,218
0,125
-0,135
0,407
0,127
0,430
-0,035
0,797

-0,049
0,713
-0,033
0,806
0,133
0,318
-0,126
0,353
-0,102
0,477
-0,190
0,181
-0,094
0,563
0,063
0,694
0,068
0,610

-0,117
0,384
-0,101
0,450
0,040
0,766
-0,083
0,545
-0,086
0,549
-,279"
0,048
-0,203
0,210
0,130
0,420
-0,027
0,843
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Quando correlacionamos as medidas dos genes circulantes e variaveis

clinicas (tabela 10), ndo obtivemos nenhum dado relevante.

4.2.7. Correlagéo dos Transcritos e Medidas Laboratoriais

A seguir, partimos para avaliar possivel correlacdo entre os transcritos e as

medidas hormonais e outras variaveis (tabela 11).
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Tabela 11 - Correlacédo da Expressédo Relativa dos Transcritos Circulantes com
Medidas laboratoriais

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1R RE_LMNA RE_TRPS1

TSH rs -0,083 -0,161 0,100  -0,176 -0,148
(uUV/mL) 0,537 0,226 0,455 0,186 0,267
TaL rs 0,018 0,215 -0,029 -0,046 0,046
(ng/dL) 0,897 0,112 0,834 0,736 0,735
ANTITg s -0,116 -0,133 0,134  -0,229 -0,134
(ng/dL) 0,402 0,337 0,334 0,096 0,333
ANTI rs -0,057 0,014 0,100  -0,143 -0,157
(TSI/OmL) D 0,675 0,918 0,460 0,290 0,242
IGF-1 rs -0,089 -0,230 -0,249 -0,157 -0,165
(ng/mL) 0,596 0,165 0,132 0,347 0,322
Hb (g/dL) rs -0,087 -0,137 -0,016 -0,014 0,025
P 0,524 0,313 0,904 0,920 0,857
VCM () rs -0,046 0,075 -0,255 -0,027 -0,207
P 0,740 0,586 0,060 0,843 0,129
CHCM s 0,055 -0,102 0,195 0,079 0,249
©dy 0,692 0,457 0,154 0,568 0,067
Ferritina rs 0,102 0,169 ,281" 0,222 0,156
(ng/mL) 0,480 0,241 0,048 0,121 0,280
Glicemia s -0,073 -0,276 0,243 -0,103 0,048
(mg/dL) 0,658 0,089 0,137 0,534 0,771
cT rs 0,021 -0,040 0110  -0,063 0,015
(mg/dL) 0,883 0,779 0,436 0,658 0,918
HDL-C  rs -,323" -,393" - 472" - 475" -,351°
(mg/dL) 0,019 0,004| <0,01 <0,01 0,011
LDL-C 15 0,115 0,048 0,208 0,063 0,108
(mg/dt) 0,415 0,738 0,139 0,656 0,447
VLDL-C  rs 0,214 0,271 317 0,173 0,237
(mg/dL) 0,139 0,060 0,026 0,234 0,101
ApoA-l  rs -0,437 -0,437 -0,446 -0,538 -0,255
(mg/dt) 0,179 0,179 0,169 0,088 0,449
TG rs 0,262 300" 335" 0,225 0,264
(mg/dt) 0,060 0,031 0,015 0,108 0,059
AST (UIL) rs -0,038 -0,039 0,147 0,103 0,110
p 0,781 0,779 0,284 0,453 0,425
ALT (UIL) s -0,173 -0,063 0,010  -0,080 -0,084
p 0,206 0,646 0,942 0,560 0,543
Creatinina rs -0,046 0,031 -0,248 -0,109 -0,164
(mg/dt) 0,739 0,820 0,068 0,428 0,231
Uréia rs -0,055 -0,053 -0,249 -0,049 -0,083
(mg/dL)

p 0,691 0,701 0,070 0,726 0,550
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Ao analisar a correlacdo entre a expressao relativa dos genes e perfil lipidico,
identificamos que todos tinham correlacdo fraca e negativa com o HDL

colesterol (tabelall).

4.2.8. Correlagdo dos Transcritos e Lipides — Pacientes Sem Excesso de
Peso.

Dos 60 participantes da populagdo normal, 8 apresentavam excesso de
peso. Fizemos entdo uma analise excluindo os mesmos, pensando nha
possibilidade deste fator (excesso de peso) estar impactando no perfil lipidico e
este ser fator confundidor na andlise quanto ao HDL-C. Identificamos que a

correlacéo negativa entre os genes com o HDL-C se mantinha (tabela 12):

Tabela 12 - Correlagdo dos Transcritos e Lipides - Populagdo Sem Excesso de
Peso

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1R RE_LMNA RE_TRPS1

cT rs -0,059 -0,147 0,005  -0,225 -0,069
(mg/dL) -, 0,698 0,336 0,973 0,137 0,650
HDL-C rs -,318" -,403" -541" | -466” -,389"
(mg/dL) 0,033 0,006 <0,01 0,001 0,008
LDL-C rs 0,039 -0,065 0122  -0,071 0,032
(mg/dL) -, 0,800 0,673 0,424 0,644 0,834
VLDL- rs 0,142 0,233 0,223 0,037 0,163
(Cmg/dL) P 0,363 0,133 0,150 0,811 0,297
ApOA-l s -0,437 -0,437 -0,446  -0,538 -0,255
(mgfdL) 0,179 0,179 0,169 0,088 0,449
TG rs 0,177 0,238 0,277 0,088 0,192
(mgfdL) 0,244 0,115 0,066 0,565 0,207

Identificamos, ao excluir os pacientes com excesso de peso, que a

correlacéo negativa entre os genes com o HDL-C se mantinha (tabela 12).

4.2.9. Impacto da Puberdade Sobre a Medida dos Transcritos e do HDL-C
Como a populacdo estudada apresentava ampla faixa etaria e, portanto,
participantes puberes e pré-puberes, tentamos identificar o papel da puberdade

impactando tanto na medida do HDL-C, quanto na medida dos transcritos
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(Mann-Whitney). Como pode ser evidenciado na tabela abaixo, isto nédo

ocorreu.

Tabela 13 - Impacto da Puberdade Sobre a Medida dos transcritos e do HDL-C

U

HDL-C (mg/dL) RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGFIR  RE_LMNA RE_TRPS1
289,500 353,000 346,000 350,000 345,000 346,000
0,632 0,892 0,800 0,852 0,787 0,800

4.2.10. Correlacdo entre os transcritos, ajustados pelo HDL e varidveis

clinicas

Com o objetivo de corrigir uma possivel interferéncia gerada pelos

valores de HDL, as medidas de expressao relativa dos genes foram corrigidas

pelo HDL e esta variavel criada foi correlacionada com parametros clinicos
(tabela 14).

Tabela 14— Correlacdo dos transcritos, ajustados pelo HDL e Variaveis Clinicas

Idade
(anos)

Estatura
(cm)

Ze

Ze 10

Delta

Ze

VC

Zvc

Zvc_10

ZIMC

rs

rs

RE_NFATC2_
Adj_HDL
-0,005

0,970
0,021
0,882
0,058
0,681
-0,048
0,777
0,109
0,449
0,177
0,234
0,228
0,124
0,195
0,248
-0,086
0,543

RE_ADAMTS10_
Adj_HDL
-0,167

0,237
0,047
0,739

277
0,047
0,160
0,345

,353"
0,012
422"
0,003
0,287
0,050
0,274
0,101
0,034
0,812

RE_IGF1R_
Adj_HDL
-0,010

0,943
0,077
0,590
0,106
0,454
0,132
0,435
0,123
0,394
0,114
0,447
0,183
0,220
0,242
0,149
0,110
0,439

RE_LMNA_
Adj_HDL
0,001

0,994
0,064
0,654
0,029
0,837
0,232
0,166
0,163
0,258
0,194
0,191
0,256
0,082
0,243
0,147
0,018
0,898

RE_TRPS1_
Adj_HDL
0,074

0,603
0,128
0,367
0,086
0,543
0,025
0,881
0,147
0,309
0,131
0,379
0,268
0,068
0,271
0,105
0,096
0,499
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Identificamos uma correlacao fraca entre a medida do gene ADAMTS10
ajustado pelo HDL e Delta Ze, bem como com velocidade de crescimento
(tabela 14).

4.2.11. Correlagdo entre os transcritos, ajustados por idade e variaveis

clinicas

Tabela 15 - Correlacdo dos transcritos, ajustados por idade e Variaveis
Clinicas

RE_NFATC2_ RE_ADAMTS10_ RE_IGFIR_ RE_LMNA_ RE_TRPS1_

Adj_ldade Adj Idade Adj Idade Adj Idade Adj_ldade

Idade  rs - 794" -,808" -,828" -,880" -,748"
(anos) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Estatura rs - 732" -673" -, 736" -796" -679"
cm <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Ze rs 0,079 0,235 0,124 0,141 0,133
P 0,555 0,075 0,353 0,291 0,321

Ze 10 rs 0,105 0,041 0,122 0,151 0,071
P 0,515 0,800 0,446 0,347 0,657

Delta  rs 0,245 420" 294" 349" 281"
ze p 0,069 0,001 0,028 0,008 0,036
VC rs 647" 730" 657" 659 618~
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Zve rs 458” 466" 451" 406" 490"
P 0,001 0,001 0,001 0,003 <0,01

Zve 10 rs 0,138 0,156 0,205 0,149 0,235
p 0,395 0,338 0,204 0,358 0,145

ZIMC  rs 0,108 0,204 0,211 0,189 0,207
P 0,419 0,124 0,112 0,156 0,119

Identificamos que os genes, agora ajustados por idade, apresentavam,
todos correlagdo positiva, tanto para a velocidade de crescimento (VC), quanto
para a velocidade de crescimento corrigida para idade e sexo (Zvc). Ainda,

todos apresentavam correlacao forte e negativa com idade e estatura (tab 15).

4.2.12. Correlacédo entre os transcritos, ajustados por idade e HDL, com

variaveis clinicas
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Tabela 16 - Correlagcéo dos transcritos, ajustados por idade e HDL com
variaveis clinicas

RE_NFATC2_ Adj RE_ADAMTS10 Adj RE_IGFIR_Adj RE_TRPS1_Adj_

_ldade_HDL _ldade_HDL _ldade_HDL Idade_HDL

ldade  rs -690" -609" _618" -562"
(@nos) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Estatura rs -,570" -,387" -,466" -,424"
cm <0,01 0,005 0,001 0,002
Ze rs 0,179 327" 0,221 0,240
p 0,205 0,018 0,116 0,087

Ze 10 rs 0,121 0,090 0,206 0,128
p 0,476 0,594 0,221 0,452

Delta  rs 331" 471" 326 346
ze D 0,019 0,001 0,021 0,014
ve rs 598" 653" 579" 549"
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Zvc rs , 393" ,367" ,418™ 441"
p 0,006 0,011 0,003 0,002

Zve 10 rs 0,134 0,179 0,258 0,270
p 0,427 0,288 0,123 0,106

ZIMC  1s 0,147 0,153 0,213 0,244
p 0,299 0,278 0,129 0,082

Identificamos que o0s genes, agora ajustados por idade e HDL
apresentavam, todos correlacdo positiva, tanto para a velocidade de
crescimento (VC), quanto para a velocidade de crescimento corrigida para
idade e sexo (Zvc) , porém com menor intensidade do que quando s6 ajustados
por idade. Ainda, observamos também correlacdo fraca com Delta Z estatura
(tabela (tabela 16).

4.2.13. Correlacdo entre os transcritos, ajustados por IGF-1, com variaveis

clinicas

Elaboramos a correlacdo entre os transcritos, ajustados agora pela
medida do IGF-1, como segue na proxima pagina (tabela 17):
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Tabela 17 - Correlacéo dos transcritos, ajustados pelo IGF-1 e variaveis
clinicas

RE_NFATC2_ RE_ADAMTS10_ RE_IGFIR_ RE_LMNA_  RE_TRPS1_

Adj_IGF1 Adi IGFL  Adj IGF1  Adj_IGF1 Adj_IGF1

Idade  rs 0,026 -0,116 0,190 0,238 0,067
(anos) 0,876 0,487 0,252 0,149 0,689
Estatura rs 0,054 0,030 0,306 0,319 0,144
em 5 0,746 0,860 0,062 0,051 0,389
Ze rs -0,052 0,161 0,101 328" 0,057
P 0,758 0,334 0,547 0,044 0,735

Ze 10 rs -,496" -0,263 -,488" -0,159 -,399"
P 0,010 0,195 0,011 0,439 0,044

Delta rs 0,178 355" 0,192 -0,035 0,221
ze P 0,292 0,031 0,256 0,837 0,189
VC rs 0,075 0,138 0,047 0,032 0,051
P 0,671 0,435 0,793 0,859 0,775

Zve rs 0,201 0,124 0,157 0,047 0,154
P 0,255 0,483 0,374 0,791 0,384

Zve 10 rs 0,088 -0,003 0,138 0,237 0,028
P 0,676 0,987 0,511 0,254 0,896

ZIMC  rs 0,040 0,166 0,162 0,151 0,155
P 0,814 0,319 0,331 0,365 0,354

A correlacdo dos transcritos, ajustados pelo IGF-1 e variaveis clinicas
nao proporcionou henhuma correlacao relevante (tabela 17).

4.2.14. Correlacao entre os transcritos, ajustados por idade e IGF-1, com

variaveis clinicas
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Tabela 18 - Correlagéo entre transcritos, ajustados por idade e IGF-1 e
variaveis clinicas

NFATC2_Aj_ ADAMTS_Aj  IGFL-R_Aj  LMNA_Aj TRPS1_Aj

Idade_IGF-1 Idade IGF-1 Idade IGF-1 Idade IGF-1 Idade IGF-1

ldade TS -,856" -,920" -,927" -,852" -,913"
(@nos) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Estatura s -, 707" -, 756" -, 749" -,660" -, 768"
em <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Ze rs 416" 469" 500" 580" 438"
p 0,009 0,003 0,001 <0,01 0,006

Ze |0 1s -0,090 0,074 0,131 0,111 0,061
p 0,661 0,720 0,523 0,589 0,766

Delta  rs 521" 522" 518" 4TT" 486"
ze p 0,001 0,001 0,001 0,003 0,002
VC rs 700" 700" 693" 671" 683"
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Zve rs 462" 391° 368" 359" 411"
p 0,006 0,022 0,032 0,037 0,016

Zve 10 1s 0,170 0,211 0,227 0,321 0,215
p 0,417 0,312 0,275 0,117 0,302

ZIMC  1s 339" 329° 333" 304" 343"
0,037 0,044 0,041 0,014 0,035

Identificamos que o0s genes, agora ajustados por idade e IGF-1
apresentavam, todos correlacdo positiva, tanto para a velocidade de
crescimento (VC) (forte a moderada), quanto para a velocidade de crescimento
corrigida para idade e sexo (Zvc) (fraca) , com intensidade similar a aquela
obtida quando s6 ajustados por idade . Ainda, observamos também correlacao

com estatura e Ze (moderada a fraca) (tabela 18).

4.2.15. Associacado dos transcritos, ajustados por idade e pela medida do

IGF-1, com Z-score da velocidade de crescimento (Zvc):

A partir da correlacdo observada na tabela 17, categorizamos o Zscore da
velocidade de crescimento (Zvc_categorizado). Embora conceitualmente o
esperado seria considerar um z-score de velocidade de crescimento normal

acima de -2 e inadequado aquele abaixo de -2, optamos por uma
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caracterizacdo mais rigida, ja que parte da populacdo avaliada era normal.
Desta forma, consideramos um bom crescimento como aquele no qual Z-score
>0 e crescimento inadequado o0 Z-score < 0 e avaliamos a medida dos
transcritos ajustada por idade e pela medida do IGF-1, com o desfecho o Z-
score da velocidade de crescimento (Zvc). A seguir, podemos visualizar na
figura 1 as Curvas Roc geradas , bem como na tabela 18 podemos observar os

valores gerados da area sob a curva (AUC) .

Figura 1 — Associacdo dos transcritos, ajustados por idade e IGF-1 com Zvc
categorizada : NFATC2 (A), ADAMTS10 (B), IGF1R (C), LMNA (D), e TRPS1
(E) — Curvas ROC populacéo total:
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Tabela 19 - Area Sob a Curva - Genes Transcritos, ajustados por idade e
IGF1R e Z score da Velocidade de Crescimento (Zvc)
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AUC Ponto de Corte Qui-quadrado p
NFATC2 0,72 0,36 3,91 0,043
ADAMTS10 0,65 0,10 4,08 0,048
IGF1R 0,63 0,09 6,36 0,012
LMNA 0,56 0,11 3,37 0,066
TRPS1 0,66 0,11 6,36 0,012

4.2.16. Diferenca na Medida da Expressao dos genes, ajustados por ldade

e medida do IGF-1, entre a populacdo estudada crescendo de forma

adequada (Zvc > 0) e aquela crescendo inadequadamente (Zvc < 0)

Podemos visualizar na figura 2 a diferenca da medida da expressao dos

genes, ajustados por idade e a medida do IGF-1, entre a populacédo crescendo

de forma adequada (Zvc> 0) e aquela crescendo inadequadamente (Zvc < 0).

Figura 2 — Medida dos genes ajustados por idade e IGF-1 na populacao

crescendo adequadamente (Zvc > 0) e na crescendo inadequadamente (Zvc <
0). Respectivamente seguem abaixo: NFATC2 (A), ADAMTS10 (B), IGF1-R
(C), LMNA (D) e TRPSL1 (E):
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Ao avaliar a medida da expressédo dos genes ajustados por idade e a
medida do IGF-1 identificamos que o gene NFATC2 apresentou uma area sob
a curva (curva ROC) maior que 0,70 (figura 1 e tabela 17). Aproximadamente o
terceiro quartil de criancas crescendo bem teve medida do gene ajustada
diferente do terceiro quartil de criancas crescendo mal (figura 2 A).
Comparando a medida do gene NFATC2 entre os dois grupos, identificamos

que esta é diferente entre os mesmos (Qui-quadrado p=0,043) (tabelal?).

4.3. Participantes Selecionados — Populacdo Normal

Avaliamos, separadamente, o0s participantes do estudo que se
apresentavam normais quanto a medida de TSH, bem como estatura e
velocidade de crescimento (n=24, sendo 10 do sexo masculino e 14 do sexo

feminino).
4.3.1. Caracteristicas Clinicas dos Participantes — Populagdo Normal

Como algumas das carateristicas clinicas dos participantes nao tinham
distribuicdo normal, optamos por caracteriza-las todas de forma homogénea,
através de mediana e intervalo interquartilico, bem como medidas maxima e

minima identificadas de cada variavel, como segue abaixo (tabela 20):



Tabela 20 - Caracteristicas Clinicas da Populacdo Normal
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Variaveis Mediana (P25-75) Minimo Maximo
Idade (anos) 8,08(6,42-10,00) 5,17 14,92
Estatura (cm) 132,50(120,00-143,50) 109 160,5
Ze 0,74(0,27-1,07) -0,89 1,32
Ze_lO 0,49(-0,20-1,19) -2,36 6,72
Delta Ze 0,83(0,44-1,62) -0,89 2,20
VC (cm/ano) 6,5(5,75-7,90) 0 11,50
Zvc 1,59(-0,39-3,98) -6,02 6,09
Zvc_lO 0,74(-0,35-3,42) -1,51 6,04
Massa (kg) 32,00(22,30-46,90) 19,30 60,40
IMC (Kg/m?) 18,65(16,24-22,80) 14,75 29,12
ZIMC 0,83(0,33-2,54) -0,72 3,87
PA Sistélica (mmHg) 100(100-100) 90 110
PA Diastoélica(mmHg) 60(50-60) 50 60

Ao avaliarmos as caracteristicas clinicas da populacdo normal,

identificamos também que esta apresenta variabilidade quanto a faixa etaria,

abrangendo criangas e adolescentes. Ainda, o grupo apresentava variabilidade

de ritmos de crescimento: desde jovens em estirdo puberal (velocidade de

crescimento de 11,5 cm/ano), até adolescentes em final puberal (velocidade de

crescimento =0) (tabela 20)



4.3.2. Medidas Laboratoriais Encontradas na Populacdo Normal
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As medidas laboratoriais realizadas sdo descritas abaixo (tabela 21), na qual

cada variavel é expressa em mediana, intervalo interquartilico, medidas minima

e maxima).

Tabela 21 - Medidas Laboratoriais da Populacdo Normal

Variaveis Mediana (P25-75) Minimo Méaximo
Hb (g/L) 13,30(12,40-13,70) 11,60 13,90
VCM (fl) 80,90(79,90-85,50) 36,80 90,20
CHCM (g/dL) 33,30(32,40-34,10) 29,00 34,60
Ferritina (mg/dL) 45,60(27,60-59,10) 21,00 142,00
Glicemia(mg/dL) 84,50(81,50-86,70) 78,00 94,00
Ureia (mg/dL) 26,00(22,00-30,50) 18,00 41,00
Creatinina (mg/dL) 0,43(0,35-0,49) 0,20 0,63
Colesterol Total (mg/dL) 154,00(142,00-176,50) 129,00 208,00
LDL-C (mg/dL) 91,00(79,50-106,50) 67,00 132,00
HDL-C (mg/dL) 48,00(40,00-56,00) 36,00 84,00
VLDL-C (mg/dL) 13,50(11,25-18,75) 8,00 30,00
Triglicérides (mg/dL) 65,00(52,50-92,50) 38,00 152,00
AST (U/L) 22,50(20,00-24,25) 15,00 29,00
ALT(UIL) 15,00(11,75-18,25) 7,00 24,00
TSH(MUI/L) 4,49(3,09-5,14) 2,19 6,04
T4L (ng/dL) 1,06(0,99-1,18) 0,75 1,33
AATPO (Ul/mL) 3,00(3,00-3,00) 3,00 3,00
AATg(Ul/mL) 3,10(1,53-5,38) 1,00 34,46
IGF-1(ng/mL) 197,50(136,00-263,00) 81,90 461,00
Volume Tireoidiano (cm?3) 3,40(3,3-5,8) 2,40 7,50
Idade Ossea (anos) 8,92(5,46-11,00) 3,00 16,00
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Como pode ser identificado na tabela 21, a populacdo normal
apresentava medidas de funcéo tireoideana, IGF-1, funcdo hepatica, renal e

medidas hematimétricas dentro da normalidade.

4.3.3. Correlacéo entre Parametros Clinico-Laboratoriais da Populacéo
Normal :

A partir de todas as medidas realizadas, correlacionamos (Spearman) alguns
parametros clinicos entre si (tabela 22), parametros clinicos e medidas
laboratoriais realizadas (tabela 23), medidas hormonais e demais medidas
(tabela 24) e medidas dos lipides e demais medidas laboratoriais (tabela 24),

como seguem abaixo:

Tabela 22 - Correlacéo entre os Parametros Clinicos - Populacdo Normal

Idade Estatura Ze Delta  Massa

(anos) (cm) Ze 10 VC Zvc Ze (Kg) IMC ZIMC
Idade rs 954" 0,085 -0,365 0,032 0,326 -0,209, ,855" ,472"| 0,083
(anos) p <0,01| 0,729 0,165 0,903 0,202 0,391/ <0,01 0,041| 0,734
Estatura rs 0,161 -0,309 0,004 0,256 -0,096, ,883"| ,499"| 0,115
(cm) p 0,511 0244 00987 0321 0,697 <0,01] 0,030 0,639
Ze rs 0,035 -0,280 -499°| 537", 0,289 0,317 0,292
p 0,897 0,277 0,041, 0,018 0,230 0,186 0,225
Ze 10 rs 0,420 0,182 0,206 -0,035 0,294 497"
p 0,119 0516 0,444 0,897 0,269 0,050
Ve rs 851" -,615" -0,039 -0,120 -0,140
p <0,01. 0,009, 0,882 0,647 0,592
Zve rs -695" 0,173 0,000 -0,131
p 0,002| 0,507 1,000 0,616
DeltaZe rs 0,045 0,254 0,405
p 0,854 0,293 0,086
Massa rs ,819™ 529"
(Kg) D <0,01| 0,020
IMC rs ,896™
p <0,01

ZIMC rs

Na populacéo normal deste estudo, identificamos correlagdo positiva e

moderada entre Ze e Delta Ze, dentro do esperado para criancas e
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adolescentes saudaveis. Ja a VC, bem como o Zvc tinham correlacdo negativa

e moderada com Delta Ze (tabela 22).

Tabela 23 - Correlacéo entre Parametros Clinicos e Medidas Laboratoriais -
Populacdo Normal

Hb
(grdL)

VCM
(fl)

Uréia
(mg/dL)

Cr (mg/dL)
CT (mg/dL)
HDL-C

(mg/dL)

LDL-C
(mg/dL)

VLDL-C
(mg/dL)

TG (mg/dL)
AST
(UIL)

ALT
(UIL)

TSH
(uUl/mL)

T4 L
(ng/dL)

Ac Tg
(ng/dL)

IGF-1
(ng/mL)

Is

rs

rs

Is

rs

Is

rs

Is

Idade
(anos)
0,049

0,844
0,437
0,061
0,155
0,553
631"
0,005

-0,320
0,210

-0,096
0,715

-0,211
0,416
0,133
0,625
0,161
0,538

-,689"
0,002

-0,121
0,634
-526"
0,021

-774"
<0,01

-0,046
0,853
713"
0,009

Estatura
(cm)
0,128

0,602
0,392
0,097

-0,014
0,959
696"
0,001

-0,319
0,212

-0,098
0,709

-0,246
0,341
0,152
0,575
0,172
0,510

- 721"
0,001

-0,059
0,815

-,605"
0,006

-,790"
<0,01

-0,091
0,710
764"
0,004

Ze
0,035

0,886
0,006
0,980

-0,289
0,261

-0,264
0,289
0,443
0,075

-0,332
0,193

587"
0,013
0,143
0,597
0,112
0,670

-0,073
0,772
0,165
0,512

-0,238
0,327

-0,185
0,448
0,065
0,792

-0,168
0,601

Ze 10
-0,084

0,757
0,188
0,485
0,298
0,301

-0,429
0,111
0,323
0,260
0,277
0,337
0,081
0,782
0,352
0,238
0,332
0,246
0,085
0,763
0,174
0,535
0,497
0,050
0,437
0,090
0,279
0,295
-,697"
0,025

VvC
-0,160

0,539

,519"

0,033
,533"
0,041
0,037
0,892
0,019
0,944
0,247
0,356
-0,162
0,550
0,013
0,962
0,043
0,874
0,001
0,996
0,038
0,885
0,408
0,104
0,003
0,991
0,237
0,360
-0,152
0,656

Zvc
-0,127

0,627
647"
0,005
664"
0,007
0,315
0,235

-0,097
0,721
0,434
0,093

-0,268
0,316

-0,147
0,602

-0,116
0,668

-0,259
0,316

-0,095
0,716
0,250
0,333

-0,239
0,355
0,135
0,606
0,300
0,370

Zvc_IO
-0,022

0,939
;729
0,002
0,534
0,060
0,389
0,169

-0,051
0,864
0,304
0,291

-0,077
0,794

-0,187
0,541

-0,141
0,631

-0,446
0,095

-0,090
0,750

-0,029
0,919

-0,469
0,078
0,018
0,950
0,083
0,831

Delta
Ze
0,140

0,567
-0,203
0,405
-0,429
0,086
-0,138
0,585
0,444
0,074
-0,044
0,866
0,440
0,077
0,195
0,470
0,148
0,570
0,143
0,571
0,204
0,417
-0,135
0,581
0,098
0,691
-0,064
0,794
-0,378
0,226

IMC ZIMC
0,398 0,335

0,092 0,162
521°| 0,396
0,022 0,093
0,156 0,145
0,550 0,579
0,120 -0,201
0,636 0,423
0,251 0,422
0,330 0,091
-0,072 0,007
0,782 0,979
0,194 0,299
0,456 0,244
0,433 0,452
0,094 0,078
0,386 0,369
0,126 0,145
-507" -0,247
0,032 0,322
0,327 475
0,185 0,046
-0,195 0,092
0,424 0,708
-0,343 0,023
0,150 0,925
0,049 0,080
0,842 0,745
0,168 -0,147
0,602 0,648

Na tabela 23 identifica-se correlacdo positiva (de moderado a forte) entre

o volume corpuscular médio (VCM) e todos os parametros relacionados a

crescimento (VC,Zvc, Zvc_10). Também a medida da uréia

apresentou
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correlacdo moderada positiva com dois desses marcadores (VC,Zvc). Tanto
TSH quanto T4l tiveram correlacdo negativa (de moderada a forte) com a idade

€ estatura.

Tabela 24 - Correlagéo entre Medidas Hormonais e Demais Medidas -
Populacdo Normal

TSH T4AL ANTITg IGF-1
(uUl/mL) (ng/dL) (ng/dL) (ng/mL)
TSH rs 0,422 0,397  -0,434
(UUl/mL) 0072 0093 0,159
TaL rs 0,116  -0,383
(ngdt) 0,636 0,219
ANTITg rs -0,147
(ngid) 0.649
IGF-1 rs
(ng/mL) D
Hb (g/dL) rs 0,285  -0,335 -483°  -0,164
p 0,237 0,161 0,036 0,610
VCM () rs 0,086  -0,387 0,020 0,077
P 0,726 0,101 0,935 0,812
Uréia rs 0,476 0,119 0,089 0,318
(mgrdt) 0,053 0,649 0,734 0,340
Creatinina rs -, 476" -,643™ -0,225 0,315
(mg/dL) 0,046, 0004 0370 0,319
cT rs 0,259 0,325 0,190 -,709°
(mg/dt) 0,316 0,203 0,465 0,022
HDL-C  rs 0,448 0,103 0250  -0,152
(mg/dt) 0,071 0,693 0,333 0,675
LDL-C s 0,085 0,227 0,104  -0,600
(mg/dL) 0,747 0,382 0,690 0,067
VLDL-C s 0,099  -0055  -0454  -0,350
(mg/dL) 0,716 0,839 0,078 0,356
TG rs 0,234  -0,038 -540°  -0,164
(mg/dt) 0,366 0,885 0,025 0,651
AST (UIL) rs 0,280 636" 0073  -0,139
P 0,260 0,005 0,774 0,684
ALT (UIL) rs 0,301 0,120 0411  -0,014

p 0,224 0,635 0,090 0,968
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Tabela 25 - Correlacéo de Lipides com Demais Medidas Laboratoriais -
Populacdo Normal

CT  HDLC  LDL-C VLDLC TG
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
cT rs 0,110 913" 0,317 0,137
(mg/dt) 0,673 <0,01 0,232 0,599
HDL-C  rs -0,154 -554°|  -616”
(mg/dt) 0555| 0026 0008
LDL-C  rs 0,282 0,150
(mg/dL) D 0,289 0,564
VLDL-C  rs ,999”
(mg/dL) D <0,01
TG rs
(mgrdL)
TSH rs 0,259 0,448 0,085  -0,099  -0,234
(UUV/mL) 0316  007L 0747 0716 0,366
TaL rs 0,325 0,103 0227  -0055  -0,038
(ng/dt) 0,203 0,693 0,382 0,839 0,885
ANTITg s 0,190 0,250 0,104  -0,454 -,540"
(ng/dL) 0,465 0,333 0,690 0,078 0,025
IGF-1 rs .709° 0,152  -0,600  -0,350  -0,164
(ng/mb) 0,022 0,675 0,067 0,356 0,651
Hb (g/dL) rs 0162  -0,398 0,125 676" 604"
p 0,533 0,114 0,633 0,004 0,010
VCM () rs 0,195 0,368 0,018 0,050 0,036
p 0,453 0,146 0,944 0,854 0,892
Uréia rs 0,204 0,412 0,035 0,225 0,222
(mg/dL) 0,466 0,127 0,902 0,420 0,426
Creatinina rs -0,311 0275  -0,373 0,067  -0,036
(mg/dL) 0,240 0,303 0,155 0,812 0,894
AST (UIL) rs 0184  -0,134 0156  -0,124 0,008
P 0,480 0,608 0,549 0,646 0,976
ALT (UIL) rs 0464  -0,165 0,382 0,335 0,122
p 0,061 0,528 0,130 0,204 0,640

Observamos correlagéo forte e positiva entre colesterol total e LDL-C,
bem como entre VLDL e triglicérides. Identificamos correlacdo forte e negativa

entre colesterol total e IGF-1 (tabela 25).
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4.3.4. Medida da Expresséo dos Genes Selecionados — Populacdo Normal

Abaixo segue a medida da quantificacdo do RNA dos participantes

incluidos no estudo (tabela 26):

saudaveis

Tabela 26 - Medida da Expressao Relativa dos Genes Analisados- Populacéo

Normal

Expresséo Relativa Mediana(P25-75) Minimo Maximo
(RE)

IGF1R 0,99(0,35-2,12) 0,10 11,88
NFATC2 1,13(0,38-2,77) 0,07 19,54
LMNA 0,96(0,43-1,80) 0,08 6,48
ADAMTS10 0,83(0,41-1,73) 0,08 5,39
TRPS1 1,17(0,51-2,04) 0,07 10,94

4.3.5. Correlacédo Entre os Transcritos — Populacdo Normal

Tabela 27 - Correlacédo Entre os Transcritos - Populacdo Normal

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1R RE_LMNA RE_TRPS1

RE_NFATC2 rs , 703" 917" 73" ,924"
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
RE_ADAMTS10 rs 771" ,818" ,536"
p <0,01 <0,01 0,022
RE_IGF1R rs ,903" 874"
p <0,01 <0,01
RE_LMNA rs ,736"
p 0,001
RE_TRPS1 rs
p

Também aqui no grupo avaliado de criangas normais, identificamos

correlagao positiva (de moderada a forte) entre todos os transcritos (tabela 27).
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4.3.6. Correlacado entre as medidas dos Genes e Parametros Clinicos —

Populacdo Normal :

Tabela 28 - Correlacédo dos Transcritos com Variaveis Clinicas - Populagéo
Normal

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1R RE_LMNA RE_TRPS1

Idade  rs 0,207 0,143 0,082 0,102 0,053
(anos) 0,409 0,570 0,748 0,687 0,836
Estatura rs 0,168 0,091 0,044 0,069 0,068
em 5 0,504 0,720 0,861 0,785 0,788
Ze rs 0,018 -0,074 0,104 0,191 0,118
P 0,945 0,769 0,680 0,448 0,642
Delta rs -0,020 -0,052 0,034  -0,018 0,167
ze P 0,938 0,839 0,893 0,945 0,507
VC rs -0,149 -0,153 0172  -0,138 -0,260
P 0,567 0,558 0,510 0,597 0,313
Zve rs -0,314 -0,270 0,382  -0,314 -0,441
P 0,220 0,295 0,130 0,220 0,076
Zvc 10 rs -0,254 -0,168 0,275  -0,157 -0,368
p 0,362 0,550 0,321 0,576 0,177
Ze 10 rs -0,038 -0,053 0,050  -0,156 -0,044
p 0,888 0,846 0,854 0,564 0,871
ZIMC  1s 0,003 0,010 0,042  -0,096 -0,085
p 0,990 0,968 0,868 0,705 0,738

Inicialmente, ao correlacionar a medida dos transcritos com parametros

clinicos, ndo se identificou qualquer correlacéo (tabela 28)

4.3.7. Correlagéo dos Transcritos e Medidas Laboratoriais

A seguir, partimos para avaliar possivel correlacdo entre os transcritos e as

medidas hormonais e outras variaveis (tabela 29):
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Tabela 29 - Correlagcéo dos Transcritos com Medidas Laboratoriais - Populacéo
Normal

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1R RE_LMNA RE_TRPS1

TSH rs -0,350 -0,340 -0,342 -,496° -0,439
(uU/mL) 0,155 0,168 0,165 0,036 0,069
TaL rs 0,007 0,082 0,047 -0,027 0,084
(ng/dt) 0,977 0,747 0,855 0,916 0,741
ANTITg rs 0,094 0,038 0,020 0,026 -0,040
(ng/dL) 0,711 0,880 0,938 0,919 0,874
IGF-1 rs -0,245 -0,287 -0,385 -0,259 -0,196
(ng/mL) 0,443 0,366 0,217 0,417 0,542
Hb (g/dL) rs 0,017 0,005 0,131 0,126 0,083
p 0,948 0,984 0,605 0,619 0,743
VCM(fl) s -0,199 0,007 0214  -0,119 -0,381
p 0,428 0,977 0,395 0,639 0,119
CHCM s 0,181 -0,260 0,090 0,054 0,327
(g/dL) p 0,472 0,298 0,722 0,832 0,185
Ferritina  rs -0,120 -0,130 0,074  -0,086 -0,157
(ng/mL) 0,646 0,619 0,779 0,743 0,548
Glicemia s 742" 0,359 0,578 0,328 0,444
(mg/dL) 0,014 0,309 0,080 0,354 0,199
cT rs -0,326 -0,035 -0,203 -0,065 -0,276
(mg/dt) 0,217 0,897 0,451 0,812 0,300
HDL-C  rs -614° -0,487 -733"  -793" -,653"
(mg/dt) 0,011 0,056 0,001 <0,01 0,006
LDL-C  rs -0,140 0,104 -0,009 0,168 -0,077
(mg/dL) 0,606 0,700 0,974 0,535 0,778
VLDL-C s 0,236 0,242 0,370 0,252 0,252
(mg/dL) 0,397 0,386 0,174 0,364 0,364
TG rs 0,321 0,240 0,450 0,355 0,361
(mg/dt) 0,226 0,371 0,080 0,178 0,170
AST (UIL) rs -0,180 -0,020 -0,005 0,088 -0,031
p 0,490 0,940 0,985 0,737 0,906
ALT (UIL) rs -0,114 0,031 -0,027 0,002 -0,125
p 0,664 0,906 0,918 0,992 0,633
Creatinina rs -0,054 0,025 -0,162 -0,157 -0,061
(mg/aL) 0,837 0,926 0,535 0,548 0,815
Uréia rs -0,470 -0,464 -538" -612° -,600°
(mg/dL)

p 0,066 0,070 0,032 0,012 0,014
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Ao analisar a correlacéo entre a expressao relativa dos genes e perfil lipidico,
identificamos padréo similar ao identificado na avaliacdo da populacédo total:
Dos 5 genes analisados, 4 apresentavam correlacdo positiva (de moderada a
forte) com o HDL-C (tabela 29).

4.3.8. Correlacdo dos Transcritos e Lipides — Populacdo Normal Sem

Excesso de Peso

Dos 24 participantes da populagdo normal, 5 apresentavam excesso de
peso. Fizemos entdo uma analise excluindo os mesmos, pensando na
possibilidade deste fator (excesso de peso) estar impactando no perfil lipidico e
este ser fator confundidor na andlise quanto ao HDL-C. Identificamos que a
correlagcéo positiva de 4 dos 5 genes com o HDL-C se mantinha (tabela 30)

Tabela 30 Correlagdo entre Transcritos e Lipides - Populagdo Normal Sem
Excesso de Peso

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1IR RE_LMNA RE_TRPS1

cT rs -0,382 -0,064 0282  -0,173 -0,164
(mg/dL) -, 0,247 0,853 0,401 0,612 0,631
HDL-C rs -,700° -0,282 -809"| 773" -,836"
(mg/dL) 0,016 0,401 0,003 0,005 0,001
LDL-C rs -0,282 0,036 -0,082 0,045 0,009
(mg/dL) -, 0,401 0,915 0,811 0,894 0,979
VLDL- rs 0,049 -0,207 -0,006  -0,165 0,122
(Cmg/ i P 0,894 0,565 0,987 0,649 0,737
TG rs 0,169 -0,228 0,182 0,073 0,305
(mg/dL) -, 0,620 0,501 0,592 0,831 0,361

Identificamos que a correlacao positiva de 4 dos 5 genes com o HDL-C
se mantinha (tabela 30).

4.3.9. Correlacdo entre os transcritos, ajustados pelo HDL e variaveis

clinicas — Populacdo Normal

Com o objetivo de corrigir uma possivel interferéncia gerada pelos

valores de HDL, as medidas de expressao relativa dos genes foram corrigidas
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pelo HDL e esta variavel criada foi correlacionada com parametros clinicos
(tabela 31):

Tabela 31 - Correlacéo entre os Transcritos, ajustados pelo HDL e Variaveis
clinicas - Populagédo Normal

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1IR RE_LMNA  RE_TRPS1

_Adj_HDL _Adj_ HDL _Adj HDL _Adj_HDL _Adj_HDL

Idade (anos) rs -0,326 -0,329 -0,229 -0,209 -0,026
p 0,217 0,213 0,393 0,438 0,922

Estatura (cm) rs -0,240 -0,171 -0,125 -0,135 -0,054
p 0,371 0,527 0,644 0,617 0,841

Ze rs 0,119 0,153 0,010 -0,200 -0,049
p 0,660 0,571 0,970 0,457 0,858

Ze_10 rs 0,073 0,174 0,002 0,231 0,134
p 0,805 0,553 0,994 0,427 0,648

Delta Ze rs -0,128 -0,015 -0,165 -0,100 -0,253
p 0,637 0,957 0,542 0,712 0,344

VC rs 0,314 0,329 0,412 0,409 0,424
p 0,236 0,213 0,113 0,116 0,102

Zvc rs 0,274 0,224 0,379 0,394 0,494
p 0,305 0,405 0,147 0,131 0,052

Zvc_l0 rs 0,319 0,231 0,402 0,284 ,534"
p 0,267 0,427 0,154 0,326 0,049

ZIMC rs -0,022 -0,188 -0,137 -0,050 0,104
p 0,935 0,485 0,613 0,854 0,700

Na avaliacdo entre genes ajustados pelo HDL-C e variaveis clinicas néo
identificamos qualquer correlacdo entre 0s genes e parametros relacionados ao

crescimento (tabela 31).
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4.3.10. Correlacdo entre os transcritos, ajustados por idade e variaveis

clinicas — Populacdo Normal

Tabela 32 - Correlagcéo dos Transcritos, ajustados por Idade, com Variaveis
Clinicas - Populag¢éo normal

RE_NFATC2_ RE_ADAMTS10_ RE_IGFIR_ RE_LMNA_ RE_TRPS1_

Adj_ldade Adj_Idade Adj Idade Adj_ldade Adj_ldade

Idade (anos) rs -, 754" -,659™ -,699™ -,785™ -,598™
p <0,01 0,003 0,001 <0,01 0,009

Estatura (cm) rs -,638™ -,546" -,595™ -,698™ -,548"
p 0,004 0,019 0,009 0,001 0,018

Ze rs 0,029 0,203 0,043 -0,023 -0,049
p 0,909 0,418 0,864 0,929 0,848

Ze_IO rs 0,324 0,297 0,315 0,485 0,324
p 0,222 0,264 0,235 0,057 0,222

Delta Ze rs 0,127 0,277 0,167 0,221 0,062
p 0,616 0,266 0,507 0,378 0,807

VvC rs 0,211 0,138 0,189 0,101 0,331
p 0,416 0,597 0,468 0,699 0,195

Zvc rs 0,061 -0,010 0,056 -0,049 0,216
p 0,815 0,970 0,830 0,852 0,406

Zvc_l10 rs -0,004 -0,168 -0,075 -0,229 0,104
p 0,990 0,550 0,791 0,413 0,713

ZIMC rs -0,043 0,011 -0,039 0,008 -0,038
p 0,864 0,964 0,877 0,974 0,880

Identificamos que o0s genes, agora ajustados por idade, nao
apresentavam qualquer correlacdo com parametros relacionados a crescimento
(VC, Zvc, Zvc_10) (tabela 32).



73

4.3.11. Correlacédo entre os transcritos, ajustados por idade e HDL, com

variaveis clinicas — Populacdo Normal

Tabela 33 - Correlacédo dos Transcritos, Ajustados por Idade e HDL, com
Variaveis Clinicas- Populacdo Normal

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1IR RE_LMNA RE_TRPS1

_Adj_ldade _Adj_Idade _Adj_Idade _Adj Idade _Adj_ldade

_HDL _HDL _HDL _HDL _HDL

Idade (anos) rs -,621" -,562" -,594" -,600" -571"
p 0,010 0,024 0,015 0,014 0,021

Estatura (cm) rs -0,487 -0,431 -0,467 -0,464 -,500"
p 0,056 0,095 0,069 0,071 0,048

Ze rs 0,163 0,252 0,228 0,219 0,230
p 0,546 0,347 0,395 0,415 0,392

Ze_IO rs 0,288 0,341 0,310 0,486 0,363
p 0,318 0,233 0,281 0,078 0,203

Delta Ze rs 0,063 0,125 0,075 0,163 0,054
p 0,816 0,644 0,782 0,546 0,841

vC rs 0,270 0,215 0,317 0,292 0,366
p 0,312 0,424 0,231 0,272 0,163

Zvc rs 0,085 0,062 0,121 0,062 0,182
p 0,753 0,820 0,656 0,820 0,499

Zvc_lO rs 0,020 0,002 0,037 -0,064 0,138
p 0,946 0,994 0,899 0,829 0,637

ZIMC rs -0,010 -0,057 -0,066 0,081 0,062
p 0,970 0,833 0,807 0,766 0,820

Identificamos que os genes, agora ajustados por idade e HDL néo
apresentaram qualquer correlacdo com parametros de crescimento ( VC, Zvc,
Zvc_l10) (tabela (33 ).
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4.3.12. Correlacéo entre os transcritos, ajustados por IGF-1, com
variaveis clinicas — Populacdo Normal

Elaboramos a correlacdo entre os transcritos, ajustados agora pela
medida do IGF-1, como segue abaixo (tabela 34):

Tabela 34 - Correlacdo dos Transcritos, ajustados pelo IGF-1, e Variaveis
Clinicas - Popula¢do Normal

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1R RE_LMNA RE_TRPS1

_Adj_IGF1 _Adj_IGF1 _Adj_IGF1 _Adj_IGF1 _Adj_IGF1

ldade (anos) rs 0,126 0,126 0,420 ,580" 0,350
p 0,697 0,697 0,175 0,048 0,265

Estatura (cm) rs 0,126 0,217 0,417 0,557 0,235
p 0,696 0,498 0,178 0,060 0,463

Ze rs 0,077 0,168 -0,172 -0,095 -0,018
p 0,812 0,601 0,594 0,770 0,957

Ze_|O rs -0,358 -0,394 -0,430 -0,333 -0,164
p 0,310 0,260 0,214 0,347 0,651

Delta ZE rs 0,175 0,147 0,077 -,594" 0,119
p 0,587 0,649 0,812 0,042 0,713

vC rs -0,524 722" -0,386 0,400 -0,202
p 0,098 0,012 0,241 0,223 0,551

Zvc rs -0,009 -0,236 0,164 0,518 0,327
p 0,979 0,484 0,631 0,102 0,326

Zvc_IO rs -0,033 -0,267 -0,133 0,600 0,200
p 0,932 0,488 0,732 0,088 0,606

ZIMC rs 0,105 0,056 -0,046 -0,137 0,263
p 0,745 0,863 0,888 0,672 0,409

Identificamos uma correlacdo forte e negativa entre a medida da
expressdo relativa do ADAMTS10, ajustado pelo IGF-1 e velocidade do

crescimento. (tabela 34).

4.3.13. Correlagcao entre os transcritos, ajustados por idade e IGF-1, com

variaveis clinicas — Populag&do Normal
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Tabela 35 - Correlagéo dos Transcritos, Ajustados por Idade e IGF-1, com
Variaveis Clinicas - Populagdo Normal

RE_NFATC2_ RE_ADAMTS10_  RE_IGFIR_ RE_LMNA_  RE_TRPS1_Adj

Adj Idade IGF1 Adj Idade IGF1 Adj Idade IGF1 Adj Idade IGF1 _Idade IGF1

Idade rs -,755" -,902" -,902" -,685" -,860"
(anos) p 0,005 <0,01 <0,01 0,014 <0,01
Estatura  rs -,662" -,816" -,841" -,627° -,869"
(cm) D 0,019 0,001 0,001 0,029 <0,01
Ze rs 0,256 0,144 0,056 0,193 -0,035
p 0,422 0,656 0,863 0,549 0,914

Ze 10 rs 0,103 0,345 0,382 0,394 0,430
p 0,777 0,328 0,276 0,260 0,214

DeltaZe s 0,538 0,364 0,252 0,007 0,294
p 0,071 0,245 0,430 0,983 0,354

Ve rs -0,446 -0,349 -0,225 0,124 -0,175
p 0,169 0,292 0,505 0,716 0,607

Zve rs -, 736" -,764" -673° -0,464 -0,555
p 0,010 0,006 0,023 0,151 0,077

Zve 10 1s -,817" -,867" -, 733" -0,367 -,700"
p 0,007 0,002 0,025 0,332 0,036

ZIMC rs 0,018 -0,060 -0,196 -0,032 -0,175
p 0,957 0,854 0,541 0,923 0,586

Identificamos que, dos 5 genes, agora ajustados por idade e IGF-1, 4
(NFATC2, ADAMTS10, IGF1R E TRPS1) apresentavam correlacdo forte e
negativa com Zvc_|0. J& NFAT2, ADAMTS10 e IGF1R apresentavam

correlacéo forte e negativa com Zvc. (tabela 35).
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4.3.14. Associacado dos transcritos, ajustados por idade e pela medida do
IGF-1, com Z-score da velocidade de crescimento (Zvc) - Populacéo

Normal:

A partir da correlacdo observada na tabela 35, categorizamos o Z-score da
velocidade de crescimento (Zvc_categorizado). Embora conceitualmente o
esperado seria considerar um z-score de velocidade de crescimento normal
aquele acima de -2 e inadequado aquele abaixo de -2, optamos por uma
caracterizagdo mais rigida, ja que a populacdo avaliada era normal. Desta
forma, consideramos um bom crescimento como aquele no qual Z-score >0 e
crescimento inadequado o Z-score < 0. Avaliamos, entdo, a medida dos
transcritos ajustada por idade e pela medida do IGF-1, com o desfecho o Z-
score da velocidade de crescimento (Zvc). A seguir, podemos visualizar na
figura 3 as Curvas Roc geradas, bem como na tabela 36 podemos observar os
valores gerados da &rea sob a curva (AUC) .

Figura 3— — Associagéo dos transcritos, ajustados por idade e IGF-1 com Zvc
categorizada : NFATC2 (A), ADAMTS10 (B) e IGF1R (C) — Curvas ROC

populacdo normal
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Tabela 36 - Area Sob a Curva - Genes Transcritos e Velocidade de
Crescimento (ZVC) — Populagédo Normal

AUC Ponto de Corte Qui-quadrado p
NFATC2 0,600 0,826 13,0 0,37
ADAMTS10 0,867 0,597 6,24 0,01
IGF1R 0,867 0,608 6,24 0,01

4.3.15. Diferenca na Medida da Expressao dos genes, ajustados por Idade
e medida do IGF-1, entre a populacdo normal crescendo de forma

adequada (Zvc > 0) e aquela crescendo inadequadamente (Zvc < 0)

Podemos visualizar na figura 4 a diferenca da medida da expressao dos
genes, ajustados por idade e a medida do IGF-1, entre a populacéo crescendo

de forma adequada (Zvc> 0) e aquela crescendo inadequadamente (Zvc < 0):
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Figura 4 — Medida dos genes ajustados por idade e IGF-1 na populacdo
crescendo adequadamente (Zvc > 0) e na crescendo inadequadamente (Zvc <
0). Respectivamente seguem abaixo: NFATC2 (A), ADAMTS10 (B), IGF1-R
©):
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Ao avaliar a medida da expressédo dos genes ajustados por idade e a
medida do IGF-1 identificamos que os genes ADAMTS10 e IGF1-R
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apresentaram uma area sob a curva (curva ROC) maior que 0,70 (figura 3 e
tabela 36). Aproximadamente o terceiro quartil de criancas crescendo bem teve
medida do gene ajustada diferente das criangas crescendo mal (figura 4 B e C).
Comparando a medida dos genes ADAMTS10 e IGF1-R entre os dois grupos,
identificamos que esta é diferente entre os mesmos (Qui-quadrado p<0,01)
(tabela 36).As medidas dos transcritos ADAMTS10 e IGF1R, ajustadas pela
idade e pela medida do IGF-1, foram capazes de diferenciar, quanto a
velocidade de crescimento (Zvc), os participantes da populagdo normal.

4.3.16. Associacado dos transcritos, ajustados por idade e pela medida do
IGF-1, com Z-score da velocidade de crescimento corrigida pela idade

o0ssea (Zvc_lO):

A partir da correlacdo observada na tabela 35, categorizamos o Zscore da
velocidade de crescimento corrigida pela ldade déssea (Zvc_|Ocategorizado).
Embora conceitualmente o esperado seria considerar um z-score da velocidade
de crescimento, para a idade 6ssea, acima de -2 e inadequado aquele abaixo
de -2, optamos por uma caracterizacdo mais rigida, ja que a populacdo
avaliada era normal. Desta forma, consideramos um bom crescimento como
aquele no qual Z-score >0 e crescimento inadequado o Z-score < 0. Avaliamos
a medida dos transcritos, ajustada por idade e pela medida do IGF-1, com o
desfecho o Z-score da velocidade de crescimento corrigida pela idade 6ssea
(Zvc_10). A seguir, podemos visualizar na figura 5 as Curvas Roc geradas ,
bem como na tabela 37 podemos observar os valores gerados da area sob a
curva (AUC) .

Figura 5 — — Associacdo dos transcritos, ajustados por idade e IGF-1 com
Zvc_10 categorizada : NFATC2 (A), ADAMTS10 (B) IGF1R (C) e TRPS1 (D) —
Curvas ROC populacao normal:
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Tabela 37 - Area Sob a Curva - Gepes Transcritos e Z Score da Velocidade de
Crescimento Corrigida pela Idade Ossea (Zvc_lO) — populagéo normal

AUC Ponto de Corte Qui-quadrado p
NFATC2 1,00 0,66 2,35 0,14
ADAMTS10 1,00 0,61 6,24 0,01
IGF1R 0,93 0,58 4,55 0,03
TRPS1 0,86 0,70 2,43 0,12

4.3.17. Diferenca na Medida da Expressao dos genes, ajustados por ldade
e medida do IGF-1, entre a populacdo normal crescendo de forma

adequada (Zvc_lO > 0) e aquela crescendo inadequadamente (Zvc_IO < 0)

Podemos visualizar na figura 6 a diferenca da medida da expresséao dos
genes, ajustados por idade e a medida do IGF-1, entre a populagéo crescendo
de forma adequada (Zvc_10O> 0) e aquela crescendo inadequadamente (Zvc_10
<0).

Figura 6 — Medida dos genes ajustados por idade e IGF-1 na populacao
crescendo adequadamente (Zvc 10 > 0) e na crescendo inadequadamente
(Zvc_10 < 0). Respectivamente seguem abaixo: NFATC2 (A), ADAMTS10 (B),
IGF1-R (C) e TRPS1 (D):
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Ao avaliar a medida da expressao dos genes ajustados por idade e a medida
do IGF-1 identificamos que os genes NFATC2, ADAMTS10, IGF1-R e TRPS1
apresentaram uma area sob a curva (curva ROC) maior que 0,70 (figura 5 e
tabela 37). ldentificamos através do ponto de porte que as medidas dos 4
genes ajustadas conseguiram diferenciar os dois grupos de criangas , quanto a
Zvc_10. (figura 6). Comparando a medida dos genes ADAMTS10 e IGF1-R
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entre os dois grupos, identificamos que esta é diferente entre os mesmos (Qui-

quadrado p=0,01e p=0,03, respectivamente)
4.4. Participantes Selecionados — Populacdo com TSH alterado

Avaliamos, separadamente, o0s participantes do estudo que
apresentavam concentragcbes do TSH alteradas (n=21, sendo 9 do sexo
masculino e 12 do sexo feminino) e que ainda nédo haviam sido tratados,

guando fosse o caso.

4.4.1. Caracteristicas Clinicas dos Participantes — Populacdo com TSH

alterado

Como algumas das carateristicas clinicas dos participantes nao tinham
distribuicdo normal, optamos por caracteriza-las todas de forma homogénea,
através de mediana e intervalo interquartilico, bem como medidas maxima e

minima identificadas de cada variavel, como segue abaixo (tabela 38):

Tabela 38 - Caracteristicas Clinicas da Populacéo Estudada — Criancas e
Adolescentes com TSH alterado

Variaveis Mediana (P25-75) Minimo Maximo
Idade (anos) 12,33(7,58-13,91) 6,00 15,42
Estatura (cm) 149,00(130,50-160,70) 110,50 174,50
Ze -0,07(-0,86-1,23) -3,52 1,95
Ze_10 0,29(-0,92-1,75) -2,77 2,74
Delta Ze 0,87(0,24-1,88) -1,43 2,57
VC (cm/ano) 6,00(1,00-6,75) 0,00 9,30
Zvc 0,12(-2,40-2,14) -6,30 3,70
Zvc_Io 0,00(-0,33-3,55) -0,35 5,48
Massa (kg) 47,50(30,00-56,30) 18,00 78,40
IMC (Kg/m?2) 20,38(16,75-24,85) 13,70 28,97
ZIMC 1,32(-0,68-2,57) -2,94 3,63
PA Sistélica (mmHg) 100,00(100-110) 90 120
PA Diastélica(mmHg) 60,00(60,00-60,00) 50 80
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Podemos identificar qua a populacdo com TSH alterado também

apresentava faixa etaria abrangendo criancas e adolescentes (tabela 38).

4.4.2. Medidas Laboratoriais encontradas na Populacdo estudada -

Criancgas e adolescentes com TSH alterado

As medidas laboratoriais realizadas séo descritas abaixo (tabela 39), na

qual cada variavel é expressa em mediana e intervalo interquartilico

Tabela 39- Medidas Laboratoriais da Populacdo Estudada - Criancas e

Adolescentes com TSH alterado

Variaveis Mediana (P25-75) Minimo Maximo
Hb (g/L) 13,50(12,70-14,10) 12,30 14,70
VCM (fl) 86,20(81,93-89,53) 79,50 92,30
CHCM (g/dL) 32,70(31,50-33,63) 30,80 34,60
Ferritina (mg/dL) 42,30(30,40-81,05) 21,90 130,20
Glicemia(mg/dL) 87,00(83,25-93,50) 78,00 105,00
Ureia (mg/dL) 26,50(20,00-31,75) 15,00 48,00
Creatinina (mg/dL) 0,58(0,51-0,70) 0,38 0,87
Colesterol Total (mg/dL) 149,50(133,00-176,25) 100,00 344,00
LDL-C (mg/dL) 88,50(75,50-109,75) 49,00 207,00
HDL-C (mg/dL) 44,00(40,75-49,25) 38,00 114,00
VLDL-C (mg/dL) 12,00(11,00-21,00) 8,00 26,00
Triglicérides (mg/dL) 66,00(56,00-103,50) 41,00 132,00
AST (U/L) 23,00(19,00-28,00) 15,00 64,00
ALT(U/L) 14,00(12,00-18,00) 10 61
TSH(mMUI/L) 9,64(7,56-18,37) 6,70 100,00
T4L (ng/dL) 0,96(0,91-1,07) 0,48 1,24
AATPO (Ul/mL) 22,35(3,00-456,36) 3,00 1000,00
AATg(UI/mL) 67,95(5,42-182,49) 1,29 1000,00
IGF-1(ng/mL) 242,50(203,00-347,50) 138,00 527,00
Volume Tireoidiano (cm?3) 5,00(3,40-9,70) 1,6 14,50
Idade Ossea (anos) 13,00(8,42-16,00) 6,00 18,00
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Quando analisamos as medidas laboratoriais do grupo de criangcas com
TSH alterado, identificamos concentracdes deste horménio desde valores
considerados como subclinico, até medidas compativeis com hipotireoidismo
franco. Todos os participantes deste grupo apresentavam funcéo hepatica,

renal, IGF-1 e medidas hematimétricas dentro da normalidade.

4.4.3. Correlacéo entre Parametros Clinico-Laboratorias da Populacéao
Estudada — Criancas e Adolescentes com TSH alterado :

A partir de todas as medidas realizadas, correlacionamos (Spearman) alguns
parametros clinicos entre si (tabela 40), parametros clinicos e medidas
laboratoriais realizadas (tabela 41), medidas hormonais e demais medidas
(tabela 42) e medidas dos lipides e demais medidas laboratoriais (tabela 43),

como seguem abaixo:

Tabela 40 - Correlacdo Entre os Parametros Clinicos da Populagcédo Estudada -
Criancas e Adolescentes com TSH alterado

Idade Estatura Delta Massa

(anos) (cm) Ze Ze 10 VC Zvc Ze (Kg) IMC  ZIMC
Idade rs ,883"| -0,063 0,204 -0,381 -0,388 -0,428 | ,579"| -0,007 -502"
(@nos) <0,01| 0,786 0,505 0,161 0,153 0,067 0,006, 0,975 0,020
Estatura rs 0,344 0,462 -0,295 -0,389 -0,133| ,805"| 0,188 -0,276
(cm) P 0,127 0,112 0286 0,152 0,586, <001 0415 0,227
Ze rs 0,440 0,222 0,125 ,574" ,518"| 0,352 0,403
p 0,133 0,426 0,657, 0,010, 0,016, 0,118 0,070
Ze 10 rs 0,134 0,091 0,014 0,038 -0,258 -0,143
p 0,712 0,803 0,966 0,901 0,394 0,642
VC rs 947" ,547"1 -0,394 -0,302 -0,078
p <0,01| 0,043 0,147 0,273 0,781
Zvec rs ,613"| -0,443 -0,321 -0,064
p 0,020, 0,098 0,243 0,820
DeltaZze rs 0,068 0,156 0,349
p 0,781 0,523 0,143
Massa rs ,692™ 0,299
(Ka) D 0,001 0,188
IMC rs ,826™
p <0,01

ZIMC rs



Tabela 41 - Correlacéo entre Parametros Clinicos e Medidas Laboratoriais —

Criancas e Adolescentes com TSH Alterado

Hb rs
/dL
(g/dL) D
VCM (fl) rs
p
Uréia rs
mg/dL
(mg/dL) D
Cr rs
(mg/dL)
CT rs
mg/dL
(mg/dL) D
HDL-C rs
(mg/dL)
LDL-C rs
(mg/dL)
VLDL-C rs
(mg/dL)
TG rs
mg/dL
(mg/dL) D
AST rs
U/L
(TP
ALT rs
U/L
(/DT
TSH rs
uul/mL
( ) D
T4 L rs
/dL
(ng/dL) D
ANTITg rs
(ng/dL)
ANTI rs
TPO
uimL) P
IGF-1 rs
(ng/mL) D

Idade Estatura

(anos)
0,437

0,061
0,134
0,595

-0,431
0,058
590"
0,006

-0,129
0,610
0,048
0,849

-0,104
0,680

-0,359
0,172

-0,309
0,213

-0,158
0,519

-0,300
0,213

534"
0,013
- 569"
0,011
669"
0,002
560"
0,008

-0,106
0,719

(cm)
518"

0,023
-0,026
0,919
-0,333
0,151
563"
0,010
-0,369
0,132
-0,043
0,867
-0,342
0,165
-0,444
0,085
-0,441
0,067
-0,313
0,191
-0,392
0,097
435
0,048
-,696"
0,001
641"
0,004
454"
0,039
0,204
0,483

Ze
0,289

0,230
-, 484"
0,042
0,075
0,754

-0,056
0,813

-0,451
0,060

-0,154
0,541

-0,463
0,053

-0,037
0,891

-0,130
0,607

-0,410
0,081

-0,124
0,612

-0,006
0,980

-0,216
0,375
0,169
0,504
0,010
0,966
0,354
0,215

Ze 10
0,387

0,239
-0,115
0,751
0,239
0,455
0,151
0,640
-0,464
0,151
-0,173
0,612
-0,473
0,142
-0,114
0,771
0,018
0,958
-0,483
0,132
-0,411
0,209
-0,148
0,629
0,136
0,689
0,237
0,510
-0,122
0,692
-0,667
0,071

VvC
-0,151

0,623
-0,121
0,707
-0,257
0,375
-0,475
0,086
-0,156
0,610
0,126
0,682
-0,179
0,559
0,364
0,272
0,237
0,435
-0,439
0,134
-0,222
0,466
-0,160
0,568
0,167
0,569
-0,358
0,253
-0,431
0,108
0,069
0,850

Zvc
-0,121

0,694
-0,007
0,983
-0,143
0,625
-0,519
0,057
0,044
0,887
0,163
0,595
0,000
1,000
0,512
0,108
0,352
0,239
-0,305
0,310
-0,089
0,772
-0,132
0,639
0,156
0,594
-0,352
0,262
-0,323
0,240
-0,018
0,960

Zve_
10

-0,469
0,203
-0,287
0,490
-0,543
0,105
-, 646"
0,043
0,351
0,354
-0,276
0,472
0,351
0,354
0,529
0,222
0,452
0,222
-0,285
0,458
0,152
0,696
-0,055
0,873
-0,274
0,444
-0,147
0,728
-0,075
0,827
0,595
0,159

Delta
Ze

0,016
0,952
-0,368
0,161
0,131
0,606
-,488"
0,040
0,118
0,664
-0,265
0,322
0,107
0,692
0,168
0,565
0,074
0,787
-0,175
0,503
0,103
0,693
-0,295
0,220
-0,125
0,633
-0,204
0,450
-0,068
0,781
0,357
0,231

IMC
-0,026

0,915
-0,290
0,243
-0,108
0,651
0,250
0,288
-0,013
0,958
-0,354
0,149
0,052
0,839
0,114
0,673
0,125
0,621
-0,087
0,723
0,290
0,228
0,311
0,170
-0,326
0,174
-0,069
0,785
0,253
0,269
547"
0,043

ZIMC
-0,179

0,463
-0,354
0,150
0,196
0,407
-0,096
0,688
-0,013
0,958
-0,378
0,122
0,042
0,868
0,294
0,269
0,327
0,185
-0,002
0,994
0,378
0,110
0,010
0,967
0,014
0,955
-0,255
0,306
-0,035
0,881
0,327
0,253
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Identificamos correlacdo moderada e positiva da creatinina com a idade

e estatura, bem como correlagdo moderada e negativa da mesma com Zvc.

Ainda, identificamos correlagdo moderada e positiva entre TSH e idade, bem
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como entre TSH e estatura. Ainda, correlacdo moderada e negativa entre T4l e

idade e estatura (tabela 41).

Tabela 42 - Correlacédo Entre Medidas Hormonais e Demais Medidas -
Criangas e Adolescentes com TSH Alterado

ANTI
TSH T4AL  ANTITg  TPO IGF-1
(uUl/mL)  (ng/dL) (ng/dL) (Ul/mL) (ng/mL)
TSH rs -,491° 0,103 439" 0,068
(UUl/mL) 0033, 0683 0046 0817
TAL rs 0,401  -0,372  -0,253
(ng/dL) 0,111 0,117 0,383
ANTITg rs 651" -0,028
(ng/dt) 0,003| 0931
ANTI rs -0,058
o
IGF-1 rs
(ng/mL)
Hb (g/dL) rs 0,358  -0,266 534" 0378  -0,213
P 0,133 0,287 0,027 0,111 0,464
VCM(fl) s 0257  -0157  -0027  -0,101  -0,508
p 0,303 0,547 0,922 0,690 0,064
Uréia rs -0,225 0445  -0150  -0,177  -0,260
(mg/dt) 0,341 0056 0551 0456 0,370
Creatinina rs 0430  -0,332 0,355 0,243 0,022
(mg/dL) 0,058 0,165 0,148 0,302 0,940
cT rs 0,011  -0,066  -0,269 0,083  -0,368
(mg/dt) 0,964 0,801 0,313 0,743 0,216
HDL-C  rs 0227  -0244 0072  -0023  -0,435
(mg/dt) 0,365 0,345 0,790 0,927 0,137
LDL-C  rs 0,117  -0,066  -0,215 0019  -0,280
(mg/dt) 0,645 0,801 0,424 0,939 0,354
VLDL-C s 0,091 0141  -0,202 0,054  -0,430
(mg/dL) 0,739 0,616 0,490 0,842 0,142
TG rs 0,074 0161  -0,217 0,084  -0,416
(mg/dL) 0,769 0,537 0,419 0,739 0,157
AST (UIL) rs 0119  -0079  -0,162  -0,204  -0,222
p 0,627 0,756 0,535 0,403 0,467
ALT (UIL) rs -0,130 0319  -0,184  -0,304 0,135
P 0,595 0,197 0,480 0,206 0,660

Na tabela 42 identificamos novamente correlagao negativa entre TSH e

T4l, ja discutida anteriormente.
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Tabela 43- Correlacéo Lipides com Demais Medidas Laboratoriais - Criancas e
Adolescentes com TSH Alterado

TSH
(uuI/mL)

T4 L
(ng/dL)

ANTI Tg
(ng/dL)
ANTI
TPO
(Ul/mL)
IGF-1
(ng/mL)

Hb (g/dL)

VCM (fl)

Uréia
(mg/dL)

Creatinina
(mg/dL)

AST (UIL)

ALT (U/L)

rs

rs

rs

rs

o

rs

Is

s

rs

rs

Is

rs

CT
(mg/dL)

0,011
0,964
0,066
0,801
0,269
0,313
0,083
0,743
0,368
0,216
0,130
0,619
0,165
0,542
0,311
0,209
0,379
0,121

,504"
0,033
0,435
0,071

HDL-C LDL-C
(mg/dL) (mg/dL)
0,227 -0,117
0,365 0,645
-0,244 -0,066
0,345 0,801
-0,072 -0,215
0,790 0,424
-0,023 0,019
0,927 0,939
-0,435 -0,280
0,137 0,354
0,254 -0,239
0,324 0,355
0,384 0,062
0,142 0,820
-0,237 -0,320
0,343 0,195
-0,056 -0,312
0,825 0,208
0,297 0,465
0,232 0,052
-0,143 493"
0,571 0,038

VLDL-C TG
(mg/dL) (mg/dL)
0,091 0,074
0,739 0,769
0,141 0,161
0,616 0,537
-0,202 -0,217
0,490 0,419
0,054 0,084
0,842 0,739
-0,430 -0,416
0,142 0,157
-0,120 -0,103
0,659 0,695
0,246 0,239
0,357 0,374
-0,060 -0,030
0,827 0,906
-0,341 -0,317
0,196 0,199
0,069 0,049
0,799 0,846
0,229 0,217
0,393 0,387

4.4.4. Medida da Expressdo dos Genes Selecionados - Criangcas e

Adolescentes com TSH Alterado

Tabela 44 - Medida da Expressao Relativa dos Genes Analisados — Criangas e
Adolescentes com TSH Alterado

Expresséo Relativa Mediana(P25-75) Minimo Méximo
(RE)

IGF1R 0,74(0,50-1,07) 0,08 3,74
NFATC2 1,09(0,44-2,11) 0,13 8,12
LMNA 0,98(0,55-1,17) 0,24 3,53
ADAMTS10 0,89(0,52-1,25) 0,22 4,06
TRPS1 0,79(0,55-1,53) 0,20 3,05
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4.4.5. Correlacdo entre os Transcritos — Criancas e Adolescentes com
TSH alterado

Avaliando a correlacdo entre os transcritos estudados (Spearman),
identificamos que a maioria dos genes selecionados apresentavam correlacao

entre eles (tabela 45):

Tabela 45 - Correlagéo entre Transcritos - Criancas e Adolescentes com TSH
Alterado

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGFIR RE_LMNA RE_TRPS1

RE_NFATC2 rs ,591" ,531" ,896" ,838™
p 0,006 0,016 <0,01 <0,01
RE_ADAMTS10 rs 0,235 ,738" 0,370
p 0,319 <0,01 0,108
RE_IGF1R rs 0,383 561"
p 0,095 0,010
RE_LMNA rs ,714™
p <0,01
RE_TRPS1 rs

Quando avaliamos a correlacdo dos genes entre si, identificamos que a
maioria ainda apresenta correlacdo, de moderada a forte. No entanto, neste
grupo alguns genes circulantes deixaram de se correlacionar, como o0
ADAMTSI10 e IGF1R, ADAMTS10 e TRPS1, bem como IGF1R e LMNA (tabela
45).

4.4.6. Correlacdo entre as medidas dos Genes e Parametros Clinicos -

Criancas e Adolescentes com TSH Alterado:



Tabela 46 - Correlacéo entre as Medidas dos Genes e Parametros Clinicos -

Criancas e Adolescentes com TSH alterado

Idade
(anos)

Estatura

(cm)

Ze

Delta Ze

VC

Zve

Zvc_10

Ze 10

ZIMC

parametros clinicos no grupo de criancas com TSH alterado (tabela 46).

rs

RE_NFATC2
-0,115

0,629
-0,014
0,952
-0,029
0,905
-0,141
0,576
-0,208
0,458
-0,243
0,383
-0,310
0,354
0,181
0,553
0,286
0,222

RE_ADAMTS10
-0,102

0,668
-0,143
0,548
-0,195
0,409
-0,408
0,093
-0,113
0,689
-0,196
0,483
-0,310
0,354
0,071
0,817
0,176
0,458

RE_IGF1IR RE_LMNA RE_TRPS1

0,314
0,178
0,223
0,344
-0,012
0,960
-0,013
0,958
-0,293
0,289
-0,154
0,585
-0,251
0,457
0,060
0,845
-0,135
0,569

-0,151
0,524
-0,015
0,950
0,069
0,772
-0,112
0,657
-0,033
0,908
-0,068
0,810
-0,187
0,582
0,176
0,566
0,322
0,166

-0,073
0,760
-0,072
0,762
-0,102
0,668
-0,090
0,723
-0,206
0,462
-0,143
0,612
-0,219
0,518
0,060
0,845
0,129
0,587
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N&o houve qualquer correlagéo entre a medida dos genes circulantes e

4.4.7. Correlacdo dos Transcritos e Medidas Laboratoriais — Criancas e

Adolescentes com TSH Alterado

A seguir, partimos para avaliar possivel correlacdo entre os transcritos e as

medidas hormonais e outras variaveis (tabela 47):
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Tabela 47 - Correlacéo da Expressédo Relativa dos Transcritos Circulantes com
Medidas Laboratoriais - Criancas e Adolescentes com TSH alterado

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1IR RE_LMNA RE_TRPS1

TSH rs -0,119 0,062 0,047  -0,035 -0,150
(uUV/mL) 0,618 0,794 0,845 0,885 0,527
TaL rs -0,219 0,001 -0,405  -0,260 -0,243
(ng/dL) 0,383 0,997 0,096 0,297 0,332
ANTITg s -0,214 -0,351 0113  -0,292 -0,066
(ng/dL) 0,410 0,167 0,666 0,255 0,800
ANTI rs -0,129 -0,137 0235  -0,188 -0,135
(TSI/OmL) D 0,587 0,565 0,319 0,427 0,569
IGF-1 rs -0,005 -0,484 0,319  -0,121 -0,077
(ng/mL) 0,986 0,094 0,289 0,694 0,803
Hb (g/dL) rs -0,219 -0,355 0,022 -0,095 0,040
P 0,382 0,149 0,932 0,707 0,874
VCM(fl) s 0,397 0,434 0,199 525" 527"
p 0,115 0,082 0,445 0,031 0,030
CHCM s -0,160 0,282 0,034 0,021 -0,010
(g/dL) 0,541 0,272 0,896 0,937 0,970
Ferritina  rs 0,035 0,279 0,285 0,324 0,103
(ng/mL) 0,897 0,295 0,284 0,222 0,704
Glicemia s -0,066 -0,217 0403  -0,131 0,077
(mg/dt) 0,822 0,457 0,153 0,656 0,792
cT rs 0,208 0,037 625" 0,054 0,412
(mg/dt) 0,422 0,889 0,007 0,837 0,101
HDL-C  rs -0,073 -0,012 0,041 0,010 0,156
(mg/dt) 0,782 0,963 0,877 0,970 0,549
LDL-C  rs 0,213 0,029 578" 0,051 0,355
(mg/aL) 0,411 0,911 0,015 0,844 0,162
VLDL-C  rs 0,282 0,482 0,468 0,273 0,428
(mg/dt) 0,309 0,069 0,079 0,325 0,111
TG rs 0,309 510" 0,418 0,324 0,411
(mg/dL) 0,227 0,036 0,095 0,205 0,101
AST (UIL) rs 0,175 -0,087 0,114 0,047 0,369
p 0,488 0,732 0,653 0,855 0,132
ALT (UIL) rs -0,129 -0,169 0,037  -0,245 0,115
P 0,611 0,502 0,883 0,327 0,649
Creatinina rs -0,211 0,094 -0,212 -0,066 -0,294
(mg/aL) 0,387 0,702 0,383 0,789 0,222
Uréia rs -0,033 0,036 -0,268 0,113 -0,068
(mg/dL)

p 0,895 0,883 0,268 0,646 0,783
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Ao analisar a correlacdo entre a expressao relativa dos genes e perfil
lipidico, identificamos que houve perda da correlacdo com o HDL colesterol,
identificada anteriormente, tanto na populacdo total, quanto na populacdo
normal (tabela 47).

4.4.8. Correlacdo entre os transcritos, ajustados pelo HDL e variaveis

clinicas — Criancas e Adolescentes com TSH Alterado:

Tabela 48 -Correlacdo dos Transcritos, Ajustados pelo HDL e Variaveis
Clinicas — Criancas e Adolescentes com TSH alterado

RE_NFATC2_ RE_ADAMTS10_ RE_IGFIR_ RE_LMNA_ RE_TRPSI1_

Adj_HDL Adi_HDL  Adi HDL  Adj HDL Adj_HDL
Idade  rs 0,325 0,348 -0,131 0,310 0,195
(anos) 0,203 0,171 0,616 0,226 0,453
Estatura rs 0,246 0,435 0,063 0,259 0,255
em 0,340 0,081 0,812 0,316 0,323
Ze rs 0,054 0,392 0,287 0,069 0,181
P 0,837 0,119 0,264 0,794 0,486
Ze 10 rs -0,018 -0,082 0,109 0,045 -0,009
P 0,958 0,811 0,750 0,894 0,979
Ze rs 0,150 0,464 0,279 0,204 0,232
p 0,594 0,081 0,315 0,467 0,405
Vo rs 0,067 0,106 0,089 -0,039 0,047
p 0,828 0,730 0,772 0,899 0,878
Zve rs 0,126 0,143 -0,005 -0,060 -0,044
p 0,681 0,642 0,986 0,845 0,887
Zve 10 1s 0,259 0,502 0,234 0,226 0,151
P 0,500 0,168 0,544 0,559 0,699
ZIMC  rs -0,230 -0,012 0,385 -0,164 0,012
P 0,374 0,963 0,127 0,529 0,963

N&o identificamos qualquer correlacdo entre os transcritos, ajustados
pelo HDL, e variaveis clinicas, como pode ser identificado na tabela 48.
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4.4.9. Correlacdo entre os transcritos, ajustados por idade e variaveis

clinicas — Criancas e Adolescentes com TSH Alterado:

Tabela 49 - Correlacdo dos Transcritos, Ajustados por ldade, e Variaveis

Clinicas — Criangas e Adolescentes com TSH Alterado

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGFIR_ RE_LMNA_Adj RE_TRPS1_Adj_

_Adj_ldade Adj_Idade  Adj_ldade _ldade Idade
ldade s 849" _750" _915" _941" ~886"
(anos) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Estatura rs _823" -664" -791" -865" -799"
(cm) D <0,01 0,001 <0,01 <0,01 <0,01
Ze rs 20,009 0,129 20,009 10,029 0,015

P 0,970 0,587 0,970 0,905 0,950
Ze 10 rs 10,280 10,363 0,115 0,187 0,121
P 0,354 0,223 0,707 0,541 0,694
Delta  rs 0,387 612" 0,362 0,408 0,337
ze b 0,113 0,007 0,140 0,093 0,171
vC rs 0,465 0,406 0,455 0,448 0,477
P 0,081 0,133 0,088 0,094 0,072
Zve rs 529° 0,496 0,404 0,450 0,454
P 0,043 0,060 0,136 0,092 0,089
Zvc 10 rs 0,515 633" 0,437 0,428 0,428
P 0,105 0,036 0,179 0,189 0,189
ZIMC s 0,211 0,316 0,373 0,317 0,304
P 0,373 0,175 0,105 0,173 0,193

Identificamos que dois dos cinco genes, agora ajustados por idade,
apresentavam correlacdo moderada e positiva com parametros avaliadores de
crescimento: NFATC2 e Zvc, bem como ADAMTS10 e Zvc_10 , como descrito

na tabela 49.

4.4.10. Correlacdo entre os transcritos, ajustados por Idade e HDL, por
IGF-1, por IGF-1 e idade; com variaveis clinicas — Criancas e Adolescentes
com TSH Alterado

Nas tabelas abaixo, podemos identificar as correlacbes realizadas
(tabelas 50 a 52):



Tabela 50 - Correlacédo dos Transcritos, Ajustados por Idade e HDL, com

Variaveis Clinicas - Criancas e Adolescentes com TSH Alterado

Idade
(anos)

Estatur
a (cm)
Ze

Ze 10

Delta
Ze

VC

Zve

Zvc_10

ZIMC

rs

rs

rs

rs

rs

Is

rs

rs

rs

RE_NFATC2
_Adj_ldade
_HDL

-,685"
0,002
-,549"
0,022
0,208
0,422

-0,073
0,832

,518"
0,048
0,279
0,356
0,363
0,223
0,418
0,262
0,338
0,184

RE_ADAMTS10
_Adj_lIdade
_HDL

-0,250
0,333
-0,113
0,666
0,402
0,110
-0,291
0,385
,789™
<0,01
0,243
0,424
0,357
0,231
0,636
0,066
0,208
0,422

RE_IGF1R
_Adj_lIdade
_HDL

-,688"
0,002
-0,446
0,072
0,289
0,260
0,136
0,689
0,464
0,081
0,329
0,272
0,280
0,354
0,335
0,379
0,475
0,054

RE_LMNA RE_TRPS1
_Adj_lIdade

_Adj_lIdade
_HDL
-,600"

0,011
-,508"
0,037
0,110
0,673
-0,118
0,729
0,446
0,095
0,064
0,835
0,121
0,694
0,285
0,458
0,314
0,220

“HDL

-0,452
0,068
-0,273
0,288
0,297
0,248
0,155
0,650
0,443
0,098
0,301
0,317
0,231
0,448
0,653
0,057
0,409
0,103
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Tabela 51- Correlacédo dos Transcritos, Ajustados por IGF-1, com Variaveis
Clinicas — Criangas e Adolescentes com TSH Alterado

RE_NFATC2_ RE_ADAMTS10_ RE_IGFIR_ RE_LMNA_ RE_TRPS1_

Adj_IGF1 Adj_IGF1  Adj IGF1  Adj_IGF1  Adj IGF1

Idade (anos) rs 0,083 0,006 -0,190 -0,261 -0,011
p 0,789 0,986 0,535 0,388 0,972

Estatura (cm) rs -0,049 0,110 0,181 0,203 0,170
p 0,873 0,721 0,553 0,505 0,578

Ze rs -0,258 0,033 0,308 ,659" 0,159
P 0,394 0,915 0,306 0,014 0,603

Ze_10 rs -0,548 -0,405 -0,571 -0,190 -0,310
p 0,160 0,320 0,139 0,651 0,456

Delta Ze rs -0,028 0,168 0,329 0,420 0,042
o 0,931 0,602 0,297 0,175 0,897

vC rs -0,207 -0,019 0,238 0,401 -0,006
P 0,566 0,959 0,507 0,250 0,986

Zvc rs -0,079 0,139 0,030 0,236 -0,103
P 0,829 0,701 0,934 0,511 0,777

Zvc_I0 rs -0,072 0,198 0,631 0,523 -0,126
P 0,878 0,670 0,129 0,229 0,788

ZIMC rs 0,038 0,154 0,484 ,615" 0,192

p 0,901 0,616 0,094 0,025 0,529



Tabela 52 - Correlagcéo Entre Transcritos, ajustados por idade e IGF-1, com

Variaveis Clinicas - Criancas e Adolescentes com TSH Alterado

Idade (anos)

Estatura (cm)

Ze

Ze 10

Delta Ze

VC

Zve

Z VC_I0

Z_IMC

rs

p

rs

RE_NFATC2 RE_ADAMTS10 RE_IGF1R

_Adj_ldade
_IGF1

-,894™
<0,01
-,659"
0,014
0,412
0,162

-0,548
0,160
713"
0,009
0,483
0,157
0,442
0,200
0,721
0,068

,665"
0,013

_Adj_lIdade
_IGF1

-,919"
<0,01
-,692"
0,009
0,451
0,122
-0,548
0,160
,734™
0,007
0,521
0,123
0,515
0,128
0,721
0,068
,643"
0,018

_Adj_lIdade
_IGF1

-,949"
<0,01
-,703"
0,007
0,516
0,071
-0,452
0,260
776"
0,003
0,521
0,123
0,515
0,128
0,721
0,068
687"
0,010

RE_LMNA
_Adj_lIdade
_IGF1

-,913"
<0,01
-,593"
0,033

,610"
0,027

-0,381
0,352
,776™
0,003
0,452
0,190
0,418
0,229
0,631
0,129
,725™
0,005

RE_TRPS1
_Adj_lIdade
_IGF1

-,927"
<0,01
-,692"
0,009
0,445
0,128
-0,500
0,207
741"
0,006
0,483
0,157
0,430
0,214
0,721
0,068
,632"
0,021
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N3o identificamos correlagdao entre as medidas dos genes ajustados por idade

e HDL-C (tabela 50), por IGF-1 (tabela 51), bem como por idade e IGF-1 (tabela 52) e

marcadores de crescimento (vc, Zvc, Zvc_10).
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4.5. Associacao entre os Genes selecionados neste estudo e os principais
genes relacionados a condrogénese:

Tendo como base os principais genes associados a condrogénese ja
descritos na literatura (ACAN, ADAMTS17, ADAMTS10, COL9A2, COL11A1,

COL27A1, FBN1, FBN2, LTBP2, MATN3, CREBBP, GNAS, PDE3A, SOX9,
GDF5, IGF2, IHH, NPPC, NPR2, PTH1R, PTHLH e WNT5A,CYP19A1, ESR1,
IGF1R, PIK3R1, DNMT3A, EZH2, HIST1H1E, NSD1 e SETD?2), identificamos
gue 2 haviam sido selecionados por nés (IGF1R e ADAMTS10) (figura 7):

Figura 7 - Venn entre Genes Selecionados a Condrogénese

genes relacionados a condrogénese

genes selecionados
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Ao associarmos nosso genes aos demais ja descritos (network),
identificamos uma interacdo entre os genes ADAMTS10, IGF1R, NFATC2 e

TRPS1 com os demais, como pode ser identificado na figura abaixo (figura 8):

Figura 8 Network entre Genes Selecionados neste Estudo e Genes
Relacionados a Condrogénese
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4.6. Associacao entre os Genes selecionados neste estudo e 0s principais

genes relacionados ao HDL colesterol:

Em decorréncia da associagao que identificamos entre os transcritos de
nosso estudo e a medida do HDL, buscamos na literatura os genes associados
ao HDL, que resultaram nos seguintes: CSF1l, CALCRL, ADCY5, HHIP,
DUSP4, NOA2, EYAl, GP1HBP1, ADRB1, MAPK81P1, OR5B3, ZC3H12C,
RP11-283GG5, ESPL1, PCSK6, MAPILC3A, NCOA3, PTTGIIP, HMGAI,
SGK223, ERI1, ABCAl, ABCB9, SETD8, SCARB1, ADAM10, CETP, LIPG,
LPL, LIPC, LCAT, APOA1C3A4A5, APOB, MADD-FOLH1, CTF-PRMTS,
GALNT2, CLPTM1 e GRIN3A (59,60).

Fizemos entdo uma interagcdo (network) entre os genes selecionados
neste estudo e os genes relacionados ao HDL colesterol (figura 9). Nota-se
uma interacdo menos relevante entre o gene IGF1R e os demais, bem como

apenas 1 interagcéo entre o gene LMNA e os demais.

Figura 9 - Network entre Genes Selecionados no Estudo e Genes relacionados
ao HDL
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4.7. Associacao entre os Genes selecionados neste estudo e 0s principais
genes relacionados ao HDL colesterol e a condrogénese (figura 10):

A fim de evidenciar uma associagcao maior entre os genes selecionados
deste estudo, os relacionados ao HDL e a condrogénese, construimos um
network com todos eles. A principio, ndo parece ter gerado uma associacao

maior entre os 3 grupos de genes

Figura 10- Network entre genes selecionados e genes relacionados a
condrogénese e ao HDL

SETD2

-
HMGAL “
- HISTIH1E

N -
& /v"/.

GRIN3A

ZC3H12C

gcwmu
o/

SGK223

e



105

4.8. microRNAs mais abundantes encontrados em HDL-C de individuos
normais — interacao entre alvos

Selecionamos 3 dos microRNA mais abundantemente encontrados no
HDL-C de individuos adultos saudaveis (miR-135 a*, miR188-5p e miR-877) e,
identificamos os alvos utilizando o banco de dados on line miRDB.
Posteriormente a isso, realizamos interagcdo proteina-proteina através do

software STRING, como ja haviamos descrito anteriormente:

Figura 11 — Interac&o proteina-proteina entre miR-135a* e seus genes-alvo

a0BB®

miR -135 a * - nenhum dos genes de nosso estudo eram alvo conhecido
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Figura 12 — Interacao proteina- proteina : genes de nosso estudo e genes alvo
do miR135 a*

miR 135a * o

€

ADAMTS10 : THSD7A, ADAMTS1, ADAMTS13 @

IGF1R: ARHGEF12, LRP6, HGF, ESR1

TRPS1: CCDC15, UTP23, ESR1

Figura 13 - Interacdo proteina- proteina : genes de nosso estudo e genes alvo
do miR135 a*
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Figura 14- Interacdo proteina-proteina entre miR-188-5p e seus genes-alvo
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Figura 15 - Interacdo proteina- proteina : genes de nosso estudo e genes alvo
do miR188-5p

MIiR 188 -5p

ADAMTS10: ADAMTS3, ADAMTSL1, ADAMTS13
ADAMTS1

IGF1R: RNF41, AKT1S1, NRP2, RICTOR, PTEN, ESRI,
PIK3RI, CRKC, ITGAN, SOSI, RASA1, KITL6,RRAS2,
RADSID

TRPS1: ESR1, UBE2|
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Figura 16 - Interacdo proteina- proteina : genes de nosso estudo e genes alvo
do miR188-5p

miR 1885 p

NFATC2: PPP3RI, ZFHX4, GPC6, SLC8A3
CBFB, IL2RA, MEF2C

LMNA: CNKSR2, CASPI, NOX4, LRRCI,
CKAP2, LATS2, UBESI, SH3TC2, GDAP1

Figura 17 - Interagdo proteina-proteina entre miR-877 e seus genes-alvo

miR 877 — IGF1R e NFATC2 eram alvo
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Figura 18 - Interacao proteina- proteina : genes de nosso estudo e genes alvo
do mir877

miR 877

ADAMTS10: ADAMTSL1, ADAMTS3,
ADAMTS13

IGE1R: IK2F1,HGE, GNAZ, CD44, HSPIOAAI
ITHC, KRA, MAPKS, IRS2, AR

TRPS1

Figura 19 - Interacdo proteina- proteina : genes de nosso estudo e genes alvo do
miR877

miR 877

NFATC2: DYRKIA, CAMLG, IKZFI, MAPK8
ILZRA

LMNA: ESRP1, HSP90AA1, KSR2, KRAS,
MAPK8
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5.0 DISCUSSAO

A importancia de se identificar um marcador preditivo quanto ao
crescimento € notoéria, seja na pratica pediatrica ou naquela dentro de
especialidades médicas especificas, como ocorre na endocrinologia pediatrica.
Ainda, essa importancia ocorre tanto na composicdo de um diagnostico
médico, quanto pode ser um excelente parametro relacionado a evolugédo de
uma terapéutica instituida. A necessidade de uma observacao clinica, que
dispende meses, torna, em certas situacdes, a tomada de decisdo frente a um

diagnéstico ou tratamento postergada.

Neste estudo, buscamos selecionar marcadores moleculares
relacionados ao desfecho crescimento estatural, que pudessem ter caréater
preditivo quanto a o desfecho descrito.

A populacao estudada, bem como os subgrupos dela (populagcéo normal,
populacdo com TSH alterado), tinha como caracteristica uma variabilidade
guanto a faixa etaria e, por sua vez, variabilidade quanto a estatura e
velocidade de crescimento. Este era um de nossos objetivos: a possibilidade de
poder avaliar possiveis marcadores genéticos em diferentes fases de
crescimento na infancia. Para poder comparar, no entanto, essas diferentes
fases de crescimento de forma conjunta, utilizamos a estratégia de utilizar os
parametros relacionados a crescimento sob a forma de Zscore. Acreditamos
que essa conduta foi util, pois pudemos efetivamente realiza-la e, ao mesmo
tempo, contemplar a avaliacdo para todos os individuos em conjunto. A
diversidade de estaturas ocorreu, mesmo dentro da populacdo normal.
Também esse fator era relevante: avaliar o comportamento de criancas que
estdo acima ou abaixo da média, criancas que tem aceleracéo fisiol6gica do
crescimento, bem como criangas que tem atraso constitucional do crescimento,

mas estdo dentro da normalidade.

Ao analisar as medidas laboratoriais da populacdo estudada, pudemos
documentar que esta ndo apresentava outras patologias, a ndo ser o grupo

com TSH alterado, que apresentava alteracdo da funcéo tireoideana, bem
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como concentracbes aumentadas de anticorpos antitireoglobulina e

antitireoperoxidase.

Em dois dos trés grupos de criancas avaliadas, identificou-se correlacéao
negativa entre as medidas do TSH e do T4L. Esta correlagdo em pacientes
pediatricos é descrita na literatura, porém ndo bem estabelecida, podendo
sofrer influéncia quanto a presenca de anticorpos, idade e sexo (61). Nao

identificamos essa correlagcdo no grupo de criangas normais.

Encontramos ainda uma correlacdo negativa entre IGF1 e as medidas
de colesterol total em 2 dos trés grupos. Na literatura, os dados sdo conflitantes
com relacdo a esta associacdo, no entanto (62,63). Ndo identificamos essa
correlagdo nas criangas com TSH alterado.

Identificamos no grupo de criangcas com TSH alterada correlagao positiva
entre TSH e idade, bem como entre TSH e estatura. Ainda, correlacdo negativa
entre T4L e idade e estatura. Estes dados podem ser justificados pois a
disfuncao tireoideana adquirida mais prevalente levando ao hipotireodismo € a
tireoidite de Hashimoto, que predomina em faixas etérias maiores (61).

Houve correlagédo forte e positiva entre a medida do HDL-C e ApoAl.
Este achado esté dentro do esperado, visto que a proteina ApoAl é o principal

componente proteico do HDL- C (64).

N&o identificamos correlacdo positiva entre a medida do TSH e as

medidas do colesterol total e LDL, dado identificado na literatura (65-67).

Fomos capazes de quantificar, em criancas e adolescentes, a expressao

relativa dos 5 genes selecionados.

A selecdo de genes associados a desfechos relacionados ao
crescimento parece ter sido efetiva. Isso pode ser demonstrado tanto pelos
achados que discutiremos mais adiante, quanto pela identificacdo de uma forte
correlagdo entre eles, identificada nos grupos de criancas e adolescentes
estudados. Ainda, quando realizamos interacdo proteina-proteina, utilizando o
software STRING, identificamos que 0s genes circulantes selecionados por nos

tinham interacdo com outros genes associados a condrogénese. Dos 5 genes
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selecionados por nos, 4 apresentaram interagcdo com outros genes associados
a condrogénese. Além disto eles apresentaram correlacbes fortes entre os
transcritos circulantes quantificados neste estudo. Desta forma, julgamos que
0S genes selecionados devem apresentar comunicagéo entre si. Apesar disso,

nao encontramos, na literatura, uma associa(;éo entre 0sS mesmos.

Este estudo ainda trouxe como achado a correlacdo entre os
transcritos e o HDL-C em criancas e adolescentes normais, bem como na
populacao total avaliada, ndo associada ao excesso de peso ou estadiamento
puberal. A correlagdo entre os transcritos e o HDL pode né&o estar relacionada
a funcdo do HDL no metabolismo lipidico ou no processo da aterosclerose
(68,69). O HDL-C é uma lipoproteina que transporta diferentes peptideos e
estd associado ao transporte de microRNAs, que podem contribuir para
modular a expressao de diversos genes (44). Considerando essa hipotese,
investigamos os microRNAs mais abundantemente encontrados em HDL-C em
individuos saudaveis (miR135a*, miR188-5p e miR877) e identificamos seus
alvos. Na analise proteina-proteina (STRING) demonstrou que todos os genes
selecionados em nosso estudo interagem com transcritos circulantes, alvos dos
microRNAs avaliados. Também, 2 de nossos 5 genes selecionados eram alvo
do miR877. E possivel que microRNA ou outros elementos também
transportados pelo HDL possam interferir com o RNAm circulante e por isso
tenha ocorrido a correlagédo encontrada com o HDL-C. Vale a pena salientar
que houve perda da correlacdo dos transcritos com o HDL-C no grupo de
criancas e adolescentes com TSH elevado. Talvez isso possa ter ocorrido por

uma interferéncia dessa condic&do sobre 0s genes circulantes.

Outros estudos identificaram correlacdo entre o HDL-C e outros
membros da familia ADAMTS (ADAMTS13 e ADAMTSL1), in vitro e in vivo (70-
72). ldentificamos na literatura também a associacdo entre LMNA e HDL-C.
Neste caso, no entanto, parece ter relagdo com a a¢éo deste gene no processo
de dislipidemia e aterogénese (73). Portanto, com excessédo do gene LMNA, a
associacdo de nossos transcritos parece ser inédita na literatura e € possivel

gue o mecanismo de ocorréncia esteja relacionado ao transporte de HDL-C.
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Em nossas andlises ndo conseguimos identificar um marcador
laboratorial ou molecular que, isoladamente, pudesse servir como marcador
preditivo quanto ao crescimento na infancia. . No entanto, ao estabelecer novas
variaveis, utilizando tanto pardmetros laboratoriais quanto moleculares,
conseguimos sim identificar marcadores associados ao desfecho crescimento.
Os marcadores de diagnostico e suas curvas Roc correspondentes podem ser
influenciados por covaridveis. Desta forma, podemos ajusta-los entre si,
através de regressdo logistica. Utilizando essa estratégia, avaliamos o
comportamento de algumas variaveis ajustadas as outras e sua associacao

com desfecho crescimento.

A medida da expresséao relativa de 2 dos 5 genes selecionados por nés
(ADAMTSI10, IGF1-R), quando associada (ajuste) a medida do IGF-1 e idade,
conseguiram diferenciar, quanto ao desfecho crescimento, criancas e
adolescentes normais. Essas medidas apresentaram acuracia quanto a
determinar um crescimento adequado ou inadequado na populacdo normal
estudada. Este dado, ainda preliminar, nos parece muito promissor quanto a
possibilidade de se obter um painel de genes que possam ser Uteis quanto a
predicdo do crescimento na infancia. Dos 5 genes selecionados por nés, estes
dois ja eram descritos na literatura como associados a condrogénese, como ja
descrito anteriormente. No entanto, € inédito o achado destes genes circulantes

como marcadores preditivos do crescimento na infancia.

Vale a pena ainda destacar que haviamos utilizado um critério rigido
quanto a categoriza¢cdo do crescimento. Talvez numa populacdo na qual haja
uma maior variabilidade quanto ao ritmo de crescimento ( em grupos de
criancas com patologias que afetem o crescimento, por exemplo), talvez seja
ideal a adogdo do Z-score < -2 como inadequado e Z-score > - 2 como

adequado.

As fragilidades deste estudo sao relacionadas ao tamanho da populacéo
pois, se tivéssemos um numero maior de participantes no estudo, poderiamos
ter uma analise mais acurada dos subgrupos nele presentes. Foram neste

estudo incluidas criancas de diferentes faixas etarias e em diferentes fases
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quanto a puberdade. Nao tivemos, no entanto, oportunidade de analisa-las

separadamente
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6.0. CONCLUSAO

Conseguimos quantificar, em criancas e adolescentes, a expressao
relativa dos 5 genes selecionados no estudo. Este dado ndo é descrito na

literatura.

Os 5 genes selecionados neste estudo apresentaram forte correlacao

entre si. Este achado também nao é descrito na literatura.

Dos 5 genes, 4 apresentaram interagcdo com outros genes relacionados

a condrogénese.

Os 5 genes selecionados apresentaram correlacdo com HDL-C. Este
achado nao é descrito na literatura em 4 deles. O mecanismo desta ocorréncia

pode ter relacdo com o transporte de HDL-C.

Dos 5 genes selecionados, 2 deles (ADAMTS10 e IGF1R), quando
ajustados por idade e IGF-1, conseguiram ser preditores quanto a velocidade

de crescimento em crian¢as normais.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

CLINICA
NOME dO PartiCIPaNnte:........ueeieiiie et e
= a0 [T £ =T ol o LTS PPPPPPPPPPPRPP
Telefone para contato:.................cceeee Cidade:.........cccouvvvreeneene. CEP:.ooeveiis
Emaili. ..o

Estas informacdes estdo sendo fornecidas de maneira clara e simples
para a participacdo voluntaria de seus filhos neste estudo. As informacdes
contidas neste prontuario foram fornecidas pelos pesquisadores Andréa
Harumy de Lima Hirata, Prof. Valdelina Alessandra da Silva; Prof. Robson José
de Almeida, Profa. Ji Hoon Yang; Prof. Albertina Gomes Rodrigues, Prof Marcia
Maria Costa Giacon Giusti, Prof. Humberto Dellé ou Prof. Cléber Pinto
Camacho, objetivando firmar acordo escrito mediante no qual, os pais do
participante da pesquisa autorizam sua participacdo, com pleno conhecimento
da natureza dos procedimentos e riscos a que ele se submetera, com a
capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coacdo, podendo retira-lo da
pesquisa quando desejar.

1.  Titulo do Trabalho Experimental: ANALISE DA EXPRESSAO
GENICA COMO BIOMARCADOR DAS REPERCUSSOES TECIDUAIS EM
CRIANCAS E ADOLESCENTES COM NIVEIS ELEVADOS DE HORMONIO
TIREOESTIMULANTE

2. Objetivos: Observar o aumento ou a redugdo no funcionamento das
células do organismo através de modificagdes no numero de partes (RNAS)
gerados pelo seu cddigo genético quando as criangcas ou adolescentes estao
com um menor funcionamento da tireoide, e com isso descobrir quais sdo os
pacientes ou situacdes clinicas onde a reposi¢do de levotiroxina podera ser
vantajosa na populacdo pediatrica.

3. Justificativa: Muitas criancas e adolescentes apresentam pequenas
alteracdes nos exames que avaliam a salde da glandula tireoide, sendo que
permanece a duvida sobre a necessidade de tratar ou ndo estes individuos.
Por isso, faremos uma analise do aumento ou reducdo do nimero de RNAs
nas criancas e adolescentes, para, assim, tentar definir quais sdo os pacientes
gue realmente necessitam de tratamento. Nao havera beneficios diretos para
0S participantes, mas todas as criangas e adolescentes serdo avaliados e
seguidos durante a realizacao do estudo. No futuro os resultados deste estudo
poderdo auxiliar na decisdo sobre a melhor conduta para o tratamento das
criancas e adolescentes com alteracdo dos hormoénios da tireoide.
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4. Procedimentos da Fase Experimental: Os participantes de ambos o0s
sexos serdo selecionados através de entrevistas com aplicacdo de
questionarios, com duracdo aproximada 10 minutos. Os participantes
selecionados serdo submetidos a avaliagcdo clinica, além da coleta de exames
de sangue rotineiros para a sua avaliacao clinica e para a avaliacdo dos RNAs.
A guantidade de sangue coletada sera adequada ao peso da crianca. De uma
forma geral seréo coletados 3 a 5mL em tubo seco e 3mL de sangue no tubo
para a analise dos genes.

5. Desconforto ou Riscos Esperados: Os participantes serdo submetidos
aos riscos minimos relacionados a coleta de sangue (dor local e pequenos
hematomas).

6. Medidas Protetivas aos Riscos: Os questionarios serdo aplicados em
ambiente adequado para manter o sigilo e evitar possiveis constrangimentos. A
coleta sera realizada com as medidas rotineiras do servico para evitar
possiveis complicacfes. A coleta de sangue ja seria realizada para os exames
de rotina, sendo que o material que sera utilizado para a anélise dos horménios
e do RNA desta pesquisa sera colocado nos tubos especificos apds a coleta
(ou seja, nao havendo interacdo do individuo com os tubos de coleta).

7. Informacgdes: O participante tem garantia de que recebera respostas a
qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer davida quanto aos
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a
pesquisa. Também os pesquisadores citados acima assumem 0 COMPromisso
de informacao durante todo o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do
individuo em continuar participando do estudo.

8. Beneficios da Pesquisa: Nao havera beneficios diretos para os
participantes, mas todos as criancas ou adolescentes serdo avaliados e
seguidos durante a realizacdo do estudo. No futuro, os resultados deste estudo
poderdo auxiliar na decisdo sobre a melhor conduta para o tratamento das
criancas ou adolescentes com alteracdo dos hormonios da tireoide.

9. Métodos alternativos Existentes: N&o existem métodos alternativos a
coleta de exames laboratoriais.

10. Retirada do Consentimento: O participante tem a liberdade de retirar
seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo
guando quiser.

11. Aspecto Legal: Este projeto foi elaborado de acordo com as diretrizes e
normas regulamentadas de pesquisa envolvendo seres humanos atendendo a
Resolucado n° 510, de 07 de abril de 2016, do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude — Brasilia — DF.

12. Garantia do Sigilo: Os pesquisadores asseguram a privacidade dos
participantes.

13. Formas de Ressarcimento das Despesas Decorrentes da
Participacdo na Pesquisa: O participante ndo terd nenhum gasto com exames
relacionados ao estudo. Nao havera ressarcimento de despesas com eventuais
deslocamentos e/ou qualquer gasto realizado por parte do participante.
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14. Acompanhamento e assisténcia: Os pacientes que, por apresentarem
hipotireoidismo, necessitarem de tratamento, poderdo ser assistidos no
Mandaqui, como habitualmente ocorre, ou no ambulatério integrado de saude
da UNINOVE.

15. Local da Pesquisa: A pesquisa serd desenvolvida no ambulatério de
endocrinologia pediatrica do Conjunto Hospitalar do Mandaqui, localizado a rua
Voluntarios da Pétria 4301, CEP: 02401400, bem como no ambulatério
integrado de saude, localizado na rua Vergueiro n°® 235/249 — Liberdade, SP,
CEP: 01504-001.

16. Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e
independente, que deve existir nas instituicbes que realizam pesquisas
envolvendo seres humanos no Brasil, criado para defender os interesses dos
participantes de pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento das pesquisas dentro dos padrdes éticos (Normas e Diretrizes
Regulamentadoras da Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS n°
466/12 e Res. CNS 510/2016). O Comité de Etica é responsavel pela avaliagcéo
e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que corresponde aos
aspectos éticos.

Endereco do Comité de Etica da Uninove: Rua. Vergueiro n°® 235/249 — 12°
andar - Liberdade — S&o Paulo — SP CEP. 01504-001 Fone: 3385-9010 / E-
mail: comitedeetica@uninove.br

Horarios de atendimento do Comité de Etica: segunda-feira a sexta-feira —
Das 11h30 as 13h00 e Das 15h30 as 19h00

17. Nome completo e telefones dos Pesquisadores para contato:
Telefone fixo da secretaria da Pos-Graduacdo da Medicina: (11) 33859241, do
Prof. Dr. Cléber Pinto Camacho: (11) 98203-3277 e da Profa. Albertina Gomes
Rodrigues (11) 999076689.

18. Eventuais intercorréncias que vierem a surgir no decorrer da pesquisa
poderdo ser discutidas pelos meios proprios.

Séao Paulo, de de 20 .
19. Consentimento Pés-Informacao:
Eu, , apos leitura e

compreensao deste termo de informacdo e consentimento, entendo que minha
participacéo é voluntaria, e que posso sair a qualquer momento do estudo, sem
prejuizo algum. Confirmo que recebi uma via deste termo de consentimento, e
autorizo a realizacao do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos
somente neste estudo no meio cientifico.

Assinatura dos Pais ou Responsaveis Legais
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ANEXO 2

TERMO DE ASSENTIMENTO

Termo de assentimento ndo elimina a necessidade de fazer o termo de
consentimento livre esclarecido que deve ser assinado pelo responsavel ou
represente legal.

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa: Analise da expresséo
genica como biomarcador das repercussdes teciduais em criangcas e
adolescentes com niveis elevados de hormdnio tireoestimulante. Seus
pais permitiram que vocé participe.

Nés queremos saber quando é necessario realizar o tratamento das criancas
ou adolescentes que estdo com um menor funcionamento da tireoide

(hipotireoidismo). A tireoide € uma parte do nosso corpo que produz uma
substancia (horménio) que ajudam as células a funcionar.

As criancas e adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém de 0 a 18
anos de idade.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu, nao
terdA nenhum problema se desistir. A pesquisa serd feita no Complexo
Hospitalar do Mandaqui e no Ambulatério Integrado de Saude, localizado na
Rua Vergueiro, 235/249 — Liberdade, Sdo Paulo — SP / CEP: 01504-001, onde
as criancas serdo convidadas a doarem um pouquinho do seu sangue para
participar deste projeto.

Para isso sera feito uma picadinha com uma pequena A %
agulha. O uso deste material € considerado seguro, mas =

€ possivel sentir uma pequena dor no local e pode ficar /t\\
roxo. Caso aconteca algo errado pela sua participacdo e ji_ |
nesta pesquisa, vocé pode nos procurar pelos telefones: ’ﬁ‘ n
Tel.: (11) 3385-9241 ou 11-98203-3277. 1Y

Mas coisas boas vao acontecer, como
ajudar os médicos e pesquisadores a cuidar
melhor de vocé e das outras criangas.
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Ninguém sabera que vocé esta participando desta pesquisa, ndo falaremos a
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informag¢des que vocés nos der.
Os resultados das pesquisas vao ser publicados, mas sem identificar as
criangas que participaram da pesquisa.

Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode perguntar aos pesquisadores: Doutora
Albertina, Doutor Cleber, Doutor Humberto, Doutora Ji, Valdelina, Robson ou
Andréa.

Eu )
aceito participar da pesquisa: Analise da expressdao genica como
biomarcador das repercussdes teciduais em criancas e adolescentes com
niveis elevados de hormdnio tireoestimulante, que tem o objetivo de
identificar quando é necessario o tratamento do hipotireoidismo em criancas e
adolescentes. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.
Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que a qualquer momento,
posso dizer “ndo” e desistir. Os médicos e pesquisadores tiraram minhas
davidas e conversaram com 0S meus responsaveis. Recebi uma coépia deste
termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

ACEITO NAO ACEITO

Sao Paulo, de de

Assinatura do Menor Dra Albertina Gomes Rodrigues
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ANEXO 3

Valores de Referéncia para o IGF-1:

Faixa etaria (anos) Valor de referéncia (ng/mL)
1 55-327
2 51-303
3 49-289
4 49-283
5 50-286
6 52-297
7 57-316
8 64-345
9 74-338
10 88-453
11 111-551
12 143-693
13 183-850
14 220-972
15 237-996
16 226-903
17 193-731
18 163-584
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ANEXO 4

Extracdo do RNA

Este protocolo descreve 0s passos necessarios para usar o Spin Kit para
purificar o RNA de um mL de amostra de sangue total coletado em um tubo
Tempus. Este protocolo também pode ser usado com o kit de amostras
Tempus. O diagrama a seguir fornece uma visdo geral do procedimento

descrito neste protocolo.

Diretrizes para extracdo de RNA

O kit de isolamento de RNA de centrifugagcdo Tempus ™ ¢ utilizado para isolar
e purificar o RNA do sangue total recolhidos com Tubos de ARN Sangue
Tempus ™. O RNA isolado neste procedimento contém niveis muito baixos de
DNA gendmico (<0,05% em peso).

* Elimine os residuos contendo sangue apoOs desinfeccdo reconhecida
procedimentos e de acordo com todas as leis locais, estaduais e regulamentos
de sangue / infeccéao.

» Ajuste a concentracdo final do reagente estabilizante para uma concentragao
final de 1X diluindo o sangue estabilizado com célcio livre de magnésio solucao
salina tamponada com fosfato (PBS) antes de extrair RNA para purificacéo.
Falhas nisso resulta em rendimentos significativamente mais baixos de RNA.

+ Mantenha as amostras no gelo o maximo possivel para evitar possivel
diminuicdo do RNA

rendimentos.

Isolar RNA

1-Se a amostra estiver congelada, descongele a amostra no Tubo de ARN do

Sangue Tempus ™ em temperatura ambiente (18-25 ° C).

2. Retire a tampa do Tubo de ARN do Sangue Tempus ™ e depois despeje 0

contetdo um tubo conico de 50 mL limpo.
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3. Adicione 3 mL de 1X PBS (Ca2 + / Mg2 + - free) no tubo cbnico para trazer o

total volume para 12 mL.
Nota: Se a amostra de sangue inicial for inferior a 3 mL, some a diferenca

adicionando 1X PBS suficiente para trazer o volume total para 12 mL.

ImE
G}_

(1) 12 mL total volume
(2) 3mL 1X PBS
(3) 3 mL blood mixed with é mL 2X stabilizing reagent

4. Volte a colocar a tampa no tubo coénico, depois agite vigorosamente o tubo (a
velocidade maxima do vortice) por 30 segundos para garantir a mistura correta

do conteudo.

Nota: Certifigue-se de que o tubo conico esteja bem tampado para evitar o

contetdo de vazamento ou pulverizacdo durante o vértice.

Nota: Vortex por menos de 30 segundos pode causar entupimento da
purificacdo coluna. Uma camada de espuma sobre a amostra apos o vortice é

normal.

5. Centrifugar o tubo a 4 ° C a 3.000 x g (rcf) por 30 minutos.



124

6. Despeje cuidadosamente o sobrenadante. Manuseie 0 tubo cbnico com

cuidado para que vocé nao desalojar o pellet de RNA do fundo do tubo.

(1) RNA pellet ltransparent and invisible)

7. Deixe o tubo coénico invertido em papel absorvente por 1 a 2 minutos.
8. Limpe as gotas restantes de liquido da borda do tubo cénico com agua limpa
e papel absorvente.

9. Adicionar 400 ul de solugao de ressuspensao de purificagdo de RNA no tubo
cbnico, em seguida, vortex brevemente para ressuspender o sedimento de
RNA.

Nota: Para evitar a lavagem de qualquer residuo de sangue no interior do tubo,
insira a ponta da pipeta no tubo e adicione a solugdo de ressuspensédo ao
fundo do o tubo.

10. V& para “Purify RNA”. O RNA ressuspenso pode ser mantido no gelo

enguanto preparando-se para 0s proximos passos.
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Purificar o RNA

1. Etiquete o filtro de purificagdo de RNA, depois insira o filtro em uma coleta

de lixo tubo.
g—o
]

I~

(T) RNA purification filter
(Z) Waste collection tube

2. Pré-molhar a membrana de filtracdo adicionando 100 pyL de lavagem de

purificacdo de RNA Solucao 1 no filtro de purificacéo.

3. Adicione ~ 400 upl do RNA ressuspenso no filtro de purificacdo, depois

centrifugue por 30 segundos a 16.000 x g.

4. Remova o filtro de purificacdo, descarte o lixo liquido coletado nos residuos
do tubo, volte a inserir o filtro de purificacdo no tubo de residuos.

Nota: Cada vez que vocé descarta o residuo liquido, em vez de reutilizar o tubo
de descarte, vocé pode transferir o filtro de purificacdo para um novo tubo de

coleta (n&o fornecido o kit).
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5. Adicione 500 uL de solugao de lavagem de purificagdo de RNA 1 no filtro de

purificacdo, centrifugar por 30 segundos a 16.000 x g.

6. Retire o filtro de purificacdo, descarte o lixo liquido coletado nos residuos

tubo, volte a inserir o filtro de purificacdo no tubo de residuos.

7. Adicione 500 uL de solugao de lavagem de purificagdo de RNA 2 no filtro de

purificacdo, centrifugar por 30 segundos a 16.000 x g.

8. Retire o filtro de purificacdo, descarte o lixo liquido coletado nos residuos

tubo, volte a inserir o filtro de purificagdo no tubo de residuos.

9. Adicione 500 uL de solugao de lavagem de purificagdo de RNA 2 no filtro de
purificacdo, centrifugar por 30 segundos a 16.000 x g.

10. Retire o filtro de purificagdo, descarte o lixo liquido coletado nos residuos
tubo, volte a inserir o filtro de purificagdo no tubo de residuos.

11. Centrifugue por 30 segundos a 16.000 x g para secar a membrana.

12. Transfira o filtro de purificacdo para um novo tubo de coleta rotulado para

coletar eluido.

13. Adicione 100 pL de solugao de purificacdo de acido nucleico no filtro de
purificacdo, feche a tampa, incube todo o tubo por 2 minutos a 70 ° C, depois

centrifugue para 30 segundos a 16.000 x g.

14. Adicione ~ 100 pyl do RNA recolhido eluido de novo para o filtro de
purificacdo, centrifugar por 2 minutos a 16.000-18.000 x g. Nenhuma

incubacao é necessaria.

15. Elimine o filtro de purificagdo, depois transfira aproximadamente 90 pL do

RNA eluir para um novo tubo de coleta rotulado.

Nota: Ao transferir o eluato de RNA, remova cuidadosamente o liquido do tubo

de coleta a partir do topo do liquido para garantir que o pellet ndo é perturbado.
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=

(1) ~90 pL of eluate [transfer to new tube)
(2) ~10 pL [do not disturb]
(@) Pellet

16. Volte a colocar a tampa no novo tubo de recolha e guarde o RNA a -20 °

C, ou -80 ° C para armazenamento a longo prazo.
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