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RESUMO

O hipotireoidismo primario é caracterizado pela disfuncéo da glandula tireoide,
sendo que é uma das doengcas mais comuns e atinge aproximadamente 10% da
populacdo mundial. A disfungéo tireoidiana tem como resposta a repercussao em
diversos tecidos e o farmaco de escolha utilizado para a terapia de reposicdo ou
suplementacao € a levotiroxina sédica. Os hormdnios tireoidianos podem regular a
transcricdo de genes e impactar o metabolismo e a homeostase energética do
individuo. Os objetivos deste trabalho foram identificar genes circulantes associados
com as repercussoes tireoidiana sobre o funcionamento cardiaco e sobre o cérebro,
especialmente em humor. Realizamos o transcriptoma de amostras de sangue total
de oito individuos com hipotireoidismo e quatro individuos controle. As leituras de
sequenciamento geradas tiveram alinhamento com a versdo GRCh38.
Posteriormente, fizemos andlises qualitativas, quantitativas in silico e utilizando
cruzamento de banco de dados com as nossas bibliotecas para detectar padrdes.
Encontramos genes expressos em tecido cardiaco e cerebral, que apresentavam
doencas repercutidas no hipotireoidismo. Observamos que na disfuncéo da tireoide
pode haver regulacdo em varios genes, em coracao e cérebro, ha uma tendéncia de
oscilacdo de sinal quando tratamos com levotiroxina, com uma maior estabilidade em

ganho de expresséo nos individuos néo tratados.

Palavras-chave: Medicina personalizada, Hipotireoidismo primario, Disfuncao

tireoidiana, Levotiroxina, Transcritos, Genes.



ABSTRACT

Primary hypothyroidism is characterized by dysfunction of the thyroid gland, being one of the
most common diseases and affecting approximately 10% of the world population. Thyroid
dysfunction responds to repercussions in different tissues and the drug of choice used for
replacement therapy or supplementation is levothyroxine sodium. Thyroid hormones can
regulate gene transcription and impact an individual's metabolism and energy homeostasis.
The objectives of this work were to identify circulating genes associated with the thyroid
repercussions on cardiac functioning and on the brain, especially in mood. We performed the
transcriptome of whole blood samples from eight individuals with hypothyroidism and four
control subjects. The generated sequencing readings were aligned with the GRCh38 version.
Subsequently, we made gualitative, quantitative analyzes in silico and using a cross-database
with our libraries to detect patterns. We found genes expressed in cardiac and brain tissue,
which had diseases that had repercussions in hypothyroidism. We observed that in thyroid
dysfunction there may be regulation in several genes, in heart and brain, there is a tendency for
signal oscillation when treated with levothyroxine, with greater stability in expression gain in

untreated individuals.

Keywords: Personalized medicine, Primary hypothyroidism, Thyroid dysfunction,
Levothyroxine, Transcripts, Genes.
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1.0 INTRODUCAO

A glandula tireoide sintetiza e secreta os hormoénios tireoidianos, 3,5,3',5'-
tetraiodo-L-tironina ou Tiroxina (T,) e 3,5,3'-triiodo-L-tironina ou Triiodotironina (T3) 4.
Esses horménios tireoidianos regulam os processos metabdlicos teciduais essenciais
para o crescimento, desenvolvimento e maturacdo de varios 6rgaos, tal como, regulam
0 metabolismo no adulto 251,

A funcao da tireoide € coordenada pela glandula hipofise, localizada no cérebro.
Por sua vez, a glandula hipoéfise produz o horménio estimulador da tireoide (TSH), que
induz a tireoide a secretar T, e Ts. Essa regulacdo dos horménios tireoidianos no
sistema enddcrino é sistematizada pelo mecanismo de retroalimentacdo (Figura 1),
através do eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide 67,

A maior proporcdo de hormonios tireoidianos secretados € o T,, cerca de 80%,
tanto no coloide quanto na forma livre em circulagcdo. No entanto, a forma mais ativa
desses horménios é o T3, aproximadamente 20%, que é convertido a partir da
5'desiodacdo do T, em tecidos periféricos promovida pelas desiodases 689, Essas
enzimas, iodotironina desiodase tipo | (D1) e iodotironina desiodase tipo Il (D2),
catalisam essa reacao fundamental no metabolismo dos hormdnios tireoidianos, onde
D2 é a maior fonte de Tz em hipotireoidismo e eutireoidismo em humanos 10111,

As acbes biolégicas dos horménios tireoidianos sdo desencadeadas por meio
da interacdo do Tsintracelular gerado pela acdo da D2 com os receptores nucleares,
determinando a ativac¢éo ou a inibicdo de seus genes-alvo e o0 controle da sintese de
proteinas especificas 1213,

Esses mecanismos contém variacbes na expressdo do transportador do
horménio tireoidiano, ativacdo e inativacdo do ligante local, expressao relativa das
isoformas do Receptor de Hormoénio Estimulante da Tireoide (TSHR) e a atividade das
proteinas correpressoras e coativadoras do receptor (Figura 2). A combinacao desses
mecanismos regula a acdo do hormonio tireoidiano (HT) na maioria dos tecidos 1415,

A deficiéncia do HT esta condicionada ao hipotireoidismo, que é diagnosticado
pelo TSH. Esse ensaio possui uma relacdo log-linear inversa que € estabelecida entre
Tiroxina Livre (T4L) e TSH, devido ao aumento exponencial nas concentragdes de

TSH relacionados as reducées lineares de concentragdo de T,L [15-17],
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Os sintomas mais comuns em adultos séo fadiga, letargia, intolerancia ao frio,
ganho de peso, constipacdo, entre outros [*81° Assim como, estd associado a
reducdo do metabolismo, caracterizado por reducao do gasto energético de repouso,
ganho de peso, principalmente o TSH esta associado a obesidade corporal e
abdominal em adolescentes. Bem como, a aumento dos niveis de colesterol, redugéo
da lipdlise e reducao da gliconeogénese [16-19 Além da associacdo do hipotireoidismo
a doencas neurodegenerativas, depressio e ansiedade 2%,

O farmaco de escolha para o tratamento do hipotireoidismo € a levotiroxina
sédica (L-T4). No entanto, uma proporcao substancial de pacientes que atingem as
metas de tratamento tem queixas persistentes [21.22],

O estado da tireoide regula a expressao génica. Apesar de caracteristicas
clinicas consequentes de concentracdes insuficientes de HT, os mecanismos das
bases moleculares ndo sdo bem compreendidos, quais genes e como séo regulados
€ extensamente desconhecido. E as duvidas permanecem quanto a essa regulacéo

em individuos tratados com levotiroxina [23-29],

1.1 GLANDULA TIREOIDE

7

A tireoide € a primeira glandula enddcrina a se desenvolver no embrido
humano, origina-se apdés vinte e dois dias da concepc¢dao, surgindo da invaginacéo e
espessamento do assoalho da faringe primitiva, seguida pela migracdo em direcéo
caudal até a base do pescoco e atinge a sua forma definitiva aos 51 dias 26271, Ela
esté localizada na regido inferior do pescoco e estende-se da quinta vértebracervical
até a primeira vértebra toracica, encontrando-se intensamente vascularizada 12629

A unidade funcional béasica da glandula tireoide é composta por foliculos de
morfologia globular. Cada foliculo € composto por uma camada externa de células
epiteliais cuboides circundados pela membrana basal, que envolve um [imen ocupado
por uma substancia coloide produzida por suas células foliculares. O [imen do foliculo
é composto basicamente por Tireoglobulina (Tg) 839, No polo basal das células

foliculares estdo presentes os receptores para o TSH [29:30],
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1.2 HORMONIOS TIREOIDIANOS

O mecanismo de sintese dos hormdonios tireoidianos até o seu transporte para
diversos tecidos ocorre por intermédio de dois mecanismos diferentes, ndo genémico
e genémico 311,

O mecanismo ndo gendmico € iniciado a partir do estimulo do TSH, que é
sintetizado na hipoéfise anterior. O TSH € uma glicoproteina heterodimérica, com
massa molecular de 28kDa constituida por duas subunidades ndo covalentes
denominadas a e 3, no entanto, a subunidade a também é comum nos Horménios
Luteinizantes (LH), horménio foliculo estimulante (FSH) e Gonadotrofina Coribnica
Humana (hCG) [32, Os sinais hormonais que tém efeitos modulatérios na secregéo de
TSH incluem dopamina, leptina e somatostatina, que funcionam como um ponto de
regulacdo central da liberacdo do hormonio tireoidiano 331,

Neste mecanismo, o TSH estimula a producdo e liberacdo de hormdnios
tireoidianos, ligando-se a um receptor de TSH acoplado a proteina G e localizado na
célula folicular da tireoide [34. Mas este mecanismo necessita de iodo, que é convertido
em ion iodeto pela peroxidase, ocorrendo a captacdo do mesmo do liquido extracelular
para as células foliculares tireoidianas, pelo co-transportador de sodio- iodeto (NIS) na
membrana basolateral [536] Simultaneamente, ocorre o transporte do liquido
extracelular para as células glandulares e os foliculos da tireoide. Neste processo, a
Tireoperoxidase (TPO) € importante, trata-se de uma glicoproteina de membrana
composta de 933 aminoacidos com peso molecular entre 220 e 230 kDa na forma
dimérica funcional [¥7], e participa promovendo a oxidac&o e acoplamento do ion iodeto
na Tg. Deste modo, este acoplamento oxidativo é catalisado pela mesma peroxidase,
formando as iodotirosinas, monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT)

[35,36,38]

Ap0s este processo, ocorre a geracdo dos horménios T4 e T3, que acoplados a
Tg séo recaptados pela célula e seguem com a protedlise. Estes hormdnios séo
liberados na corrente sanguinea, e simultaneamente ocorre a devolugédo do iodo ao

coloide, 0 que permite o reaproveitamento destas substancias pela célula tireoidiana
[39].

1.2.1 Eixo hipotalamo-hipoéfise-tireoide

A regulacdo dos hormonios tireoidianos ocorre pelo eixo hipotalamo-hipdéfise-

tireoide. O hipotadlamo secreta o horménio liberador de TRH, este estimula sobre a
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glandula pituitaria, ligando-se aos receptores TRH acoplados a proteina G no

tireotréfico, repercutindo em um aumento do 3'-5-adenosina monofosfato ciclica
(AMPc) intracelular e posterior liberagdo de TSH. Esse mecanismo induz a glandula
tireoide a gerar e secretar os horménios tireoidianos para os tecidos periféricos (Figura
1) 491, A variac&o interindividual no TSH e T4 livre tem disso associada ao polimorfismo

no gene D2 [#1,

Central Nervous System Endocrine system

(3) TSH
secretion

T\ .
_ (o) X8 ——|  Tissues

Figura 1. Esquema representativo do eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide e regulacdo dos horménios
tireoidianos. O hipotalamo secreta TRH, o TRH estimula a glandula pituitaria a secretar TSH (a). O TSH
secretado induz a glandula tireoide a sintetizar e secretar T4 e T3 para os tecidos periféricos (b). A

modulagdo da concentragdo circulante dos hormonios tireoidianos € realizada por mecanismo de
retroalimentacgéo (c) e (d).

TRH (Horménio liberador de Tireotrofina/ Thyrotropin-releasing hormone); TSH (Horménio estimulante
da tireoide/ Thyroid-stimulating hormone); T4 (Tiroxina); T3 (Triiodotironina).

Fonte: Adaptada. Construida no editor Biorender.com.

Nesse mecanismo de retroalimentacdo quando a concentracao de T4 circulante
estd baixa, ocorre o aumento dos receptores de TRH e consequentemente um
aumento de sintese de TSH circulante, tanto pelo hipotalamo como pela hipéfise, o
contrario também ocorre na presenca de altas concentracbes de hormonios
tireoidianos 64244 Essa regulacédo altera a taxa de secrecéo do TRH pelo hipotalamo
e tem como principal efeito reduzir a resposta dos tireotrofos 451,

Contudo, mais um mecanismo importante na regulacdo da sintese dos
hormonios tireoidianos é a autorregulacdo da tireoide. Esse processo é fundamentado

na alteragéo da sensibilidade da glandula tireoide ao TSH, onde o excesso de iodo
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reduz a producdo de peroxido de hidrogénio impedindo a sintese de hormdénios
tireoidianos, conhecido como efeito Wolff-Chaikoff 28321,

Os hormonios T4 e T3 sdo convertidos por D2, esta conversdo fornece um
feedback negativo ao nivel de ambos os tireotrofos na hipofise e no hipotalamo,
resultando em reducéo da secrecdo de TRH e TSH em resposta a niveis teciduais
adequados de horménio tireoidiano “6-48],

A regulacdo do mecanismo de feedback € a chave para utilizar uma dosagem
de TSH sérico para o diagndstico e tratamento de hipotireoidismo, visto que, pequenas

alteracdes no T4 sérico sdo amplificadas por alteracées no TSH 48491,

1.2.2 Atuacdo das desiodases

De acordo com o oque foi citado, a principal forma de hormdénios tireoidianos
(HTs) secretados pela glandula tireoide e circulantes € o T4, enquanto o0 T3 €
considerado o hormdnio ativo por se ligar com maior afinidade aos receptores
nucleares. Mesmo que uma pequena quantidade de T4 seja convertida em T3z na
glandula tireoide, a principal conversdo do T4em sua forma ativa ocorre principalmente
nas células-alvo. E esse processo envolve as desiodases 475,

As iodotironinas desiodases sdo compostas por duas enzimas ativadoras: D1
e D2; e uma enzima inativadora: iodotironina desiodase tipo Il (D3), que sé&o
diferencialmente expressas no desenvolvimento e em tecidos adultos. A D3 é
expressa primeiro, seguida por D2 e D1, respectivamente. A inducédo de D1, D2 e D3
regula varios fatores fisiopatoldgicos que podem modificar a deiodinacdo em um

determinado tecido (Tabela 1) 5152,
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Tabela 1. Regulacao dos fatores fisiolégicos por intermédio das desiodases.

DESIODASES TECIDOS-ALVO FUNGAO FISIOLOGICA

D1 Figado, Rim e Tireoide Fornece Tz para o plasma
Hipdfise, Cérebro, Tecido
adiposo marrom, Placenta,

D2 Tireoide, Musculo cardiaco  Fornece T3 para o espago
e esquelético intracelular
Hipofise, Cérebro, Utero,

D3 Placenta, Tecidos Fetaise  Inativa Tae Ts
Pele

D1: lodotiroina desiodase tipo I; D2: lodotiroina desiodase tipo II; D3: lodotironina desiodase tipo IlI;
Ta: Tiroxina; Ts: Triiodotironina.

D1 é expressa no figado, rim e tireoide. D2 é expressa na hipofise, cérebro,
tecido adiposo marrom, placenta, tireoide, musculo cardiaco e esquelético. D3 é
expressa na hipéfise, cérebro, placenta, Utero, tecidos fetais e pele [53-5],

Todas as desiodases precisam de selénio para a atividade catalitica e defeitos
nessa sintese de selenoproteinas podem levar ao metabolismo anormal dos
horménios tireoidianos e desarranjos no mecanismo de feedback hipotalamo-hipofise-
tireoide [53.54.56],

A principal enzima responsavel pelo rapido aumento de Tz intracelular é a D2
em tecidos especificos, bem como, a principal produtora de T3 sérico em humanos,
embora possua uma meia-vida curta 4455561, Em um estudo realizado por Watanabe
M. et al. demonstrou que a atividade da D2 é estimulada pelos acidos biliares, por
meio da ativacdo do receptor acoplado a proteina G para o receptor dos acidos
biliares, conhecido como TGR5, que potencialmente liga a acdo do HT com a
sinalizacdo do acido biliar [°8l. Esse receptor é expresso no tecido adiposo humano e
a sua expressao se correlaciona com a taxa metabdlica basal 561,

Panicker V et al. apresentaram que individuos hipotireoideos com polimorfismo
no gene D2 tiveram melhora dos sintomas com a terapia combinada de T4 e Tz em
comparacado com a monoterapia de T4, sugerindo que individuos com reducao da
conversdo do T4 a T3 devido a esse polimorfismo no D2 podem se beneficiar da

inducdo do Tz a a terapia de reposicéo 57l Em um estudo de 2013, Hoang TD et al.
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realizaram uma comparacdo em individuos hipotireoideos com monoterapia de T4 com
extrato de tireoide dessecada, que continha T4 e T3, onde o desfecho foi um TSH
sérico mantido no intervalo de referéncia, onde se observou nesses individuos
pequena perda de peso, mas significativa, em comparagdo com o periodo em que

eles foram tratados com a monoterapia de Ta4 58],

1.2.3 Carreadores dos hormonios tireoidianos

Uma vez secretados, os HTs se ligam as proteinas carreadoras que 0S
transportam na circulacdo. Existem duas carreadores de HT no sangue, a globulina
ligadora de tiroxina (TBG), uma proteina monomérica de 54 kDa que mostra maior
afinidade para os THSs, e a transtirretina (TTR), além de albumina 5%, Em adic&o aos
transportadores mencionados, os HTs e alguns de seus metabdlitos também podem
se ligar a lipoproteinas de baixa densidade [61.62],

Existe uma diversidade de portadores envolvidas no transporte de HT por meio
da membrana plasmatica, sendo eles, os que desempenham um papel especifico nos
efeitos de suas mutacdes, os transportadores de monocarbosilato (MCT) 8 e 10; os
transportadores de aminoéacidos do tipo L (LATS) e os transportadores de anions
organicos (OATPs, SLC10 e SLC17) [62-65],

Ha relatos que mutacdes no MCT8 estdo associadas com deficiéncia intelectual
grave (6266 Recentemente, foi descoberto mutacdes em OATP1C1 se associando

com hipometabolismos cerebral grave e neurodegeneracgao juvenil 65671,

1.2.4 Agcdo gendmica dos hormonios tireoidianos

Os mecanismos de acao mais conhecidos dos HTs séo dependentes de efeitos
diretos na regulagéao da transcricdo, mediados por receptores nucleares. Os efeitos
dos horménios tireoidianos sdo mediados por seus receptores, 0s TRs, e estes séo
codificados por dois genes distintos, a (TRa) e B (TRpB), localizados no cromossomo
17 e 3, respectivamente 8%, Em consequéncia ao splicing alternativo e utilizacdo
interpolada do promotor, o gene TRHa pode originar seis isoformas; TRa1, TRa2,
TRDa1, TRDa2, P46 e P28. Da mesma maneira, 0 gene TRH gerar as isoformas:
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TRB1, TRB2 e TRHPB. Exclusivamente, TRB1, TRPB2, TRa1 sdo receptores efetivos na
interacdo de um dominio ao DNA. Membros da superfamilia dos receptores nucleares,
essas isoformas apresentam expressfes especificas para cada tecido e tem papeis
distintos para a sinalizagdo do HT. Posto que, mutagdes no TR podem originar
diversos sintomas clinicos, que sdo dependentes do TR afetado. Portanto, uma
complexa rede de mecanismos de transcricao e alteracao pos-transcricional medeiam
a expressao do gene, propiciando que os receptores sao fatores de transcricdo
modulares que se ligam em sequéncias especificas de DNA, chamados de TREs [6&
70]

TR regula o metabolismo de carboidratos e colesterol por meio de acdes diretas
na expressao génica, bem como comunicagdo cruzada com outros receptores
nucleares, incluindo receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR),
receptor X do figado (LXR) e vias de sinalizacdo de &cido biliar. O HT modula a
sensibilidade a insulina hepatica, especialmente importante para a supressao da

gliconeogénese hepéatica 172,
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Figura 2. Representacdo esqueméatica do mecanismo de a¢ao do receptor do hormdnio tireoidiano na
presenca de Ts;. Em uma das vias. o receptor na integrina possui o dominio ligante S1, possui maior
afinidade por T3 e ativa P13K; e o dominio ligante S2, possui afinidade por T4e Tze ativa a MAPK. Em
outra via, o T4 é convertido pelas desiodases em T3 A ligagcdo do Tszao TR promove uma mudancga
conformacional, dissociando os hemodimeros (TR/TR), favorecendo a associacado de TR/RXR. Esta
mudanca confomacional induz a liberagdo dos CoR e a associacdo do TR com as proteinas CoA, que
recrutam a MTB, ativando a transcricdo do gene.

Ta: Tiroxina; Ta: Triiodotiroxina; P13-K: Fosfatidil Inositol 3-Quinase; MAPK: Proteina Quinase Ativada;
RXR: Receptor de acido retinoico; TR: Receptor nuclear de Triiodotironina; TRE: Elemento responsivo
ao receptor de triiodotironina; CoA: Proteinas coativadoras; CoR: Proteinas correpressoras; MTB:
Magquinaria de Transcricdo Basal; ITG: Integrina.

Fonte: Prépria autora.
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O TR dependendo da ligacdo com o receptor de &cido retinoico (RXR) pode

gerar um homodimero ou heterodimero [73],

Em vista disso, o TR encontra-se ligado ao TR, formando um homodimero
(Figura 2). O acoplamento do T; ao TR gera uma mudanca conformacional na
estrutura do receptor formando um complexo, que dissocia 0 homodimero (TR-TR) e
possibilita a associacdo do TR ao RXR (heterodimeros). Esta mudanca
conformacional estimula a liberagdo das proteinas correpressoras (CoR) e a juncéo
do TR as proteinas coativadoras (CoA). Assim, recrutam a Maquinaria de Transcri¢ao

Basal (MTB) e acionam a transcricdo dos genes-alvo, modulando a expresséao do gene
[42,56,58-75]

1.2.5 Acado ndo genémica dos hormdnios tireoidianos

Além dos mecanismos ja observados, algumas funcées do HT podem ser, em
parte, também independentes de receptores nucleares. E essas acdes dos hormoénios
tireoidianos (HTs) que néo séo iniciadas pela ligagdo do hormonio ao TR intranuclear
sdo denominadas ndo gendmicas. Os HTs podem iniciar na membrana plasmatica ou
no citoplasma. Eles podem comecar na membrana plasmatica ou no citoplasma. As
acOes podem iniciar no citoplasma ou na membrana plasmaética, cujas acfes séo
mediadas pela integrina avB3 [276 Essas agbGes ndo gendmicas acontecem
principalmente na membrana plasmatica e sao iniciadas pelo receptor na integrina
avB3 59761 A integrina avB3 é expressa pelas células na membrana sinovial e pelos
condrécitos na cartilagem, nas articulacbes. A sinalizacdo desta integrina pode
promover uma variedade de processos implicados na osteoartrite, como inflamacéao,
angiogénese e remodelac&o 6ssea 59771,

O receptor na integrina avp3 possui dois dominios ligantes: S1, que tem maior
afinidade por T3 e ativa Fosfatidil Inositol 3-Quinase (P13-K) e S2, que possui afinidade

por T4e T3 e ativa a via Proteina Quinase Ativada (MAPK) e proliferacéao celular (Figura
2) [59,75-78)_

1.3 HIPOTIREOIDISMO

O hipotireoidismo € uma decorréncia da producao inadequada de hormoénio da
glandula tiroide ou a acdo inadequada de HT em tecidos-alvo. Entre as disfungfes da
tiroide, o hipotireoidismo € o distarbio mais frequente na populacdo em geral,
particularmente em mulheres [®8]  Segundo o National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES 1999-2002), 3,7% da populacdo dos EUA tem
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hipotireoidismo, sendo mais comum em mulheres B4, Na populagdo mundial atinge

cerca de 4% a 10% das pessoas [#2, Segundo Kajantie et al. as chances de uma
mulher desenvolver hipotireoidismo aumentam 4,4 vezes em mulheres com baixo
peso ao nascer e baixo indice de massa corporal durante a infancia 183, O estudo em
Framingham numa populacdo de homens e mulheres acima de 60 anos encontrou
hipotireoidismo em 4,4% dos individuos com concentracdo de TSH maior que
10mUl/L, destes, 39% tinham baixas concentracdes de TaL B4, A prevaléncia de
hipotireoidismo no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro foi de 12,3% em mulheres
adultas. Na regido metropolitana de S&o Paulo foi de 8% na populacdo geral 85,

O risco de desenvolver hipotireoidismo, também aumenta com a idade
avancada, anticorpos antitireoidianos e sexo feminino (31,

A prevaléncia de hipotireoidismo € muito variavel nas diversas partes do
mundo, sendo maior em locais com deficiéncia de iodo na dieta 8%,

Quando se observa no hipotireoidismo primario uma elevada concentracao de
TSH na presenca de T4L corresponde ao hipotireoidismo clinico, diferentemente,
guando se percebe uma elevada concentragcdo de TSH e T4L dentro do valor de
referéncia categoriza o hipotireoidismo subclinico (HSC) 85,

A taxa de conversao de hipotireoidismo subclinico para hipotireoidismo clinico
é de 2% a 6% [*4. Conforme Somwaru et al. a taxa foi maior para individuos que tinham
concentracdo de TSH entre 4,5mUI/L e 10,0mUI/L com a presenca de anticorpos
positivos [#6l. Semelhantemente, Fatourechi et al. demonstrou que cerca de 80% dos
pacientes com HSC e concentracdo de TSH menor que 10,0mUl/L apresentavam
anticorpos positivos para TPO [&7],

As causas de hipotireoidismo primario sao: tireoidite linfocitica crénica
(autoimune), tireoidite poés-parto, tireoidite subaguda (granulomatosa), anomalias
congénitas, deficiéncia de iodo, doencas infiltrativas, sendo que, formas de iatrogenias
de hipotireoidismo podem intercorrer de tireoidectomia, radioiodoterapia,

hipotireoidismo induzido por farmacos antitireoidianos [20:56.83-85],

1.3.1 Complicagdes clinicas

Os sintomas observados no hipotireoidismo sdo: bradicardia, reflexo de aquileu
lentificado, pele seca, letargia, fala lentificada, fraqueza, adinamia, diminuicdo do
volume de suor, pele fria, edema de pélpebras, intolerancia ao frio, macroglossia,
edema facial, mixedema, cabelo seco, unhas quebradicas, palidez da pele,

constipacdo intestinal, ganho de peso, perda de cabelo, dispneia, rouquidéo,
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nervosismo, menorragia, surdez, dor precordial e baixa acuidade visual [87-91],

Os TRs estao presentes no miocardio e nos tecidos endoteliais vasculares,
permitindo alteracdes na concentracdo de HT para modular a atividade de 6rgaos-
alvo. O individuo hipotireocideo apresenta manifestacbes cardiovasculares e
hematoldgicas bem estabelecidas. Tanto que estdo associadas de 20% a 80% na
morbidade vascular e risco de mortalidade [°2-94],

Os hormoénios tireoidianos dispdem de diversos efeitos no sistema
cardiovascular que podem impactar muito a funcdo cardiaca. O hipotireoidismo esta
relacionado a débito cardiaco, devido ao relaxamento prejudicado do musculo liso
vascular e a diminuicdo da disponibilidade de oOxido nitrico endotelial,
consequentemente, aumenta a rigidez arterial e aumenta a resisténcia vascular
sistémica. Essas alteracdes resultam em diminuicdo expressao da bomba de calcio
do reticulo sarcoplasmatico e inibe a ATPase. Os horménios tireoidianos também
regulam genes relacionados ao marcapasso por meio da transcricdo, bem como o
sistema beta-adrenérgico nos cardiomiécitos, assim como, interferem no sistema
renina-angiotensina-aldosterona 5971,

A associacdo do hormonio tireoidiano com a homeostasia da fisiologia
cardiovascular em pacientes com hipotireoidismo tem efeitos profundos na funcéo
cardiaca, podendo impactar na modulacdo da contratilidade do miocardio, frequéncia
cardiaca, resisténcia vascular periférica, pressao arterial e ritmo cardiaco, funcdo
cardiaca sistolica e diastolica alteradas, abafamento de bulhas cardiacas, dor
precordial, promovendo possiveis alteracdes cardiovasculares, principalmente
insuficiéncia cardiaca [98-192],

Ha também a associacdo entre a disfuncéo tireoidiana e perfil lipidico nos
individuos com hipotireoidismo clinico ou subclinico e esta estreitamente relacionada
a dislipidemia e consequentemente ao risco cardiovascular 9. A relacdo entre
anormalidades lipidicas e HSC foram investigadas por diversos estudos e descobriram
que HSC estd associado com a elevacdo de triglicérides, colesterol total e
lipoproteinas de baixa densidade [86.87.103,104]

Quanto a regulagdo dos genes cardiacos, a isoforma TRa71 demonstrou
desempenhar um papel importante na regulacdo dos genes cardiacos. Os genes
cardiacos regulados positivamente sdo: a-MHC; Canais K* dependentes de voltagem
(Kv1l.5, Kv4.2); SERCA2; Na* + K* + ATPase; Receptor 1-adrenérgico; Adenina
nucleotideo translocase (ANT1). Ja, os genes regulados negativamente sao: B-MHC;
Adenilil ciclase tipos V, VI; Receptor de horménio tireoidiano a1; Transportadores de

horménio tireoidiano (MCT8, MCT10); Trocador Na* / CaZ* (NCX1); Fosfolambano [105-
107]
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A concentracdo de Tscirculante esta mais baixo em individuos com infarto

agudo do miocardio, esta associada a uma condicao clinica grave e com pior evolucao
[106,107]

Além das repercussodes clinicas do HT no sistema cardiovascular, a literatura
também relata repercussdes associadas as disfun¢des do sistema nervoso central,
com alteracbes cognitivas e afetam o aprendizado com prejuizo de memoria,
desatencéo, irritabilidade, lentiddo psicomotora e do humor, transtornos bipolares,
podendo ocorrer ideacao suicida. Em casos mais graves, pode levar a depressao e a
deméncia [108-111],

Aproximadamente, 40% de pacientes hipotireoideos s&o acometidos por
transtornos de ansiedade [°%10l A prevaléncia de depressdo em pacientes com
hipotireoidismo € de 30% [192-114] Varios estudos demonstram que os niveis séricos Ta,
Tz e TSH estdo alterados em pacientes com depressao [108-110],

O HT tem repercussao no sistema nervoso central, regulando a expressao
génica na mielinizacéo, diferenciacdo de células neuronais e gliais e viabilidade e
funcdo neuronal, desempenhando uma funcdo no desenvolvimento neurolégico.
Desta forma, estimula o desenvolvimento neuronal, axdnios e dendritos, aumentando
a taxa de proliferacdo neuronal [109.115-118]

De acordo com Fischer et al., ha uma relacéo entre as fungdes cerebrais e os
niveis de HT. Os receptores intracranianos e as reagfes bioquimicas intracerebrais
estdo estreitamente relacionadas aos hormonios tireoidianos 1191,

Dentre o0s pacientes com hipotireoidismo, aproximadamente 30% sao
acometidos por depressédo e 40% apresentam transtorno de ansiedade 120,

No inicio do hipotireoidismo sintomas inespecificos sao percebidos. Entretanto,
esquecimento, depressédo, desaceleragdo no pensamento e problemas de
concentracdo podem ser observadas em estagios posteriores do hipotireoidismo. Em
condices clinicas graves, podem aparecer sintomas psicoticos 22114 Também,
distarbio do sono sdo comuns nesses pacientes. A maioria dos sintomas desaparece
apos o tratamento do hipotireoidismo 21, Para mensurar a ansiedade e a depresséo
podem ser utilizadas as escalas de Beck, Beck Anxienty Inventory (BAI) para
determinar o score de ansiedade e Beck Depression Inventory (BDI) para determinar

o0 score de depressao [121.122],
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1.4 FARMACOTERAPIA COM LEVOTIROXINA

A farmacoterapia para hipotireoidismo tem como objetivo a reducdo da
mortalidade e prevencdo das complicacdes hormonais da tireoide, portanto é
administrado para completar ou substituir a producdo endégena dos horménios
tireoidianos. A reposi¢éo da monoterapia de L-T4 é utilizada em doses individualizadas
de acordo com a resposta do paciente 2122,

O L-T4 € um levo-isémero sintético idéntico ao horménio tiroxina enddégeno (T4)
produzido pela glandula tireoide 1123, A sua férmula estrutural € um sal inodoro,
higroscépico, insipido, a qual é acrescentada apenas uma molécula de sddio para

proporcionar maior absorgao intestinal (Figura 3) 124125,

Figura 3. Estrutura quimica da levotiroxina sodica.
Fonte: Prépria autora. Construida no editor de estruturas Quimicas chemspider.com.

Nota-se que o uso terapéutico de L-T4no tratamento de hipotireoidismo ocorre
na conversao periférica do pro-hormonio tiroxina (T4), administrado via exdégena, no
seu hormonio de metabolismo ativo, o T3 1?6l Esta ativac&do ocorre por intermédio de
duas enzimas D1 e D2 [12.127],

O mecanismo de acao do T4 sintético, aumenta a taxa metabdlica basal, amplia
a utilizacado e mobilizacado dos estoques de glicogénio, promove a gliconeogénese e
estimula a sintese proteica 1?8, Considera-se que seus principais efeitos ocorrem
através do controle da transcricdo de DNA e as sintese de proteinas [127],

L-T4 € um composto anfétero com dois grupos acidos e um béasico que
interferem na sua dissolugdo e consequentemente na absorgéo [125126],

Contudo, a absorcao gastrointestinal da formulagdo de comprimidos de L-Ta
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administrado por via oral € de aproximadamente 60% a 90% em jejum. O tempo de

pico plasmatico € de 2 horas a 4 horas, ocorrendo a maior parte no jejuno e ileo
superior [128],

O pH éacido no estbmago, como ocorre no jejum, é importante para a absorcao
de uma dose de L-T4 administrada via oral. Recomenda-se que L-T4 deve ser
administrada com o estdbmago vazio para que atinja a absorcdo maxima, o que reflete
a influéncia da acidez gastrica no processo [127-130],

Do mesmo modo foi demonstrado por Centanni et al que a acidez géstrica
desempenha um papel importante na absorcao de L-T4. Realmente, 0s pacientes com
gastrite atréfica ou por relacionada com Helicobacter pylori exibem um aumento da
dose de L-T4em comprimido 31,

Desta maneira, 0 mesmo estudo de Centanni et al demonstrou que em
pacientes com distlrbios endocrinos que tomam L-T4 em diferentes horarios de
ingestdo, terdo maior absorcéo intestinal do hormdnio quando ingerido antes do café
da manha em jejum 131, De fato, o aumento do pH gastrico pode alterar a dissolugdo
e a solubilidade do farmaco 2%, além de interferir na absorcdo, pode aumentar a sua
depuracéo [27:132.133],

Na tentativa de minimizar o problema de m& absorcdo do farmaco devido ao
aumento do pH gastrico, um estudo recente realizado na Universidade de Brescia, na
Italia, obtém resultados que confirmam pela primeira vez, em um duplo-cego, que a
formulagéo liquida de L-T4 pode ser administrada no café da manha, demonstrando
que uma normalizacdo reversivel dos niveis de TSH em pacientes submetidos a
cirurgia bariatrica [134135],

A absor¢do de L-T4, também pode ser afetada por estados de ma absor¢ao,
doenca do intestino delgado, como a doenca celiaca 132,

A meia-vida de tiroxina enddgena é de aproximadamente 9 a 10 dias em
pacientes hipotireoidianos e 6 a 7 dias em pacientes eutiroidianos, 0 que permite
dosagem uma vez ao dia, entretanto, a sua atividade biologica pode ser mantida por
um periodo mais longo. Os efeitos de L-T4administrado via oral sdo observados dentro
do periodo de trés a cinco dias. A meia-vida varia de acordo com o estado da tireoide,
para hipotireoidiano de nove a dez dias e para eutireoidiano de trés a quatro gjas

[27,136]

Os hormonios tireoidianos circulantes estédo ligados em mais de 99% com as
proteinas plasmaticas, principalmente a Thyroxine-Biding Globulin (TBG), pré-
albumina de ligacdo a tiroxina e menos ativamente a albumina, cujas capacidades e
afinidades variam para cada horménio. Os horménios tireoidianos atravessam a

barreira placentaria nas primeiras semanas de gestacdo. Desse modo, a L-T4 é
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secretada no leite materno, mas nédo o suficiente para corrigir o hipotireoidismo no

lactente [137.138],

Os efeitos adversos em caso de sobredosagem séo sinais de tireotoxicose
ocasionando taquicardia, tremor, sudorese, similar em caso de ligeira sobredosagem
que ocasiona risco de fraturas osteopordticas e fibrilagdo atrial, especialmente em
idosos [1%9, Uma meta-andlise de estudos randomizados e controlados para o
tratamento de hipotireoidismo clinico com terapia combinada de T4 e Ts contra a
monoterapia de T4 n&o encontrou diferenca na eficacia terapéutica entre as terapias
em relacdo aos efeitos colaterais, como dor fisica, fadiga, peso corporal, ansiedade,
depressdo, qualidade de vida e outros 140, Existe controvérsia no que se refere a
terapia de combinacéo sobre sua seguranca e eficacia, e um consenso de que néo é
melhor do que a monoterapia de T4 144,

A despeito de varias marcas disponiveis no mercado sejam consideradas
bioequivalentes, o US Department of Health and Human Services da FDA (Food and
Drug Administration) e Green et al. nos Estados Unidos, acreditam que a
bioequivaléncia terapéutica e a intercambiabilidade é questionavel 2. Do ponto de
vista pratico, existem varias descricbes de casos em que pacientes sofreram efeitos
deletérios produzidos pela intercambiabilidade entre marcas diferentes de L-T4sem a
recomendacdo de um médico. Estudos relatam problemas de bioequivaléncia de
farmacos, como marca que contém de 25% a 35% menos principio ativo [133-135.143]
Em contrapartida, um estudo recente demonstrou que levotiroxina sédica genérica
comparada com o mesmo farmaco referéncia sédo equivalentes 134,

Segundo a FDA a diferenca entre a biodisponibilidade entre os farmacos
terapeuticamente equivalentes nunca deve exceder a 9% 1441,

O desenvolvimento de novas formulacdes orais, para a terapia de substituicdo
do T4, ocorre com preparagdes liquidas ou em capsula de gel. A forma farmacéutica
liguida é mais ativa do que o comprimido em pacientes hipotireoidianos com distirbios
gastricos, distlrbios de absorcéo e interacdo medicamentosa 1491,

Para entender melhor a farmacocinética e vantagens potenciais de diferentes
formas farmacéuticas de L-T4, Yue et al. publicou que a biodisponibilidade da solucao
oral € maior do que em comprimido e capsula, porque atinge a circulacao sistémica
mais rapido, o que pode ser benéfica para minimizar as interagdes entre farmaco e
alimentos 11461,

A terapia farmacoldgica com L-T4 € recomendada quando o nivel de TSH é
maior que 10,0mUI/L. Esta terapia é simples e segura quando administrada oralmente,
tem uma meia vida longa no soro que permite uma administracéo diaria, e resulta na

resolucdo dos sinais e sintomas de hipotireoidismo na maioria dos pacientes. No
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entanto, as evidéncias disponiveis sobre os riscos e beneficios do tratamento para

pacientes com nivel de TSH sérico menor que 10,0mUI/L permanece controversa e
ainda ndo ha um consenso sobre a importancia clinica de eventos adversos e 0s
beneficios do tratamento com tiroxina exégena [124.126],

Vérios estudos questionam a eficacia da terapia de L-T4 em pacientes com
hipotireoidismo, principalmente em pacientes com hipotireoidismo subclinico, que
continuam a sofrer com os sintomas ainda que, tenham alcancado a correcéo
bioguimica adequada 251401 Assim como, existe a necessidade de investigacdo
guando os pacientes com hipotireoidismo primario requerem dosagens mais elevadas

[21,147-151]

1.5 FARMACOGENETICA E FARMACOGENOMICA

Atualmente, a farmacogenética estuda as influéncias sobre as respostas a
medicamentos dando énfase em efeitos de genes isolados 1151152 Esta &rea da
farmacologia clinica, visa otimizar o tratamento por meio da personalizacédo
terapéutica, uma vez que a resposta farmacoldgica a um tratamento medicamentoso
ndo é a mesma em todos os individuos [*52, Particularmente, procura identificar genes
qgue predisponham as doencas, afetem a farmacodinamica e farmacocinética de
medicamentos, modulem respostas aos medicamentos, estejam associados as
reacOes adversas a medicamentos [153]

Os testes genéticos clinicos cresceram substancialmente nos ultimos 30 anos,
a medida em que foram identificadas as mutacBes causadoras de doencas
mendelianas, especialmente ajudadas pelos recentes avancos tecnoldgicos de base
molecular. E importante salientar que a adoc&o de novos testes e estratégias tem sido
frequentemente observada com cautela e consideracdo cuidadosa antes da
implementacéo clinica, o que facilita o uso apropriado de novos testes genéticos.
Embora o campo da farmacogenética tenha sido estabelecido na década de 1950, os
testes clinicos para variantes farmacogenética constitucionais implicados na
variabilidade interindividual da resposta a medicamentos s6 recentemente se tornaram
disponiveis para ajudar os clinicos a orientar a farmacoterapia, em parte, devido a
revisbes de insercdo de produtos mediadas pela FDA nos Estados Unidos, que
incluem informagBes farmacogenética relevantes e recomendacdes para certos

medicamentos [151-158],
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Contudo, a identificagdo constante de genes com relevancia, variantes de

sequéncia e fenotipos associados a farmacos é evidenciada em paralelo com a
literatura farmacogenética, em especial a conclusio do projeto genoma humano 159,

A farmacogenética é utilizada para definir genes que determinam a agdo de um
farmaco. A farmacogen6mica estd associada ao genoma humano, pela
disponibilidade de dados de sequéncia gendmica ampla. Embora os termos sejam
utilizados de forma intercambiavel, a farmacogenética € frequentemente considerada
o0 estudo da resposta a farmacos em relagdo ao genoma 1601,

Estudo de polimorfismo em UGT1A1l, UGT1A3, D1 e D2, relacionando-os com
supressdo de TSH nos pacientes com cancer diferenciado da tireoide em terapia de
levotiroxina comprovou que os haplétipos UTG1A se associam a dosagem de T4
nesses pacientes, porém o efeito é responsavel por apenas 2% da variabilidade total
e a recomendacado de genotipagem UGT1A nao é garantida. Enquanto os genétipos
DIO1 e DIO2 n&o tiveram influéncia da dosagem de T4 161,

Alguns exemplos farmacogenéticos de certos medicamentos conseguiram
alcancar aceitacdo na pratica clinica. O notavel progresso nas tecnologias de
sequenciamento de genoma, certamente identificara outras importantes variantes de
sequéncias e modelos moleculares mais sofisticados para prever as respostas aos
medicamentos e facilitar uma farmacoterapia melhorada e mais eficaz 162,

Os ensaios de reacdo da cadeia de polimerase em tempo real (PCR-RT),
sequenciadores de Ultima geracdo, genotipagem, sdo concentrados na deteccéo de
variagfes genéticas que modificam as interacdes de farmacos com os alvos ou as vias
metabdlicas dos farmacos (anabdlicas ou catabdlicas ou upstream e downstream,
respectivamente), podendo ser utilizados para a selecdo de formulacdes de farmacos
e percepcao de diversas imunogenicidades, inclusive, biomarcadores na

farmacogenética para facilitar a terapia medicamentosa mais eficaz [163-165],

1.6 MEDICINA DE PRECISAO E TRANSCRIPTOMA

A medicina de precisédo abrange o uso de biomarcadores, que em sua maioria
sdo marcadores moleculares para detectar tracos genéticos especificos e orientar

diferentes abordagens na prevencédo e no tratamento de varias doencas 164,
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Esta medicina de precisdo e personalizada se inicia com a descoberta da
estrutura do Acido desoxirribonucleico (DNA) em 1952, em que fundamentos
bioldgicos a respeito de genoma foram desenvolvidos e especificados por meio de
técnicas experimentais, tais como, transcricdo, traducdo, coOdigo genético,
modificacGes epigenéticas, entre outros 1641651,

Os ensaios de medicina personalizada, como exemplo, reacdo da cadeia de
polimerase em tempo real (PCR-RT), sequenciadores de Ultima geracéo,
genotipagem, sdo concentrados na detec¢cdo de variagdes genéticas que modificam
as interagbes de farmacos com os alvos ou as vias metabdlicas dos farmacos
(anabdlicas ou catabdlicas ou upstream e downstream, respectivamente) [151.152],
Mediante a isso, 0s ensaios de medicina personalizada séo focados na deteccéo de
variagbes genéticas que alteram as interagfes de farmacos com alvos ou as vias
metabdlicas dos farmacos (anabdlicas e catabdlicas ou upstream e downstream),
podendo ser utilizados para a selecdo de formulacdes de farmacos e percepcéo de
diversas imunogenicidades de farmacos 11601,

O progresso conquistado com o sequenciamento do genoma humano
proporcionou um crescimento complexo em varias areas da medicina, o que permitiu
antecipar como algumas mutacgdes iriam desenvolver doencas, seus comportamentos
em relacdo a sua agressividade e resposta ao tratamento [162, Esse progresso
associado ao aprimoramento da tecnologia computacional no &mbito da bioinforméatica
é significativo na préatica da clinica médica em tratamentos personalizados 1631,

Por conseguinte, essas ferramentas utilizadas na medicina de precisdo, por
meio de expressdo génica de cada individuo para diagnéstico e direcionamento em
tratamentos, embora sejam beneficiadas em um reduzido niumero de individuos
[164,165]

Atualmente, a farmacogenética estuda as influéncias sobre as respostas a
medicamentos dando énfase em efeitos de genes isolados 48, Esta area da
Farmacologia Clinica, visa otimizar o tratamento por meio da personalizacao
terapéutica, uma vez que a resposta farmacolégica a um tratamento medicamentoso
ndo é a mesma em todos os individuos [149:162],

Particularmente, a farmacogenética procura identificar genes que
predisponham as doencas, afetem a farmacodindmica e farmacocinética de
medicamentos, modulem respostas aos medicamentos, estejam associados as

reacOes adversas a medicamentos 152, Deste modo, a farmacogenética agrega uma
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analise de banco de dados contendo genealogias familiares, sensibilidade de
farmacos, informacdes gendmicas e historico de doencgas 1661,

Neste contexto, a medicina de precisao leva em consideracao a variabilidade
genética individual, compreendendo o transcriptoma. O transcriptoma é o conjunto
completo de RNA ou transcrito de um organismo, grupo de células ou ainda de uma
célula especifica em uma determinada condicdo fisiologica e abrange o
sequenciamento de todos os tipos de moléculas de RNA, como miRNA, mRNA, RNA
codificantes e n&o codificantes, assim como as formas de splicing alternativos
poliadenilados. Reunidos na andlise eles refletem os genes que estdo ativamente
expressos em um tecido particular 1531671 O processo de transcricdo ocorre mediante
a sintese de RNA a partir do DNA. O RNA determina quais genes serao expressos e
podem se modificar durante a vida do organismo, ao contrario do DNA, que ¢é estético.
Uma das principais causas de modificacbes sdo as alteracbes ambientais,
considerando que o organismo tenta se ajustar a estas mudancas para se manter vivo
[167], O transcriptoma tem como objetivo catalogar todas as espécies de transcritos,
determinar as estruturas das transcricbes de genes padrdes de splicing, distintas
modificacdes pos transcricionais e quantificar as 36 alteracdes dos niveis de cada
expressao de transcritos sob diferentes condigées 1531671,

O sequenciamento de alto desempenho de RNA denominado de RNA-seq
possibilita além da compreenséo do transcriptoma, também a quantificacdo dos genes
[167.168] O RNA-seq ¢é realizado por Next Genetarion Sequencing (NGS) e tem sido
largamente aplicado na investigacdo de diversas possibilidades de transcricao,
também possibilita uma ampla visdo do mapa do transcriptoma humano e um dos
seus principais beneficios é que independe do conhecimento prévio sobre a sequéncia
sob investigac&o [16%. Esse método consiste na conversdo das moléculas de interesse
de RNA em acido desoxirribonucleico complementar (cDNA) conectado a adaptadores
gque geram uma quantidade bastante expressiva de sequéncias de DNA curtas,

aproximadamente de 35 a 100 pares de bases 179,
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1.7 JUSTIFICATIVA

Os horménios tireoidianos sdo reguladores do metabolismo celular e fisioldgico,
sendo o T4a maior concentragdo na circulagdo sanguinea, convertendo-se a Ts, que
€ biologicamente mais ativo em diversos tecidos. Eles podem regular positivamente
Oou negativamente a transcricdo de genes que por sua vez, impactam o metabolismo
e a homeostase energética [171, Existem diversas vias de regulacdo do hormdnio
tireoidiano e a extensa concentracdo de genes em que a expressao € modificada pela
condicdo do hormdnio tireoidiano torna este estudo dos efeitos da acdo deste
horménio desafiador 172, Os principios necessarios para a agdo do HT sdo bem
conhecidos, mas a interacdo entre as varias vias existentes tém sido complexa. A
analise da expressdo genica pode revelar as diferencas sutis entre os individuos
eutireoidianos e 0s pacientes tratados com a levotiroxina, além de permitir a
identificacdo de biomarcadores capazes de identificar as repercussdes do
hipotireoidismo precocemente e servindo como alvos para a terapéutica de precisao.
Efetuamos em uma etapa anterior até a extracdo do RNA, e conforme ja apresentado,
0os HTs podem gerar diversos sintomas e esses sintomas refletem efeitos em
tecidos. Sendo o sangue o sitio de acdo do HT, verificar se o que estava acontecendo
nele pode estar refletindo o que esté ocorrendo em outros tecidos.



2.0 OBJETIVOS

Identificar transcritos circulantes associados com:

I.  Asrepercussdes da disfuncéo tireoidiana sobre o funcionamento cardiaco.

Il.  As repercussdes da disfuncao tireoidiana sobre o humor.

35
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3.0 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o
namero: 665.331 — 28/05/2014. A pesquisa foi desenvolvida no Ambulatério de
Promocao a Saude e no Ambulatério de Endocrinologia, localizados na Universidade
Nove de Julho, no Campus Vergueiro em Sao Paulo.

Nosso estudo foi dividido em 3 Etapas: Selecdo dos genes, Validacdo dos

genes e Validagao pelos Bancos de estudos externos de transcriptomas.

3.1 ETAPA 1 (SELECAO DOS GENES)

3.1.1 Populacéo de estudo: voluntarios

A Etapa 1 se inicia com a triagem dos individuos, que foi realizada durante o
periodo de mar¢o de 2014 a dezembro de 2016, onde foram atendidos 320 individuos.
Destes 320 individuos, 120 foram incluidos. Foram realizadas as elucidacdes sobre a
pesquisa e adesdo ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice
1).

Foram incluidos individuos com idade entre 18 e 65 anos, com diagndstico de
hipotireoidismo em uso de terapia de levotiroxina e individuos saudaveis.

Foram excluidos pacientes com insuficiéncia renal, diagnéstico de diabetes
mellitus tipo | e tipo Il, com outras comorbidades (gastrite, nefropatia, hepatite), e que
faziam uso de farmacos e compostos antitireoidianos (Tabela 2).

Tabela 2. Farmacos e compostos antitireoidianos.

Farmacos e Compostos antitireoidianos

Tioureilenos (carbimazol, metimazol, proprilriouracila), Glicocorticoides, Amiodarona
(antiarritmico), Contrastes iodados, Suplementos de iodo ou Alimentos naturais com alto teor
de iOdO [46,173—175]_

Fenobarbital (anticonvulsivante), Sulfato ferroso, hidréxido de aluminio, carbonato de calcio,
colestiramina, sucralfato, inibidores de bomba de prétons, inibidores de tirosina quinase,
indutores de enzimas, Fenitoina, Carbamazepina, Rifampicina, Sertralina [46.175-177],
Contraceptivos e gravidez estdo associados a mudancgas na TGB, as quais também podem
afetar a dosagem de horménio da tireoide 78],

Compostos orgénicos (resorcinol, 4cido p-aminosalicilico, sulfonilureia oral, fenobutazona,
aminoglutetimida 1791,

Poluicdo industrial (bifenilos policlorados e perclorato) [180.181],
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Apos elucidagbes e adeséo ao TCLE, os pacientes foram avaliados com dados

antropometricos, dados clinicos, referindo-se a triagem para doencas tireoidianas preé-
existentes. Seguidas pelas variareis clinicas, que foram realizadas no mesmo
momento: peso, altura, afericdo da pressdo arterial, frequéncia cardiaca;
ecocardiograma e eletrocardiograma; variaveis bioquimicas: TSH, T4L, Anti-Tg e Anti-
TPO, colesterol total e fracdes, triglicerideos, hemograma, ureia, creatinina, TGO,
TGP, glicemia, transferrina; Zulewski (Apéndice 2), BAIl (Apéndice 3) e BDI (Apéndice
4).

O indice de Diagnostico de Hipotireoidismo (Zulewski) é utilizado para pesquisa
de sinais e sintomas de hipotireoidismo. E composto por 7 sintomas (diminuicéo de
suor, rouquidao, parestesia, pele seca, constipacdo, perda de audicdo, aumento de
peso) e 5 sinais (movimentos diminuidos, reflexo do tornozelo diminuido, pele grossa,
edema periorbitario e pele fria). Para cada sintoma ou sinal presente, foi atribuido um
ponto, totalizando-se o0 maximo de 12 pontos. Pacientes com pontuacdes entre zero
e 2 sao consideradas eutireoideos. Escore de 3 a 5 € compativel com hipotireoidismo
subclinico e valores acima de 5 pontos sdo compativeis com o estado hipotireoideo
clinico. Neste estudo, foram consideradas as pontuacfes maiores que 5. Ainda,
adicionou-se um ponto para as mulheres com idade inferior a 55 anos, visando o
equilibrio estatistico entre os participantes, uma vez que a frequéncia dos sintomas e
sinais descritos acima parece ser significativamente maior nas mulheres a partir dos
55 anos de idade 182,

O BAI é uma escala de autorrelato que mensura a intensidade dos sintomas de
ansiedade, é composta por 21 itens, que sao afirmacdes descritivas de sintoma de
ansiedade. Cada um com quatro graus de frequéncia (nunca, ocasionalmente,
frequentemente e quase sempre), que refletem niveis de gravidade crescente de cada
um deles, aos quais foram atribuidos os valores de 0 (zero), 1, 2 e 3 pontos,
respectivamente. O paciente ira considerar a frequéncia dos referidos sinais e
sintomas observados durante a ultima semana, incluindo o dia de autopreenchimento
do inventario. A pontuacdo pode variar de 0 a 63 pontos, cujo resultado sera
apresentado em mediana. A classificagdo recomendada é nivel minimo para
pontuacgdes de 0 a 7; leve, para pontuacgdes de 8 a 15; moderado, de 16 a 25; e grave,

para pontuacdes de 26 a 63 122,

O BDI € uma escala de autorrelato que contém 21 itens. Cada item apresenta
quatro alternativas de resposta, que indicam graus crescentes de gravidade de

depressao. A pontuacao total € resultado da soma das pontuagdes individuais dos
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itens. Se a pontuacédo total for de 0 a 9 pontos, o nivel de depressdo € minimo ou
auséncia de depressao; se a pontuacao total foi de 10 a 18 pontos, o nivel de
depresséao € leve a moderada; se a pontuacao total foi de 19 a 29 pontos, o nivel de
depressdo € moderada a grave e finalmente se a pontuacéo total foi de 30 a 63, 0
nivel de depresséo é grave. Os escores entre 18 a 19 pontos podem ser considerados

como indicativo da existéncia de sintomas depressivos clinicamente significativos 121,

3.1.2 Delineamento do estudo

Foram selecionados 8 pacientes tratados com levotiroxina sddica. Estes 8
pacientes formaram um grupo com 4 individuos, constituido por 4 mulheres com
eutireoidismo com tratamento adequados (HTT-at), definido como um TSH sérico
entre 0,4mUI/L e 4,5mUI/L, e outro grupo com 4 individuos, constituido por 3 mulheres
e 1 homem, com Hipotireoidismo com tratamento inadequado (HTT-out), definido
como um TSH entre 5,55mUI/L e 20,0mUI/L, ambos com T4L dentro dos valores de
referéncia. Dos individuos saudaveis, 4 foram selecionados (Controle: CTL),
constituido por 3 mulheres e 1 homem (Figura 4).

Vale salientar que os testes de TSH dos 120 individuos foram confrontados
pelos resultados de 2 métodos: o Método A foi realizado pelo Kit Roche Diagnostics®
e o Método B foi realizado pelo Kit Abbott Architect | 2000, deteccao do kit: de
0,0038mUI/L, e valores de referéncia: 0,34-5,60mUI/L.
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Controle

Hipotireoidismo

Eutireoidianos
(TSH entre 0,4mUI/L e 4,5mUI/L)

TCLE
peso, altura, PA, FC;
ecocardiograma e eletrocardiograma;
TSH, T4L, Anti-Tge Anti-TPO,
colesterol total e fragdes, triglicerideos,
hemograma, ureia, creatinina, TGO,
TGP, glicemia, transferrina;
Cognescreen, Zulewski, BAl e BDI

Hipotireoidismo
(TSH entre 5,55mUI/L e 20,0mUI/L)

Figura 4. Representacdo esquematica da populacao de estudo.

3.1.3 Coleta e armazenamento

Foi coletado 5ml de sangue em aspiragdo a vacuo em um tubo para
preservacdo das moléculas de RNA (PAXgene blood RNA®), contendo 6,9mL de
aditivo de preservacdo de RNA. ApoOs a coleta, o tubo para obtencdo do soro
sanguineo foi submetido a centrifugacdo de 1500rpm (rotacbes por minuto) durante
15 minutos, no qual houve a separacdo do gel na fase solida contendo células e
coagulo, da fase liquida contendo soro. Seguida da conservacdo em congelamento
de -20°C para posterior realizacdo das analises bioquimicas para dosagem plasmatica
de: TSH, T4L, anticorpos anti-Tg, anticorpos anti-TPO. Concomitantemente, o tubo
PAXgene blood RNA® foi armazenado por 24 horas em temperatura ambiente (15°C
a 25°C), com o propoésito de garantir a completa lise celular e potencializar o
rendimento das moléculas de RNA ao final da extracdo, de acordo com o fabricante.
Apds o tempo previsto, os tubos foram armazenados em congelamento a -20°C, para

subsequente realizagdo do transcriptoma.
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3.1.4 Andlise bioquimica

As andlises bioquimicas de TSH, T4 Livre, Anti TPO, Anti TG foram executadas

no equipamento Elecsys 2010 do fabricante Roche Diagnostics (IN, USA), com os Kits

do mesmo fabricante, seguindo protocolos automatizados especificos para cada teste.

Os Kits e protocolos especificos automatizados foram utilizados para cada teste

Kit Roche Diagnostics® para dosagem do horménio TSH (Método A),
referéncia: 11731459 122, deteccdo do Kit: 0,005-100mUl/L, e valores de
referéncia: 0,27-4,20muUl/L.

Kit Roche Diagnostics® para dosagem de T4L, referéncia: 06437281 190,
deteccado do Kit: 0,3-100pmol/L, fatores de conversdo das unidades: pmol/L x
0,077688 = ng/dL, ng/dL x 12.872 = pmol/L, e valores de referéncia: 0,93-
1,7ng/dL.

Kit Roche Diagnostics® para dosagem de anticorpos anti-Tg, referéncia:
6368697 190, deteccao do Kit: 10,0-4000UI/L, e valores de referéncia: menor
que 115,0Ul/L

Kit Roche Diagnostics® para dosagem de anticorpos anti-TPO, referéncia:
06368590 190, deteccao do Kit: 5,00 - 600UI/L, e valores de referéncia: menor
que 34,0UI/L.

Os resultados da analise bioquimica realizada em uma etapa anterior estao

demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores medianos, minimos e maximos, seguidos pelo valor de p das concentragdes de TSH,
T4L, anticorpos anti-Tg e anticorpos anti-TPO em 3 grupos.

CTL HTT-at HTT-out Sig.
TSH (mUI/L) 2.35 (1.34-4.20) 1.54 (0,85-2.08) 7.06 (5.55-12.82) 0.018
T4L (ng/dL) 1.22 (1.06-1.33) 1.20 (1.15-1.38) 1.29 (1.21-1.33) 0.593
Anti_Tg (UI/L) 9.00 (9.00-10.20) 346.1 (51.3-512.4)  311.6(148.4-515.6) 0.024

Anti-TPO (UI/L) 8.80 (4.00-32.41)  326.2 (143.1-532.2) 417.6 (382.0-600.0) 0.025

CTL: Individuos Controle; HTT-at: Individuos com eutireoidismo com tratamento adequado; HTT-out:
Individuos com hipotireoidismo com tratamento inadequado; TSH: Thyroid-Stimulating Hormone; Tal:
Tiroxina livre; Anti-Tg: Anticorpos anti-tireoglobulina; Anti-TPO: Anticorpos anti-tireoperoxidase.
Referéncias: TSH (0,27-4,20mUI/L), T4L (0,93-1,70ng/dL), Anti-Tg (menor que 115UI/L), e Anti-TPO
(menor que 34UI/L).
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3.1.5 Extracao de RNA total e realizag&o do transcriptoma

O RNA total foi extraido a partir do sangue periférico e foi extraido pelo kit
PAXgene Blood RNA extraction® (Qiagen, NL, DE) seguindo o protocolo do fabricante
(Apéndice 5).

Para o sequenciamento foi utilizado o equipamento lon Proton™ System
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA), mediante aos protocolos lon AmpliSeq
Transcriptome Human Gene Expression® Kit, pelo catalogo numero: A26325, A26326
e A26327.

As etapas de realizacado do transcriptoma, quantificacdo de RNA total, sintese
de cDNA, amplificacdo das sequéncias-alvo, preparo das sequéncias iniciadoras,
ligacdo dos barcodes aos amplicons, purificacdo da biblioteca, gPCR (Quantificacao
das bibliotecas), PCR de emulsao, hibridizacao das beads magnéticas e preparo dos
chips estdo detalhadas no Apéndice 6. Todo o material constituido nesse protocolo
esta armazenado em nossa biblioteca, assim como, as amostras estdo armazenadas

em nossa soroteca em freezer -80°C.

3.1.6 Hipotireoidismo induzido por cloridrato de amiodarona

Ao avaliarmos os transcritos verificamos alguns genes associados a
amiodarona, e como o tecido cardiaco é um dos nossos alvos, resolvemos investigar
esses genes.

O cloridrato de amiodarona é um farmaco que foi introduzido na cardiologia

clinica em meados de 1960 como agente antianginoso. Subsequentemente, ele foi

L - . . . [183,184]
consagrado como antiarritmico com alta concentracéo de iodo benzofuranico .

A estrutura quimica do cloridrato de amiodarona € muito semelhante a estrutura dos
horménios tireoidianos, principalmente quando notamos a presenca de dois atomos

de iodo no anel benzénico. Trata-se de um farmaco amplamente lipofilico de meia-

. . 185,186
vida longa, cerca de cem dias [ !

Os efeitos adversos do cloridrato de amiodarona sao observados com
alteracdes importantes no TSH sérico, T4sL e Tz por mecanismos ndo elucidados
totalmente até o momento, mas que podem ocasionar o hipotireoidismo induzido 1871,
A alta concentracdo de iodo presente no farmaco podera influenciar a funcéo
tireoidiana, mas tal fato é insuficiente para explicar o indicio de anormalidades
observados nos testes da funcdo tireoidiana [88l. Aditivamente, o cloridrato de

amiodarona e seus metabdlitos exercem um efeito citotéxico no tecido da tireoide,
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provocando a tireotoxicose. Evidentemente, o uso desta terapia de forma crénica pode

gerar anormalidades na funcao tireoidiana, o que evidencia a necessidade da
monitorizacdo das concentragfes seéricas dos horménios tireoidianos, e quando

necessario o tratamento do hipotireoidismo com a reposicao de levotiroxina [189-193],

3.2 ETAPA 2 — VALIDACAO DOS GENES

Os grupos para a construcdo do transcriptoma representados na Figura 4,

foram validados gerando as informacdes da Tabela 4.

Tabela 4. Perfil de estudo de individuos para a analise de validagédo por PCR-RT.

LT4 IDADE SEXO TSH T4L  Anti-Tg Anti-TPO
n 61 F 20,19 0,73 10,00 7,08
n 40 F 9,89 090 10,00 10,73
n 72 F 7,88 1,38 10,00 1521
n 60 F 7,80 0,98 311,40 47,92
n 23 F 7,66 0,99 205,90 5,00
n 24 F 7,04 1,22 10,00 5,00
n 56 M 6,67 1,13 12,93 6,83
n 65 F 5,58 1,02 41250 151,80
n 58 M 3,26 1,00 10,00 5,00
n 43 M 3,07 1,06 10,00 5,00
n 22 M 2,68 1,21 10,00 5,00
n 24 F 1,74 1,03 10,00 5,00
n 34 F 1,72 1,27 10,83 5,00
n 33 F 1,68 1,11 10,00 5,00
n 29 M 1,42 1,25 10,00 5,00
s 45 F 12,82 1,21 51560 382,00
s 21 M 9,93 1,06 79340 600,00
s 53 M 5,87 1,28 14840 600,00
s 47 M 3,76 1,61 10,00 5,00
s 31 F 3,56 1,77 6327 515,80
s 56 F 3,17 1,07 950,30 600,00
s 55 F 3,14 1,11 38,50 600,00
s 65 F 2,47 1,31 46,44 600,00
s 23 F 2,41 1,20 10,00 2159
s 41 F 1,78 1,41 10,00 13,13
s 28 F 1,59 1,61 14,69 19,25
s 49 F 1,25 1,47 1874 4234
s 66 F 1,04 1,58 12113 52,90
s 57 F 0,18 1,88 29860 481,90
s 58 F 0,02 2,02 49580 23500
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3.3 ETAPA 3 — VALIDACAO PELOS BANCOS

. - . 194].
Para os transcriptomas externos utilizamos o pacote limma 1o

Encontramos inicialmente, representados na Figura 5, 1.253 estudos
identificados quando eu utilizei essas palavras-chave: hipotireidismo, coracao,
cérebro, bipolar, ansiedade, arritmia, venoso, hipertensao e tireoide, sendo que apos
exclusdes com leitura do titulo e resumos, dados que ndo tinham correlacdo e eram
sobrepostos. Incluimos 24 estudos relevantes e muito interessantes. Incluimos 5
estudos, considerando os estudos que tinham mais relacdo com o tecido (cérebro e

coracao) e com tecido afetado pelo horménio tireoidiano.

Figura 5. Fluxograma de buscas de Bancos externos de transcriptomas.

( 1253 estudos identificados 1

1189 estudos foram excluidos
—b‘ apos a leitura de titulos e
resumos

4

L 64 estudos recuperados para J

avaliacdo

sobrepostos ou ndo ter

40 estudos excluidos por dados
correlagdo J

L 24 estudos incluidos J

19 estudos excluidos
DGE distante do nosso estudo
FDR<0,05

‘ 5 estudos incluidos 1

No estudo GSE67726 utlizamos FDR<0.05 e Fold Change maior ou menor do

que 2.
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Transcritos Publicos
(GSE29015; GSE28999; GSE24793)
[Tecidos; Células; Mus musculus]

.y
Transcritos Publicos
(GSE67726; GSE35088)
[Tecido: Mus musculus,
Rattus novergicus)

Figura 6. Analise de dados dos meus Bancos e dos conjuntos de dados.

3.4 DADOS GENOMICOS

Apdés a deteccdo dos genes diferencialemte expressos, realizamos o

cruzamento de bancos de dados com as nossas informacdes para detectar padroes —

pratica conhecida como enriquecimento. Para montagem das matrizes de network

com 0s genes em comum, utilizamos o ToppCluster 191, Para a construcdo gréafica

fizemos uso do Cytoscape v.3.8.2 196 As ferramentas e o seu papel no estudo apos

a deteccéo dos genes diferencialmente expressos estao especificadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Resumo das ferramentas utilizadas no estudo para anotacdo e enriquecimento dos
resultados.

BASE DE DADOS DESCRICAO DISPONIBILIDADE
Functional Enrichment Analysis  Plataforma que possui um banco Aplicativo Desktop Windows
Tool (FUNRICH) manualmente acurado; Capacidade http://www.funrich.org/
de enriquecimento e sintese de [197]

graficos. Extraimos genes

presentes em coragdo e integrinas

National Center for Informacgdes individuais de cada Browser

Biotechnology Information gene e confirmacao dos tecidos de  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ge

(NCBI) expressao ne/
DisGeNET Relacéo gene-doenca. Browser
Classificacdo de doencas https://www.disgenet.org/
relacionadas ao coragéo ou [198]
cérebro.
Comparative Toxicogenomics Identificagéo dos genes Browser
Database (CTD) relacionados com amiodaroma e http://ctdbase.org/
tiroxina. [199]
GEO DataSets Base contendo dados publicos de Browser
diversas tecnologias de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds

sequenciamento de nova e antigas

geracgdes

3.5 BIOINFORMATICA

A analise in silico foi feita usando programas de bioinformatica em que os dados
foram gerados pelo lon Proton™ System (Thermo Fisher, MA, USA), gravados em
arquivos de extensdo BAM (Binary Alignment Map), e arquivados por upload no
servidor online do fabricante Thermo Fisher e localmente em Hard Disks (HD)
externos.

As andlises dos dados foram realizadas pelo programa R 4.0.2 2% com o
pacote adicional para analise de expresséao diferencial génica EdgeR (Robinson, MD,
and Smyth, GK (2008) [?°1l disponivel pela Bioconductor Open Source Software for
Bioinformatics (http://bioconductor.org/). As conversdes dos arquivos BAM
originalmente gerados na plataforma NGS estavam alinhados para o RefSeq (NCBI),

nos convertemos o0 arquivo para FASTQ através da funcdo fastg disponivel no


http://www.funrich.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ge
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ge
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ge
http://www.disgenet.org/
http://www.disgenet.org/
http://www.disgenet.org/
http://ctdbase.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds
http://bioconductor.org/)
http://bioconductor.org/)
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programa Samtools v1.7 22 em ambiente Linux sob a distribuicdo Debian 9. Os

FASTQ foram alinhados para Hg38 utilizando como referéncia o arquivo Genome
sequence, primary assembly elaborado e mantido pelo projeto GENCODE [2%31, A
anotacao foi realizada utilizando o sistema ensembl.

O alinhamento foi realizado com o STAR com os seus parametros padrdes 204,
Os reads foram obtidos através da funcdo --quantMode GeneCounts. A matriz
resultante possuia 60.609 transcritos. No R, construimos uma matriz de contraste e
filtramos contagens baixas com a funcao FilterByExpr() utilizando os critérios padrdes.
A normalizagdo foi conduzida por Trimmed Of Mean (TMM). Para testar a nossa
hipoétese, utilizamos o Likelihood Ratio Test (LTR) com FDR<0,05.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis continuas serdo apresentadas como valores medianos, minimos e
maximos. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os valores entre os
grupos. A correlacdo entre os transcritos, dados laboratoriais e cognitivos seréo
realizados com o método de Spearman. Os dados foram analisados pelo IBM SPSS
Statistics (versao 23.0 Armonk, NY: IBM Corp., EUA). Foi realizada uma correlacéo
pearson pelo pacote corrplot (https://github.com/taiyun/corrplot). Para todas as

analises, foi significante um p<0,05.
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4.0 RESULTADOS

A partir dos resultados bioquimicos, iniciamos as analises qualitativas e
guantitativas para a identificacao de genes diferencialmente expressos nas bibliotecas
dos grupos Controle (CTL) e com eutireoidismo com tratamento adequado (HTT-at).

Foi realizada a analise do transcriptoma dos 2 grupos (CTL vs HTT-at) e nos
apontou o DGE com 199 transcritos diferencialmente expressos, em que 89
apresentam ganho de expresséo e 110 apresentam perda de expressdo. Este DGE
encontra-se anotado no Anexo 1.

Para entender melhor os principais padrbes de expressao génica, seguimos
com as andlises do DGE com 199 transcritos com a classificacdo dos genes
relacionados a fisiologia tireoidiana. Assim como, genes relacionados a fisiologia
cardiaca e a fisiologia cerebral, relacionando os seus sitios de expressao,
respectivamente. Ao mesmo tempo, identificamos 0s genes correlacionados com a
amiodarona. Estas andlises estdo apresentadas a seguir nos grupos CTL vs.HTT-at
(dentro do alvo terapéutico) e CTL vs HTT-out (fora do alvo terapéutico), nas Etapas

1, 2 e 3, conforme descritas no Material e Métodos.

ETAPA 1 - Selecé&o dos genes

Iniciando com a Etapa 1, explorando o DGE de 199 transcritos, observamos na
analise de mecanismos biol6gicos 10 genes correlacionados com as integrinas.
Destes 10 genes, 7 genes apresentaram ganho de expressédo e 3 genes apresentaram

perda de expressao, descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Genes correlacionados com Integrinas em andlise de mecanismos biolégicos. Genes
destacados possuem expressdo na tiroide. CTL: Individuos Controle; HTT-at: Individuos com
eutireoidismo com tratamento adequado; HTT-out: Individuos com hipotireoidismo com tratamento
inadequado; LogFC: Log Fold Change.

logFC CTL LogFC CTL

Gene s HTT-at vs HTT-out Descri¢ao
ATP-binding cassette, sub-family B
ABCB1 2,47 3,03 (MDR/TAP), member 1
FKBPS8 2,39 -0,89 FK506 binding protein 8, 38kDa
nuclear factor of activated T-cells,
NFATC2 2,20 -1,09 cytoplasmic, calcineurin-dependent
2
killer  cell immunoglobulin-like
KIR3DL1 1,82 -0,23 receptor, three domains, long
cytoplasmic tail, 1
CXCL8 1,81 0,64 chemokine (C-X-C motif) ligand 8
RPL23 0,59 2,26 ribosomal protein L23
FzD5 0,29 -1,64 frizzled class receptor 5
inhibitor of kappa light polypeptide
IKBKG -0,40 -1,28 gene enhancer in B-cells, kinase
gamma
ALOX15 -0,74 -1,81 arachidonate 15-lipoxygenase
CD19 -2,31 -2,82 CD19 molecule

Seguindo as analises com as integrinas, verificamos a relagédo pelo diagrama
de Venn dos 10 genes com o sitio de expressao da glandula tireoide apresentado na
Figura 7. A base acurada do FunRich foi usada para a o sitio de expresséo na glandula

tireoide e para as integrinas.

ABCB1,
NFATC2; FKBPS;
RPL23; ALOX15;
CD19; IKBKG.

Glandula tireoide

Integrinas

Figura 7. Conjunto de genes expressos na glandula tireoide e integrinas.
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O diagrama de Venn demonstrou 0os genes expressos na glandula tireoide e

integrinas, entre o total do grupo vermelho representando os 62 genes expressos na
glandula tireoide e o grupo azul representando os 10 genes de integrinas, podemos
observar que na intersecdo existem 7 genes em comum que fazem parte das
integrinas e estdo expressos na glandula tireoide, sendo eles: ABCB1; NFATC2;
FKBP8; RPL23; ALOX15; CD19; IKBKG.

A seguir, partindo da analise do DGE de 199 transcritos, encontramos 16 genes

que foram correlacionados com a Amiodarona demonstrados na Figura 8.

Amiodarona CTL-HTT
(1792) (199)
1776 | 16 183

Figura 8. Representacdo de genes relacionados com amiodarona.

O diagrama de Venn representa os genes expressos no DGE e amiodarona,
em vermelho, estdo os genes presentes no banco de dados do CTD e o grupo azul
representa os genes que identificamos pelo sangue total.

Podemos observar pela intersec¢do 16 genes em comum. Destes 16 genes, 8
genes apresentam ganho de expressao e 8 genes apresentam perda de expressao,
representados na Tabela 7.
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Tabela 7. Genes do DGE total correlacionados com a amiodarona. CTL: Individuos Controle; HTT-at:
Individuos com eutireoidismo com tratamento adequado; HTT-out: Individuos com hipotireoidismo com
tratamento inadequado; LogFC: Log Fold Change.

logFC logFC Efeito da
Gene CTLvs CTL vs Amiodarona Desfecho Citacéo
HTP-at HTP-out
Aumento de expressao Esteatose Hepatica Arch Toxicol. 2014
SLC4A4 6,72 1,80 P P Aug;88(8):1573-88.
~ .. Toxicol Appl Pharmacol.
Expresséo alterada Fosfolipidose
ABCB1 2,47 3,03 P P 2008 Jun 15:229(3):290-9.
Aumento da
TNNT1 2,21 0,21 « X X
Expresséao
[Desetilamiodarona: Reagdo imune ativada Drug Metab
. Pharmacokinet.
IL-8] Aumento da por mecanismo
CXCL8 1,81 0,64 _ n 2012;27(6):621-30.
expressao metabdlico
Expresséo alterada Embrido de Zebrafish; Toxicol Lett. 2014 Oct
ANK1 1,38 -3,64 Hepatoxicidade 1;230(1):48-56.
Aumento da expressdo Esteatose Hepatica Arch Toxicol. 2014
KRT23 0,86 -2,05 Aug;88(8):1573-88.
Expresséo alterada Coagulopatia J Toxicol Sci. 2009
RPL23 0,59 2,26 Jun;34(3):281-93.
Aumento da expressdo Seletividade para PLoS One.
TRIM61 0,43 -1,24 células tronco neurais 2009;4(9):e7155.
Expresséo alterada Coagulopatia J Toxicol Sci. 2009
HBB -0,09 -1,38 Jun;34(3):281-93.
Expressédo Alterada Coagulopatia J Toxicol Sci. 2009
RPS3A -0,24  -1,74 Jun;34(3):281-93.
Expressédo Alterada Coagulopatia J Toxicol Sci. 2009
DBI -0,84 -2,26 Jun;34(3):281-93.
Expresséo Alterada Embrido de Zebrafish; Toxicol Lett. 2014 Oct
NPRL3 -0,95 1,34 Hepatoxicidade 1;230(1):48-56.
Aumento da expressdo Seletividade para PLoS One.
TMCC2 -1,90 -2,34 células tronco neurais  2009:4(9):€7155.
Expressédo Alterada Coagulopatia J Toxicol Sci. 2009
SLC66A2  -1,98  -2,43 Jun;34(3):281-93,
Expresséo Alterada Células tronco PLoS One.
neurais; Coagulopatia; 200%4(9):€7155;
o J Toxicol Sci. 2009
CMBL 2,12 -3,23 Hepatoxicidade Jun;34(3):281-93.; Toxicol
Lett. 2014 Oct 1;230(1):.8-
56.
Aumento da expressao Seletividade para PLoS One.
RNF19A -6,79 -6,77 2009;4(9):e7155.

células tronco neurais
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Em seguida, fizemos a comparacao dos 70 genes expressos no tecido cardiaco

com os 16 genes regulados pela amiodarona e os genes expressos na glandula

tireoide, representados na Figura 9.

Gléndula Tireocide

Tec. Cardiaco

Amiocdarona

Figura 9. Identificacdo dos genes em comum com a amiodarona, tecido cardiaco e glandula tireoide

Podemos observar pelo diagrama a interseccdo de 11 genes com interseccéo
em amiodarona e expressos no tecido cardiaco. Dos quais, consideramos 9 genes em
comum com amiodarona, expressos em tecido cardiaco e glandula tireoide.

Progredindo com as analises, localizamos os principais sitios de expressao dos
199 genes em tecido cardiaco, que nos revelou 70 genes expressos no tecido cardiaco
relacionados no Anexo 2.

Em seguida, estes 70 genes expressos no tecido cardiaco foram classificados
guanto as suas funcdes, e notamos 31 genes correlacionados com doencas

cardiovasculares.



Tabela 8. Genes expressos no tecido cardiaco e doenca cardiovascular.

logFC CTL vs logFC CTL vs

Gene HTP-at HTP-out Descricéo

SLC4A4 6,72 1,80 solute carrier family 4 (sodium bicarbonate
cotransporter), member 4
ATP-binding cassette, sub-family B

ABCBL 2,47 3,03 (MDR/TAP), member 1

ZNF208 2,34 0,29 zinc finger protein 208

TNNT1 2,21 0,21 troponin T type 1 (skeletal, slow)

NEATC2 2,20 1,09 nuclgar chtor of activated T-cells, cytoplasmic,
calcineurin-dependent 2

COX7C 1,82 -1,46 cytochrome c oxidase subunit Vlic

SLC29A1 1,64 0,24 solute _carrier family 29 (equilibrative
nucleoside transporter), member 1

GSTM1 1,52 0,10 glutathione S-transferase mu 1

ANK1 1,38 -3,64 ankyrin 1, erythrocytic

ISG15 1,38 -0,06 ISG15 ubiquitin-like modifier

RPL27 0,66 -2,01 ribosomal protein L27

Clorf2l 0,61 -2,10 chromosome 1 open reading frame 21

RPL23 0,59 2,26 ribosomal protein L23

CXCR6 0,31 -1,38 chemokine (C-X-C motif) receptor 6

RPS27 -0,09 -0,82 ribosomal protein S27

HBB -0,09 -1,38 hemoglobin, beta

PDCD6IP -0,16 -1,52 programmed cell death 6 interacting protein

LY6E -0,20 -2,37 lymphocyte antigen 6 complex, locus E

RPS3A -0,24 -1,74 ribosomal protein S3A

IKBKG -0.40 1,28 inhibitor of_ kappa Ilght_ polypeptide gene
enhancer in B-cells, kinase gamma

ALOX15 -0,74 -1,81 arachidonate 15-lipoxygenase

FMN1 -0,81 -1,65 formin 1

DB 0,84 2,26 diazepam binding inhibitor (GABA receptor

modulator, acyl-CoA binding protein)
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PLB1

TRPM2

KANK2

GUK1

IL5SRA

CD19

ARG2

RNF19A
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-0,85 -1,79 phospholipase B1
transient receptor potential cation channel,
-0,90 -2,7 .
subfamily M, member 2
-1,16 0,52 KN motif and ankyrin repeat domains 2
-1,30 -2,07 guanylate kinase 1
-1,42 1,74 interleukin 5 receptor, alpha
-2,31 -2,82 CD19 molecule
-2,55 0,14 arginase 2
6,79 6,77 ring finger protein 19A, RBR E3 ubiquitin

protein ligase

CTL: Individuos Controle; HTT-at: Individuos com eutireoidismo com tratamento adequado; HTT-out:
Individuos com hipotireoidismo com tratamento inadequado; LogFC: Log Fold Change.

Destes 31 genes, 14 genes apresentam ganho de expressdo e 17 genes

apresentam perda de expressao.

Continuamos as andlises com os 31 genes classificando as doencas

cardiovasculares que possuem influéncia do hipotireoidismo. Estas doencas estdo

classificadas conforme a Tabela 9.

Tabela 9. Resumo de doencas cardiovasculares repercutidas no hipotireoidismo.

Doenca Cardiovascular

Hipertenséo

Doenca Vascular

Venosa

Infarto Agudo do Miocardio

Presséo Arterial Sistélica

Arritmia Cardiaca

Genes [DISGENET]

HBB; SLC4A4; IL5RA; SLC29A1; DBI;
GSTM1; ABCB1; RNF19A; NFATC2;
CXCRE6.

RPS3A; PLB1; CD19; ISG15; IKBKG;
ANK1; RNF19A; ARG2; PDCD6IP; KANK2;
CXCRS6.

RPL23.

SLC4A4; ALOX15; PLB1; FMN1; GSTM1;
ABCB1; RNF19A; TRPM2.

Clorf21.

RPL27; ABCB1; RPS27; COX7C.
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Avancando com as analises, localizamos os principais sitios de expressao dos

genes do DGE de sangue total no tecido cerebral e encontramos 90 genes expressos.
Dentre os 90 genes expressos no tecido cerebral, 40 genes apresentaram ganho
de expressao e 50 genes apresentaram perda de expresséo, apresentados no Anexo
3.

Com base nos 90 genes expressos no tecido cerebral, identificamos 71 genes
correlacionados a doencga do sistema nervoso central e desordem mental. Destes 71
genes, selecionamos apenas 0s genes associados a depressao, transtorno bipolar,
desordem cognitiva, transtorno de memoaria, desabilidade intelectual e ansiedade,

totalizando 38 genes, apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Apresentacéo de genes expressos em tecido cerebral e que estdo associados a depressao,
transtorno bipolar, desordem cognitiva, transtorno de memoria, desabilidade intelectual e ansiedade.

Doenca associada Genes [DISGENET]

IF144; [F127; ANK1; RNF19A; EEF1B2;
GSTM1; NRGN; DBI; KANK2; MARCKS;
IFI6; TRPM2; LYGE; ISG15; ABCB1; HLA-B;
IFIT3; IMPA2; S100A8; UQCRB; MAN1B1,;
HBB; GPR162.

Depressédo

Transtorno de Ansiedade DBI; KANK2; ALOX15; ABCB1; HLA-B.

Desordens cognitivas RNF19A; NFATC2; TMTC1; ALOX15;
PLB1; FAM3B; OLIG2; IKBKG; SMPD3.

Transtorno Bipolar LRRC7; GSTM1; NRGN; MARCKS;
TMTC1; TRPM2; PLB1; ABCB1; IMPAZ2;
S100A8.

Transtorno de memoéria SLC29A1; ALOX15; IKBKG; HLA-B.

Desabilidade intelectual ANK1; SPTB; SLC4A4; EEF1B2; NFATC2;

LYGE, CD19; OLIG2; IKBKG; SMPD3;
GUK1; ZNF513; MAN1B1.
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ETAPA 2 - Validacao dos genes

Selecionamos 2 genes para a validagdo em PCR-RT. Os quais estdo
apresentados na Tabela 11 com os seus respectivos dados: LogFc no grupo CTL

versus HTT-at e grupo CTL versus HTT-out e descricao.

Tabela 11. Genes selecionados para a validagéo por PCT-RT.

logFC CTL vs logFC CTL vs

Gene HTT-at HTT-out Descricao
CXCR6 0,31 -1,38 chemokine (C-X-C motif) receptor
6
CCNJL -0,09 2,71 cyclin J-like

CTL: Individuos Controle; HTT-at: Individuos em eutireoidismo com tratamento adequado; HTT-out:
Individuos com hipotireoidismo com tratamento inadequado; LogFC: Log Fold Change.

Adiante, todas as analises dos graficos foram realizadas com a separa em dois
grupos: individuos CTL (que ndo administram LT4) e individuos que utilizam LT4.

Os graficos 1 e 2 demonstram a correlacao entre 0os genes e a funcao tireoidiana
com o TSH.



Grafico 1. Correlacdo de CCNJL com TSH.
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TSH: Thyroid-Stimulating Hormone.

Entre o CCNJL e o TSH nao houve correlagéo.

Grafico 2. Correlacdo de CXCR6 com TSH.
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Entre o CXCR6 e o TSH houve correlagdo negativa.



Os gréficos 3 e 4 demonstram a correlacdo entre os genes e a funcéo

tireoidiana com o Tal.

Gréfico 3. Correlacdo de CCNJL com TalL.
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Grafico 4. Correlagdo de CXCR6 com Tal.
(]
[ ]
(-]
- @
]
..
]
L] (-]
s ® ..
° o ° e
L]
2. e o
]
L]
oo 1.00 2.00 300 4.00

TaL: Tiroxina livre.

CXCRS6 Relative Expression

57



58
Correlacionamos por Spearman alguns parametros como a idade, TSH, Tal,

Anti-Tg, Anti-TPO, BDI e BAI com CCNJL e CXCR6, apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Correlacao entre genes de validacdo e demais parametros.

TSH T4L AATg AATPO Age

CCNJ CXCRG muiL) (ng/dL) (UL (UIL)  (vears)  BP' BA

ceNI rs 1,000 211 -051 131 -143 ,042 327 062 ,137
p 264 791 ,489 450 825 090 ,795 564

CXCR6 rs ,211 1,000  -137 338 -107  -,060 083 -165 -,051
p 264 469 ,068 574 753 673 487 830

TSH rs -051  -137 1,000 -.575" ,090 051  -027 -309 -240
(mUIlL) p 791 469 001 637 788 892 186 308
TaL rs 131 338 -575" 1,000 ,091 240 097 074 284
(ng/dL) p ,489 ,068 ,001 631 201 624 756 225
Anti-Tg rs -143  -107 ,090 ,091 1,000 .755" 194 -026 -,129
(UIIL) p 450 574 ,637 ,631 ,000 323 915 588
Anti-TPO s ,042  -,060 ,051 240 755 1,000 349 -139 -,002
(UIL) p 825 753 788 ,201 ,000 069 559 994
Age rs 327 083  -027 ,097 194 349 1,000 ,178 ,382
(years) p ,090 673 ,892 624 323 ,069 465 106
BDI rs ,062 -165  -,309 074  -026  -139 ,178 1,000 .686™
p 795 487 ,186 756 915 ,559 465 ,001

BAl rs ,137  -051  -240 284  -129  -002 382 .686™ 1,000

p ,564 ,830 ,308 ,225 ,588 ,994 ,106  ,001

TSH: Thyroid-Stimulating Hormone; T4L: Tiroxina livre; Anti-Tg: Anticorpos anti-tireoglobulina; Anti-
TPO: Anticorpos anti-tireoperoxidase; BDI: Beck Depression Inventory; BAI: Beck Anxienty Inventory.

Identificamos que o TSH e o T4L apresentaram correlagéo negativa com indice
de correlacao de -0,575, e BDI e BAI apresentaram correlacao positiva com indice de
correlacdo de 0,686. Entre os genes de validacdo e demais parametros ndo houve
correlagao.

Quanto a administracao de levotiroxina, avaliamos os genes de validagcdo com
BDI e BAI (Graficos 5, 6, 7 e 8).



Gréfico 5. Correlagdo de CCNJL e BDI em relacéo a administracéo de levotiroxina.
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Grafico 6. Correlagdo de CCNJL e BAI em relacdo a administragcéo da levotiroxina.
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Gréfico 7. Correlagdo de CXCR6 e BDI em relagdo a administragdo da levotiroxina.
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Grafico 8. Correlagdo de CXCR6 e BAI em relacé@o a administracdo da levotiroxina.
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Continuando as andlises com a administracao de levotiroxina, avaliamos o

Zulewski com BDI e BAI (Graficos 9 e 10).

Grafico 9. Correlacao de Zulewski e BDI em relacédo a administracéo da levotiroxina.
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Grafico 10. Correlacdo de Zulewski e BAl em relagéo a administracdo da levotiroxina
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ETAPA 3 - Validacao pelos Bancos
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Selecionamos 5 Bancos de dados externos para a validacao, apresentados na

Tabela 13.

Tabela 13. Banco de dados extenos de transcritos selecionados para a validacao.

ID Delineamento Plaforma Amostra Desfecho
GSE35088 Infarto do miocardio — Sem lllumina 24 Beneficio do tratamento com T4 em
Rattus tratamento vs Tratados com relagdo ao infarto.
norvegicus T4
GSE67726 Avaliacao da funcdo de Agilent 6 TR-a pode auxiliar na sensibilizacdo
Mus musculus  contragdo cardiaca e o efeito a hipoxia.
do TR-a sobre o dominio
Prolyl hydroxylase.
GSE5388 Comparagao: CTL vs Affymetrix 61 Possivel a desregulacdo da via de
Homo sapiens  Individuos bipolares Tratados Human ubiquitinagdo e fungdo sinaptica
com litio vs N3o se tratavam. Genome possuem papel central na doenca.
Tecido cerebral pds mortem.
GSE24793 Culturas de neurénios Affymetrix 8 Sugere-se que o T3 nao age de
Mus musculus  cerebelares Mouse forma direta e sim de maneira
Recém nascidos tratadas com Genome indireta no desenvolvimento.
T3.
GSE28999 Comparacao entre regioes do MP1P24K 70 Identificado 13 genes promissores

Mus musculus

cérebro com alto vs baixo
perfil de ansiedade

para a deteccao de ansiedade

Realizamos outro diagrama de Venn, dessa vez, analisando os resultados

obtidos do GSE35088 e GSE67726 e buscando a sobreposicdo entre a espécie Homo

sapiens (sangue total), Rattus norvegicus, e Mus musculus , onde 0 sequenciamento

em tecido cardiaco foi realizado. As interse¢fes estdo demostradas na Figura 10.

Observamos uma intersecdo de no maximo 7 genes entre as espécies, sendo 5

relacionados ao infarto do miocérdio, e 2 relacionados com regulagdo (-adrenérgica.
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Figura 10. Genes expressos no tecido cardiaco e nossa populacdo. GSE35088: regulacédo da expressao
do horménio tireoidiano no infarto do miocardio; GSE67726: avalia a contribuicdo do horménio

tireoidiano ao estresse B-adrenérgico crénico.

A sequir, elaboramos uma tabela demonstrando as inversdes de expressao

entre as diferentes populacdes, com destaque para IFITM3, CMBL, PLB1 e CXCR®6.

Tabela 14. Comparacao das diferengas de expressao entre o estudo em sangue total e experimentos com
GSE35088 (Mus musculus, infarto) e GSE67726 (Rattus norvegicus, efeitos do hormonio tireoidiano).

(LogFC) (LogFC) (LogFC) (LogFC) WT vs
Gene CTL vs CTL vs Infarto vs Knockout para
HTT-at HTT-out T4 PHD2/3
IFITM3 -1,43 1,89 -0,5 X
HBB -0,09 -1,38 -0,5 X
CMBL -2,72 -3,3 0,4 X
PLB1 -0,85 -1,79 -0,3 X
IMPA2 -2,10 1,34 0,61 X
CXCR6 0,31 -1,38 X -2,93
CD52 -1,51 0,96 X -2,41
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Em seguida, analisamos os resultados obtidos dos bancos GSE35088 e
GSEG67726, e os relacionamos com a tiroxina (CTD: D013974), amiodarona (CTD:
D000638) e os genes diferencialmente expressos (DGE) da nossa populacao.

Resultando no network localizado na Figura 11.



GSE67726

DGE

GSE35088
Integrinas
Amiodarona
Doencascardiacas

Figura 11. Conjunto de dados externos entre: GSE67726, GSE35088, Integrinas, Amiodarona, Tiroxina
e o nosso DGE. A cor purpura realga os genes que estao relacionados a doengas cardiacas na tabela
8. O network foi construido com o algoritmo Compund Spring Embedder (CoSE). A cor ciano
(esquerda) representa o banco GSE67726; A cor roxa (direita) representa o nosso DGE de sangue
total; A cor rosa (inferior) representa o banco GSE35088; As integrinas estdo representadas pelo grupo
amarelo, enquanto a Amiodarona esta sendo representada pelo verde (superiores).
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Observamos que os genes apresentados no network da Figura 11 possuem a

maior parte das suas conexdes com 0s genes do grupo GSE67726, onde foi avaliada
a resposta do tecido cardiaco ao horménio tireoidiano pelos receptores -
adrenérgicos. Também existe concentragdo entre os genes identificados através do
sangue total, objeto do presente estudo.

Através da analise de network na Figura 14 observamos que, de forma similar
ao coracao (Figura 11), o cérebro guarda o padrdo de ter mais genes préoximos do
DGE que também estdo proximos do centro. Observamos que as integrinas, tal como
no grafico anterior, possui a capacidade de criar ligacbes com diversos genes
dispersos entre todos os estudos presentes nas analises.

Comparamos o nosso DGE com os resultados de transcriptoma obtidos dos
estudos GSE24793, GSE5388 e GSE28999. Os resultados também foram
comparados com as integrinas, resultando nos Venn localizados na Figura 12 e 13.

Como o estudo GSE24793 avaliou as diferencas de expressdo de um pool
celular sobre efeito do T3, a substituicdo que realizamos foi do GSE5388 pelo
GSE28999. No GSE5388 foi avaliado o transtorno de bipolaridade em tecido cerebral
pés mortem na espécie Homo sapiens, enquanto o GSE28999 fez o transcriptoma de
diversas regides do cérebro de Mus musculus. A substituicdo resultou no Venn da

Figura 13.
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IMPA2
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IFIT1 (976) (359)
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IFIT3
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(199) . : - T

Figura 12. Comparacéo entre o nosso DGE e dados externos (GSE24793 e GSE28999, tecidos), assim
como as integrinas.

GSE5388 GSE28999
(199) (359)

Integrinas
__(10)

Figura 13. Comparagao entre os nossos achados e GSE5388 e GSE28999, onde o GSE5388
representa a desordem bipolar e o GSE28999 representa a ansiedade em modelos de Mus
musculus.
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Apds a identificacdo dos genes presentes entre as andlises, seguimos para um resumo

das suas expressdes na forma de tabela.

Tabela 15. Comparacédo entre os logFCs das nossas andlises e bancos externos. O GSE24793
representa o cerebelo tratado com T3; O GSE5388 representa o cortex prefrontal dorsolateral de
paciente portadores do transtorno de bipolaridade; O GSE28999 representa diferentes regibes do
cérebro em modelos de Mus musculus em ansiedade.

LogFC
Gene CTLvs CTLvs  GSE24793  GSE24793 GSE28999  GSE5388
HTT-at  HTT-out 6h 48h

IMPA2 2,30 -1,34 1,6 1,7 X X

IFIT1 -1,26 -2,09 2,22 -2,14 X X

IFIT3 0.8 2,83 2,13 2,29 x X
RSAD?2 1,56 0,06 1,55 -3,54 x X
MARCKS  -1,57 1,82 -1.54 1.52 x 0,40
NRGN -0,97 2,18 x X -0.46 X
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I GSE28999
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Figura 14. Conjunto de dados externo representando os genes e overlaps entre cérebro e 0 nosso
DGE. Os genes destacados em verde escuro representam os genes associados a distlrbios mentais
descritos na tabela 9. Os nodos vermelhos representam as integrinas (inferior esquerdo), os verde
claros representam o nosso DGE (lado esquerdo), os amarelos (regido superior) representam o
GSE5388, os azuis claros (centro) representam o GSE28999, os roxos (lado direito) representam o
GSE24793.
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Correlacéo entre os principais achados e os parametros clinicos

Figura 15. Gréfico de correlagdo entre os principais achados das bibliotecas e os parametros clinicos
dos nossos pacientes. Observamos correlagdo com TSH, TPO, BDI, BAI e Zulewski de genes
importantes destacados anteriormente. A cor representa a intensidade do coeficiente de correlagdo de
Pearson (r) e o raio interno do circulo indica o intervalo de confianga (maior, melhor). Apenas
correlacdes significantes (q=0.95) estéo representadas.
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5.0 DISCUSSAO

No presente trabalho nds avaliamos o potencial do sequenciamento de nova
geracdo para RNA-Seq transcriptoma de detectar, quantificar e qualificar transcritos
circulantes através do sangue total. Possuindo como finalidade a identificacdo de
possiveis biomarcadores que sirvam como um perfil comportamental de um tecido no
contexto de uma condicdo que afeta o organismo de maneira global, como o
hipotireoidismo.

Os nossos principais alvos de investigacao foram: coracao, verificando também
a interacdo mendicamentosa (amiodarona), e cérebro. Uma vez que, varios fatores de
coagulacdo produzidos no figado sao intensificados por horménio tireoidiano,
decidimos verificar também o figado [, Para a interagdo medicamentosa
classificamos amiodarona, figado, coracdo e observamos até mesmo a integrina na
mesma etapa da analise. As integrinas representam neste trabalho a ac¢do néo
gendmica do hormoénio tireoidiano, e identificamos em nosso DGE 10 genes
relacionados as integrinas.

Em coracdo passamos a explorar a relacdo com os genes identificados como
pertencentes ao tecido e que possuem relagdo com doencas cardiovasculares. Para
rastreio da sua associagdo com doencas cardiovasculares repercutidas no
hipotireoidismo, fizemos uso da base DISGENET, e a interse¢éo resultou em 31
genes, e um resumo do que eles representam para cada doenca pode ser identificada
na Tabela 8. O network localizado na figura 11 foi realizado utilizando o Compound
Spring Embedder (CoSE) com o software Cytoscape, 0s genes periféricos sdo genes
gue possuem baixa profundidade no network e menor importancia em relagdo aos
demais.

Observamos que os grupos DGE, Amiodarona e Integrinas foram os grupos
que possuiram maior participagdo na conformacdo do gréfico, assim como, sdo
detentores dos genes de maior relevancia funcional para o coragcdo. Apesar de
utilizarmos um banco acurado como referéncia, as interacdes medicamentosas ainda
podem representar efeitos secundarios, levando em consideragdo que o0s pacientes
fazem uso da levotiroxina, o network pode se sobressair aos tradicionais diagramas
de Venn.

Em nosso transcriptoma, identificamos 199 genes diferencialmente expressos
(DGE), sendo 16 genes relacionados a amiodarona. A amiodarona € um antiarritimico
muito utilizado na pratica clinica, contém 37% de iodo em peso e sua estrutura €
semelhante a estrutura quimica dos hormonios tireoidianos. Ela pode ocasionar

disfuncao tireoidiana devido a liberagdo de grande quantidade de iodo, que podera
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causar hipotireoidismo ou tireotoxicose 2%, Recentemente, Pietzner et al. demonstrou

gue a tireotoxicose aumentou os niveis de varias proteinas da cascata de coagulacéo,
incluindo fatores de coagulacgéo IX, XI e XllIl em plasma [207],

Também, a amiodarona representa um farmaco com forte interacéo hepéatica e
que também pode afetar a arritmia cardiaca. Observamos na Tabela 7 que 5 dos 16
genes possuem um efeito hepatotoxico elevado, enquanto os outros 11 estédo
dispersos entre acdo imune, metabolismo, marcacéo especifica de célula do sistema
imune e coagulopatias.

Nessa andlise de interacdo com amiodarona, destacaram-se 0sS genes
SLC4A4, ABCB1, e ANK1. Através do sangue total nds observamos que o SLC4A4
apresenta 6 vezes a expressao e ABCB1 possui o dobro de expressédo quando estéao
sob o efeito da LT4. Enquanto o ANK1 inverte a sua expressao, sendo positivo para a
LT4 "no alvo" e negativo para ANK1 "fora do alvo" em relagdo ao eutireoidiano,
representados na tabela 7.

O Sodium Bicarbonate Cotransporter NBCel (SLC4A4) tem sido reconhecido
como um gene que sofre influéncia direta do TSH, de forma que o TSH tende a
prolongar a meia-vida do transportador na membrana basolateral [2%8, Nos
identificamos um aumento de +6.72 em pacientes "no alvo" e +1.80 em pacientes
“fora do alvo".

O ABCB1 é modulado pela acdo do hormonio tireoidiano, de forma que a
expressdo do RNA foi encontrada como possuindo um FC de +1.8 em pacientes
hipotireoidianos conforme relata M D Alscher, et al. [2%°], nés identificamos um aumento
de +2.47 em pacientes "no alvo" e +3.03 em pacientes "fora do alvo", sugere-se que
a acao dos horménios tireoidianos sobre 0 ABCB1 é ndo gendmica, de forma a afetar
as bombas de ions localizadas na membrana celular 1220,

O ANK1 é um gene expresso na medula 6ssea, coracdo e prostata, e a sua
hipermetilacdo, bem como a expressdo do RNA ja foi associada ao Alzheimer [211.212],
Apesar do Alzheimer ser uma doenca multisetorial, a possivel contribuicdo do
hipotireoidismo é alvo de investigacdes, com indicacdo de que TSH elevado pode
favorecer o desenvolvimento da doenca [?*3. No entanto, a contribuicdo direta do
ANK1 para as doencas neurodegenerativas em um contexto de hipotireoidismo ou
LT4 é pouco conhecida na literatura.

ApoOs a amiodarona, exploramos a expressao génica do tecido cardiaco. Para
esta aproximacao, fizemos uso do banco de dados acurado do Funrich, o resultado
pode ser observado na Figura 9. Ao todo, 10 genes possuem associacao entre
amiodarona, tecido cardiaco e tireoide, enquanto 40 genes que estdo na tireoide

também estdo expressos no tecido cardiaco. Selecionamos esses 10 genes para as
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andlises futuras, como uma forma de representar a agdo nao gendémica.

Em cérebro também exploramos a relagcdo com os genes identificados como
pertencentes ao tecido e que possuem relacdo com doencas do sistema nervoso
central e humor repercutidas no hipotireoidismo. Observamos no grupo DGE a relagao
com os genes identificados como pertencentes ao tecido e que possuem relagdo com
doencas do sistema nervoso central e humor repercutidas no hipotireoidismo. Para
rastreio da sua associacdo com doencas, fizemos uso da base DISGENET, e a
intersecao resultou em 38 genes, e um resumo do que eles representam para cada
doenca pode ser identificada na Tabela 10.

Observando a Etapa 2, a validacdo do CXCR6 e CCNJL. Em relacdo a
levotiroxina, a correlagdo desses genes com o BDI e BAI foi negativa. Houve
correlagdo positiva entre Zulewski e BDI, o que pode sugerir que o gene se
correlaciona com o sintoma de hipotireoidismo, mas ndo com a clinica classica, pelo
TSH.

O CXCR6 € um marcador imune expresso em linfonodos e baco, avaliado em
Carcinoma Papilifero de Tireoide (CPT) e Doenga de Graves 214215 Ademais, houve
associacdo ao estudo do estresse B-adrenérgico [GSE67726] e em doencas
cardiovasculares repercutidas no hipotireoidismo. O CXCR6 perde expressao em
individuos fora do alvo terapéutico.

O CCNJL esta associado a hipoxia e imunidade e tem o objetivo de prever o
risco de carcinoma hepatocelular e observaram que risco esta diretamente
relacionado ao aumento de expressdo. Em estudo recentemente o horménio
tireoidiano regulou positivamente a expressao deste gene em perfis de gene humano
em sangue total (216 O CCNJL ganha express&o em individuos fora do alvo.

A seguir, na Etapa 3, fizemos uso do banco GSE35088, onde avaliaram a
influéncia do horménio tireoidiano no infarto do miocérdio de Rattus norvegicus, na
publicacdo original 2], em que os autores relatam que os hormonios tireoidianos
poderiam representar um efeito protetor ao desfecho, a seguir, o banco GSE67726
avalia a contribuigcdo do horménio ao estress 3-adrenérgico crénico em um cenario de
hidroxilagdo dependente de PHD2/3, para ambos os estudos nos coletamos os dados
na base do Gene Expression Omnibus (GEO) e reanalisamos.

De 215 genes identificados pelo estudo do infarto, 16 sdo comuns ao estudo
do estresse B-adrenérgico, 5 sdo comuns entre o infarto e nosso estudo em sangue
total, e 2 sdo comuns entre o estresse -adrenérgico e 0 nosso estudo em sangue
total. Os genes que se destacaram na primeira intersecao foram: IFITM3, HBB, CMBL,
PLB1 e IMPA2. Na segunda: CXCR6 e CD52.

Quando avaliadas as expressdes, observamos inversdes de expressao nos
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genes CMBL, PLB1, e CXCR6 em diferentes cenéarios. De acordo com o logFC

apresentado na Tabela 14, o tratamento "no alvo” tende a reduzir a expressao de RNA,
com excecdo do CXCR6. Enquanto o “fora do alvo” tende ha inversdo em IFITM3,
IMPA2, CXCR6 e CD52.

Destes, destacamos o CMBL. O CMBL age por meio da transcricdo de uma
cisteina hidrolase altamente expressa no tecido hepatico e intestino, sendo atuante no
Citocromo P450 convertendo formas inativas de farmacos em formas ativas [?18. O
tratamento "no alvo" reduz a expressdo do seu RNA. O resultado sugere que o
tratamento pode atuar ndo sé reduzindo a expressdo de genes ao tentar linearizar
processos complexos que ndo seguem uma ordem gaussiana, como também pode
reduzir a expressao de genes responsaveis pelo propriometabolismo da levotiroxina,
diminuindo a sua acéo. Este gene teve correlacdo com BDI e o0 observamos entre 0s
genes de amiodarona.

A seguir, o gene PLB1 codifica a fosfolipase B1l, uma enzima altamente
expressa no intestino, e que também possui funcdo no coracdo. No coracao, ela
contribui para o ciclo de contracéo e relaxamento 219, entretanto, a sua associagio
com o horménio tireoidiano é desconhecida. Observamos que este gene perde
expressao tanto no grupo dentro do alvo como no grupo fora do alvo, embora a perda
de expressao seja maior nos individuos fora do alvo, e também observado entre os
genes de doenca cardiovascular repercutidas no hipotireoidismo.

Em seguida, a relacdo das desordens e transtornos mentais com o cérebro por
si mesmas podem ser profundamente complexas devido a heterogeneidade de
funcdes entre as regibes cerebrais. Por esse motivo, no estudo GSE5388, onde
avaliaram tecido pos mortem de pacientes portadores de bipolaridade, nés optamos
por selecionar amostras que ndo faziam uso de litio, por ser um interferente do TPO
e perturbador da sintese de hormonios tireoidianos, e no estudo GSE28999, onde
avaliaram a ansiedade, nés selecionamos 0 nucleo paraventricular hipotalamico, a
amidala basolateral, amidala central e nucleo acumbénico, sendo a amidala
comumente associada a ansiedade e medo 220221, Na intersecéo identificamos 1 gene
entre 0 nosso DGE e o estudo realizado para ansiedade, e 1 gene entre o nosso DGE
e 0 estudo realizado para bipolaridade, sendo eles: MARCKS e NRGN.

O MARCKS é altamente expresso no cérebro como uma proteina de ligagdo
cross filamentos com funcédo de fagocitose, motilidade celular e mitogénese [222.223.224],
Este gene teve correlacdo com BAI e esta presente em doencas do sistema nervoso central
repercutidas no hipotireoidismo. Esta presente nos bancos [GSE24793] e [GSE5388]. O
MARCKS é regulado negativamente.



75
O NRGN é altamente expresso no cérebro e codifica um substrato de proteina

qguinase pos-sinaptica que se liga a calmodulina na auséncia de calcio. Este gene é
sugerido como alvo direto para o hormonio tireoidiano no cérebro humano, e o controle
de sua expressao pode ser base de muitas consequéncias de hipotireoidismo nos
estados mentais, ndo sé de adultos, como durante o desenvolvimeto [222.223.224]
Observamos correlagcdo com TgAb, Zulewski e BAI. Esta presente entre os genes de
doencas do sistema nervoso central repercutidas no hipotireoidismo. A sua expressao
é regulada negativamente em todos os cenarios.

Para validar alguns dos nossos achados, fizemos uma correlagdo Pearson,
demonstrando um comportamento similar entre o coeficiente de correlagdo dos genes.
Tiveram correlacdo com o TSH: IFIT3, NFATC2; TgAb: NRGN, CD19, ALOX15; Zulewski:
GUK1, CD19, NRGN, TNNT1, COX6C; BDI: CMBL; BAIL: IMPA2, NRGN, MARCKS.

O sangue representa o reflexo de diversos tecidos de maneira quase
simultanea. Assim como, observamos que a condi¢céo da tireoide regula varios genes
no sangue total humano, e que o estado da tireoide interfere na regulagéo do gene.

No entanto, as fragilidades deste estudo estédo relacionadas ao tamanho da
amostra da populacéo, pois encontramos mais genes que seriam bons candidatos de
acordo com as sobreposi¢cfes e outros estudos. Acreditamos que se tivéssemos um
namero maior de participantes no estudo, poderiamos ter uma analise mais acurada
dos subgrupos nele presentes.

Entretanto, os pontos fortes sdo o0 acesso a uma grande base de dados que
realizou diferentes sequenciamentos em tecidos com propdsitos similares ou
situacdes que podem ser afetadas pelo hormonio tireoidiano.

Dentre as perspectivas futuras deste trabalho, esta a validacdo de genes de
interesse e a ampliacao deste estudo para a doenca de Alzheimer.
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6.0 CONCLUSAO

No sentido da expressédo, observamos uma tendéncia de oscilacdo de sinal
quando tratamos, em coracdo e cérebro, e uma maior estabilidade em ganho na

populacao néo tratada.
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ANEXO 1 — DGE COM 199 TRANSCRITOS DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS,
EM QUE 89 GENES APRESENTAM GANHO DE EXPRESSAO E 110 GENES
APRESENTAM PERDA DE EXPRESSAO

logFC CTL . .

Gene vs HTT-at logCPM LR Descricao Map location

RAP1GAP 8.17 1.96 82,51 eukaryotic translation elongation 2433.3
factor 1 beta 2
solute carrier family 4 (sodium

SLC4A4 6,72 1,04 72,18 bicarbonate cotransporter), 4921
member 4

PTGDR2 2,74 1,11 20,36 prostaglandin D2 receptor 2 11912-913.3
CDC42 effector protein (Rho

CDC42EP1 2,68 2,25 33,23 GTPase binding) 1 22q13.1

KIF19 2,64 1,13 19,3 kinesin family member 19 17925.1
ATP-binding cassette, sub-family B

ABCB1 2,47 3,05 69,85 (MDR/TAP), member 1 70921.12

SIGLECS 2,46 6,55 44,41  sialic acid binding Ig-like lectin 8 1%q1133f13"

FKBP8 2,39 2,93 43,35 FK506 binding protein 8, 38kDa 19p12

ZNF208 2,34 2,73 24,84 zinc finger protein 208 19p12

TNNT1 2,21 5,72 46,93 troponin T type 1 (skeletal, slow) 19913.4

FTH1P23 221 1,92 17.05 f2e3rr|t|n heavy chain 1 pseudogene 3p13
nuclear factor of activated T-cells,

NFATC2 2,20 2,84 65,25 cytoplasmic, calcineurin-dependent 20913.2
2

MOCS1A 2,15 2,97 e CED GO OIRP e, HEre 6p21.2
sapiens(Human)

MPL 2,08 3,19 apey oL PUEOEEEEE 1p34
thrombopoietin receptor

COX7B 2,00 6,97 32,82 cytochrome c oxidase subunit VIIb Xg21.1

GPR162 1,95 2,58 16,74 G protein-coupled receptor 162 12p13

RPL26 1,94 6,19 24,6 ribosomal protein L26 17p13

TMEM176B 1,89 3,04 43,18 transmembrane protein 176B 7936.1

i major histocompatibility complex,

HLA-DRB1 1,85 2,83 19,3 class Il. DR beta 1 6p21.3

COX7C 1,82 0,97 33,28 cytochrome c oxidase subunit Vllc 5q14
killer ~ cell  immunoglobulin-like

KIR3DL1 1,82 1,16 22,64 receptor, three domains, long 19913.4

cytoplasmic tail, 1


https://www.genscript.com/gene/9606/homo-sapiens/chromosome-6/locus-6p21.2

CXCL8

HLA-DRB6

NDUFA4

NDUFA1

EEF1B2

MITD1

SLC29A1

RPL22L1

RBPMS2

AC116533.1

RSAD2

AHSP

GSTM1

RBIS

PKD1P5

CLC

CRTAM

FCRLS5

KIR2DS4

XCL1

ISG15

ANK1

S100A8

LAIR2

AC131568.1

1,81
1,81

1,79

1,72

1,71

1,69

1,64

1,60

1,59

1,57

1,56

1,53

1,52

1,51

1,48

1,47

1,47

1,45

1,42

1,38

1,38

1,38

1,32

1,29

1,29

5,76
2,9

7,87

4,13

511

4,49

3,1

2,96

3,28

3,77

5,48

5,29

5,57

8,46

4,03

3,54

4,98

6,4

3,3

521

6,47

4,85

6,31

5,79

5,06

22,52
17,72

19,36

35,29

38,77

24,87

39,05

23,67

22,97

16,92

32,07

22,28

32,24

21,38

16,74

44,91

40,14

28,33

18,2

28,71

19,58

268,49

28,24

22,8

16,4

chemokine (C-X-C maotif) ligand 8

major histocompatibility complex,
class Il, DR beta 6 (pseudogene)
NDUFA4, mitochondrial complex
associated

NADH dehydrogenase
(ubiquinone) 1 alpha subcomplex,
1, 7.5kDa

eukaryotic translation elongation
factor 1 beta 2

MIT, microtubule interacting and
transport, domain containing 1
solute carrier family 29
(equilibrative nucleoside
transporter), member 1

ribosomal protein L22-like 1

RNA binding protein with multiple
splicing 2

Homo sapiens chromosome 11,
clone RP11-466H18
radical ~S-adenosyl
domain containing 2

methionine

alpha hemoglobin stabilizing protein
glutathione S-transferase mu 1

ribosomal biogenesis factor

polycystin 1, transient receptor
potential channel interacting
pseudogene 5

Charcot-Leyden crystal galectin

cytotoxic and regulatory T cell
molecule

Fc receptor-like 5

killer ~ cell  immunoglobulin-like
receptor, two domains, short
cytoplasmic tail, 4

chemokine (C motif) ligand 1
ISG15 ubiquitin-like modifier
ankyrin 1, erythrocytic

S100 calcium binding protein A8

leukocyte-associated
immunoglobulin-like receptor 2

Homo sapiens chromosome 8,
clone RP11-1146N6

91

4913-g21
6p21.32

7p21.3

Xq24

2033.3

2g11.2

6p21.1

3026.2
15g22.31
AC116533
2p25.2
16p11.2
1p13.3

8021.2

16p12.3

19g13.1
11q24.1

1923.1

19q13.42

1923
1p36.33
8p11.1
1g21.3
19q13.4

AC131568



TREML5P
UQCRB
TMCC1
PATL2
LRRC37A4P
SNORA7B
RPS3AP6
AL592114.1
SYTL2
AC239859.1
CD177
IFI44L
AC241952.1
KRT23
DNAJB4
IFIT3
TOMMY7
RPL27
Clorf21
RPL23
SNRPG
CMC1
TRIM61
MT1L
EXOSC1
DDX11L10

IFl44

1,17

1,16

1,13

1,12

111

1,10

1,09

1,08

1,06

1,02

1,02

0,92

0,90

0,86

0,83

0,80

0,80

0,66

0,61

0,59

0,57

0,51

0,43

0,43

0,41

0,37

0,35

6,37

3,01

2,36

6,7

2,77

1,94

7,8

2,79

5,89

7,41

17,79

5,74

1,99

2,36

9,71

4,00

4,57

2,24

2,28

5,95

2,62

7,9

3,24

5,03

2,1

2,8

3,88

17,86

25,06

21,49

17,7

18,29

18,56

17,35

18,25

30,87

18,98

18,71

30,18

16,51

43,11

24,25

37,49

19,29

32,74

38,33

34,49

28

19,67

20,26

16,66

22,03

17,5

30,09

triggering receptor expressed on
myeloid cells like 5, pseudogene

ubiquinol-cytochrome c reductase
binding protein

transmembrane and coiled-coil
domain family 1

protein associated with
topoisomerase Il homolog 2 (yeast)

leucine rich repeat containing 37
member A4, pseudogene

small nucleolar RNA, H/ACA box
7B

RPS3A pseudogene 6
Vesicle transport protein GOT1A

synaptotagmin-like 2

Homo sapiens BAC clone CH17-
13123 from chromosome 1

CD177 molecule

interferon-induced protein 44-like

Homo sapiens BAC clone CH17-
449C21 from chromosome 1

keratin 23, type |

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily
B, member 4

interferon-induced  protein  with
tetratricopeptide repeats 3

translocase of outer mitochondrial
membrane 7 homolog (yeast)

ribosomal protein L27

chromosome 1 open reading frame
21

ribosomal protein L23

small nuclear ribonucleoprotein
polypeptide G

C-x(9)-C motif containing 1
tripartite motif containing 61
metallothionein 1L, pseudogene

exosome component 1

DEAD/H-box helicase 11 like 10
(pseudogene)

interferon-induced protein 44

92

6p21.1
8q22
3g22.1
15¢21.1
17g21.31
3921.3

15¢22.2

11q14
AC239859
19q13.2
1p31.1
AC241952
17921.2
1p31.1
10924
7p15.3
17qg21
1925
179
2p13.3
3p24.1
4932.3
16913
10qg24
16p13.3

1p31.1
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CXCR6 0,31 9,51 21,59  chemokine (C-X-C motif) receptor 6 3p21.31
PGM5 0,30 3,67 25,43 phosphoglucomutase 5 9913
FzD5 0,29 3,12 23,98 frizzled class receptor 5 2033.3

ubiquinol-cytochrome c reductase

UQCRH 0,29 3,86 21,48 hinge protein 1p33

NPM1P39 0,28 5,79 18,09 nucleophosmin 1 pseudogene 39 1p36.11

SNORA12 0,26 2,29 18,36 small nucleolar RNA, H/ACA box 12 10924.31

ANKRD9 0,24 1,99 25,08 ankyrin repeat domain 9 14932.31
cytochrome P450 family 4 subfamily

CYP4F29P 0,24 6,99 17,81 F member 29, pseudogene 21911.2

TIMMSB 0.20 3.4 26.12 translocase of inner mitochondrial 11023.1-023.2
membrane 8 homolog B (yeast)

RPS21 0,18 8,13 21,73 ribosomal protein S21 20g13.3
tissue  specific  transplantation

TSTA3 0,08 91 52,99 antigen P35B 8qg24.3

GPR15 0,08 3,2 25,46 G protein-coupled receptor 15 3g11.2-gq13.1

TMEM273 0,06 3,81 18,91 transmembrane protein 273 10g11.23

i major histocompatibility complex,

HLA-DQA1 0,05 5,73 19,21 class II, DQ alpha 1 6p21.3

HLA-B 0.04 43 17,48 major histocompatibility complex, 6p21.3
class |, B
ArfGAP with GTPase domain,

AGAP10P 0,00 7,82 17,59 ankyrin repeat and PH domain 10, 10g11.22
pseudogene

RPL7P9 -0,05 5,81 29,64 ribosomal protein L7 pseudogene 9 1p21.3
NADH dehydrogenase

NDUFB1 -0,06 3,74 20,22 (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 1, 14932.12
7kDa

CCNJL -0,09 2,81 31,49 cyclin J-like 5033.3

RPS27 -0,09 3,24 20,88 ribosomal protein S27 1921

HBB -0,09 7,01 16,85 hemoglobin, beta 11p15.5

TRIM58 -0,14 3,34 24,21 tripartite motif containing 58 1944

RNF182 -0,15 1,54 20,6 ring finger protein 182 6p23

SMIM5 -0,15 4,02 18,82 small integral membrane protein 5 17925.1

PDCD6IP 016 5,02 22.15 progr_ammed cell death 6 interacting 3p22.3
protein

LYBE 0,20 1,33 24,62 lymphocyte antigen 6 complex, 8024.3

locus E



TMTC1

RPS3A

AC138866.2

KLRG1

IF127

OLIG2

IKBKG

SHISA4

OAS3

ZNF730

FO538757.1

CCDC66

TRGC2

PF4V1

RPL21P39

MAN1B1

PYURF

RPL39P3

SCARNAG

ZNF513

CCDC7

EEF1A1P13

SCARNA5

HS3ST3Al

LILRAG

ALOX15

-0,23

-0,24

-0,26

-0,27

-0,31

-0,37

-0,40

-0,41

-0,42

-0,42

-0,48

-0,52

-0,52

-0,55

-0,56

-0,58

-0,60

-0,64

-0,65

-0,66

-0,66

-0,67

-0,69

-0,71

-0,72

-0,74

4,27

59

4,73

4,65

1,75

6,02

3,96

9,32

4,95

4,06

1,72

4,94

4,09

2,56

5,7

9,51

2,79

7,69

5,93

6,23

7,04

3,84

4,25

4,68

5,28

32,54

26,47

16,67

29,12

23,14

18,69

16,55

18,99

39,24

19,91

16,42

20,76

17,84

41,4

17,05

21,19

26,69

17,29

16,74

23,66

18,26

16,77

16,74

26,07

16,9

24,61

transmembrane and
tetratricopeptide repeat containing
1

ribosomal protein S3A

Homo sapiens chromosome 5 clone
RP11-1415C14

killer cell lectin-like
subfamily G, member 1
interferon, alpha-inducible protein
27

oligodendrocyte
transcription factor 2
inhibitor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells, kinase
gamma

receptor

lineage

shisa family member 4

2'-5'-oligoadenylate synthetase 3,
100kDa

zinc finger protein 730

DEAD/H-Box Helicase 11 (DDX11)
Pseudogene 5

coiled-coil domain containing 66
T cell receptor gamma constant 2

platelet factor 4 variant 1

ribosomal protein L21 pseudogene
39

mannosidase, alpha, class 1B,
member 1

PIGY upstream reading frame

ribosomal protein L39 pseudogene
3

small Cajal body-specific RNA 6
zinc finger protein 513

coiled-coil domain containing 7

eukaryotic translation elongation
factor 1 alpha 1 pseudogene 13

small Cajal body-specific RNA 5

heparan sulfate (glucosamine) 3-O-
sulfotransferase 3A1

leukocyte immunoglobulin-like
receptor, subfamily A (with TM
domain), member 6

arachidonate 15-lipoxygenase

94

12p11.22

4931.2-g31.3
AC138866
12p13.31
14g32

21g22.11

Xq28

1932.1
12024.2
19p12
1p36.33
3pl14.3
7p14.1
4912-921
3024
9q34
4q
6913
2037.1
2p23.3
10p11.22
5p15.2
2937.1

17p12

19q13.4

17p13.3


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000279928
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000279928

SMPD3

WASHC1
MRPS21
FMN1
RGPD2

RPS23P8

DBI

PLB1
UQCRQ
KRT73
TRPM2
FAM3B
RNASE3
FCERIA
OCLNP1
NPRL3
SNRPD2
NRGN
COX6C

UBL5

AC023449.1

PAQR6
H2BC4

IFI6

ST6GALNAC3

-0,75

-0,75

-0,80

-0,81

-0,83

-0,83

-0,84

-0,85

-0,87

-0,87

-0,90

-0,90

-0,91

-0,92

-0,92

-0,95

-0,95

-0,97

-0,97

-0,97

-0,99

-1,03

-1,04

-1,07

-1,09

6,27

5,36

6,56

8,1

5,63

5,96

2,89

4,26

4,95

2,58

18

513

5,76

9,14

3,18

3,75

7,17

3,38

3,34

4,33

4,34

8,1

6,18

521

6,61

57,78

20,48

16,65

16,85

19,87

17,63

25,08

23,44

23,21

19,67

28,76

20

22,6

20,87

17,62

56,57

34,14

25,52

23,2

18,99

18,09

24,7

20,52

33,55

19,9

sphingomyelin phosphodiesterase
3, neutral membrane (neutral
sphingomyelinase 1)

WASH complex subunit 1

mitochondrial ribosomal protein
S21

formin 1

RANBP2-like and GRIP domain
containing 2

ribosomal protein S23 pseudogene
8

diazepam binding inhibitor (GABA
receptor modulator, acyl-CoA
binding protein)

phospholipase B1

ubiquinol-cytochrome c reductase,
complex Il subunit VII, 9.5kDa

keratin 73, type Il

transient receptor potential cation
channel, subfamily M, member 2

family with sequence similarity 3,
member B

ribonuclease, RNase A family, 3

Fc fragment of IgE, high affinity |,
receptor for; alpha polypeptide

OCLN pseudogene 1

NPR3-like,
subunit

small nuclear ribonucleoprotein D2
polypeptide 16.5kDa

neurogranin (protein kinase C
substrate, RC3)

GATOR1  complex

cytochrome c oxidase subunit Vic

ubiquitin-like 5

Homo sapiens chromosome 15,
clone RP11-345J18, complete
sequence.

progestin and adipoQ receptor
family member VI

H2B clustered histone 4

interferon, alpha-inducible protein 6

ST6  (alpha-N-acetyl-neuraminyl-
2,3-beta-galactosyl-1,3)-N-
acetylgalactosaminide alpha-2,6-
sialyltransferase 3

95

16¢22.1

9p24.3
1021

15q13.3

2p11.2

Xq13.1

2gq12-g21

2p23.2
5q31.1
12g13.3
21g22.3
21g22.3
14q11.2
1923
5q13.2
16p13.3
19g13.2
11q24
8922.2

19p13.3

AC023449

1022
6p22.2

1p35

1p31.1



RPL35P5

NPIPB4

KANK2

SNORASS

PFN1P1

SNORD15B

IFITL
GAS5
NOP10
HBD
GUK1
CDC25C
ATP5ME
HLA-H
NSA2P7
KRT72
PFDN5
IL5RA
CMPK2
IFITM3
WASHOP
CD52
MARCKS
NAPSB
LAMTOR4
CFD

HLA-DQA2

-1,10

-1,15

-1,16

-1,19

-1,20

-1,25

-1,26

-1,26

-1,29

-1,29

-1,30

-1,30

-1,32

-1,35

-1,35

-1,36

-1,39

-1,42

-1,43

-1,43

-1,43

-1,51

-1,57

-1,59

-1,62

-1,65

-1,68

6,39

4,33

3,78

10,46

7,02

6,46

2,92

8,03

0,91

8,4

5,76

4,92

3,09

6,22

1,69

4,62

2,06

3,7

6,82

1,63

4,75

1,84

2,64

3,84

3,43

4,12

7,76

17,87

19,73

19,12

18,38

17,57

18,54

19,76

17,49

20,45

18,16

28,02

24,89

22,63

18,6

17,1

22,07

35,47

68,94

31,76

28,83

16,45

22,51

16,49

32,8

19,44

19,07

17,26

ribosomal protein L35 pseudogene
5

nuclear pore complex interacting
protein family member B4

KN motif and ankyrin repeat
domains 2

small nucleolar RNA, H/ACA box 53
profilin 1 pseudogene 1

small nucleolar RNA, C/D box 15B

interferon-induced  protein  with
tetratricopeptide repeats 1

growth arrest specific 5
NOP10 ribonucleoprotein
hemoglobin, delta
guanylate kinase 1

cell division cycle 25C

TP synthase membrane subunit

major histocompatibility complex,
class I,

NSAZ2 pseudogene 7
keratin 72, type Il
prefoldin subunit 5

interleukin 5 receptor, alpha

cytidine  monophosphate (UMP-
CMP) kinase 2, mitochondrial

killer —cell lectin-like receptor
subfamily G, member 1

WAS protein family homolog 9,
pseudogene

CD52 molecule

myristoylated alanine-rich protein
kinase C substrate

napsin B aspartic peptidase,
pseudogene

late endosomal/lysosomal adaptor,
MAPK and MTOR activator 4

complement factor D (adipsin)

major histocompatibility complex,
class Il, DQ alpha 2

96

70911.21
16p12.2
19p13.2
12¢23.1
1924.3
11q13.4
10g23.31
1925.1
15q14-g15
11p15.5
1932-g41
5031
4p16.3
6p22.1
9¢22.32
12g13.13
12912
3p26-p24
2p25.2
12p13.31
1p36.33
1p36
6022.2
19q13.33
7q922.1
19p13.3

6p21.3



SNHG5

ROMO1

RNASE2

TMCC2

SCARNA7

PRSS33

SLC66A2

SLIRP

CD300LD

HEMGN

RETN

NPIPB13

IMPA2

CD19

ARG2

SNORD94

CMBL

LRRC7

CHI3L2

OASL

SPTB

RNF19A

-1,78

-1,85

-1,88

-1,90

-1,93

-1,95

-1,98

-2,01

-2,03

-2,05

-2,16

-2,27

-2,30

-2,31

-2,55

-2,56

-2,72

-3,11

-3,27

-3,70

-5,91

-6,79

3,86

9,43

1,33

7,36

2,81

3,19

6,33

3,09

2,92

4,07

3,09

1,47

8,64

1,038

4,6

0,43

0,85

7,24

3,18

0,92

0,63

8,42

18,94

33,93

22,61

32,73

17,08

56,39

37,07

37,62

18,74

30,93

49,28

19,05

28,9

21,18

70,15

18,49

23,41

196,11

85,02

31,15

82,95

175,23

small integral membrane protein 5

reactive oxygen species modulator
1

ribonuclease, RNase A family, 2
(liver, eosinophil-derived
neurotoxin)

transmembrane and coiled-coll
domain family 2

small Cajal body-specific RNA 7
protease, serine, 33

solute carrier family 66 member 2

SRA stem-loop interacting RNA
binding protein

CD300 molecule-like family
member d

hemogen

resistin

nuclear pore complex interacting
protein family, member B13

inositol(myo)-1(or 4)-
monophosphatase 2

CD19 molecule
arginase 2

small nucleolar RNA, C/D box 94

carboxymethylenebutenolidase
homolog (Pseudomonas)

leucine rich repeat containing 7
chitinase 3-like 2
2'-5'-oligoadenylate synthetase-like

spectrin, beta, erythrocytic

ring finger protein 19A, RBR E3
ubiquitin protein ligase
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17¢25.1

20q11.22

14q11.2

1g32.1
3025.33
16p13.3
18923
14g24.3
17g25.1
9qg22.33
19p13.2
16p11.2
18p11.2
16p11.2
14924.1
2p11.2
5p15.2
1p31.1
1p13.3
12q24.2
14q23-q24.2

8022
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ANEXO 2 - 70 GENES EXPRESSOS NO TECIDO CARDIACO, EM QUE 31 GENES
APRESENTAM GANHO DE EXPRESSAO E 39 GENES APRESENTAM PERDA DE

EXPRESSAO
logFC CTLvs logFC CTL vs .
Gene HTP-at HTP-out Descricao
RAP1GAP 817 038 eukaryotic translation
' ' elongation factor 1 beta 2
solute carrier family 4 (sodium
SLC4A4 6,72 1,80 bicarbonate cotransporter),
member 4
ATP-binding cassette, sub-
ABCB1 2,47 3,03 family B (MDR/TAP), member
1
SIGLECS 2.46 171 Zlahc acid binding Ig-like lectin
FK506 binding protein 8,
FKBP8 2,39 -0,89 38KDa
ZNF208 2,34 0,29 zinc finger protein 208
TNNT1L 221 0.21 troponin T type 1 (skeletal,
slow)
nuclear factor of activated T-
NFATC2 2,20 -1,09 cells, cytoplasmic, calcineurin-
dependent 2
COX7B 2.00 073 s/;;ltgchrome c oxidase subunit
COX7C 1,82 1,46 {:/)Il;c((:)chrome ¢ oxidase subunit
NDUFA4 1,79 058 NDUFA4, . mitochondrial
complex associated
NADH dehydrogenase
NDUFA1 1,72 -0,56 (ubiquinone) 1 alpha
subcomplex, 1, 7.5kDa
solute carrier family 29
SLC29A1 1,64 -0,24 (equilibrative nucleoside
transporter), member 1
GSTM1 1,52 0,10 glutathione S-transferase mu 1
FCRL5 1,45 0,47 Fc receptor-like 5
ISG15 1,38 -0,06 ISG15 ubiquitin-like modifier
ANK1 1,38 -3,64 ankyrin 1, erythrocytic
T™MCC1 113 119 transmembr_ane and coiled-coil
domain family 1
SYTL2 1,06 -0,97 synaptotagmin-like 2
KRT23 0,86 -2,05 keratin 23, type |



DNAJB4
RPL27
Clorf21
RPL23
IFl44
CXCR6
PGM5

UQCRH

TIMMSEB

RPS21

GPR15

RPS3A

NDUFB1

HBB
RPS27
TRIMS8
PDCDG6IP

LYGE

IKBKG

MAN1B1
ALOX15

FMN1

DBI

PLB1

FAM3B

0,83

0,66

0,61

0,59

0,35

0,31

0,30

0,29

0,20

0,18

0,08

-0,24

-0,06

-0,09

-0,09

-0,14

-0,16

-0,20

-0,40

-0,58

-0,74

-0,81

-0,84

-0,85

-0,90

-0,92

-2,01

-2,10

5,95

-1,27

-1,38

-1,50

-1,37

-1,46

-1,48

-1,71

-1,74

-1,24

-1,38

-0,82

-1,67

-1,52

-2,37

-1,28

-1,62

-1,81

-1,65

-2,26

-1,79

-1,66

Dnald (Hsp40) homolog,
subfamily B, member 4

ribosomal protein L27

chromosome 1 open reading
frame 21

ribosomal protein L23

interferon-induced protein 44

chemokine  (C-X-C  motif)
receptor 6

phosphoglucomutase 5

ubiquinol-cytochrome c
reductase hinge protein
translocase of inner

mitochondrial membrane 8
homolog B (yeast)

ribosomal protein S21
G protein-coupled receptor 15

RPS3A pseudogene 6

NADH dehydrogenase
(ubiguinone) 1 beta
subcomplex, 1, 7kDa

hemoglobin, beta
ribosomal protein S27

tripartite motif containing 58

programmed cell death 6
interacting protein

lymphocyte antigen 6 complex,
locus E

inhibitor of kappa light
polypeptide gene enhancerin
B-cells, kinase gamma

mannosidase, alpha, class 1B,
member 1

arachidonate 15-lipoxygenase

formin 1

diazepam binding inhibitor
(GABA receptor modulator,
acyl-CoA binding protein)

phospholipase B1

family with sequence similarity
3, member B
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TRPM2

FCER1A

NPRL3
NRGN
COX6C
PAQR6
IFI6
KANK2
CDC25C
GUK1
PFDN5
IL5SRA
IFITM3

MARCKS

LAMTOR4

CFD
HLA-DQA2
ROMO1
SLIRP
CD300LD
CD19
ARG2
CHI3L2
SPTB

RNF19A

-0,90

-0,92

-0,95

-0,97

-0,97

-1,03

-1,07

-1,16

-1,30

-1,30

-1,39

-1,42

-1,43

-1,57

-1,62

-1,65

-1,68

-1,85

-2,01

-2,03

-2,31

-2,55

-3,27

-5,91

-6,79

-1,92

1,34

-2,18

1,02

-1,97

-2,18

0,52

-1,91

-2,07

-2,97

1,74

1,89

-1,82

-1,78

-0,94

-1,35

-2,57

-1,98

-1,33

-2,82

0,14

-0,74

-3,28

6,77
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transient receptor potential
cation channel, subfamily M,
member 2

Fc fragment of IgE, high affinity
l, receptor for; alpha
polypeptide

NPR3-like, GATOR1 complex

subunit

neurogranin (protein kinase C
substrate, RC3)

cytochrome c oxidase subunit
Vic

progestin and adipoQ receptor
family member VI

interferon, alpha-inducible
protein 6

KN motif and ankyrin repeat
domains 2

cell division cycle 25C
guanylate kinase 1
prefoldin subunit 5

interleukin 5 receptor, alpha

killer cell lectin-like receptor
subfamily G, member 1

myristoylated alanine-rich
protein kinase C substrate

late endosomal/lysosomal
adaptor, MAPK and MTOR
activator 4

complement factor D (adipsin)

major histocompatibility
complex, class Il, DQ alpha 2

reactive  oxygen species
modulator 1

SRA stem-loop interacting
RNA binding protein

CD300 molecule-like family
member d

CD19 molecule
arginase 2
chitinase 3-like 2

spectrin, beta, erythrocytic

ring finger protein 19A, RBR
E3 ubiquitin protein ligase
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ANEXO 3 - 90 GENES EXPRESSOS NO TECIDO CEREBRAL, EM QUE 38 GENES
APRESENTAM GANHO DE EXPRESSAO E 52 GENES APRESENTAM PERDA DE

EXPRESSAO
logFC CTL  logFC CTL vs o
Gene vs HTP-at HTP-out Descrigao
RAP1GAP 8.17 0.38 eukaryotic translation elongation factor
1 beta 2
SLC4A4 6,72 1,80 splute carrier family 4 (sodium
bicarbonate cotransporter), member 4
PTGDR2 2,74 0,57 prostaglandin D2 receptor 2
CDC42 effector protein (Rho GTPase
CDC42EP1 2,68 1,55 binding) 1
ATP-binding cassette, sub-family B
AECEN 2L <HUE (MDR/TAP), member 1
SIGLEC8 2,46 1,71 sialic acid binding Ig-like lectin 8
FKBP8 2,39 -0,89 FK506 binding protein 8, 38kDa
ZNF208 2,34 0,29 zinc finger protein 208
TNNT1 2,21 0,21 troponin T type 1 (skeletal, slow)
nuclear factor of activated T-cells,
MERvE2 e AL cytoplasmic, calcineurin-dependent 2
MPL 2.08 0.25 MPL proto-oncogene, thrombopoietin
receptor
GPR162 1,95 0,31 G protein-coupled receptor 162
RPL26 1,94 0,44 ribosomal protein L26
NDUEA4 1,79 0.58 NDUF_A4, mitochondrial  complex
associated
) NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1
APt (2 e alpha subcomplex, 1, 7.5kDa
EEF1B2 1,71 0,47 eukaryotic translation elongation factor
1 beta 2
SLC29A1 1,64 -0,24 solute carrier family 29 (equilibrative
nucleoside transporter), member 1
GSTM1 1,52 0,10 glutathione S-transferase mu 1
ANK1 1,38 -3,64 ankyrin 1, erythrocytic
ISG15 1,38 -0,06 ISG15 ubiquitin-like modifier
S100A8 1,32 -0,59 S100 calcium binding protein A8
LAIR? 1,29 -0,38 leukocyte-associated immunoglobulin-

like receptor 2



UQCRB
TMCC1
SYTL2
IFl44
KRT23
DNAJB4
IFIT3
RPL27
Clorf21
RPL23
PGM5
UQCRH
TIMM8B
TSTA3
GPR15
HLA-B
CCNJL
HBB
TRIM58
PDCD6IP
LYGE
TMTC1
RPS3A
IFI127

OLIG2

IKBKG

1,16

1,13

1,06

0,92

0,86

0,83

0,80

0,66

0,61

0,59

0,30

0,29

0,20

0,08

0,08

0,04

-0,09

-0,09

-0,14

-0,16

-0,20

-0,23

-0,24

-0,31

-0,37

-0,40

-0,57

-1,19

-0,97

0,18

-2,05

-0,92

2,83

-2,01

-2,10

2,26

-1,50

-1,37

-1,46

-2,07

-1,71

-1,33

2,71

-1,38

-1,67

-1,52

-2,37

-1,94

-1,74

1,17

-1,07

-1,28

ubiquinol-cytochrome ¢ reductase
binding protein

transmembrane and coiled-coil domain
family 1

synaptotagmin-like 2
interferon-induced protein 44-like

keratin 23, type |

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B,
member 4

interferon-induced protein with
tetratricopeptide repeats 3

ribosomal protein L27
chromosome 1 open reading frame 21
ribosomal protein L23

phosphoglucomutase 5

ubiquinol-cytochrome ¢ reductase
hinge protein

translocase of inner mitochondrial
membrane 8 homolog B (yeast)

tissue specific transplantation antigen
P35B

G protein-coupled receptor 15

major histocompatibility complex, class
I, B

cyclin J-like
hemoglobin, beta

tripartite motif containing 58

programmed cell death 6 interacting
protein

lymphocyte antigen 6 complex, locus E

transmembrane and tetratricopeptide
repeat containing 1

ribosomal protein S3A

interferon, alpha-inducible protein 27

oligodendrocyte lineage transcription
factor 2
inhibitor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells, kinase
gamma
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MAN1B1

ZNF513

HS3ST3A1

ALOX15

SMPD3

RPS21

FMN1

RGPD2

DBI

PLB1

TRPM2

FAM3B

FCER1A

NPRL3

SNRPD2

NRGN

COX6C

IFI6

KANK2

HBD

CDC25C

GUK1

PFDN5

IL5SRA

IFITM3

MARCKS

-0,58

-0,66

-0,71

-0,74

-0,75

-0,80

-0,81

-0,83

-0,84

-0,85

-0,90

-0,90

-0,92

-0,95

-0,95

-0,97

-0,97

-1,07

-1,16

-1,29

-1,30

-1,30

-1,39

-1,42

-1,43

-1,57

-1,62

-1,81

-1,95

-1,81

0,9

0,4

-1,65

-1,69

-2,26

-1,79

-2,7

-1,66

-1,92

1,34

14

-2,18

1,02

-2,18

0,52

-1,79

-1,91

-2,07

-2,97

1,74

1,89

-1,82

mannosidase, alpha, class 1B,
member 1

zinc finger protein 513

heparan sulfate (glucosamine) 3-O-
sulfotransferase 3A1

arachidonate 15-lipoxygenase

sphingomyelin phosphodiesterase 3,
neutral membrane (neutral
sphingomyelinase II)

mitochondrial ribosomal protein S21

formin 1

RANBP2-like and GRIP domain
containing 2

diazepam binding inhibitor (GABA
receptor modulator, acyl-CoA binding
protein)

phospholipase B1

transient receptor potential cation
channel, subfamily M, member 2

family with sequence similarity 3,
member B

Fc fragment of IgE, high affinity I,
receptor for; alpha polypeptide

NPR3-like, GATOR1 complex subunit

small nuclear ribonucleoprotein D2
polypeptide 16.5kDa

neurogranin  (protein  kinase C
substrate, RC3)

cytochrome c oxidase subunit Vic
interferon, alpha-inducible protein 6
KN motif and ankyrin repeat domains 2
hemoglobin, delta

cell division cycle 25C

guanylate kinase 1

prefoldin subunit 5

interleukin 5 receptor, alpha

killer cell lectin-like receptor subfamily
G, member 1

myristoylated  alanine-rich  protein
kinase C substrate
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LAMTOR4
HLA-DQA2
ROMO1
TMCC2
PRSS33
SLIRP
CD300LD
HEMGN
IMPA2
CD19
ARG2
LRRC7
CHI3L2
OASL
SPTB

RNF19A

-1,62

-1,68

-1,85

-1,90

-1,95

-2,01

-2,03

-2,05

-2,30

-2,31

-2,55

-3,11

-3,27

-3,70

-5,91

-6,79

-1,78

-1,35

-2,57

-2,34

-3,25

-1,98

-1,33

-2,07

-1,34

-2,82

0,14

2,43

-0,74

-3,28

-6,77
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late endosomal/lysosomal adaptor,
MAPK and MTOR activator 4

major histocompatibility complex, class
II, DQ alpha 2

reactive oxygen species modulator 1

transmembrane and coiled-coil domain
family 2

protease, serine, 33

SRA stem-loop interacting RNA
binding protein

CD300 molecule-like family member d

hemogen

inositol(myo)-1(or 4)-
monophosphatase 2

CD19 molecule

arginase 2

leucine rich repeat containing 7
chitinase 3-like 2
2'-5'-oligoadenylate synthetase-like

spectrin, beta, erythrocytic

ring finger protein 19A, RBR E3
ubiquitin protein ligase
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APENDICE 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAGAO EM PESQUISA CLINICA

Nome do Voluntério:
Endereco:
Telefone para contato: Cidade: CEP:
E-mail:

Estas informacdes estdo sendo fornecidas de maneira clara e simples para sua participacao
voluntaria neste estudo. As informacdes contidas neste prontuario foram fornecidas pela aluna Carolina
Augusta Xavier, pelo Dr Caue Cosme Dutra da Silva ou pelo Prof. Dr. Cléber Pinto Camacho,
objetivando firmar acordo escrito mediante no qual, o voluntario da pesquisa autoriza sua participacao
com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera, com a
capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coacéo, podendo se retirar da pesquisa quando desejar.

1. Titulo do Trabalho Experimental: AVALIACAO DO HUMOR EM MULHERES
HIPOTIROIDEAS.

2. Objetivo: Estudar a satde do corpo humano e da tireoide através da andlise dos testes de
avaliacdo do humor e da dosagem de TSH no sangue.

3. Justificativa: Muitos individuos com hipotireoidismo tratados com horménio apresentam
pequenas alteracdes nos exames que avaliam a salde da glandula tireoide, o que pode levar a
ocorréncia de alteragdes de humor nestes individuos. Por isto, faremos a analise do humor e dos niveis
de TSH.

4. Procedimentos da Fase Experimental: Os voluntarios de ambos o0s sexos serdo
selecionados através de entrevistas com aplicacdo de questionarios, com duragdo aproximada de 10
minutos. Os voluntarios selecionados serdo submetidos a avaliacdo clinica geral, além da coleta de
exames de sangue rotineiros para a sua avaliacdo clinica e escalas para a avaliacdo do
humor(Inventario de Depresséo de Beck, e Inventario de Ansiedade de Beck), com duracdo aproximada
de 10 minutos.

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

6. Informagdes: O voluntério tem garantia que recebera respostas a qualquer pergunta ou
esclarecimento de qualquer duvida quanto aos procedimentos, riscos beneficios e outros assuntos
relacionados com pesquisa. Também os pesquisadores citados acima assumem o0 compromisso de
informacado durante todo o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em continuar
participando do estudo.

7. Métodos Alternativos Existentes: Nao existem métodos alternativos a coleta de exames
laboratoriais.

8. Retirada do Consentimento: O voluntario tem a liberdade de retirar seu consentimento a

qualquer momento e deixar de participar do estudo quando quiser

9. Aspecto Legal: Este projeto foi elaborados de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadas de pesquisa envolvendo seres humanos atendendo a Resolugdo n.° 196, de 10 de
outubro de 1996, do Conselho Nacional de Salde do Ministério de Saude — Brasilia — DF.

10. Garantia do Sigilo: Os pesquisadores asseguram a privacidade dos voluntarios.

11. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participacdo na Pesquisa:
N&o havera ressarcimento de despesas com eventuais deslocamentos e/ou qualquer gasto realizado
por parte do voluntario.
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12. Descarte do material e doacdo do material a ser descartado: Ao término da pesquisa
todo o material residual nao sera descartado e sera doado para arquivamento e posterior utilizacdo em
pesquisas relacionadas a andlise de proteinas, RNA e DNA.

13. Local da Pesquisa: A pesquisa sera desenvolvida no Ambulatério Integrado de Saude,
localizado na Rua Vergueiro, 235/249 — Liberdade, S&o Paulo — SP / CEP: 01504-001. Contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da UNINOVE: Rua. Vergueiro n® 235/249 — Liberdade — SP, CEP. 01504-
001 - 1° andar e telefone: (11) 3385-9059.

14. Nome Completo e telefones do Pesquisador (Orientador) para Contato: Prof. Dr.

Cléber Pinto Camacho — Tel: (11) 3385-9241.

15. Consentimento Pés-Informacéao:

Eu, , apos leitura e compreenséao
deste termo de informacéo e consentimento, entendo que minha participacéo € voluntaria, e que posso
sair a qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo que recebi copia deste termo de
consentimento, e autorizo a execucao do trabalho de pesquisa e a divulgagéo dos dados obtidos neste
estudo no meio cientifico. * Nao assine este termo se ainda tiver alguma divida a respeito.

Séo Paulo, de de 20_.

Nome (por
extenso):

Assinatura:

12 via: Instituicdo
22 via: Voluntéario



APENDICE 2 — QUESTIONARIO DE ZULEWSKI APLICADO AOS PACIENTES

Indice de diagndstico de hipotiresidismo (Zulswskd) — Pontos [ ]

Hipotirecidizme: mais de
3 pontos

Intammedizrio: 3-3
pontos

Eutiramdizme: manor da 3
pontos

Para o julpawernts ¢

thico, somay | ponto ma mulhsve: menoraz de 35 arnos.

Bazeado em Sim Mio
Dimumngzgo de Suando em um quarto guente ou wm dia quents de 1 0
suer VETA0
Eouqudie Voz falada voz cantada 1 0
__ Parestezia Senzacde subjetiva 1 0
EE Pala zeca Pzla seca notada espontaneaments necezzita da 1 0
=] trataments
E Comtiparso | Fiabito intestinal = uso de lantes 1 0
Parda de Parda de audigdo progresziva 1 0
audigio
Aumento da Avmente de peso decumentade ouw roupas 1 0
peso apertadas
Movimentos Obzervar pasients tirando a roupa 1 0
dmmmuidos
Eeflexo Obzervar o relaxamento do reflexc 1 0
tormozelo
E':\ dmmmuido
B Pala grosza Examinar mios, antebrago, cotovelo para
Cl rugosidades e pele espeszamento da pele 1
Edama Pode encobnr ¢ curva do o220 malar 1
penorkitano
Pala fria Comparzar 2 temperatura das mios com 2 do 1 0
examunador
TOTAL
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APENDICE 3 — INVENTARIO DE DEPRESSAO DE BECK APLICADO AOS
PACIENTES: BDI (BECK DEPRESSION INVENTORY)

Universidade Nove de Julho

Inventario de Depressao de Beck -BDI

Nome:
Idade: Data: [

Este questionario consiste em 21 grupos de afirmacgdes. Depois de ler cuidadosamente cada
grupo, faga um circulo em torno do nimero (0, 1, 2 ou 3) proximo a afirmacao, em cada grupo, que
descreve melhor a maneira que vocé tem se sentido na Ultima semana, incluindo hoje. Se varias
afirmag®es num grupo parecerem se aplicar igualmente bem, fagca um circulo em cada uma. Tome

cuidado de ler todas as afirmacdes, em cada grupo, antes de fazer sua escolha.

1) 0 Nao me sinto triste
1 Eu me sinto triste
2 Estou sempre triste e ndo consigo sair disto

3 Estou to triste ou infeliz que ndo consigo suportar

2) 0 Nao estou especialmente desanimado quanto ao futuro
1 Eu me sinto desanimado quanto ao futuro
2 Acho que nada tenho a esperar
3 Acho o futuro sem esperancas e tenho a impressao de que as coisas ndo podem

melhorar

3) 0 Nao me sinto um fracasso
1 Acho que fracassei mais do que uma pessoa comum
2 Quando olho pra tras, na minha vida, tudo o que posso ver € um monte de fracassos

3 Acho que, como pessoa, sou um completo fracasso

4) 0 Tenho tanto prazer em tudo como antes
1 NA&o sinto mais prazer nas coisas como antes
2 Na&o encontro um prazer real em mais nada

3 Estou insatisfeito ou aborrecido com tudo

5) 0 Nao me sinto especialmente culpado
1 Eu me sinto culpado grande parte do tempo

2 Eu me sinto culpado na maior parte do tempo



3 Eu me sinto sempre culpado

6) 0 Nao acho que esteja sendo punido
1 Acho que posso ser punido
2 Creio que vou ser punido

3 Acho que estou sendo punido

7) 0 Nao me sinto decepcionado comigo mesmo
1 Estou decepcionado comigo mesmo
2 Estou enojado de mim

3 Eu me odeio

8) 0 Nao me sinto de qualquer modo pior que 0s outros
1 Sou critico em relagdo a mim por minhas fraquezas ou erros
2 Eu me culpo sempre por minhas falhas

3 Eu me culpo por tudo de mal que acontece

9) 0 Nao tenho quaisquer ideias de me matar
1 Tenho ideias de me matar, mas ndo as executaria
2 Gostaria de me matar

3 Eu me mataria se tivesse oportunidade

10) 0 N&o choro mais que o habitual
1 Choro mais agora do que costumava
2 Agora, choro o tempo todo

3 Costumava ser capaz de chorar, mas agora ndo consigo, mesmo que o queria

11) 0 N&o sou mais irritado agora do que ja fui
1 Fico aborrecido ou irritado mais facilmente do que costumava
2 Agora, eu me sinto irritado o tempo todo

3 N&o me irrito mais com coisas que costumavam me irritar

12) 0 N&o perdi o interesse pelas outras pessoas
1 Estou menos interessado pelas outras pessoas do que costumava estar
2 Perdi a maior parte do meu interesse pelas outras pessoas

3 Perditodo o interesse pelas outras pessoas

13) 0 Tomo decisdes tdo bem quanto antes
1 Adio as tomadas de decisGes mais do que costumava

2 Tenho mais dificuldades de tomar decis6es do que antes
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3 Absolutamente ndo consigo mais tomar decisdes

14) 0 N&o acho que de qualquer modo pareco pior do que antes
1 Estou preocupado em estar parecendo velho ou sem atrativo
2 Acho que hd mudangas permanentes na minha aparéncia, que me fazem parecer sem
atrativo

3 Acredito que pareco feio

15) 0 Posso trabalhar tdo bem quanto antes
1 E preciso algum esforgo extra para fazer alguma coisa
2 Tenho que me esfor¢ar muito para fazer alguma coisa

3 Na&o consigo mais fazer qualquer trabalho

16) 0 Consigo dormir tdo bem como o habitual
1 N&o durmo tdo bem como costumava
2 Acordo 1 a 2 horas mais cedo do que habitualmente e acho dificil voltar a dormir

3 Acordo vérias horas mais cedo do que costumava e ndo consigo voltar a dormir

17) 0 Né&o fico mais cansado do que o habitual
1 Fico cansado mais facilmente do que costumava
2 Fico cansado em fazer qualquer coisa

3 Estou cansado demais para fazer qualquer coisa

18) 0 O meu apetite ndo estéa pior do que o habitual
1 Meu apetite ndo é tdo bom como costumava ser
2 Meu apetite € muito pior agora

3 Absolutamente ndo tenho mais apetite

19) 0 N&o tenho perdido muito peso se é que perdi algum recentemente
1 Perdi mais do que 2 quilos e meio
2 Perdi mais do que 5 quilos
3 Perdi mais do que 7 quilos

Estou tentando perder peso de propésito, comendo menos: Sim N&o

20) 0 Nao estou mais preocupado com a minha salde do que o habitual
1 Estou preocupado com problemas fisicos, tais como dores, indisposicdo do estbmago
ou constipacao
2 Estou muito preocupado com problemas fisicos e é dificil pensar em outra coisa
3 Estou tao preocupado com meus problemas fisicos que ndo consigo pensar em

qualquer outra coisa



111

21) 0 N&o notei qualquer mudanga recente no meu interesse por sexo
1 Estou menos interessado por sexo do que costumava
2 Estou muito menos interessado por sexo agora

3 Perdi completamente o interesse por sexo
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APENDICE 4 — PACIENTES: BAI (BECK ANXIENTY INVENTORY)

Universidade Nove de Julho
Inventario de ansiedade de Beck — BAI

Nome:
Idade: Data: //

Abaixo esta uma lista de sintomas comuns de ansiedade. Por favor, leia cuidadosamente cada item da

lista. Identifiqgue com que frequéncia vocé tem sido incomodado por cada sintoma durante a Ultima

semana, incluindo hoje, colocando um “x” no espaco correspondente, na mesma linha de cada sintoma.

) Quase
Ocasionalmente Freguentemente
Nunca sempre

. Dorméncia ou formigamento

. Sensacdo de calor

. Tremores nas pernas

. Incapaz de relaxar

. Medo que aconteca o pior

. Atordoado ou tonto

. Palpitac&o ou aceleragdo do coracéo

. Sem equilibrio

O] 0| N|] o o | W| N|

. Aterrorizado

[N
o

. Nervoso

11. Sensacédo de sufocacéo

12. Tremores nas maos

13. Trémulo

14. Medo de perder o controle

15. Dificuldade para respirar

16. Medo de morrer

17. Assustado

18. Indigestdo ou desconforto abdominal

19. Sensacéo de desmaio

20. Rosto afogueado

21. Suor (néo devido ao calor)
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APENDICE 5 — EXTRACAO DO RNA TOTAL

1- Centrifugacédo dos tubos PAXgene blood RNA, por 10 minutos a 3500rpm (rpm,
sempre utilizando um rotor de balanco exterior com adaptadores de tubos de mesmo
volume (balanceamento da centrifuga).

2- Eliminac&o do sobrenadante por meio de decantacao e visualizado o pellet ao fundo
do tubo.

3- Transferéncia de 4,0mL de agua livre de RNase (RNFW), e fechado o tubo com
uma nova tampa Hemogard BD secundéaria, fornecidos pelo Kit.

4- Agitacdo ao vortex até a visivel dissolucdo do pellet.

5- Centrifugacao dos tubos PAXgene blood RNA, por 10 minutos a 3500RPM, sempre
utilizando um rotor de balango exterior com adaptadores de tubos de mesmo volume
(balanceamento da centrifuga).

6- Eliminacdo do sobrenadante, sem interferir com o pellet.

7- Transferéncia de 350,0uL de tampéo de ressuspenséao (BR1), fornecido pelo Kit.
8- Agitacdo ao vortex até a visivel dissolucéo do pellet.

9- Transferéncia da amostra (350,0uL) para um microtubo (MCT) de 1,5mL.

10- Adicao de 300,0uL de tampéao de ligacao (BR2), e 40,0uL proteinase K (PK),
fornecidos pelo Kit.

11- Agitacao ao vortex por 5 segundos.

12- Incubacdo por 10 minutos a 55°C em agitador incubador, sob velocidade de
aproximadamente 400rpm.

13- Transferéncia do lisado diretamente para uma coluna de rotacdo do
homogeneizador PAXgene (coluna de cor lilhs PSC) e tranferido em um tubo de
processamento (PT) de 2,0mL, fornecidos pelo Kit.

14- Centrifugacéo por 3 minutos & 15000RPM em microcentrifuga, adequadamente
balanceada.

15- Transferéncia da totalidade do sobrenadante da fracao residual para um MCT de
1,5mL, sem interferir com o pellet do PT.

16- Adicao de 350,0uL de etanol 99% grau de pureza.

17- Agitacao ao vortex por 5 segundos.

18- Centrifugacao para remover as gotas presentes no interior da tampa do MCT.

Centrifugado em microcentrifuga por 3 segundos (SPIN).



114

19- Transferéncia de 700,0pL da amostra para outra coluna de rotacdo de RNA
PAXgene (coluna de cor vermelha PRC), colocada em um tubo de processamento
(PT) de 2,0mL.

20- Centrifugacao por 1 minuto a 15000rpm em microcentrifuga, adequadamente
balanceada.

21- Transferéncia para coluna (PRC) em um novo tubo de processamento (PT) de
2mL e eliminado o PT antigo contendo o produto residual.

22- Transferido a amostra restante a coluna PRC.

23- Centrifugagdo por 1 minuto a 15000rpm em microcentrifuga, adequadamente
balanceada.

24- Transferéncia para coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminado o PT antigo
contendo o produto residual.

25- T Transferéncia de 350,0uL de tampéo de lavagem 1 (BR3) para a coluna PRC.
26- Centrifugacdo por 1 minuto a 15000RPM em microcentrifuga, adequadamente
balanceada.

27- Transferéncia para a coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminado o PT
antigo contendo o produto residual.

28- Preparacédo do mix de DNase | e tampéo de digestdo de DNA (RDD), fornecidos
pelo Kit. Em um MCT de 1,5mL transferimos 10,0uL de solugcéo de DNase com 70,0uL
de tampéo de digestdo de DNA (RDD) por amostra, totalizando um volume de mixde
80,0uL. Homogeneizando suavemente com a mao, pois a DNase | € especialmente
sensivel a desnaturacéo fisica.

29- Transferéncia dos 80,0uL do mix diretamente para a membrana da coluna PRC e
aguardar por 15 minutos, com a amostra em temperatura ambiente.

30- Transferéncia de 350,0uL de tampao de lavagem 1 (BR3) para a coluna PRC,
fornecidos pelo Kit.

31- Centrifugagdo por 1 minuto a 15000RPM em microcentrifuga, adequadamente
balanceada.

32- Transferéncia para a coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminacdo o PT
antigo contendo o produto residual.

33- Transferéncia de 500,0uL de tampéo de lavagem 2 (BR4) para a coluna de rotacéo

PRC, fornecidos pelo Kit.
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34- Centrifugagdo por 1 minuto & 15000rpm em microcentrifuga, adequadamente
balanceada.

35- Transferéncia para a coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminacdo do PT
antigo contendo o produto residual.

36- Transferéncia mais 500,0uL de tampéo de lavagem 2 (BR4) para a coluna de
rotagéo PRC, fornecidos pelo Kit.

37- Centrifugacédo por 3 minutos a 15000rpm em microcentrifuga, adequadamente
balanceada.

38- Transferéncia para a coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminagdo do PT
antigo contendo o produto residual.

39- Centrifugacéo por 1 minuto em microcentrifuga adequadamente balanceada, com
15000rpm.

40- Eliminag&o do PT antigo contendo o produto residual.

41- Transferéncia para a coluna PRC em um novo MCT de 1,5mL.

42- Transferéncia de 40,0uL de tampao de eluicdo (BR5) diretamente para membrana
da coluna PRC, fornecidos pelo Kit.

43- Centrifugacdo por 1 minuto a 15000rpm em microcentrifuga, adequadamente
balanceada.

44- Repeticdo do passo da eluigcéo, transferindo mais 40,0uL de tampéao de eluicdo
(BR5) diretamente para membrana da coluna PRC, fornecidos pelo Kit, utilizando o
mesmo MCT de 1,5mL.

45- Incubacédo do MCT contendo o eluido por 5 minutos a 65°C.

46- Arrefecimento do MCT em gelo por 3 minutos. Imediatamente ap0s o
arrefecimento armazenamos as amostras (todas devidamente identificadas) com o

extraido de RNA em freezer -80°C.
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APENDICE 6 — ETAPAS DE PREPARO: REALIZACAO DO TRANSCRIPTOMA,
QUANTIFICACAO DO RNA TOTAL, SINTESE DE Cdna, AMPLIFICACAO DAS
SEQUENCIAS-ALVO, PREPARO DAS SEQUENCIAS INICIADORAS, LIGACAO
DOS BARCODES AOS AMPLICONS, PURIFICACAO DA BIBLIOTECA, qPCR
(QUANTIFICACAO DAS BIBLIOTECAS), PCR DE EMULSAO, HIBRIDIZACAO
DAS BEADS MAGNETICAS E PRAPARO DOS CHIPS.

Realizagdo do transcriptoma - Sequenciamento plataforma NGS

Etapa 1: Quantificacdo do RNA Total pelo Kit Qubit RNA Assay Kit, catalogo
nameros Q32852 e Q32855, mensurado no equipamento Qubit 2.0 Fluorometer,
ambos do fabricante Thermo Fisher Scientific. Protocolo utilizado:

1 — Preparo de dois microtubos para as amostras padrfes e um microtubo para cada
amostra dos RNA a serem quantificados.

2 — Preparagdo da solugéao de trabalho diluindo o Qubit RNA reagente 1:200 em
tampao Qubit RNA. Preparado 200,0mL de solugcédo de trabalho para cada padréo e
para cada amostra de RNA a ser quantificada.

3 — Preparado os microtubos transferindo os volumes de acordo com as seguintes

recomendacdes:
Volume Padréo Amostras
Solucédo de 190,0uL 180,0 — 199,0uL
trabalho
Amostra padréo 10,0pL
Amostra 1,0 —20,0pL
Total em cada 200,0pL 200,0pL
tubo

4 — Homogeneizacéo no vortex e incubacao por 2 minutos em temperaturaambiente,
todas as amostras e os padroes.
5 — Leitura das amostras padrdes e as amostras de RNA no equipamento Qubit
Fluorometer 2.0, de acordo com as normas de calibracé&o.

Etapa 2: Iniciagdo do protocolo do transcriptoma com o isolamento,

quantificacdo do RNA e transcriptase reversa RNA ;
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1 — Diluicdo das amostras de RNA para uma concentragéao final de 10ng em volume
final de 5,0puL.
2 — Preparacdo do maxter mix para a quantidade de amostras adicionando os

seguintes volumes conforme as recomendacdes para cada amostra:

Componente Volume
5X VILO™ RT Reaction Mix 1,0uL
10X SuperScript® lll Enzyme 0,5
Mix
DNase-treated total RNA (10 <3,5
ng)
Nuclease-Free water Para 5,0uL
Total 5,0pL

3 — Homogeneizacao no vortex e spin de 2 segundos.

4 - Transferéncia das amostras ao termociclador obedecendo as seguintes

orientacdes de programacao:

Temperatura Tempo
42°C 30 minutos
85°C 5 minutos
4°C Periodo de espera

Etapa 3 — Amplificacao dos alvos:
1 — Manipulacdo das amostras em recipiente com gelo para manter a temperatura

refrigerada de 4°C
2 — Preparacao o mastermix de acordo com a quantidade de amostras, seguindo as

seguintes recomendacdes:

Componente Volume por reacéo
5X lon AmpliSeq HiFi Mix (red 4,0uL
cap)
lon AmpliSeq Transcriptome 8,0uL

Human Gene Expression Core Panel

Nuclease-Free Water 3,0uL
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Total 15,0uL

3 — Homogeneizacdo do PCR mastermix no vortex e efetuado um spin para retirar as
goticulas do MCT.

4 — Transferéncia 15,0-uL de mastermix em cada amostra da reagao de transcricao.
5 - Homogeneizagédo no vortex e spin.

6 — Transferéncias das amostras no termociclador obedecendo as seguintes

programacdoes:
Estagio Temperatura Tempo
Espera 99°C 2 minutos
Ciclo: Programar 99°C 15 segundos
de acordo com a tabela 60° 16 minutos
Espera 10°C Espera
Concentraco de Valor Numero de ciclos
0,1-1,0ng 16
RNA dan?rmé)stra de 10,0ng 12
entrada 100,0ng 10

Etapa 4 — Digerir parcialmente as sequencias iniciadoras, obedecendo as
seguintes recomendacodes:
1 - Transferéncia de 2,0mL do reagente FuPa Reagent para cada amostra
amplificada.

2 — Homogeneizacédo no vortex e spin.

3 — Transferéncias das amostras ao termociclador e efetuado a seguinte
programacao:
Temperatura Tempo
50°C 10 minutos
55°C 10 minutos
60°C 20 minutos
10°C Espera

Etapa 5 — Ligando os adaptadores aos amplicons e purificando-os, de acordo
com as seguintes recomendacgoes:
1 - Preparacéo para cada cédigo de barras escolhido uma mistura de lon P1 Adapter
e lon Xpress Barcode X em uma diluicdo final de 1:4 para cada adaptador, conforme

os volumes indicados:
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Exemplo de Mix adaptador para até 4 reacdes

Componente Volume
lon P1 Adapter 2,0uL
lon Xpress Barcode X 2,0uL
Nuclease-Free water 4,0uL
Total 8,0uL

Realizado a reacéo de ligacao seguindo as seguintes recomendacdes:
2 — Transferéncia para cada amostra digerida os componentes adaptadores

preparados conforme os volumes indicados:

Componente Volume

Switch Solution 4,0uL

Mix adaptador Barcode diluido 2,0uL
Total: incluindo os 22 pL do 28,0uL

amplicon (amostra)

3 — Homogeneizacao
4 — Transferéncia de 2,0mL de DNA ligase a cada MCT (30,0uL de volume total)
5 — Homogeneizacao

6 — Transferéncia aos MCT no termociclador e efetuado a seguinte programacéao:

Temperatura Tempo
22°C 30 minutos
72°C 5minutos
10°C Espera

Etapa 6 — Purificando a biblioteca ndo amplificada, conforme as seguintes
recomendacdes:
1 — Transferido 5,0uL do reagente Agencourt AMpure XP nos MCT e homogeneizados
5 vezes com a prépria pipeta para misturar a suspenséao de esferas com o DNA.
2 — Incubado por 5 minutos em temperatura ambiente
3 — Transferido os MCT em uma rack magnética com o DynaMag ima e incubado por
2 minutos. ApGs 0s 2 minutos retirado e desprezado o sobrenadante sem interferir
com o sedimento.
4 — Adicionado 150,0uL de etanol 70%, movendo os MCT em um giro de 180° de sua
posicao inicial para lavar o pellet, apds desprezado o sobrenadante sem interferir com

o sedimento.
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5 — Repetido novamente o passo anterior para uma segunda lavagem.
6 — Removido todo etanol com pipeta de 20,0uL, mantendo os MCT na rack com ima

abertos por 2 minutos para secagem em temperatura ambiente.

Etapa 7 - Quantificar as bibliotecas por gPCR, conforme as etapas
recomendadas:
1 — Retirado os MCT da rack ima e adicionado 50,0uL de Low TE ao pellet para
dispensar as esferas. Agitado em vortex e efetuado spin.
2 — Colocar novamente os MCT a rack magnética e aguardar por 2 minutos.
Transferido o 45,0uL do sobrenadante para o po¢co de uma placa nova.
3 — Preparado cinco diluicbes em séries de 10 vezes do E. coli DH10B lon Control
Library a 6,8pM, 0,68pM, 0,068pM e 0,0068pM e 0,00068pM e marcados como padréo
e usado a concentracdes no software do equipamento gPCR.

4 — Diluido cada biblioteca lon AmpliSeq usando as seguintes recomendacdes;

Concentragao Diluicao
RNA de entrada recomendada
10ng 1:10.000

5 — Preparado as misturas de reacdo em 3 poc¢os para cada biblioteca padrao

e cada amostra, seguindo as recomendacfes para calcular o volume necessario do

mastermix;
Volume por reagao
Componente Placa de 96 pogos Placa de 384
pOGOoS
2X TagMan Master 10,0pL 5,0uL
Mix
20X lon TagMan 1,0uL 0,5uL
Assay
Total 11,0uL 5,5uL

6 — Realizado na placa de 96 pocos, transferido 11,0puL do mastermix em cada poco
e adicionado 9,0uL da das bibliotecas padréo e as amostras.
7 — Programado o equipamento da Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR

System nas seguintes configuragoes:



121

Estagio Temperatura Tempo
Espera 50°C 2 minutos
Espera 95°C 20 segundos
40 ciclos 95°C 1 segundo
60°C 20 segundos

8 — Seguindo o gPCR, calculado a concentracdo média da biblioteca AmpliSeq
transcriptoma nao diluida pela multiplicacdo determinada por gPCR da biblioteca
diluida utilizada no ensaio.
9 — As amostras que tiveram concentracdo maior de 100,0pM, efetuado diluicdo com
Nuclease-Free water para o valor de 100,0pM em volume de 8,0pL.

Etapa 8 — Realizado PCR emulsédo no equipamento lon Pl HI-Q OT2 200 Kit,
sob o catélogo: A26434, seguindo as instrucdes:
1 — Acoplado os reagentes necessarios no equipamento; lon OneTouch Reaction Oil
(25,0mL) e Nuclease-free Water.
2 — Preparado os reagentes de trabalho; lon Pl Master Mix, lon Pl Enzyme Mix, lon PI
lon Sphere Patrticles, agitados em vértex e efetuado spin.
3 — Diluido as amostras conforme orientacao de 100,0pM inicias em volume de 8,0uL
adicionando 92,0uL de Nuclease free Water, para volume total de 100,0pL.
4 — Homogeneizagdo em vértex e spin
5 — Transferido em MCT de 2,0mL, adicionado 0s seguintes reagentes na seguinte

ordem:

Ordem Reagente Volume
1 Nuclease-free 80,0uL
Water
2 lon Pl Enzyme Mix 120,0uL
3 lon PI ISPs 100,0uL
4 Biblioteca diluida 100,0uL
Volume total 2400,0uL

incluindo mastermix

6 — Agitado em vortex e centrifugado por 2 segundos e acondicionado o tubo na sua
posi¢cdo no equipamento.
7 — Alimentado o equipamento com o lon OneTouch Reaction Filter.
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8 — Inicializado a configuracdo do lon OneTouch 2 Instrument, obedecendo as
seguintes configuracdes na tela touch; seleciona run, selecionado a opcéo Proton: lon
Pl Hi-Q OT2 200 Kit, selecionado next, selecionado assisted, selecionado yes, e

esperado o término do processo, em média 5 horas.

Etapa 9 — Realizado o enriquecimento das bibliotecas com particulas de esferas

(beads) no equipamento lon OneTouch ES.

Etapa 10 — Lavado as bibliotecas e as particulas de esferas (beads) e
guantificado a amostra no Qubit Fluorometer, seguindo as recomendacdes de valores:

10 a 30% de DNA ligado as esferas é o valor ideal.

Etapa 11 — Calibrado automaticamente do Equipamento /on Profon™ System.

Etapa 12 - Preparados os chips que receberam as bibliotecas com as beads. A
solucéo produto de todos os protocolos anteriores foi injetada no lon Pl Chip Kit V3 de
forma que o liquido se espalhasse por toda matriz do componente e por consequéncia
nos po¢os microscopicos do chip. Utilizamos 1 chip para sequenciar 4 amostras do
grupo controle e outro chip para sequenciar 4 amostras do grupo hipotiroidianos
clinicos sem de tratamento com L-T4.

1 — Centrifugado o lon Chip Kit V3 por 5 minutos em centrifuga especial para lon Pl
Chip, eliminando toda bolha de ar que existia na matriz.

2 — Acondicionado o lon Pl Chip no soquete do equipamento /on Proton™ System,
efetuado o cadastro da corrida e o protocolo utilizado RNA-seq. O sequenciamento do

transcriptoma levou em média 3 horas e meia.

Quantificagcdo do RNA total

A quantificacdo do RNA total foi realizada pelo Kit Qubit RNA Assay Kit®,
catdlogo numeros Q32852 e Q32855, mensurado no equipamento Qubit 2.0

Fluorometer®, ambos do fabricante Thermo Fisher Scientific.
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O sequenciamento foi iniciado a partir do preparo de 2 microtubos para as
amostras padroes e 1 microtubo para cada amostra RNA que foram quantificados.
Seguida pela preparacao da solucao diluindo Qubit RNA reagente em tampao Qubit
RNA na proporcéo de 1:200 realizada para cada amostra padréo e para cada amostra
de RNA. Apds o preparo dos microtubos de acordo com as recomendacfes foram
transferidos os volumes: para a solugédo padréo: 190,0uL de solugdo e 10,0uL de
amostra padréo, com total de 200,0uL em cada tubo; e para as amostras: de 180,0uL
a 199,0uL de solucéo e 1,0,0uL a 20,0uL da amostra de RNA totalizando 200,0uL em
cada tubo. Seguido pela homogeneizacédo no vortex e incubacao por 2 minutos em
temperatura ambiente. As leituras das amostras padrao e das amostras de RNA foram
realizadas no equipamento Qubit Fluorometer® 2.0, de acordo com as normas de

calibracao.

Sintese de cDNA

O protocolo do transcriptoma foi iniciado com o isolamento, quantificagao do
RNA e transcriptase reversa do RNA, em que foi feita a diluicdo das amostras de RNA
para uma concentracdo final de 10,0ng e volume final de 5,0uL, seguida da
preparacdo do maxter mix, no qual foram adicionados os volumes especificos para
cada amostra: 1,0uL de 5X VILO™ RT Reaction Mix, 0,5uL de 10X SuperScript® llI
Enzyme Mix , menor ou igual a 3,5uL de DNase-treated® total RNA (1,00ng) e 5,0uL
de Nuclease-Free water®, atingindo o volume final de 5,0uL. Seguido pela
homogeneiza¢éo no vortex e spin de 2 segundos, as quais foram transferidas para o
termociclador com as orientagdes de programacao para temperatura e tempo: 42°C
em 30 minutos, 85°C em 5 minutos e 4°C em periodo de espera, respectivamente.

Amplificacdo das sequéncias-alvo

A amplificacdo das sequéncias-alvo tem como objetivo aumentar a fonte de
sinal luminoso para a maioria dos sequenciadores e i6nico do lon Proton™ System

gue seréo detectados.



124

Esta etapa comecou com a manipulagéo das amostras em recipiente com gelo
para manter a temperatura a 4°C, dando continuacdo com a preparagdo do mastermix
onde os volumes transferidos foram: 4,0uL de 5X lon AmpliSeq HiFi Mix (red cap),
8,0uL de lon AmpliSeq Transcriptome Human Gene Expression Core Panel e 3,0uL
de Nuclease-Free Water, com volume final de 15,0uL. Homogeneizou-se o PRC
mastermix no vortex seguido de um spin para retirar goticulas do microtubo MCT e
continuando com a transferéncia de 15,0uL de mastermix para cada amostra da
reacdo de transcricdo, conduzido para homogeneizacdo no vortex e spin e as
amostras foram transferidas para o termociclador programado: no estagio de espera
com 99°C em 2 minutos; no estagio de ciclo com 99°C em 15 segundos e 60° em 16
minutos; e no estagio espera com 10°C com tempo em espera. Com volume da
concentracdo de RNA da amostra de entrada e quantidade de ciclos: 0,1ng a 1,0ng

com 16 ciclos, 10,0ng com 12 ciclos e 100,0ng com 10 ciclos.

Preparo das sequéncias iniciadoras

Nas sequéncias iniciadoras ocorre uma digestao inicial com a transferéncia de
2,0mL do reagente FuPa® para cada amostra amplificada, seguida da
homogeneizac¢éo no vértex e spin, e transferéncia das amostras para o termociclador
em conformidade com as recomendacfes para a programacdo da temperatura e

tempo estimado: 50°C em 10 minutos, 55°C em 10 minutos e 60°C em 20 minutos.

Ligacdo dos barcodes aos amplicons

Etapa que consiste em preparacao para cada codigo de barras escolhido em
um composto de adaptador lon P1 e barcode lon Xpress, na qual envolveu uma
diluicdo final de 1:4 para cada adaptador. Deu-se 0 seguimento com a reacao de
ligacdo na transferéncia de: 2,0uL de adaptador lon P1, 2,0uL barcode lon Xpress,
4,0uL de Nuclease-Free water, resultando no total de 8,0uL, sendo que estes volumes
foram referidos em, no maximo, 4 reacoes.

Na sequéncia foi realizada a reacao de ligacdo em que foi transferido: 4,0uL

Switch Solution, 2,0uL do composto anteriormente diluido, resultando no volume total
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de 28,0uL, incluindo os 22,0uL do amplicon (amostra). Seguida da agitacdo em vortex
para homogeneizagdo e spin, apos foi acrescentado 2,0mL de DNA ligase a cada
MCT, atingindo 30,0uL de volume total, agitado posteriormente para homogeneizacéo
e novamente um spin. Logo depois os tubos MCT foram dispostos no termociclador
com a programacao de temperatura versus tempo: 22°C em 30 minutos; 72°C em 5

minutos e 10°C no tempo de espera.

Purificacao da biblioteca

A biblioteca ndo amplificada foi realizada com a transferéncia do reagente
Agencourt AMpure XP® que foram homogeneizados com a pipeta por 5 vezes para
promover a mistura da suspensao das esferas com o DNA, transportadas para a
incubacéo por 5 minutos em temperatura ambiente. Depois do tempo de incubacéao,
os MCT foram afixados em uma rack magnética com o DynaMag® iméa e novamente
incubado por 2 minutos. Apds o periodo de incubacgéo foram retirados e desprezou-se
0 sobrenadante cuidadosamente para que nao houvesse interferéncia com o
sedimento. Dando seguimento com a repeticdo da etapa anterior com o objetivo de
uma segunda lavagem. Depois da repeticdo, o etanol foi removido totalmente com a
pipeta, mantendo os MCT na rack com os imas abertos por 2 minutos para secagem

em temperatura ambiente.

gPCR (Quantificacao das bibliotecas)

A quantificacdo das bibliotecas iniciou com a retirada dos MCT da rack
magnética os iméas e pipetando 50,0uL de Low TE® ao pellet para dispensar as esferas
e transportados para homogeneizacdo em vortex e posterior spin. Novamente, 0s
MCT foram transportados para a rack magnética e aguardados 2 minutos. Logo depois
do tempo decorrido foram transferidos 45,0uL do sobrenadante para o po¢co de uma
placa nova.

Enquanto isso, foram preparadas 5 diluicbes em séries de 10 vezes do E. coli
DH10B lon Control Library® a 6,8pM, 0,68pM, 0,068pM e 0,0068pM e 0,00068pM, em

gue marcados como padréao e usadas as concentracdes no software do equipamento
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gPCR. Cada biblioteca lon AmpliSeq® de RNA de entrada foi diluida na proporcéo de
1:10000 com concentracao de 10,0ng. Em seguida, foram preparadas as misturasde
reacdo em 3 pocos para cada biblioteca padréo e cada amostra. Essas misturas foram
realizadas na placa de 96 pocos, em que foram transferidos 11,0uL de solugéo (10,0uL
de 2X TagMan®e 1,0uL de 20X lon TagMan Assay®) em cada poco e pipetado 9uL das
bibliotecas padréo e das amostras. Continuando com a programagao do equipamento
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System® nas seguintes configuracdes:
estagio em espera com temperatura de 50°C e 95°C nos periodos de 2 minutos e 20
segundos, respectivamente; e estagio de 40 ciclos com temperaturas de 95°C e 60°C
nos periodos de 1 segundo e 20 segundos, respectivamente.

Dando prosseguimento com o gPCR com o calculo da concentragdo média da
biblioteca do transcriptoma AmpliSeq® néo diluida pela multiplicacéo determinadapor
gPCR da biblioteca diluida utilizada no ensaio. Sendo que as amostras que tiveram
concentracdo maior que 100,0pM foi realizada diluicdo com Nuclease-Free water®
para o valor de 100,0pM em volume de 8,0pL.

PCR de emulséao

No PCR de emulsado séo criados milhdes de micro reatores, 0s quais contém
todos os reagentes necessarios para uma reacdo de PCR e pequenas esferas
nomeadas por beads cobertas com a sequéncia complementar ao adaptador. Foi
realizado no equipamento lon PI HI-Q OT2 200 Kit®, sob o catalogo: A26434, iniciando
com o acoplamento dos reagentes necessarios ao equipamento lon OneTouch
Reaction Oil® de 25,0mL e o Nuclease-free Water®. Onde foram preparados os
reagentes: lon Pl Master Mix, lon Pl Enzyme Mix®, lon Pl lon Sphere Particles®, e
homogeneizados em vortex seguido por spin. Continuando com a diluicdo das
amostras em 100,0pM iniciais em volume e 8,0uL mais adicdo de 92,0uL de Nuclease
free Water® para obtencéo de volume final de 100,0uL, seguida da homogeneizacéo
em vortex e spin. Logo apos foi transferido para MCT e foram pipetados reagentes na
seguinte ordem e proporcdo: 80,0uL de Nuclease-free Water®, 120,0uL de lon PI
Enzyme Mix® 100,0uL de lon Pl ISPs® 100,0uL da Biblioteca diluida,
respectivamente, atingindo o volume total de 2400,0uL incluindo o mastermix.

Imediatamente foi homogeneizado em vértex e centrifugado por 2 minutos e o tubo de



127

MCT foi disposto na posi¢cédo adequada no equipamento. O referido equipamento, lon
OneTouch 2 Instrument®, foi alimentado com o lon OneTouch Reaction Filter®, e

configurado na opcéo Proton: lon Pl Hi-Q OT2 200 Kit® no periodo médio de 5horas.

Hibridizacdo das beads magnéticas

Essa etapa de enriquecimento das bibliotecas com as beads foi realizada no
equipamento lon OneTouch ES®, em seguida foi realizado o lavado das bibliotecas e
as beads, mais a quantificacdo da amostra no Qubit Fluorometer®, seguindo as
recomendacdes de que valores ideais sao de 10 a 30% de DNA ligado as esferas.
Logo apds, prosseguiu-se com a calibragcdo do sequenciador no equipamento lon

Proton™ System®.

Preparo dos chips

Os chips que receberam as bibliotecas com as beads foram preparados coma
solucéo produto de todos os protocolos anteriores, onde foi pipetada no lon Pl Chip
Kit V3® de modo em que a solucdo ficou uniforme na matriz do componente e
consequentemente nos po¢os microscopicos do chip. Foram utilizados 1 chip para
sequenciar 4 amostras do grupo de eutiroidianos tratados com levotiroxina com bom
controle e mais 1 chip para sequenciar 4 amostras do grupo de hipotiroidianos
subclinico com tratamento inadequado de levotiroxina. Seguido com a centrifugacéo
do lon Chip Kit V3® no periodo de 5 minutos em centrifuga especial para lon Pl Chip®,
eliminando toda bolha de ar que existia na matriz. Logo apds o lon Pl Chip® foi disposto
no bocal do equipamento lon Proton System® seguido com o cadastro da corrida e o
protocolo utilizado no RNA-seq. Esse sequenciamento do transcriptoma transcorreu

em aproximadamente 3 horas e meia.



