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RESUMO

O hipotiroidismo é a producgéo inadequada de hormonio da glandula tiroide ou a acéo
inadequada de hormanio tiroidiano em tecidos-alvo. Entre as disfungdes da tiroide, o
hipotiroidismo € o disturbio mais frequente na populacdo em geral, particularmente
em mulheres. A levotiroxina sodica (L-T4) é considerado o farmaco de escolha e mais
eficaz como tratamento de reposicdo ou suplementacdo nos pacientes com
hipotiroidismo em todo o mundo. O objetivo deste estudo foi o de originar um painel
de expresséo génica para marcar a resposta terapéutica da levotiroxina em pacientes
com hipotiroidismo primario. Foram selecionados 4 individuos controle e 8 individuos
com terapia de levotiroxina, em que 4 s&o eutiroidianos com tratamento adequado,
com TSH sérico entre 0,4mUI/L e 4,0mUIl/L, e 4 hipotiroidismo subclinico com
tratamento inadequado, com TSH entre 4,1mUI/L e 20,0mUI/L. Amostras de 5mL de
sangue venoso foram recolhidas e armazenados em tubos de PAXgene RNA. A
extracdo de RNA foi realizada com o kit de extragcdo de RNA PAXgene (Qiagen). A
biblioteca de transcriptoma foi criada em uma plataforma de NGS, lon AmpliSeq
Gene human transcriptome. Mann-Whitney foi usado para comparar os dois grupos.
As variaveis continuas sdo apresentadas como valores medianos, minimos e
maximos, e Kruskal-Wallis foi usado para comparar os trés grupos. Correlacdo entre
os transcritos, TSH e Zulewski: Método de Spearman. Os dados analisados usando
o IBM SPSS Statistics. A analise computacional de dados foi realizada em software
RStudio, Pacote EdgeR v 3.12.0 de Bioconductor. Os genes significativos sao
calculados ap6s um ajuste de False Discovery Response (FDR). Foi considerado
significante um p<0,05. A analise de expressao diferencial revelou 179 com aumento
e 174 com diminui¢cdo na expressao, sendo 289 RNAmM e 64 RNA néo codificantes.
Destes, 2 genes (CXCR6 e HTR4) mostraram um valor absoluto dos reads
relativamente alto. Construimos um painel capaz de identificar pacientes com
resposta inadequada ao tratamento com levotiroxina. Identificamos transcritos, que
poderdo compor um painel para a avaliacdo da expressédo génica, servindo como
biomarcadores para o diagnéstico do hipotiroidismo primario, mesmo em individuos
com concentragdes de TSH proximas dos valores de referéncia. Além de marcar a
resposta ao uso de levotiroxina, CXCR6 e HTR4, poderéo ter utilidade na avaliacao

da repercusséo tecidual do hipotiroidismo.

Palavras-chave: Tiroide. Hipotiroidismo primario. Levotiroxina. RNA-seq. Eficicia

terapéutica. Expressao génica.



ABSTRACT

Hypothyroidism is the inadequate production of thyroid hormone or the inappropriate
action of thyroid hormone on target tissues. Among thyroid dysfunctions,
hypothyroidism is the most common disorder in the general population, particularly in
women. Levothyroxine sodium (L-T4) is considered the drug of choice and most
effective as a replacement or supplementation treatment in patients with
hypothyroidism worldwide. The aim of this study was to provide a panel of gene
expression to mark the therapeutic response of levothyroxine in patients with primary
hypothyroidism. We selected 4 control subjects and 8 subjects with levothyroxine
therapy, 4 of whom were euthyroid with adequate treatment, with serum TSH between
0.4mlU/L and 4.0mIU/L, and 4 subclinical hypothyroidism with inadequate treatment
with TSH Between 4.1mIU/L and 20.0mIU/L. Samples of 5mL of venous blood were
collected and stored in PAXgene RNA tubes. RNA extraction was performed with the
PAXgene RNA extraction kit (Qiagen). The transcriptome library was created on an
NGS platform, lon AmpliSeq Gene human transcriptome. Mann-Whitney was used to
compare the two groups. Continuous variables are presented as median, minimum
and maximum values, and Kruskal-Wallis was used to compare the three groups.
Correlation between transcripts, TSH and Zulewski: Spearman's method. The data
analyzed using IBM SPSS Statistics. The computational data analysis was performed
in software RStudio, Package EdgeR v 3.12.0 of Bioconductor. Significant genes are
calculated after a False Discovery Response (FDR) setting. A p<0.05 was considered
significant. Differential expression analysis revealed 179 with increase and 174 with
decrease in expression, being 289 mRNA and 64 non-coding RNA. Of these, 2 genes
(CXCR6 and HTR4) showed an absolute value of the reads relatively high. We
constructed a panel capable of identifying patients with an inadequate response to
levothyroxine treatment. We identified transcripts that could compose a panel for the
evaluation of gene expression, serving as biomarkers for the diagnosis of primary
hypothyroidism, even in individuals with TSH concentrations close to the reference
values. In addition to marking the response to the use of levothyroxine, CXCR6 and

HTRA4, they may be useful in evaluating the tissue repercussion of hypothyroidism.

Key-words: Thyroid. Primary hypothyroidism. Levothyroxine. RNA-Seq. therapeutic

efficacy. Gene expression.
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1.0 INTRODUCAO

A tiroide é a primeira glandula enddécrina a se desenvolver no embrido humano,
origina-se apos vinte e dois dias da concepcdo, surgindo da invaginacdo e
espessamento do assoalho da faringe primitiva, seguida pela migracdo em direcao
caudal até a base do pescoco e atinge a sua forma definitiva aos 51 dias 23, A
glandula tiroide esta localizada na regido inferior do pescoco e estende-se da quinta
vértebra cervical até a primeira vértebra toracica, encontrando-se intensamente
vascularizada. E uma glandula em formato de borboleta formada por lobos laterais
alongados, direito e esquerdo, ligados por um istmo mediano [,

A unidade funcional basica da glandula tiroide sdo os foliculos, compostos por
uma camada externa de células cuboides circundadas pela membrana basal,
envolvendo um material amorfo denominado coloide. Uma proteina de elevado peso
molecular € armazenada por este material, que é sintetizada pelas células da tiroide e
secretada para o limen do foliculo. Desde 1956, com a descricdo precursora de Roitt
et al. sabemos que a Tg apresenta variacfes significativas nas respostas autoimunes
[56] e compde a unidade base para a formacgdo dos hormdnios tiroidianos
[4].

A tiroide sintetiza e secreta os hormonios tiroidianos, 3,5,3',5'-tetraiodo-
Ltironina ou Tiroxina (T,) e 3,5,3'-triiodo-L-tironina ou Triiodotironina (T3), sendo a
liberacdo do T4 de 100 a 125nmol diariamente. A meia-vida do T, é de
aproximadamente de 7 a 10 dias, sendo que a principal fonte de producdo de T3
advém da conversédo do pré-horménio T, em T3 por meio da 5 desiodacao de T, em
tecidos periféricos promovida pelas desiodases 1.

Os horménios tiroidianos tém a funcéo de regular o consumo energético e sao
indispensaveis para o crescimento, desenvolvimento e maturacao de varios 6rgaos. A
atividade do sistema enddcrino é regulada pelo mecanismo de feedback, que através
do eixo hipotalamo-hipodfise-tiroide gera acdo em diversos tecidos 810, Entre outras
funcdes, destaca-se o estimulo da frequéncia cardiaca, da sintese proteica e do
metabolismo glicidico, tal como, 0 aumento da sintese de degradacao do colesterol e

triglicerideos (891,
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1.1 MECANISMOS DE ACAO DOS HORMONIOS TIROIDIANOS

1.1.1 Homeostase do eixo hipotalamo-hipo6fise-tiroide

A homeostase do eixo hipotadlamo-hipéfise-tiroide regula as concentragfes dos
hormonios tiroidianos produzidos pelas células tiroidianas até o seu transporte para
os diversos tecidos. A regulacdo dos hormoénios tiroidianos ocorre pelo eixo
hipotalamo-hipdfise-tiroide, onde o hipotdlamo através do horménio liberador de
Tireotrofina (Thyrotropin-releasing hormone, TRH) estimula a hipofise anterior a liberar
o horménio estimulante da Tiroide (Thyroid-stimulating hormone, TSH), induzindo a
glandula tiroide para gerar e secretar os hormdnios tiroidianos para os tecidos
periféricos (Figura 1). Essa regulacdo altera a taxa de secrecdo do TRH pelo
hipotalamo e como tem principal efeito reduzir a resposta dos tirétrofos 111,

No processo do mecanismo de retroalimentacdo (feedback) quando a
concentragéo de T4 circulante esta baixa, ocorre 0 aumento dos receptores de TRH e
consequentemente um aumento de sintese de TSH circulante, tanto pelo hipotalamo
como pela hipofise, o contrario também ocorre na presenca de altas concentracdes de
hormonios tiroidianos 1012131,

Figura 1. Esquema representativo do eixo hipotalamo-hipdéfise-tiroide e regulacdo dos horménios
tiroidianos. SNC: Sistema Nervoso Central; TRH: Hormonio liberador de tireotrofina; TSH: horménio
estimulante da Tiroide (Thyroid-stimulating hormone); T4: Tiroxina; Ts: Triiodotironina.
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A autorregulacdo da tiroide € mais um mecanismo importante na regulacao da
sintese dos horménios tiroidianos. Esse processo € fundamentado na alteracdo da
sensibilidade da glandula tiroide ao TSH, onde o excesso de iodo reduz a producéo
de peroxido de hidrogénio impedindo a sintese de horménios tiroidianos, conhecido
como efeito Wolff-Chaikoff [14.15],

O TSH é 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), hormdnio foliculo
estimulante (FSH) e Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG). A partir do estimulo do
TSH que é sintetizado na hipofise anterior, 0 mecanismo de acdo dos hormonios
tiroidianos € iniciado (Figura 2) [16],

Por sua vez, o TSH ativa o seu receptor (TSHR) localizado na membrana
basolateral do tirocito. Adiante o iodo (I2) é convertido em iodeto (I) pela peroxidase,
ocorrendo a captacdo do mesmo do liquido extracelular para as células foliculares
tiroidianas, pelo co-transportador de sodio-iodeto (NIS) na membrana basolateral 14,
Simultaneamente ocorre o transporte dos iodetos do liquido extracelular para as
células glandulares e os foliculos da tiroide. A membrana basolateral da célula
tiroidiana faz a captacdo de iodeto para o interior da célula. Por consequéncia, na
membrana apical das células foliculares da tiroide a pendrina (PDS) medeia o efluxo
de I para o lumen folicular. Por invaginacdo, a Tg migra para o lumen folicular na
presenca de peroxido de hidrogénio (H202), o qual € sintetizado pelo complexo
sistema de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidases e Dupla
Oxidase (DUOX). Nesse processo a Tireoperoxidase (TPO) é 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
oxidacdo e acoplamento do I" na Tg. Deste modo, este acoplamento oxidativo &
catalisado pela mesma peroxidase, formando as iodotirosinas, monoiodotirosina (MIT)
e diiodotirosina (DIT) [24.15],
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Figura 2. Esquema representativo da biossintese dos horménios tiroidianos e as principais vias de
sinalizacdo. TSH: Hormdnio estimulante da Tiroide (Thyroid-stimulating hormone); TSHR: Receptor de
horménio estimulante da Tiroide; DUOX: Dupla Oxidase; Tg: Tireoglobulina; H202: Peréxido de
hidrogénio; TPO: Tireoperoxidase; DIT: Diiodotirosina; MIT: Monoiodotirosina; Ts: Triiodotironina; Ta:
Tiroxina; I: lodeto.
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Além disso, ocorre a geracdo dos horménios T4 e T3, que acoplados a Tg séo
recaptados pela célula e seguem com a protedlise. Apds este processo, 0s hormdnios
sao liberados na corrente sanguinea, e simultaneamente ocorre a devolucéo do iodo
ao coloide, o que permite o reaproveitamento destas substancias pela célula tiroidiana

[18].

1.1.2 Homeostase Tecido Especifica

A homeostase tecido especifica € composta pelos mecanismos de entrada dos
hormdnios nas células dos diversos tecidos, a conversao periférica intracitoplasmética
do T4 em T3 pelas desiodases (ou sua inativacdo, através da conversédo para o T3
reverso), o acoplamento aos receptores nucleares especificos (TRO1, TRO2, TRP1 €
TRpB2) e a regulacdo da expressdo génica através da ligagdo com os elementos

responsivos aos hormonios tiroidianos (TREs) [7:19-21],

Na circulacéo, os horménios tiroidianos ligam-se a uma variedade de proteinas
plasmaticas, ainda que uma pequena parcela de ambos permaneca na sua forma livre.

Enquanto o T4 é produzido pela tiroide, a maioria do Ts circulante é proveniente da
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desiodacédo do T4 nos tecidos ndo tiroidianos, como rim e figado. No mecanismo de
desiodacéo via anel fendlico ou tirosidico das iodotironinas, as desiodases agem
eliminando de forma catalitica o iodo e podem fazé-lo em diferentes sitios via
5'desiodases convertendo T4 em T3 ou em metabolitos inativos como o T3 reverso
(rT3) ou 3,3'-diiodo-L-tironina (T2) [21-23],

As enzimas desiodases s&o: as iodotironinas desiodases tipo I, Il e 1ll (D1, D2
e D3 respectivamente). D1 e D2 convertem o T4 em T3 que & o hormdnio
biologicamente ativo enquanto, D1 e D3 convertem o T4 em rT3, D3 também é
responsavel pela inativacdo do T3, convertendo-o a T2 [22:24],

A inducdo de D1, D2 e D3 regula varios fatores fisiopatol6gicos que podem
modificar a deiodinacdo em um determinado tecido (Tabela 1) [25-28],

Tabela 1. Regulacéo dos fatores fisiopatoldgicos por intermédio das desiodases.

Desiodases D1 D2 D3

Tecidos-alvo Figado, Rim e Tiroide Hipofise, Cérebro, Tecido Hipdfise, Cérebro, Utero,
adiposomarrom, Placenta, Placenta, Tecidos fetais e
Tiroide, Musculos cardiaco  Pele
e esquelético

Fungéo Fisiologica Supre T, para o plasma Supre T, para o espaco Inativa T, e T,
intracelular
Agéo dos hormonios Aumenta Diminui Aumenta
tiroidianos

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

Assim, as vias de desiodacao ocorrem no interior das células-alvo, entretanto
Bianco et al. sustenta que a sinalizacdo do horménio tiroidiano em células néo é
refletida pelos niveis de hormonio da glandula tiroide no plasma [1.

Os efeitos dos hormdnios tiroidianos sdo mediados por seus receptores,
Receptores nucleares de Triiodotironina (TR), e estes sao codificados por dois genes
distintos, a (TRa) e B (TRP), localizados no cromossomo 17 e 3, respectivamente (8],
Em consequéncia ao splicing alternativo e utilizac&o interpolada do promotor, o gene
TRHa pode originar seis isoformas; TRa1, TRa2, TRDa1, TRDa2, P46 e P28. Da
mesma maneira, o gene TRHJ3 gerar as isoformas: TRB1, TRB2 e TRH}.
Exclusivamente, TRB1, TRB2, TRa1 sdo receptores efetivos na interacdo de um

dominio ao DNA. Membros da superfamilia dos receptores nucleares, essas isoformas
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apresentam expressdes especificas para cada tecido. Posto que, mutacdes no TR
podem originar diversos sintomas clinicos, que sdo dependentes do TR afetado.
Portanto, uma complexa rede de mecanismos de transcricdo e alteracao
péstranscricional medeiam a expressao do gene, propiciando que os receptores sao
fatores de transcricdo modulares que se ligam em sequéncias especificas de DNA,
chamados de elementos responsivos ao receptor de triiodotironina (TRES) (Figura 3)

[11,29].

Figura 3. Representacdo esquematica do mecanismo de acédo do receptor do hormdnio tiroidiano na
presenca de Ts. T4: Tiroxina; Ts: Triiodotiroxina; RXR: Receptor de &cido retinoico; TR: Receptor nuclear
de Triiodotironina; TRE: Elemento responsivo ao receptor de triiodotironina; CoA: Proteinas
coativadoras; CoR: Proteinas correpressoras; MTB: Maquinaria de Transcricdo Basal.
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O Receptor nuclear de Triiodotinonina (TR) dependendo da ligagdo com o
receptor de &cido retinoico (RXR) pode gerar um homodimero ou heterodimero [0,

Em vista disso, o TR encontra-se ligado ao TR, formando um homodimero. O
acoplamento do T; ao TR gera uma mudanga 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
liberacdo das proteinas correpressoras (CoR) e a juncdo do TR as proteinas
coativadoras (CoA). Assim, recrutam a Maquinaria de Transcricdo Basal (MTB) e

acionam a transcri¢do dos genes-alvo, modulando a expressdo do gene [12:29.31.32],

1.2 HIPOTIROIDISMO

O hipotiroidismo € uma decorréncia da producdo inadequada de hormdnio da
glandula tiroide ou a acéo inadequada de HT em tecidos-alvo. Entre as disfungbes da
tiroide, o hipotiroidismo € o distarbio mais frequente na populacdo em geral,
particularmente em mulheres [334, Segundo o National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES 1999-2002), 3,7% da populacdo dos EUA tem
hipotireoidismo, sendo mais comum em mulheres 3%, Na populacdo mundial atinge
cerca de 4% a 10% das pessoas 3%, Segundo Kajantie et al. as chances de uma
mulher desenvolver hipotiroidismo aumenta 4,4 vezes em mulheres com baixo peso
ao nascer e baixo indice de massa corporal durante a infancia 7. O estudo em
Framingham numa populacdo de homens e mulheres acima de 60 anos encontrou
hipotiroidismo em 4,4% dos individuos com concentracao de TSH maior que 10mUI/L,
destes, 39% tinham baixos niveis Tiroxina Livre (T4L) (38,

Em NHANES (1999-2002) foi demonstrado que as chances de possuir
hipotiroidismo foram cinco vezes maiores em pessoas com idade superior a 80 anos,
do que em individuos com idade inferior 133, Surks e Hollowell et al. consideram que a
elevacdo da concentracdo de TSH em individuos acima de 80 anos de idade € uma
adaptacado fisiolégica ao envelhecimento, o que justifica a maior prevaléncia na
populacao idosa 29,

A prevaléncia de hipotiroidismo no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro foi de
12,3% em mulheres adultas. Na regidao metropolitana de Sao Paulo foi de 8% na
populacao geral [36],
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O risco de desenvolver hipotiroidismo, também aumenta com a idade
avancada, anticorpos antitiroidianos e sexo feminino 71, Segundo Vanderpump et al.,
dentre o sexo feminino o risco para mulheres de 50 anos de idade com concentragao
de TSH de 6,0mUI/L e 9,0mUI/L é de 57% e 71%, respectivamente [40],

Em um ensaio longitudinal ao longo de 12 anos, Stuckey et al. e colaboradores
descobriram que o hipotiroidismo foi desenvolvido em 38% das mulheres estudadas
gue tiveram um passado historico de disfuncéo pés-parto da tiroide. Em comparacao,
apenas 4% das mulheres que nado tiveram disfuncdo pos-parto da tiroide
desenvolveram hipotiroidismo 14,

A prevaléncia de hipotiroidismo é muito variavel nas diversas partes do mundo,
sendo maior em locais com deficiéncia de iodo na dieta. Inversamente, o excesso de
iodo tem sido observado, o qual pode ocorrer em consequéncia do uso de corantes
de radiocontrastes, amiodarona, suplementos alimentares e algas 2.

O excesso de iodo pode inibir transitoriamente a organificacdo de iodeto e a
sintese de hormonios tiroidianos, denominado de efeito Wolff-Chaikoff, fendbmeno de
resposta de curta duracdo porque o co-transportador de sddio-iodeto é capaz de
regulacdo negativa (downregulation), inibindo a organificacdo da glandula tiroide 2.,
Em individuos com hipotiroidismo, o excesso de iodo pode induzir o hipotiroidismo
sustentado em individuos com tiroidite “3. Conforme Pearce et al., o solo em grandes
areas geograficas no mundo é deficiente em iodo e a estimativa de 29% da populacao
mundial vive nessas areas. Por exemplo, acontece em regiées montanhosas como o
Himalaia, os Andes, Alpes europeus, onde o iodo € lavado pelas inundacdes e
glaciacdo. Como também ocorre em regides de planicie distantes de oceano, tal como
na Europa Ocidental, na Africa Central 44,

O hipotiroidismo pode ser priméario quando decorre de faléncia da glandula
tiroide [45,46].

1.2.1 Hipotiroidismo Primario

O hipotiroidismo primario é considerado a disfungéao tiroidiana mais prevalente,
manifesta-se mais frequentemente nas mulheres e aumenta a incidéncia com a idade

[47,48].
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Quando se observa no hipotiroidismo primario uma elevada concentracao de
TSH na presenca de TsL corresponde ao hipotiroidismo clinico, diferentemente,
quando se percebe uma elevada concentracdo de TSH e T4L dentro do valor de
referéncia categoriza o hipotiroidismo subclinico (HSC) 133,

De acordo com o NHANES lIll, a prevaléncia do HSC em adultos nos Estados
Unidos é de 4,3% da populacéo [*8, encontrando-se variancia entre 4% e 20% em
diferentes estudos 9.

A taxa de converséao de hipotiroidismo subclinico para hipotiroidismo clinico é
de 2% a 6% 51, 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 52, Semelhantemente, Fatourechi et al. demonstrou que cerca de 80% dos
pacientes com HSC e concentracdo de TSH menor que 10,0mUI/L apresentavam
anticorpos positivos para TPO [53],

As causas de hipotiroidismo primario sado: tiroidite linfocitica cronica
(autoimune), tiroidite poés-parto, tireoidite subaguda (granulomatosa), anomalias
congénitas, deficiéncia de iodo, doencas infiltrativas, sendo que, formas de iatrogenias
de hipotiroidismo podem intercorrer de tiroidectomia, radioiodoterapia, hipotiroidismo

induzido por farmacos antitiroidianos [33:35.37.54],

Dentre elas, a causa de hipotiroidismo primario mais frequente é a tiroidite
linfocitica cronica, conhecida como tiroidite autoimune de Hashimoto [°. Estes
pacientes apresentam o processo crénico autoimune contra a glandula tiroide com
infiltracao linfocitica e destruicdo dos tirocitos. Na tiroidite autoimune de Hashimoto o
corpo considera os antigenos da tiroide como estranhos, seguida de uma reacao
imune cronica e resulta em infiltrac&o linfocitica da glandula e destruicao progressiva
do tecido funcional da tiroide. Inicialmente pode manifestar-se na forma de bdcio, que
na maioria dos casos, regride gradativamente de tamanho. Outra forma de
apresentacao é como tiroidite atréfica por processo fibrético destrutivo da glandula. A
maioria dos individuos afetados terdo autoanticorpos circulantes contra a glandula
tiroide, como o anticorpo anti-tireoperoxidase (anti-TPO), que € o mais especifico, e
anticorpo anti-tireoglobulina (anti-Tg) [26:55], Os anticorpos podem nao estar presentes
no inicio da doenca, podem variar e desaparecer ao longo do tempo, no entanto a sua

auséncia ndo exclui o diagndstico de tiroidite linfocitica cronica [5°l,
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Os anticorpos anti-TPO tém sido associados ao aumento do risco de aborto e
infertilidade 6. A investigacdo de anticorpos anti-Tg ¢é indispensavel no

acompanhamento de pacientes com carcinoma de tiroide 571,

1.2.2 Farmacos e compostos quimicos antitiroidianos

Uma variedade de medicamentos pode induzir o hipotiroidismo. Os farmacos
antitiroidianos mais comuns, como o0s tioureilenos (carbimazol, metimazol,
propiltiouracila), reduzem a liberacdo de hormoénios tiroidianos. Os farmacos que
interferem na concentragdo do TSH, como os glicocorticoides, amiodarona
(antiarritmico). Eles bloqueiam a converséo periférica de T4 para T3 nos tecidos, e
consequentemente, na supressao do TSH. No entanto, a amiodarona, assim como 0s
contrastes iodados, diminuem a concentracdo sérica de T3 com moderada elevacao
de T4 pela inibicdo de DI e DII. Isto também é possivel no uso de suplementos de iodo
ou alimentos naturais com alto teor de iodo. O litio tem efeitos semelhantes ao iodeto

[58,59].

Farmacos que contribuem para o metabolismo acelerado dos hormdonios
tiroidianos, como o fenobarbital (anticonvulsivante), ou a diminuicdo da absorcéo dos
hormonios tiroidianos, como o sulfato ferroso [0,

Compostos organicos também podem apresentar acdo antitiroidiana, como 0s
derivados de fenol (resorcinol) e composto de acido benzoico, por exemplo, o acido p-
aminosalicilico, sulfonilureia orais, fenilbutazona e aminoglutetimida 1. Tal qual a
poluigdo industrial com bifenilos policlorados e perclorato 6263, Também, os inibidores

de tirosina quinase (64,

1.2.3 Diagnéstico

Para o diagnadstico de hipotiroidismo o ensaio de TSH é realizado com prontidao
e a ferramenta mais sensivel. Esse ensaio possui uma relacao log-linear inversa que
é estabelecida entre T,L e TSH, devido ao aumento exponencial nas concentracées
de TSH relacionados a reducdes lineares dos T,L 5465661 O intervalo de referéncia

geralmente aceito é de 0,40mUI/L a 4,2mUI/L. E importante salientar, que os valores
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da concentracdo de TSH tanto em individuos saudaveis como em pacientes com HSC
variam ao longo do dia, apresentando valores mais elevados a tarde e noite. Assim
sendo, € recomendavel repetir os testes de concentracdo de TSH, no minimo, com

trés meses de intervalo para um diagnéstico preciso 5671,

Se o0s niveis de TSH estiverem acima do intervalo de referéncia, o passo

7

seguinte é medir T4L. O T4L € altamente ligado as proteinas (99,97%):
aproximadamente, 85% ligado a thyroxine-Biding Globulin (TBG), 10% ligado a
préalbumina de ligac@o a tiroide (transtirretina) e o restante ligado frouxamente a

albumina 18l

Os ensaios para a deteccdo dos anticorpos anti-TPO e anticorpos anti-Tg,
podem ser Uteis na determinacgéo da etiologia de hipotiroidismo ou de seu prognaéstico,
também nas doencgas autoimunes 4268 No entanto, apds identificacdo de anticorpos
positivos, o teste de anticorpos pouco acrescenta para o quadro clinico, portanto ndo

é mais recomendado 71,

1.2.4 Complicagbes clinicas

Os sintomas observados no hipotiroidismo s&o: bradicardia, reflexo de aquileu
lentificado, pele seca, letargia, fala lentificada, fraqueza, adinamia, diminuicdo do
volume de suor, pele fria, edema de palpebras, intolerdncia ao frio, macroglossia,
edema facial, mixedema, cabelo seco, unhas quebradicas, palidez da pele,
perturbacdes da memodria, constipacao intestinal, ganho de peso, perda de cabelo,
dispneia, rouquiddo, nervosismo, menorragia, surdez, abafamento de bulhas
cardiacas, dor precordial e baixa acuidade visual 9. No hipotiroidismo subclinico,
Joffe et al. percebeu que havia diferenca nos sintomas de hipotiroidismo entre
eutiroidianos e individuos com HSC, sendo ambos com concentracdo de TSH menor
que 10,0mUl/L, apenas no cansaco 79,

A participacdo do horménio tiroidiano com a homeostasia da fisiologia
cardiovascular, assim como a modulagao da contratilidade do miocéardio, frequéncia
cardiaca, funcdo diastolica e resisténcia periférica, promove possiveis alteracbes
cardiovasculares, principalmente insuficiéncia cardiaca, principalmente no
hipotiroidismo subclinico 597174, Estudos demonstraram que HSC com concentragéo

de TSH maior que 10,0mUIl/L pode provocar alteracdes cardiacas funcionais,
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especificamente, funcdo cardiaca sistdlica e diastdlica afetada, disfuncdo vascular

com funcéo endotelial alterada e aumento da rigidez vascular 50751,

A associagdo entre a disfuncgéo tiroidiana e perfil lipidico nos individuos com
hipotiroidismo clinico ou subclinico esta estreitamente relacionada a dislipidemia e
consequentemente ao risco cardiovascular [7®l, A relacédo entre anormalidades lipidicas
e HSC foram investigadas por diversos estudos e descobriram que HSC esta
associado com a elevacao de triglicérides, colesterol total e lipoproteinas de baixa
densidade [77,7s].

A acédo do hormonio tiroidiano na ortopedia ndo esta estabelecida, compreende-
se que o T3 estimula vias diretas e indiretas do ciclo da remodelacdo Ossea,
reabsorcdo, formacédo e proliferacdo de osteoclastos, aumenta a expressao de
osteocalcina, colageno tipo |, fosfatase alcalina, metaloproteinas, diferenciacao
celular. Inclusive, o T3 se associa com o0s hormoénios osteoclastogénicos, como 0s
Hormonios da paratiroide (PTH) e vitamina D. A interacao e alteracdes dos horménios
tiroidianos aos receptores tiroidianos 6sseos a1 pode dar indicios de problemas nesse

metabolismo 79,

As manifestacdes de doencas renais e repercussoées clinicas sao evidentes no
hipotiroidismo. O horménio tiroidiano atua diretamente na expresséao e atividade dos
canais ibnicos celulares e transportadores. Basu et al. relata o aumento dos niveis
séricos de creatinina no hipotiroidismo 9.

O cuidadoso controle hormonal também é fundamental na gravidez. As suas
repercussfes podem levar as complicacBes gestacionais que incluem pré-eclampsia,
diabetes gestacional, parto prematuro e abortamento. O excesso, mas também a falta
do horménio tiroidiano pode interferir sobre o desenvolvimento de estruturas
neuroldgicas do feto e retardo mental. 81,

Similarmente evidenciado por Ashoor et al. e Lazarus et al. demostram que
mesmo com a concentracdo de TSH encontrando-se ligeiramente aumentada, esta
associada com risco aumentado de morte fetal e aborto 283, Dois estudos chineses
também correlacionam elevada concentragdo de TSH no inicio da gravidez com
desenvolvimento neuropsicolégico diminuido em recém-nascidos de 25 a 30 meses

[84,85].
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N&o obstante, alteracbes de humor sdo evidentes em pacientes com
hipotiroidismo clinico e subclinico, assim como depressao, disfuncdes cognitivas, falta
de memoria [70,86-88].

Embora o hipotiroidismo subclinico, seja muitas vezes assintomatico, numa
populacédo idosa foi observado um aumento de disfuncéo cognitiva 189,

O tratamento de escolha para os sintomas do hipotiroidismo é a Levotiroxina
sbdica (L-T4), que dispbe de propriedades farmacocinéticas favoraveis e quando
administrada na dose adequada assegura uma eminente eficacia terapéutica [°0-9],

1.2.5. Farmacoterapia

A farmacoterapia tem como obijetivo a reducdo da mortalidade e prevencao das
complicacbes hormonais da tiroide, portanto é administrado para completar ou
substituir a producdo endogena dos hormoénios tiroidianos. A reposicdo da
monoterapia de Levotiroxina sddica (L-Ts) constitui-se no tratamento terapéutico
consagrado do hipotiroidismo clinico e subclinico. A L-T4 em doses individualizadas
de acordo com a resposta do paciente, € considerado o farmaco de escolha e mais
eficaz como tratamento de reposicdo ou suplementacdo nos pacientes com
hipotiroidismo em todo o mundo ¥192, Nos Estados Unidos é o quarto medicamento

mais comum nos Ultimos anos %31,

A principio, a tiroxina foi sintetizada em 1907 por Harington e Barger, e isolada
na forma cristalina por Kendall em 1915 [9495 A levotiroxina sédica (L-T4) € um
levoisbmero sintético idéntico ao horménio tiroxina enddégeno (T4) produzido pela
glandula tiroide °¢l. Sua massa molecular é de aproximadamente 798,851807 daltons
e a sua férmula estrutural € um sal inodoro, higroscépico, insipido, a qual é
acrescentada apenas uma molécula de sodio para proporcionar maior absorcao
intestinal (Figura 4)

[38].
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Figura 4. Estrutura quimica da levotiroxina sdédica.

Fonte: Construida no editor de estruturas Quimicas chemspider.com.

Nota-se que o uso terapéutico de L-T4 no tratamento de hipotiroidismo ocorre
na conversao periférica do pro-hormonio tiroxina (T4), administrado via exdgena, no
seu hormonio de metabolismo ativo, o Tz [/, Esta ativacdo ocorre por intermédio de
duas enzimas D1 e D2 [28],

O mecanismo de acédo do T4 sintético, aumenta a taxa metabolica basal, amplia
a utilizacado e mobilizacdo dos estoques de glicogénio, promove a gliconeogénese e
estimula a sintese proteica [38. Considera-se que seus principais efeitos ocorrem

através do controle da transcricdo de DNA e as sintese de proteinas [29.30:32],

Em adultos o tratamento de L-T4 via oral € iniciado geralmente com uma dose
aproximada de 1,5ug/kg ao dia, de preferéncia 30 minutos a 60 minutos antes do café
da manha. Pacientes idosos e pacientes com doenca arterial coronariana iniciam com
uma dose inferior, sendo ajustada gradativamente, de 12,5 a 50,0ug por dia. A
recomendacdo de algumas diretrizes para o tratamento com L-T4 é relacionada a
concentracdo de TSH. As concentracbes de TSH acima de 10,0mUI/L séo
habitualmente indicativas de tratamento, mas mesmo niveis abaixo de 10,0muUl/L
serdo associados com algumas condi¢des clinicas, desde que estaveis por algumas
semanas a meses 1997 Os pacientes com hipotiroidismo devem ser tratados com
dose de L-T4 adequada para manter o TSH dentro do intervalo de referéncia, a fim de
reduzir ou eliminar os efeitos indesejaveis 8. Os ajustes das doses devem ser

realizados nas presencas significativas no peso corporal, com a gravidez e
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envelhecimento %, Do ponto de vista legal, o método segundo a Food and Drug
Administration (FDA) tem o objetivo de alcancar a biodisponibilidade de formulacdes

individuais aprovadas %,

L-T4 € um composto anfétero com dois grupos acidos e um bésico que
interferem na sua dissolucdo e consequentemente na absorcdo [18100, Contudo, a
absorcao gastrointestinal da formulacdo de comprimidos de L-T4 administrado por via
oral é de aproximadamente 60% a 90% em jejum. O tempo de pico plasmatico é de 2
horas a 4 horas, ocorrendo a maior parte no jejuno e ileo superior 101,

O pH é&cido no estbmago, como ocorre no jejum, € importante para a absorcao
de uma dose de L-T4 administrada via oral. Recomenda-se que L-T4 deve ser
administrada com o estbmago vazio para que atinja a absorcdo maxima, o que reflete
a influéncia da acidez gastrica no processo 192104, Do mesmo modo foi demonstrado
por Centanni et al que a acidez gastrica desempenha um papel importante na
absorcdo de L-T4. Realmente, os pacientes com gastrite atrofica ou por relacionada
com Helicobacter pylori exibem um aumento da dose de L-T4 em comprimido [105],

Desta maneira, 0 mesmo estudo de Centanni et al demonstrou que em
pacientes com distarbios endécrinos que tomam L-T4 em diferentes horarios de
ingestéo, terdo maior absorcao intestinal do horménio quando ingerido antes do café
da manha em jejum [, De fato, o aumento do pH gastrico pode alterar a dissolugdo
e a solubilidade do farmaco 1%l além de interferir na absorcéo, pode aumentar a sua
depuracao [92,105].

Na tentativa de minimizar o problema de ma 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
formulagédo liquida de L-T4 pode ser administrada no café da manha, demonstrando
que uma normalizacédo reversivel dos niveis de TSH em pacientes submetidos a
cirurgia bariatrica 1071,

Por outro lado, muitos farmacos tém sido relatados por interferir na absor¢éo
gastrointestinal de L-T4 e minimizar a sua eficacia, sendo os mais usuais, sulfato
ferroso, hidroxido de aluminio, carbonato de calcio, colestiramina, sucralfato,
inibidores de bomba de prétons, inibidores de tirosina quinase, carbonato de calcio,

indutores de enzimas, fenobarbital, fenitoina, carbamazepina, rifampicina, sertralina
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[67,97,99.108,109] 'O uso de contraceptivos e gravidez estdo associados a mudancas na
TGB, as quais também podem afetar a dosagem de horménio da tiroide 192,

A absorcdo de L-Ts, também pode ser afetada por estados de ma absorcéo,
doenca do intestino delgado, como a doenca celiaca 192,

A meia-vida de tiroxina enddgena € de aproximadamente 9 a 10 dias em
pacientes hipotiroidianos e 6 a 7 dias em pacientes eutiroidianos, o que permite
dosagem uma vez ao dia, entretanto, a sua atividade biolégica pode ser mantida por
um periodo mais longo. Os efeitos de L-T4 administrado via oral sé&o observados dentro
do periodo de trés a cinco dias. A meia-vida varia de acordo com o estado da tiroide,
para hipotiroidiano de nove a dez dias e para eutiroidiano de trés a quatro dias

[97,98,103,104].

Os hormonios tiroidianos circulantes estao ligados em mais de 99% com as
proteinas plasmaticas, principalmente a TBG, pré-albumina de ligacdo a tiroxina e
menos ativamente a albumina, cujas capacidades e afinidades variam para cada
hormdnio. Os hormdnios tiroidianos atravessam a barreira placentaria nas primeiras
semanas de gestacdo. Desse modo, a L-T4 é secretada no leite materno, mas ndo o
suficiente para corrigir o hipotiroidismo no lactente 119,

Os efeitos adversos em caso de sobredosagem sao sinais de tireotoxicose
ocasionando taquicardia, tremor, sudorese, similar em caso de ligeira sobredosagem
que ocasiona risco de fraturas osteoporoticas e fibrilacdo atrial, especialmente em
idosos (0971 Uma meta-andlise de estudos randomizados e controlados para o
tratamento de hipotiroidismo clinico com terapia combinada de T4 e T3 contra a
monoterapia de T4 ndo 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 14, Existe controvérsia no que se refere a
terapia de combinacao sobre sua seguranca e eficacia, e um consenso de que nao é

melhor do que a monoterapia de T4 [20.112.113]

A monitoragao do tratamento com L-T4 & sustentada com o ensaio de TSH no
sangue, e o ajuste da dose deve ser considerado apos 6 a 12 semanas, devido a meia-
vida longa de L-T4 7],

De acordo com o estudo de Turner et al. e colaboradores foi demonstrado que

um aumento em 3 vezes de fraturas em usuarios de L-T4 com idade superior a 70
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anos 14, No entanto, Negro et al. afirma que o tratamento com L-T4 pode diminuir o

risco de aborto .

A despeito de varias marcas disponiveis no mercado sejam consideradas
bioequivalentes, o US Department of Health and Human Services da FDA e Green et
al. nos Estados Unidos, acreditam que a bioequivaléncia terapéutica e a
intercambiabilidade é questionavel [®°115], Do ponto de vista pratico, existem varias
descricbes de casos em que pacientes sofreram efeitos deletérios produzidos pela
intercambiabilidade entre marcas diferentes de L-T4 sem a recomendacdo de um
meédico. Estudos relatam problemas de bioequivaléncia de farmacos, como marca que
contém de 25% a 35% menos principio ativo [116-120],

Segundo a FDA a diferenca entre a biodisponibilidade entre os farmacos
terapeuticamente equivalentes nunca deve exceder a 9% 1231, Na tentativa de reverter
esse quadro, a FDA exigiu que a New Drug Application (NDA) e a Abbreviated New
Drug Application (ANDA) fizessem a alteragdo das especificagdes de poténcia nos
farmacos de levotiroxina sodica aprovados para uso em seres humanos, de 95% a
105% durante todo o seu periodo de vida determinado, e rever especificacbes de
poténcia junto a United States Pharmacopeia (USP) para comprimidos de levotiroxina
sodica [124].

O desenvolvimento de novas formulacdes orais, para a terapia de substituicao
do T4, ocorre com preparacdes liquidas ou em cépsula de gel. A forma farmacéutica
liguida € mais ativa do que o comprimido em pacientes hipotiroidianos com distlrbios
gastricos, distirbios de absorcio e interagdo medicamentosa 124,

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

alimentos [122],

A terapia farmacoldgica com L-T4 € indiscutivelmente recomendada quando o
nivel de TSH é maior que 10,0mUIl/L. Esta terapia € simples e segura quando
administrada oralmente, tem uma meia vida longa no soro que permite uma
administracdo diaria, e resulta na resolugcéo dos sinais e sintomas de hipotiroidismo
na maioria dos pacientes. No entanto, as evidéncias disponiveis sobre 0s riscos e

beneficios do tratamento para pacientes com nivel de TSH sérico menor que
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10,0mUI/L permanece controversa e ainda ndo ha um consenso sobre a importancia
clinica de eventos adversos e os beneficios do tratamento com tiroxina exégena [126],

Varios estudos questionam a eficacia da terapia de L-T4 em pacientes com
hipotiroidismo, principalmente em pacientes com hipotiroidismo subclinico, que
continuam a sofrer com os sintomas ainda que, tenham alcancado a correcao
bioquimica adequada 2125134 Assim como, existe a necessidade de investigacdo
quando os pacientes com hipotiroidismo primario requerem dosagens mais elevadas

[91,97,98].

A medicina personalizada tem um papel importante no questionamento da

eficacia de L-T4na normalizacdo dos horménios tiroidianos nos tecidos 1251351,

1.3 MEDICINA PERSONALIZADA

A medicina personalizada abrange o uso de biomarcadores, em sua maioria
sdo marcadores moleculares para detectar tracos genéticos especificos e orientar
diferentes abordagens na prevencédo e no tratamento de varias doencas. A comecar
da 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, transcricao, traducéo, codigo genético,
modificacdes epigenéticas, entre outros [136],

Os ensaios de medicina personalizada, como exemplo, reacdo da cadeia de
polimerase em tempo real (PCR-RT), sequenciadores de dultima geracao,
genotipagem, sédo concentrados na deteccdo de variacfes genéticas que modificam
as interacbes de farmacos com os alvos ou as vias metabdlicas dos farmacos
(anabdlicas ou catabdlicas ou upstream e downstream, respectivamente) [137.138],
Mediante a isso, 0s ensaios de medicina personalizada sédo focados na detecc¢éo de
variacfes genéticas que alteram as interac6es de farmacos com alvos ou as vias
metabdlicas dos farmacos (anabdlicas e catabdlicas ou upstream e downstream),
podendo ser utilizados para a sele¢do de formulacdes de farmacos e percepgéo de
diversas imunogenicidades de farmacos 1371,

No progresso conquistado por uma percepc¢ao do genoma humano no decurso
desses Ultimos anos proporciona um crescimento complexo em varias areas da

medicina, 0 que permitiu antecipar como algumas mutac¢des iriam desenvolver
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doencas, seus comportamentos em relacdo a sua agressividade e resposta ao
tratamento 137, Esse progresso combinado ao aprimoramento da tecnologia
computacional no ambito da bioinformética é significativo na prética da clinica médica

em tratamentos personalizados 1381,

Por conseguinte, essas ferramentas utilizadas na medicina personalizada,
através da expressao génica de cada individuo para diagndstico e direcionamento em
tratamentos, embora sejam beneficiadas em um reduzido nimero de individuos 39,

Atualmente, a farmacogenética estuda as influéncias sobre as respostas a
medicamentos dando énfase em efeitos de genes isolados 140, Esta &area da
Farmacologia Clinica, visa otimizar o tratamento por meio da personalizacdo
terapéutica, uma vez que a resposta farmacolégica a um tratamento medicamentoso
ndo é a mesma em todos os individuos 138141 Particularmente, procura identificar
genes que predisponham as doencas, afetem a farmacodinamica e farmacocinética
de medicamentos, modulem respostas aos medicamentos, estejam associados as

reacGes adversas a medicamentos 140

Outra diretriz da medicina personalizada € a medicina de precisao, que agrega
uma andlise de banco de dados contendo genealogias familiares, sensibilidade de
farmacos, informagdes gendmicas e historico de doencas 142, Partindo deste
principio, com a evolucdo da biologia molecular, a conduta do diagndstico genético
tem sido relevante na endocrinologia. No caso da tiroide, a medicina personalizada se
destacara a partir da identificacdo dos polimorfismos das desiodases [125],
Polimorfismos do gene D1 afetam o0s niveis dos hormonios tiroidianos e estéo
associados com a depressao 143, Polimorfismo em UGT1A1, UGT1A3, D1 e D2 estéo
relacionados com supresséao de TSH nos pacientes com cancer diferenciado da tiroide

em terapia de levotiroxina 1441,

A técnica de testes moleculares que antes era dispendiosa, complicada e como
consequéncia insuficiente para atender a populagdo vem sendo substituida por novos
métodos next generation sequencing (NGS) que contribuem para o declive
significativo dessa alegacdo anterior. Atualmente a analise é realizada com os

genesalvo para um determinado disttrbio [14%],

A medicina personalizada compreende o uso de biomarcadores, por sua vez

esta considerando a metodologia diagnostica com os marcadores moleculares para
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identificar tragcos genéticos especificos e orientar diferentes abordagens na prevencgao
e no tratamento de doencas [125145],

Ha mais de trinta anos de historia compreendendo inovacdes técnicas para a
analise de acidos nucleicos no sucesso do setor de biologia molecular. Podemos
mencionar a descoberta das enzimas de restricdo 146l transcriptase reversa 147,
métodos de sequenciamento de DNA 48l entre varias outras inovagdes técnicas
proporcionaram o principio de testes moleculares praticaveis no inicio dos anos
setenta (148, No entanto, foi a descoberta da reacdo da cadeia de polimerase (PCR) e
sua automacéao nos anos 80 que modificou a biologia e o diagnéstico molecular 11491501,

Na época atual os avancos da biologia molecular indicam que no minimo 87,3%
do genoma humano é transcrito, sendo que desse transcrito, menos que 3% codificam
as proteinas. Esta afirmacéo sugere que a maior parte do transcriptoma € constituido
por RNA ndo codificante [151.152],

Segundo Ferreira et al. e Wang et al. estudos demonstraram que a
comunicacdo celular ndo é realizada somente pelas vias classicas ja conhecidas,
como por exemplo os fatores de crescimento, as citocinas, neurotransmissores ou
horménios, e também através da troca de pequenas moléculas de RNA. As quais sao
organizadas em exossomos, estes constituidos de proteinas, mMRNA (acido
ribonucleico mensageiro) e MIRNA (micro acido ribonucleico), que podem ser
utilizados como estratégia diagnostica ndo invasiva com potencial de avaliar o

funcionamento dos tecidos [153.154],

1.4 TRANSCRIPTOMA

O transcriptoma € o conjunto completo de RNA ou transcrito de um organismo,
grupo de células ou ainda de uma célula especifica em uma determinada condi¢céo
fisiologica e abrange o sequenciamento de todos os tipos de moléculas de RNA, como
mMiRNA, mRNA, RNA codificantes e nao codificantes, assim como as formas de
splicing alternativos poliadenilados. Reunidos na andlise eles refletem os genes que
estdo ativamente expressos em um tecido particular [255156] O processo de transcricéo
ocorre através da sintese de RNA a partir do DNA. O RNA determina quais genes
serdo expressos e podem se modificar durante a vida do organismo. Uma das
principais causas de modificacdes sdo as alteracdes ambientais, considerando que o

organismo tenta se ajustar a estas mudancas para se manter vivo 1591,
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O transcriptoma tem como objetivo catalogar todas as espécies de transcritos,
determinar as estruturas das transcricbes de genes padrbes de splicing, distintas
modificagdes poOs transcricionais e quantificar as alteragbes dos niveis de cada
expressao de transcritos sob diferentes condigées 1155156],

Bhartiya et al. relataram altera¢c6es funcionais ou tragcos da doenga associada
nas variagbes de mapeamento para RNA n&o-codificantes, incluindo miRNA,
pequenos RNA nucleolares e longos RNA néo-codificantes, e ainda, que as limitagbes
na compreensao das funcionalidades dos RNA nao-codificantes restringem o
entendimento das consequéncias funcionais de variagdes nos mesmos 1571,

O sequenciamento de alto desempenho de RNA denominado de RNA-seq
possibilita além da compreenséo do transcriptoma, também a quantificacdo dos genes
[155.156] O RNA-seq é realizado por Next Genetarion Sequencing (NGS) e tem sido
largamente aplicado na investigacdo de diversas possibilidades de transcrigéo,
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
investigacao 153, Esse método consiste na conversdo das moléculas de interesse de
RNA em acido desoxirribonucleico complementar (cDNA) conectado a adaptadores
gue geram uma quantidade bastante expressiva de sequéncias de DNA curtas,
aproximadamente de 35 a 100 pares de bases %Y. Desse modo, o RNA-seq
comparado as técnicas de microarrays ou sequenciamento Sanger possui inUmeras
vantagens, como maior sensibilidade, o que favorece na utilizagdo de uma pequena
guantidade de RNA, baixa geracdo de falsos positivos originados de hibridizacédo
cruzada, permite uma série ilimitada de expressao dinamica sem saturacao de sinal,
além da viabilidade de processar varias amostras em tecnologias de alto rendimento,

amostras estas que podem ser multiplexadas e sequenciadas em paralelo [158],

1.5 SEQUENCIADORES DE NOVA GERACAO

Apos ter chegado ao mercado em 2005 159 as plataformas Next Genetarion
Sequencing (NGS) progressivamente foram obtendo dominio sobre microarrays em
relacdo aos transcriptomas [169161 O primeiro sequenciamento completo do genoma
humano demorou 12 anos para ser concluido, foi finalizado em 2002 a um valor de

aproximadamente $ 3.000,000,000, empenho que envolveu mundialmente varios
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pesquisadores [162163 NGS é uma insercdo ligeiramente modificada, digital e

desenvolvida do sequenciamento Sanger [162-164],

O NGS proporciona uma investigacdo genética com alta sensibilidade,
excelente rendimento, e nos ultimos anos um ritmo exponencial marcado pela
crescente analise tecnoldgica e a diminuicao de custos, conhecido como Lei de Moore.
Esses avancos permitiram testes baseados em NGS para uso na clinica, os quais séo
uma presenca em crescimento exponencial no condutor de triagem [140-165167] - Ag
plataformas NGS conseguem sequenciar aproximadamente 5000 megabases por dia
[165] centros de sequenciamentos como o New York Genome Center, Broad Institute
e 0 Beijing Genomics Institute podem gerar rotineiramente pentabytes de dados em

sequenciamento [168.169],

Contudo, o grande volume de dados gerados pelo NGS requer analises de
dados e ferramentas computacionais como aos programas de bioinformética
amplamente utilizados na avaliagdo de transcriptoma, tem sido uma alternativa para a
resolucdo desses problemas a informatizacédo dos dados em nuvens 179,

Atualmente, had muitas plataformas NGS disponiveis comercialmente para o
sequenciamento de qualquer regido gendmica de interesse ou de genomas inteiros,
que avaliam quaisquer alteracbes como mutacdes pontuais, insercdes, delecdes 171,
Cada tecnologia de sequenciamento possui metodologias diferentes, mas
principalmente podemos identificar etapas comuns entre todas as plataformas como
por exemplo: o preparo da amostra, amplificacéo das bibliotecas e o sequenciamento
[172] Essas ferramentas utilizadas para andlise de genes permitem a identificacdo de
novos genes, novas formas de genes bem como suas expressdes diferenciais por
meio de certificacdo de diferencas na quantidade de RNA transcrito. Dentre essas
ferramentas a lon Proton™ System da Thermo Fisher Scientific tem excelente
resultado na formacéo de painéis de genes, com alta produtividade e desempenho
(173l A preparacdo da referida plataforma segue o protocolo que se inicia com a
fragmentacdo do DNA por processos quimicos, mecanicos ou enzimaticos.
Individualmente cada fragmento € chamado de template e essa fragmentacdo tem
como objetivo fundamental o fracionamento do DNA de maneira aleatdria, de tal forma
que todo o genoma seja coberto uniformemente 174, Em seguida ao processo de
fragmentacao, adaptadores que sédo sequéncias artificiais construidas e conhecidas

sdo conectados ao template. Sendo assim, logo apdés homogeneizamos diferentes
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amostras em uma mesma reacdo de sequenciamento devido ao uso desses
adaptadores e posteriormente ao término do processo sao separadas e identificadas

individualmente no processo de andlise da bioinformatica 1751,

Dando seguimento com a amplificacao das bibliotecas, onde se realiza milhares
de copias dos fragmentos para otimizar o sinal luminoso para a maioria dos
sequenciadores, a lon Proton™ System melhora o sinal idnico que sera detectado no
chip do sequenciador. Esse processo de amplificacao foi especialmente desenvolvido
em uma PCR de emulsdo. Na PCR emulsédo séo criados milhées de micro reatores
em uma emulsdo de 6leo. Os reatores contém todos 0s reagentes necessarios para
realizacdo da PCR e também pequenas esferas chamadas de beads cobertas com
sequéncia complementar ao adaptador. Esses fragmentos tém a funcéo de ligar os
clones dos templates nas esferas juntamente com o primer da reacdo de PCR e

finalmente o sequenciamento [176-178],

A seguir a leitura é realizada na plataforma lon Proton™ System do NGS, onde
a leitura dos nucleotideos acontece de forma diferente das demais plataformas, na
qgual a reacao de polimerizacdo gera espontaneamente um ion H+, ou seja, um proéton,
e esse ion inevitavelmente ir4 alterar o pH do meio. Essa variagcdo do pH é detectada
por um transistor ion sensivel de efeito de campo (ISFET) que se encontra no chip de
leitura das amostras. Essa variagdo é convertida em um sinal elétrico ao equipamento
e desta forma identifica qual base foi reconhecida. Assim, armazena a informacao
gerando arquivos de dados em formatos FASTA ou FASTAQ, BAM, SAM, VCF e
outros para posterior analise na bioinformatica [179:180],

Como mencionado anteriormente, definitivamente o NGS revolucionou a
pesquisa genética e oferece um enorme potencial para aplicacdo clinica 84,



39

2.0 JUSTIFICATIVA

Apesar da L-T4 ser o farmaco mais utilizado em terapia de substituicdo da
tiroxina em pacientes com hipotiroidismo primario, autores tém questionado a eficacia
desta terapia [91:9297.98125-134] Embora estes pacientes possam ter atingido uma
concentracdo de TSH considerada adequada, a presenca de sintomas pode persistir,
sendo que acreditamos que uma ferramenta, independente do TSH pituitario, pode ser
um instrumento Util nesta situacéo.

O objetivo deste estudo foi o de identificar genes diferencialmente expressos
em amostras de sangue de pacientes com hipotiroidismo primario, tratados com
levotiroxina, que possam servir como instrumento para a avaliagdo de eficacia

terapéutica.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o
namero IRB: 665.331 e 679.727). A pesquisa foi desenvolvida no Ambulatério de
Promocéo a Saude e no Ambulatério de Endocrinologia, localizados na Universidade

Nove de Julho, no Campus Vergueiro em Sao Paulo.

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

Foram realizadas as elucidacGes sobre a pesquisa e adesdo ao Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), seguidas pelas avaliacGes clinicas nas
consultas médicas, dados antropomeétricos, dados clinicos, referindo-se a triagem para
doencas tiroidianas pré-existentes e o teste de Zulewski (Apéndice 1).

Foram atendidos 320 individuos durante o periodo de marco de 2014 a
dezembro de 2015. Destes 320 individuos, 120 foram convidados a patrticipar do
estudo. Dos 120 individuos, 46 individuos estavam em tratamento com levotiroxina e
22 individuos estavam saudaveis.

A triagem dos individuos saudaveis foi realizada no Ambulatério de Promocao
a Saude e dos individuos com hipotiroidismo primario foi feita no Ambulatério de

Endocrinologia.

3.1.1 Critérios de Incluséo

Foram incluidos individuos com idade entre 18 e 65 anos, com diagndstico de
eutiroidismo, hipotiroidismo primario em uso de terapia de levotiroxina, e individuos

saudaveis.
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3.1.2 Critérios de Excluséo

Foram excluidos pacientes com insuficiéncia renal, diagndstico de diabetes
mellitus tipo | e tipo I, com outras comorbidades (gastrite, nefropatia, hepatite), e que

faziam uso de farmacos antitiroidianos.

3.1.3 Coleta e armazenamento

Posteriormente a assinatura do TCLE e avaliacdo médica, os pacientes foram
acompanhados ao posto de coleta da enfermagem do AlS, onde a coleta foi realizada
pela equipe de enfermagem, que seguiu 0 procedimento de coleta segundo as
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial
para coleta de sangue venoso, 2009, 22 Edicdo. A venopuncéo foi realizada com
escalpe de seguranca push button® em agulha 25G (Calibre 5) e canhéo (tubo de vinil)
de 7 polegadas de comprimento, prosseguindo-se com a coleta da punc¢ao venosa de
5ml de sangue em tubo BD Vacutainer SST Il Advance Plus® com ativador de coagulo
e gel separador. Logo apds, coletava-se 5ml de sangue em aspiracdo a vacuo em um
tubo para preservacdo das moléculas de RNA (PAXgene blood RNA®), contendo
6,9mL de aditivo de preservacdo de RNA. A utilizacdo do escalpe respeitou a instrucao
do fabricante (Qiagen, NL, DE), em que o tubo PAXgene blood RNA® ficasse em
posicdo vertical durante o procedimento, afim de evitar refluir o aditivo na veia
puncionada. Em seguida, homogeneizava-se o tubo em 180° por 10 vezes.

Posteriormente, o tubo para obtencdo do soro sanguineo, foi submetido a
centrifugacéo de 1500rpm (rotac6es por minuto) durante 15 minutos, no qual havia a
separacédo do gel na fase sélida contendo células e coagulo, da fase liquida contendo
soro. Seguida da conservacdo em congelamento de -20°C para posterior realizacao
das analises bioquimicas para dosagem plasmatica de: TSH, T4L, anticorpos anti-Tg,
anticorpos anti-TPO. Concomitantemente, o tubo PAXgene blood RNA® era
armazenado por 24 horas em temperatura ambiente (15°C a 25°C), com o propadsito
de garantir a completa lise celular e potencializar o rendimento das moléculas de RNA
ao final da extracdo, de acordo com o fabricante. Ap0s o tempo previsto, 0s tubos
foram armazenados em congelamento a -20°C, para subsequente realizacdo do

transcriptoma.
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3.1.4 Delineamento do estudo

Neste estudo foram incluidos 120 individuos, dos quais 46 individuos estavam
em terapia com L-T4 e 22 individuos estavam saudaveis. Destes 46 individuos foram
selecionados 8 pacientes tratados com levotiroxina sédica. Dos quais s&o um grupo
com 4 individuos, constituido por 4 mulheres com eutiroidismo com tratamento
adequado (E_TA), definido como um TSH sérico entre 0,4mUI/L e 4,0mUI/L, e outro
grupo com 4 individuos, constituido por 3 mulheres e 1 homem, com hipotiroidismo
subclinico com tratamento inadequado (HSC_TI), definido como um TSH entre
4,1mUI/L e 20,0mUI/L, ambos com TsL dentro dos valores de referéncia. Dos 22
individuos saudaveis, 4 foram selecionados (Controle: CTL), constituido por 3
mulheres e 1 homem. 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, deteccéo do
kit: de 0,0038mUI/L, e valores de referéncia: 0,34-5,60muUI/L.

A seguir, o delineamento do estudo esta representado pelo fluxograma da
Figura 5, e os dados da andlise bioquimica estdo demonstrados na tabela 2.

Figura 5. Fluxograma com o delineamento do estudo.
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Duas analises foram realizadas para resultados de gréficos de expresséo
génica e mapa de calor, a Analise 1 com individuos E_TA e individuos HSC_TI, e
Analise 2 com individuos E_TA e individuos CTL.

As principais etapas da metodologia estdo representadas no fluxograma da
Figura 6.

Figura 6. Fluxograma resumido das principais etapas da metodologia
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3.1.5 Andlise bioquimica

As andlises bioquimicas de TSH sérico pelo Método A, T4L, Anti-Tg e Anti-TPO
foram realizadas no equipamento Elecsys® 2010 (Roche Diagnostics, IN, USA), no
Centro de Pesquisa e Diagnostico Molecular de Doencgas no departamento de Biofisica
na Universidade Federal de Sdo Paulo (Unifesp). Os Kits e protocolos especificos
automatizados foram utilizados para cada teste sao:

« Kit Roche Diagnostics® para dosagem do horménio TSH (Método A),
referéncia: 11731459 122, deteccdo do Kit: 0,005-100,0mUI/L, e valores de
referéncia: 0,27-4,20muUl/L.
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« Kit Roche Diagnostics® para dosagem de TalL, referéncia: 06437281 190,
deteccéo do Kit: 0,3-100,0pmol/L, fatores de conversao das unidades: pmol/L
x 0,077688 = ng/dL, ng/dL x 12.872 = pmol/L, e valores de referéncia:
0,931,7ng/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 - 600,0Ul/L, e valores de referéncia:
menor que 34,0UI/L.

3.1.6 Extracédo de RNA total

O RNA total foi extraido a partir do sangue periférico e foi extraido pelo kit
PAXgene Blood RNA extraction® (Qiagen, NL, DE) no Laboratério de Inovagéo
Molecular e Biotecnologia do Programa da Pés-graduacdo em Medicina na
Universidade Nove de Julho (Uninove), seguindo o protocolo do fabricante, conforme

detalhado no apéndice 2.

3.2 REALIZACAO DO TRANSCRIPTOMA

Para o sequenciamento foi utilizado o equipamento lon Proton™ System
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA), do Centro de Pesquisa e Diagndstico Molecular
de Doencas no departamento de Biofisica da Universidade Federal de Sdo Paulo
(Unifesp), mediante aos protocolos lon AmpliSeq Transcriptome Human Gene
Expression®, detalhadamente descrito no apéndice 3. E todo o material constituido

nesse protocolo esta armazenado em nossa biblioteca.
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3.2.1 Quantificagcdo do RNA total

A guantificacdo do RNA total foi realizada pelo Kit Qubit RNA Assay Kit®,
catalogo numeros Q32852 e Q32855, mensurado no equipamento Qubit 2.0
Fluorometer®, ambos do fabricante Thermo Fisher Scientific.

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 tampé&o Qubit
RNA na proporgao de 1:200 realizada para cada amostra padréo e para cada amostra
de RNA. ApGs o preparo dos microtubos de acordo com as recomendacfes foram
transferidos os volumes: para a solugdo padréo: 190,0uL de solucdo e 10,0uL de
amostra padrdo, 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 homogeneizacdo no vortex e incubacéo 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.

3.2.2 Sintese de cDNA

O protocolo do transcriptoma foi iniciado com o isolamento, quantificacdo do
RNA e transcriptase reversa do RNA, em que foi feita a diluicdo das amostras de RNA
para uma concentracao final de 10,0ng e volume final de 5,0uL, seguida da preparacao
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® Ill 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 homogeneizagdo no
vortex e spin de 2 segundos, as quais foram transferidas para o termociclador com as
orientacdes de programacao para temperatura e tempo: 42°C em 30 minutos, 85°C

em 5 minutos e 4°C em periodo de espera, respectivamente.
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3.2.3 Amplificagcao das sequéncias-alvo

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

Esta etapa comecou com a manipulacédo das amostras em recipiente com gelo
para manter a temperatura a 4°C, dando continuacado com a preparacao 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 voértex 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
concentragdo 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.

3.2.4 Preparo das sequéncias iniciadoras

Nas sequéncias iniciadoras ocorre uma digestéo inicial com a transferéncia de
2,0mL do reagente FuPa® para cada amostra amplificada, seguida da
homogeneizacao no voértex e spin, e transferéncia das amostras para o termociclador
em conformidade com as recomendacfes para a programacao da temperatura e

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

3.2.5 Ligacao 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 o0 seguimento com a reacgéo de
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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 reacgdes.

Na sequéncia foi realizada a reacéo de ligagao em que foi transferido: 4,0uL
Switch Solution, 2,0uL do composto anteriormente diluido, resultando no volume total
de 28,0uL, incluindo os 22,0uL do amplicon (amostra). Seguida da agitacdo em vortex
para homogeneizacao e spin, apods foi acrescentado 2,0mL de DNA ligase a cada
MCT, atingindo 30,0uL de volume total, agitado posteriormente para homogeneizagéo
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.

3.2.6 Purificagdo 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 suspensdo das esferas com o DNA, transportadas para a
incubacédo por 5 minutos em temperatura ambiente. Depois do tempo de incubacéo,
os MCT foram afixados em uma rack magnética com o DynaMag® ima e novamente
incubado por 2 minutos. Apés o periodo de incubacao 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 0 objetivo de
uma segunda lavagem. Depois da repeticédo, o etanol foi removido totalmente com a
pipeta, mantendo os MCT na rack com os im&s abertos por 2 minutos para secagem

em temperatura ambiente.

3.2.7 qPCR (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, os MCT

foram transportados para a rack magnética e aguardados 2 minutos. Logo depois do
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tempo decorrido foram transferidos 45,0uL do sobrenadante para o poco 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 padrao e usadas as concentra¢gdes no software do equipamento
gPCR. Cada biblioteca lon AmpliSeq® de RNA de entrada foi diluida na proporcéo de
1:10000 com concentracdo de 10,0ng. Em seguida, foram preparadas as misturas de
reacado em 3 pogos para cada biblioteca padréo e cada amostra. Essas misturas foram
realizadas na placa de 96 pocos, em que foram transferidos 11,0uL de solugao (10,0uL
de 2X TagMan® e 1,0uL de 20X lon TagMan Assay®) em cada poco e pipetado 9uL
das bibliotecas padrdo e das amostras. Continuando com a programacédo 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 célculo da concentracdo média da
biblioteca do transcriptoma AmpliSeq® néo diluida pela multiplicacéo determinada por
gPCR da biblioteca diluida utilizada no ensaio. Sendo que as amostras que tiveram
concentracdo maior que 100,0pM foi realizada diluicido com Nuclease-Free water®

para o valor de 100,0pM em volume de 8,0pL.

3.2.8 PCR de emulsao

No PCR de emulsdo séo criados milhées 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 Pl 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 PI 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 adigéo de 92,0uL de Nuclease

free Water® para obtencédo de volume final de 100,0pL, seguida da homogeneizacéo
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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 vortex e centrifugado por 2 minutos e o tubo de
MCT foi disposto na posicédo adequada no equipamento. O referido equipamento, lon
OneTouch 2 Instrument®, foi alimentado com o lon OneTouch Reaction Filter®, e

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

3.2.9 Hibridizac&o 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 sdo de 10 a 30% de DNA ligado as esferas.
Logo apds, prosseguiu-se com a calibracdo do sequenciador no equipamento lon

Proton™ System®.

3.2.10 Preparo dos chips

Os chips que receberam as bibliotecas com as beads foram preparados com a
solucéo produto de todos os protocolos anteriores, onde foi pipetada no lon PI Chip
Kit V3® de modo em que a solucédo 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 centrifugacao
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 apés o lon PI 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.
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3.3 BIOINFORMATICA

A andlise in silico foi feita usando programas de bioinformatica em que os dados
foram gerados pelo lon Proton™ System, gravados em arquivos de extensao bam
(Binary Alignment Map®), e arquivados por upload no servidor online do fabricante da
plataforma NGS, em aproximadamente 6 horas para as 16 amostras corridas. As
andlises dos dados foram realizadas pelo programa RStudio Versédo 0.99.491, com o
pacote adicional para andlise de expressao diferencial génica EdgeR (Robinson, MD,
and Smyth, GK (2008) concedidos pela Bioconductor Open Source Software for
Bioinformatics [157]. As conversfes dos arquivos originalmente gerados na plataforma
NGS tipo bam foram convertidos para formatos txt em Linux distribuicdo Ubuntu,
versao 14.04 pelo software Samtools versdo 1.2 pela ferramenta terminal. Por fim,
executamos o download dos dados e os arquivamos em plataformas locais de facil
acesso e em hard disks portateis. A anotacdo dos dados gendémicos foram obtidos
atraves do banco de dados GenBank da National Center for Biotechnology Information
(NCBI) disponivel no endereco: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench/; GEO
(Gene Expression Omnibus) disponivel no endereco:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene; OMIM Online Mendelian Inheritance in Man,
disponivel no endereco: http://www.omim.org/. Também foi utilizado o software para a
classificacdo dos genes o Panther classification system, disponivel no endereco:

http://www.pantherdb.org/.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis continuas sédo apresentadas como valores medianos, minimos e
maximos, enquanto que o teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os valores
entre os trés grupos. A correlacédo entre os transcritos, TSH e o teste de Zulewski foi
realizada com o método de Spearman. O dados foram analisados pelo IBM SPSS
Statistics (verséo 23.0 Armonk, NY:. IBM Corp., EUA).

A analise computacional de dados foi realizada em software RStudio (verséo
0.99.491), pacote EdgeR v 3.12.0 de Bioconductor. Os genes significativos sao
calculados ap6s um ajuste de False Discovery Response (FDR). Foi considerado

significante um p<0,05.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene
http://www.omim.org/
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40 RESULTADOS

A seguir, o grafico 1 demonstra a correlagédo entre os resultados do TSH sérico
no Método A (Roche Diagnostics®) com valor de referéncia: 0,270-4,20mUl/L e Método
B (Abbott Architect | 2000) com valor de referéncia: 0,34-5,60mUI/L, indicando a boa

correlacdo e concordancia entre eles.

Grafico 1. Correlacéo entre os valores de TSH (mUI/L) pelo Método A e os valores de TSH (mUI/L)
pelo Método B.
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A tabela 2 demonstra os resultados da analise bioquimica dos individuos que
participaram do estudo, representados por 4 individuos no grupo controle (CTL), 4
individuos com eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA) e 4 individuos com
hipotiroidismo subclinico com tratamento (HSC_TI). Nesses resultados, o TSH e os

anticorpos foram diferentes entre os trés grupos e T4L néo teve diferenca.
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Tabela 2. Valores medianos, minimos e maximos, seguidos pelo valor de p das concentrages de TSH,
T4L, anticorpos anti-Tg e anticorpos anti-TPO nos 3 grupos.

CTL E_TA HSC_TI Sig.

TSH (mUIIL) 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 (UIIL) 9,00 (9,00-10,20) 3461(51,3-5124) 311,6(148,4-5156) 0,024
Anti-TPO (UIIL) 8,80 (4,00 —3241) 326,2(1431-5322) 4176 (382,0-600,0) 0,025

CTL: Individuos controle; E_TA: Individuos com eutiroidismo com tratamento adequado; HSC_TI:
Individuos com hipotiroidismo subclinico com tratamento inadequado. TSH: Hormonio estimulante da
Tiroide; T4L: Tiroxina livre; Anti-Tg: Anticorpos anti-tireoglobulina; Anti-TPO: Anticorpos
antitireoperoxidase. Referéncias: TSH (0,27-4,20mUI/L), T4L (0,93-1,70ng/dL), Anti-Tg (menor que
115,0Ul/L), e Anti-TPO (menor que 34,0UI/L).

Todos os individuos foram selecionados de uma forma minuciosa para o
presente estudo, onde as doses de levotiroxina e tempo de diagnéstico de
hipotiroidismo primario estdo expostos na tabela 3.

Tabela 3. Tempo de diagnéstico, doses de levotiroxina absoluta e dose por quilograma administradas
pelos grupos: Controle (CTL), Eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA), e Hipotiroidismo
subclinico com tratamento inadequado (HSC_TI).

GRUPOS L-T4 (ug) DOSE POR KG DE L4 D,AGNTg;‘,';’g;’ (iuos)
CTL - - -
E_TA 106,00 (50,00-112,00) 1,20 (0,76-1,45) 7,00 (2,00-12,00)
HSC_TI 87,50 (25,00-150,00) 1,08 (0,37-1,42) 4,50 (1,00-18,00)

A seguir, foi realizada a analise do transcriptoma e consequentemente, 0
sequenciamento e a etapa in silico, o que evidenciou 353 transcritos diferencialmente
expressos no grupo com eutiroidismo com tratamento adequado, e grupo com
hipotiroidismo subclinico com tratamento inadequado, que sdo demonstrados na

tabela 4 com seus respectivos genes e Fold-change (LogFc).
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Tabela 4. Identificag@o génica dos transcritos diferencialmente expressos, seus genes correspondentes
e 0 LogFC no grupo eutiroidianos com tratamento adequado, e grupo com hipotiroidismo subclinico
com tratamento inadequado.

Transcrito Gene LogFC
NM_017709 FAM46C -2.18
NM_021794 ADAM30 1.87
NM_138959 VANGL 1 -1.71
NM_020440 PTGFRN 1.39
NM__000561 GSTM1 -2 61
NM_000850 GSTnM4 -1.50
NM_004675 DIRAS3 2.53
NM_002303 LEPR -2.29
NM_ 006820 IFi441 2.49
NM_ 152697 SLC44A5 -2.40
NM_007034 Hsp40-DNAJB4 -2.39
NM_006417 1Fi144 1.80
NM_021080 DAB1 2.91
NM_001199081 PODN -1.64
NM_005764 PDZK1IP1 -1.45
NM_147192 DMBX1 1.42
NM_001852 COL9AZ2 222
NM_003243 TGFBR3 -1.88
NM_006004 UQCRH 1 7x
NM_052896 CcsSMD2 2.84
NM_022873 IFI6 1.74
NR_027085 LINCO1226 1.99
NM_022164 TINAGL 1 1.46
NR_038404 LOC71005068071 217
NM_173574 ZINF683 -2.30
NM_003196 TCEA3 1.39
NR_024279 FLJ37453 1.51
NM_019089 HES2 1.43
NR_024489 LOC7007129534 163
NR_003023 SCARNAZ2 1.64
NM_001195388 FCRLS5 1.82
NM_002964 S7100A8 1.68
NM_ 182578 THEMS -1.37
NM_002529 NTRK1 3:31
NM__ 198406 PAQRG6 1.41
NM_ 002995 XCL1 -2.13
NM_002001 FCER1A 1.81
NM_021181 SLAMF7 -1.53
NM_001004310 FCRL6 -1.95
NM_005684 GPR52 -1.56
NR_002578 GASS5 1.68
NM_005562 LAMC2 -1.54
NM_002838 PTPRC -1.38
NM_198149 SHISA4 252
NM_033102 SLC45A3 210
NM_015999 ADIPORT -1.64
NM_003582 DYRK3 -1.59
NM_018265 C1orf106 1.46
NR_040064 LINCO00862 1.46
NM_001017403 [ GR6 -1.37
NM_018566 YOD1 -3.25
NR_026911 RPL21P28 2.45
NM_004578 RAB4A -1.62
NR_027247 LOC700130331 1.47
NM_001001821 OR2734 1.92
NM_001005495 OR273 1.40
NM_006257 PRKCQ -1.35
NM_018702 ADARB2 1.49
NM_020975 RET 224
NM_001002266 MARCHS -1.57
NM_014000 vCL -1.47
NM_001613 ACTAZ2 -1.61
NM_001548 IFIT1 1.69
NM_001010987 IFIT18B -1.46
NM_001031683 [FIT3 1.48
NM_001195263 PDZD7 221
NM__ 130439 MXT1 -1.74
NR_028134 GUCY2GP 1.66
NM_005574 LMO2 1.41
NM_001145819 SOX6 -1.87
NM_018222 PARVA 1.36
NM_176822 NILRP14 201
NM_001005289 ORS52H1 1.45
NM_005330 HBE1 4.45
NM_000559 HBG1 437
NM_000184 HBG2 435
NM_ 145008 YPEL4 -1.38
NR_033853 LOC283194 1.48
NM_177963 SYT12 1.81
NM_ 182969 XRRAT 1.49
NR_000005 SNORD15A 1.43
NM_022337 RAB38 -1.68
NM_001098816 TENM4 1.88
NM_007173 PRSS23 -1.40
NM_016403 cwcC15 1.51
NM_ 152432 ARHGAP42 -1.58
NM_032930 C110rf70 1.41

Transcrito Gene LogFC
NM_025208 PDGFD -1,97
NM_015313 ARHGEF12 -1.58
NM_005103 EEZT -1.35
NR_038256 L INCO0943 -1.55
NM_001101339 C120rf77 1.79
NR_036619 SKFP1P,P2 1.57
NM_013431 KLRC4 -1.41
NM_005810 KLRGT -1.59
NM_004054 C3AR1T -1.48
NM_001173464 KIF21A 52
NM_001029 RPS26 1.47
NM_080747 KRT72 2.19
NM_ 175068 KRT73 233
NM_021229 NTNA -1.44
NM_ 174942 GAS2L3 -1.60
NM_006187 OAS3 1.89
NM_001085481 MAPLPTLC3B2 -1.46
NM_019086 VSIGT10 3:51
NR_ 034132 L INCO0OS39 1.42
NR_024563 L OCT1007130238 224
NM_ 182488 USP12 -1.43
NM_ 000053 ATP7B 1.58
NR_027701 LINCOO346 1.62
NM_032846 RAB2B 2.24
NM_001005466 OR710G2 224
NM_000953 PTGDR -1.38
NM_001107 ACYFPT1 1.47
NM_005532 I1FI127 237
NM_001823 CKB -1.56
NM_016417 GLRX5 =f_ L7
NM_001077594 EXOC3L4 262
NM_ 198400 NEDD4 -1.61
NM_001145004 GOLGAS6LE 1.48
NM_002112 HDC 1.38
NM_001012338 NTRK3 2.08
NR_028330 ST20-AS1 1.52
NR_003083 SLCB6AT0P 1.63
NR_ 024034 CLUHP3 1.48
NM_ 002094 GSPT1 -1.60
NR_027274 SRRM2-AS1 1.88
NM_005331 HBQ1 -1.84
NM_001003938 HBM 152
NM_O001103175 CCDC648B 1.48
NM_016639 TINFRSF12A 1.40
NM_ 145294 WDRS0 1.37
NM_014353 RAB26 1.36
NM_001105663 NUDT7 -1.41
NR_026674 FlL J30679 1.39
NM_022818 MAPTLC3B -1.39
NM__ 153025 SPATA33 1.39
NM_001372 DINAHS 272
NM_000934 SERPINF2 170
NM_ 000987 RPL26 1.60
NR_024447 L OCT1007128288 1.47
NM_003585 DOC28B 1.45
NM_000978 RPL23 1.66
NM_032192 PPPIR1B 1.88
NM_000151 G6FPC 1.51
NR_033415 KRT42P 1.42
NM_012232 PTRF 1.40
NM_001103154 ARL17B 1.46
NM_001002841 MYL4 -1.71
NM_006039 MRC2 1.44
NM_001050 SSTR2 1.36
NM_001115152 CD300LD 253
NM_018414 STEGALNACT 1.42
NM_001128626 SPIRE1 .42
NM_ 153000 APCDD1 2 60
NR_036489 DI GAP1-ASS5 1.42
NM_004775 B4GALT6 -1.65
NM_003831 RIOK3 -1.48
NM_0O01100619 CABLEST -1.38
NM_005071 SILC1A6 220
NM_006563 KLF1 -1.67
NM_001166215 S1PRS5S -1.52
NM_O01136503 SMIM24 -1.54
NM_001928 CFD 1.44
NM_ 182919 TICAM1 1.43
NM_177417 KLC3 -1.60
NM_205834 L SR 229
NM_006149 I GALS4 1.50
NM_018215 PNMAL 1 -1.48
NR_002825 SIGLEC16 1.56
NM_ 000641 11 1.40
NM_001172654 LI RA3 263
NM__ 002288 LAIR2 212
NM_OO01126132 TNNTT 1.73
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Transcrito Gene LogFC
NR_024330 SPACAS6 1.64
NM_006433 GNLY -2.13
NM_016170 TL X2 172
NM_014614 PSME4 -1.35
NM_ 080657 RSAD2 2.20
NM_004418 DUSP2 -1.46
NM_001450 FHL2 -1.87
NM_014568 GALNTS -1.36
NM__ 006920 SCNTA 255
NM_ 004826 ECELT 253
NM__ 020675 SPC25 225
NM_018571 STRADB -1.46
NM_002157 HSPE1 1.41
NM_001098199 GPRIT 1.47
NR_003008 SCARNAS A 45
NM__ 152783 D2HGDH 1.39
NR_024444 LOCT1007133985 -1.63
NM_001037663 EEF1B2 1.66
NM__ 130794 CST11 3.53
NM__ 003650 CS7T7 -1.47
NM_001174090 SLC4A1717 171
NM_001080123 PRNP 215
NM__ 0033908 EIF2S82 1.36
NM_001198838 RBM12 1.38
NR_026958 LINCOO494 1.94
NM__ 080821 FAM2108B =171
NM_016276 SGK2 1.45
NM__ 173091 NFATC2 -1.40
NM_017495 RBM38 -1.45
NR_026755 CYP4F29FP, -3.23
NR_003087 ABCC13 -1.92
NM__ 002240 KCNJIE 237
NM_ 006272 S71008B -2.57
NR_027292 SSR4Fr,1 1.47
NM_001236 CBR3 1.48
NM_013387 UQCR7T0 137
NM_012179 FBXO7 -1.85
NM_ 025225 PNPLA3 1.36
NM_001014440 ODF3B 1.47
NM_ 006564 CXCR6 221
NM_015444 TMEM158 -1.80
NM_ 147129 ALS2CL 2.59
NM_015933 TMA7Z 1.68
NM_001174136 TDGFT 1.55
NM_ 022842 CcDCP,T 1.48
NM_ 005875 EIF1B -1.95
NM_ 004391 CYP8B1 1.55
NM_001162429 PDCDS6IRP -2.04
NM_ 005442 EOMES A 62
NM_014463 L SM3 1.62
NM__ 005290 GPR15 1.80
NR_028301 DUBR -1.57
NM_001134439 PHILDB2 -1.47
NM_ 005213 CSTA 1.85
NR_002992 SNORA7TB -1.36
NR_034032 L OC 1002893617 1.58
NM_001040100 SPTSSB 275
NM__ 000996 RPL35A 173
NM__ 198565 NRROS 1.66
NR_027696 TAPT1-AS1T 1.39
NR_027279 USP17L 6P 1.57
NM_001242326 USP17L25 1.45
NM_001242327 USP17L24 1.38
NR_027481 ZINF876FP 2.05
NM_001040101 NSG7T -1.98
NM_ 007100 ATPS5/ 1.46
NM_ 000584 CXCLS8 1.88
NM_001134742 SLC4A4 -2.00
NM_004464 FGF5 2.00
NM_001201 BMP3 1.99
NM_ 000345 SNCA -1.48
NM_001565 CcCXCLT10 1.43
NM_ 005723 TSPANS -1.84
NR_026968 RPL34-AS1 1.50
NR_039978 SEC24B-AS1 1.50
NM_ 002100 GYPB -1.89
NR_003675 GUSBPS 1. 72
NM__ 002099 GYPA -1.71
NM_003013 SFRP2 -1.36
NM_001134848 cCCDC7152 1.80
NM_001343 DAB2 -1.37
NM_ 004932 CDHE 1.39
NR_026578 LOC6E47859 =235
NM_001038603 MARVELD?Z2 1.89
NM_ 180991 SLCO<4C1 -1.35
NM_001204199 SRFP719 -1.96
NM_ 182761 FAM170A 2.10
NM_ 020957 PCDHB16 T
NM_ 005859 PURA -1.39

Transcrito Gene LogFC
NR_037895 CS50rf66-AS2 1.56
NM_001040173 HTR4 243
NM__ 002609 PDGFRB 226
NM_001129891 FAMIT968 -1.48
NM_015111 N4ABP3 1.49
NR_001447 MTTL -4.01
NM_001498 GCLC -1.40
NR_002794 TREMLSP 3D
NR_026938 ADCY10P1 1.81
NM_001010873 7SPO2 -1.51
NM_ 002098 GUCA1B 1.48
NM_005514 HLA-B -5.78
NM_001623 AlF1 1.50
NM_ 152753 SCUBES3 1.48
NM_002117 HLA-C -1.47
NM_002127 HILA-G -1.44
NR_027908 L INCOO336 1.98
NM__ 138700 TRIM40 -1.61
NM_006877 GMPR -1.93
NM_001069 TUBB2A -1.36
NM_001455 FOXO3 -1.41
NM_001010919 FAM26F 1.48
NM_001012279 SOGA3 1.37
NM_ 000426 LAMAZ2 -1.37
NR_026773 LINCO1558 1.46
NM_001003806 TARPFP -1.76
NM_212460 ARL4A -1.63
NM__ 138445 GPR146 -1.76
NM_001088201 GPERT 1.48
NM_001172438 PEGT0 -1.68
NM_001742 CALCR 2.93
NM_002612 PDK4 -1.39
NM_001145268 FAM185A 1.38
NM__ 080385 CPAS 227
NM_001195243 SMKR1T -1.41
NM_001130929 C7orf73 -2.19
NM_001724 BPGM -1.45
NM_ 000603 NOS3 1.41
NM_001101312 TMEMI1768B 1.85
NM_ 004331 BNIP3L -1.50
NM__030795 STMN4 1.96
NM_024790 CSPFP1 1.41
NM_005098 MScC e 7
NM_ 000971 RPL7 1.66
NM_015364 L Y96 1.44
NR_003594 REXO1T1L2P 1.42
NM_001190972 C8orf88 -1.85
NM_001199975 UQCRB 1.67
NR_034034 LOC100288748 1.38
NM_001040627 NCALD -1.41
NM_020189 ENY2 1.54
NM_207414 MROHS 1.86
NM_001201380 CNTNAP3B 1.99
NM_030940 ISCA1 A3
NM_ 004938 L GALS4 -1.50
NM__ 000035 ALDOB 2.87
NM__ 197978 HEMGN -2.56
NM_001101338 ZNF883 1.47
NM_032552 DAB2IP -1.44
NM_ 004408 DNM 1 2.41
NM_016219 MANTB1 2.14
NM_014286 NCST -2.07
NM__ 004099 ST7TOM -1.39
NM_003863 DPM2 -1.41
NR_034016 LINCO1502 1.68
NM_ 000032 ALAS2 -1.49
NR__ 002226 INGX 137
NR_ 024582 JPX 1.52
NM_014496 RPSE6KA6 1.47
NM_001939 DRP2 2.68
NM__ 173494 PIH1D3 1.44
NM_001000 RPL39 1. TS
NM_018388 MBNL3 -3.41
NM_001289 cLIC2 -1.79
NM_ 002436 MPP1 172
NM_032512 PDZD4 -1.58
NM_001146705 KDMSD 4.38
NR_028062 PRKY 3.87
NR_001545 TEEYTS 3.44
NM__ 004202 TMSB4Y 2.05
NM_001012515 FECH -1.73
NR_036536 SNHG4 -1.73
NM_181351 NCAMT -1.88
NM_016316 REVT 1.70
NM_032899 FAMS83A -1.64
NM_206927 SYTL2 -1.52
NM_001127388 DUX4L6 1.51
NM_001127389 DUX4LS5 1.50
NM_014987 IGSF98B 1.43
NR_ 002927 HSPOOAB4PrP 1.38

LogFC: Fold-change.
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A tabela 4 identifica os transcritos diferencialmente expressos, seus respectivos
genes e regulacdes génicas pelo Fold-change (LogFC) que apresenta 0s genes com
ganho e perda de expressao.

Com a base de dados desenhada a partir da analise 1 e as principais
funcionalidades do programa ja definida, foi gerado o gréfico a seguir, que revela a
expresséo génica, onde o eixo Y representa os valores de LogFC e o eixo X os valores
logaritmicos da contagem por milhdo (LogCPM), enquanto que os pontos vermelhos
identificam os genes com expressdo diferencial significativa. No grafico podemos
observar 353 genes diferencialmente expressos, em que 174 apresentaram ganho e
179 perda na expresséo (Gréfico 2).

Grafico 2. Grafico de expressédo génica, onde o eixo Y representa os valores de LogFC e o eixo X os
valores logaritmicos da contagem por milhdo (LogCPM), enquanto que os pontos vermelhos identificam
0s genes com expressdo diferencial significativa. No grafico podemos observar 353 genes
diferencialmente expressos, em que 174 estdo apresentaram ganho e 179 perda na expressao.

logFC : HSC_TI-E_TA

Average logCPM

Na andlise 1, o grafico seguinte indica o mapa de calor (Heatmap) mostrando a
capacidade dos genes diferencialmente expressos em individualizar o grupo com
eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA) e do grupo com HSC com tratamento
inadequado (HSC_TI) (Gréfico 3).
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Grafico 3. Grafico com o mapa de calor (Heatmap) mostrando a capacidade dos genes
diferencialmente expressos em individualizar o grupo com eutiroidismo com tratamento adequado
(E_TA) e do grupo de hipotiroidismo subclinico com tratamento inadequado (HSC_TI).
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E_TA2
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ISC_TI1

ISC_TI3

O grafico 3 diferencia potencialmente o paciente com tratamento adequado do
paciente com tratamento inadequado.

O grafico a seqguir, foi gerado a partir da analise 2, de transcritos
diferencialmente expressos do grupo controle (CTL) com os transcritos do grupo com
eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA). Este grafico revela a expresséo
génica, onde 0 eixo Y representa os valores de LogFC e o eixo X os valores
logaritmicos da contagem por milhdo (LogCPM), enquanto que os pontos vermelhos
identificam os genes com expressdo diferencial significativa. No grafico podemos
observar 64 genes diferencialmente expressos, em que 26 apresentaram ganho e 38

perda na expressao (Gréfico 4).
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Grafico 4. Grafico de expressédo génica, onde o0 eixo Y representa os valores de LogFC e o eixo X os
valores logaritmicos da contagem por milhdo (LogCPM), enquanto que os pontos vermelhos identificam
0s genes com expressao diferencial significativa. No grafico podemos observar 64 genes
diferencialmente expressos, em que 26 estdo apresentaram ganho e 38 perda na expresséo.

_TACTL

logFC : E

Average logCPM

Na andlise 2, o grafico seguinte indica o mapa de calor (Heatmap) mostrando a

capacidade dos genes diferencialmente expressos em individualizar o grupo controle

(CTL) e do grupo com eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA) (Gréfico

5).
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Grafico 5. Grafico com o mapa de calor (Heatmap) mostrando a capacidade dos genes
diferencialmente expressos em individualizar o grupo controle (CTL) e do grupo com eutiroidismo com
tratamento adequado (E_TA).
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Resumidamente, a analise in silico processou a DGE entre o grupo controle e
0 grupo com eutiroidismo com tratamento adequado, o que evidenciou 64 genes
diferencialmente expressos. O mesmo foi realizado entre o grupo com eutiroidismo
com tratamento adequado e o grupo com hipotiroidismo subclinico com tratamento
inadequado, evidenciando 353 genes diferencialmente expressos. O ranking desses
genes foi desenvolvido pelo valor da significancia para cada gene e sua corre¢cao
estatistica foi apresentada pelo valor de FDR.

Posteriormente a tabela 5 apresenta a correlagéo dos reads dos 353 transcritos
diferencialmente expressos com a concentracdo de TSH no grupo com eutiroidismo
com tratamento adequado, e grupo com hipotiroidismo subclinico com tratamento
inadequado. Seus respectivos LogFc, o coeficiente de correlacdo com a concentracao

de TSH, a localizacao citogenética, produto e a possivel relacdo com os tecidos-

alvo.
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Tabela 5. Correlagédo dos 353 transcritos diferencialmente expressos com os niveis de concentragao
de TSH, e seus respectivos coeficientes de correlagao, localizagao citogenética, produto e a possivel

relagdo com os tecidos-alvo.

Transcrito Gene C:'::e C.C.TSH Cromossomo Local Produto Tecidos-alvo
tiroide, paratiroide, cérebro,
NM_198149 SHISA4 mRNA - 9527 1 1932.1 protein shisa-4 precursor coragao,estorljago, glandiilaisalivar;iolhos,
0ss0s, ovarios, nervos, pele,
placenta, pulm&o, atero.
tiroide, paratiroide, cérebro, coracéo,
NM 014286 NCS1 mMRNA 934~ 9 934 neuronal calcium sensor 1 estémago, intestino, nervos, olhos, ossos,
= E q isoform 1 ovarios, pele, pulm&o, tecido adiposo,
utero, vascular.
GAS2-like protein 3 isoform T——_ ole Im3
NM_174942 GAS2L3 mRNA -881" 12 129231 a : g > Pele, Jpuimao,
| vascular.
tiroide, paratiroide, cérebro, coracéo,
NM 012179 FBXO7 MRNA 881~ 22 22q12.3 F-box only protein 7 isoform estémago, intestino, nervos, olhos, , ossos,
= g i< 1 ovarios, pele, pulm&o, tecido adiposo,
atero, vascular.
- " it rticl 19tiroide, paratiroide, cérebro, coracéo,
NM_001204199 SRP19 mRNA  -8817 5 5q21-gq22 :gna retc_ogr_1 u;n paelce estémago, intestino, nervos, olhos, ossos,
A PrOlEm: SOV ovarios, pele, pulméo, Gtero.
- uncharacterized protein cérebro, estdmago, olhos, ovarios, pele,
NM_004190972 CBarivh mRRNA 3808 & 8g21.3 C8orf88 pulm&o, tecido adiposo, Gtero.
2o cérebro, coracéo, intestino, nervos, olhos,
NM_001145819 SOX6  mRNA -857" 11 fipi6a fanscrption;factorSOXD" .o os tpeles placents,. Pulma; Tecido
isoform 4 - =
adiposo, utero.
= bt caboRvEteRTiinal tiroide, cérebro, coracdo, intestino, olhos,
NM_182488 USP12 mRNA  -857 13 13q12.13 q Xy ossos, ovarios, pele, placenta, pulméao,
hydrolase 12 2 2 >
tecido adiposo, utero, vascular.
tiroide, paratiroide, cérebro, coracéo,
NM 005875 EIF1B mRNA  -857 3 3p22.1 eukaryotic translation estémago, intestino, olhos, ossos,
== % e initiation factor 1b ouvidos, ovarios, pele, placenta, pulmé&o,
utero, vascular.
alpha-N-
acetylgalactosaminide cérebro, estdbmago, intestino, ovarios,
NM_ 018414 STGGALNAGCTMRNA ;807 37 17251 alpha-2,6-sialyltransferase 1 placenta, pulmé&o, utero,
isoform 1
endothelin-converting cérebro, intestino, nervos, olhos, ovarios,
NME004826 £GELT AL 0762 2 29243 enzyme-like 1 isoform 1 pulma&o, Gtero.
NM_130794 csT11 mRNA 0,755 20 20p11.21 Cystatin-11 isoform 1
precursor
PDZK1-interacting protein 1 cérebro, estémago, intestino, olhos, pele,
NM_005764 PDZK1IP1 mRNA -0,714 1 1p33 precUrsor puimso, tero.
transforming growth factor _pe:ra;u‘mde, cerebro,lhcoraqao, estorn_:go,
NM_003243 TGFBR3 mRNA -0,714 1 1p33-p32 beta receptor type 3 isoform teSUNO, nerves, olhos, ossos, ouvidos,
ovarios, pele, placenta, pulmao, tecido
a precursor 5 2
adiposo, Gtero, vascular.
receptor-type tyrosine- cérebro, estémago, intestino, olhos, ossos,
NM_002838 PTPRC mRNA  -0,714 1 1931-g32 protein phosphatase C ovarios, placenta, pele, pulmdo, tecido
isoform 1 precursor adiposo, Utero, vascular.
long intergenic non-protein  testiculo; cérebro; tecido nao
NR1038256 LINGO0843" meRNA, 0,194 12 12 coding RNA 943 caracterizado; rim; misturado
ras-Telated protein:Rab:2B tirdide, cérebro, coracdo, intestino, nervos,
NM_032846 RAB2B mRNA -0,714 14 14911.2 . B olhos, ossos, ovarios, pele, placenta,
isoform 1 = - % 2
pulma&o, tecido adiposo, Utero, vascular.
tiroide, cérebro, coracdo, estémago,
NM_080821 FAM210B mRNA -0,714 20 20q13.2 protein FAM210B intestino, nervos, olhos, ossos, ovarios,
pele, placenta, pulmé&o, Gtero, vascular.
NM_002099 GYPA mRNA  -0.714 4 4q31.21 9lycophorin-A isoform 1 coracéo, olhos, placenta.
precursor
chionide intracelitar channd paratiroide, cérebro, coracdo, intestino,
NM_001289 cLIC2 mRNA -0,714 X Xqg28 A musculo, nervos, olhos, ossos, ovarios,
protein 2 s 2 z
placenta, pulm&o, tecido adiposo.
NM 000561 GSTM1 mRNA  -0719 1 10133 glutathione S-transferase cérebro, coracdo, estémago, nervos,
- ’ P Mu 1 isoform 1 olhos, ossos, ovarios, pulmé&o, Utero.
paratiroide, cérebro,
NM_021229 NTN4 mRNA  -0,719 12 12922  netrin-4 precursor coracéo, estdmago, nervos, olhos, ossos,
ouvidos, ovarios, pele, placenta, pulméao,
atero, vascular.
cérebro, coracdo, estdbmago, intestino,
NM_001199081 PODN mRNA -0,738 1 1p32.3 podocan isoform 2 nervos, olhos, ossos, pele, placenta,

pulmao, Gtero, tecido adiposo, vascular.
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Classe

Transcrito Gene RNA C.C.TSH Cromossomo Local Produto Tecidos-alvo
tiroide, paratiroide, cérebro,
coracdo, estémago, intestino,
NM_001128626 SPIRE1 mRNA  -0,738 18 18p11.21 protein spire homolog 1isoform a  nervos, olhos, o0ssos, ovarios,
ouvidos, pele, placenta, pulméo,
(tero, vascular.
tireoide, cérebro, coracdo,
estémago, intestino, nervos,
NM_005723 TSPANS mRNA  -0,738 4 4923 tetraspanin-5 olhos, ossos, ovarios, pele,
placenta, pulmao, Gtero,
vascular.
paratiroide, cérebro, coracéo,
NM_004331 BNIP3L mRNA 0738 8 8p21 Bcth.’a.d?“m’T‘s E1Bt 19 ";i glsr:ggjaggésos]? t:i:/lﬂioés, Jfarﬁﬂi
PO ANeracking: protein e pele, placenta, pulmé&o, tecido
adiposo, (tero, vascular.
tiroide, paratiroide, cérebro,
coracdo, estémago, intestino,
NM_130439 MXiI1 mRNA  -0,762 10 10924-g25 max-interacting protein 1 isoform b nervos, olhos, ossos, ouvidos,
ovarios, pele, placenta, pulméo,
tecido adiposo, Utero.
NM_001085481  MAPILC3B2 mRNA  -0,762 12 12q2420 Microtubule-associated proteins g;r::mossggrags;é ;)T;is::;:
- ! 1A/1B light chain 3 beta 2 precursor I { ! !
pulméo, (tero, vascular.
tiroide,  paratiroide, cérebro,
; ¢ . ’ coracdo, estémago, intestino,
NM_022818 MAPILC38  mRNA  -0.762 16 16242 :“Af;g‘”;“:ff:;ﬁ“fée" proteins.  orvos; olhos, 0ss0s; owvidos,
g ovarios, pele, placenta, pulméo,
tecido adiposo, Utero, vascular.
tiroide, cérebro, coracéo,
NM_002831 RIOK3 mMRNA 0762 18 18112 serinefthreonine-protein kinase RIO3 €510mago,  intestino, — olhos,
ossos, pele, placenta, (tero,
vascular.
tiroide, cérebro, intestino,
NM_001166215 S1PR5 mRNA  -0,762 19 19p13.2  sphingosine 1-phosphate receptor 5 olhos, 0S50S,
pele, placenta, pulméo.
NM_177417 KLC3 mRNA  -0,762 19 19913 kinesin light chain 3 cérebro, ovarios, placenta, Utero.
NM_014568 GALNTS mRNA  -0.762 2 2q24 1 polypeptide N- . paratiroide, cerebr?, intestino,
acetylgalactosaminyltransferase 5  pele, placenta, pulméo, vascular.
cérebro, coracdo, intestino,
NM_000345 SNCA mRNA  -0.762 4 4g21  alpha-synuclein isoform NACP140  Nrvos, olhos, ossos, ouvidos,
ovarios, pele, placenta, pulmao,
(tero, vascular.
NM_001129891 FAM1968  mRNA  -0,762 5 59351  protein FAM196B coshn, SUnap, RN,
(tero, vascular.
cérebro, coracdo, intestino,
NIM_001130929 CTorf73 mRNA  -0.762 7 7933 uncharacterized protein C70rf73 nervos, olhos, ovarios, .pele,
precursor placenta, pulméo, utero,
vascular.
NM_197978 HEMGN mRNA  -0.762 9 992233 hemogen ;3{:2: cordclo,. placent,
tiroide, paratiroide, cérebro,
NM_152432 ARHGAP42  mRNA  -0778 11 11g221  rho GTPase-activating protein 42 co1omago, intestino, - nervos,
olhos, pele, placenta, pulméo,
(tero.
tiroide, cérebro, coracéo,
NM 007034 H dnaJ homolog subfamily B member 4estomago, lntestlnp b, NEIVOS:
| sp40-DNAJB4 mRNA  -0,786 1 1p31.1 . p olhos, ossos, ovarios, pele,
iBolomm:a placenta, pulméo, tecido adiposo,
(tero, vascular.
tiroide,  paratiroide, cérebro,
3 2 a témago intestino
rho guanine nucleotide exchange COracan, &2 ! ol
NM_015313 ARHGEF12 mRNA  -0,786 1 11923.3 L 15 T 4 olhqs, ovarios,
ouvidos, pele, placenta, pulméo,
tecido adiposo, Utero, vascular.
tiroide, cérebro, coracéo,
’ estdmago, intestino, nervos,
NM_014614 PSME4 mRNA  -0786 2 2p16.2 p’%eaf":’e dctivatarcomplex olhos, ossos, ovarios, pele.
Shun placenta, pulméo, tecido adiposo,
(tero, vascular.
tiroide, paratiroide, cérebro,
. . coracdo, estémago, intestino,
NM_001162429 PDCD6IP  mRNA  -0,786 3 apepg  Droofammed celidesth GTacng s ihos, ‘GLNMOS; VAROS,

protein isoform 2

pele, placenta,
vascular.

pulmao, Utero,
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Transcrito Gene C:'j:e C.C.TSH Cromossomo Local Produto Tecidos-alvo
T ——— tiroide, cérebro, coracdo, estdmago, intestino,
NM_003013 SFRP2 mRNA -0,786 4 49313 : nervos, olhos, o0ssos, ovarios, pele, placenta,
protein 2 precursor L
pulmdo, Utero, vascular.
iron-sulfur cluster assembly 1 tiroide, cérebro, coracéo, estdmago, intestino,
NM_030940 ISCA1 mRNA -0,786 9 9g21.33 homolog, mitochondrial olhos, ossos, ouvidos, ovarios, pele, placenta,
precursor pulmdo, Utero, vascular.
e A Do paratiroide, cérebro, coragdo, estdmago,
NM_004938 LGALS4 mRNA -0,786 9 9g21.33 B intestino, olhos, ossos, ovarios, pele, placenta,
pulmdo, Utero, vascular.
e S paratiroide, tiroide, cérebro, estdmago, intestino,
NM_001498 GCLC mRNA -0,81 6 6p12 UMl oy ee, e nervos, 0sso0s, ouvidos, ovarios, pele, placenta,
catalytic subunit isoform a pulméo, Utero.
NM_000850  GSTM4  mRNA 0826 f fsay THAe Slasiense W
4 isoform 1
tiroide, paratiroide, cérebro, coracdo, estémago,
NM_212460 ARL4A mRNA 083 7 70213 ADP-ribosylation factor-like intestino, nervos, olhos, 0ssos, ouvido, ovarios,

protein 4A

pele, placenta, pulmdo, tecido adiposo, Utero,
vascular.

C.C.TSH: Coeficiente de correlacdo entre reads dos transcritos e concentragdo de TSH.

A partir do resultado da correlagéo entre os 353 transcritos e a concentracéo de

TSH, que originou 48 genes diferencialmente expressos, 21 genes foram classificados

pelo Phanter classification system quanto a funcdo destes genes, demonstrado no

grafico 6.

Grafico 6. Classificacdo dos 21 genes pelo Panther classification system.
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Ap6és ser realizada a correlagéo dos transcritos diferencialmente expressos com
a concentracdo de TSH, foi efetuada outra correlacdo dos 353 transcritos
diferencialmente expressos com os resultados do teste de Zulewisk. O que resultou
em 13 genes diferencialmente expressos. A seguir, a tabela 6 identifica os genes,
classe de RNA, valor de correlacdo com os valores do teste de Zulewski, LogFC e
localizacao citogenética.

Tabela 6. Correlacdo dos 353 transcritos diferencialmente expressos com o0s valores resultantes do
teste de Zulewski, e respectivos: posicao citogenética, Log FC e valor de correlacéo.

Transcrito Gene Classe RNA C.C.Z LogFC Cromossomo Local
NM_147129 ALS2CL mRNA 0,939 2.59 3 3p21.31
NM_015933 TMA7 mRNA 0,939 1.68 3 3p21.31
NM_177963 SYT12 mRNA 0,824 1.81 11 11913.2
NM_000603 NOS3 mRNA 0,812 1.41 7 7936
NM_182761 FAM170A mRNA 0,788 2.10 5 5q23.1
NM_014987 IGSF9B mRNA 0,783 1.43 26 11925
NM_016170 TLX2 mRNA 0,764 1.72 2 2p13.1
NR_000005 SNORD15A ncRNA 0,759 1.43 11 11913.4
NM_001029 RPS26 mRNA 0,747 1.47 12 12913
NM_000559 HBG1 mRNA 0,735 4.37 11 11p15.5
NM_000184 HBG2 mRNA 0,735 4.35 11 11p15.5
NM_001242327 USP17L24 mRNA 0,733 1.38 4 4p16.1
NR_026968 RPL34-AS1 ncRNA 0,727 1.50 4 4925

C.C.Z: Coeficiente de correlacdo entre os genes diferencialmente expressos com os valores resultantes
do teste de Zulewski; ncRNA: RNA néo codificante; LogFC: Fold-change.

Com base nesses resultados, selecionamos 2 genes para validar em PCR-RT.
Os quais estdo representados na tabela 7 com suas respectivas classes, LogFC,
localizacdo citogenética, classificacdo pelo Panther classification system e reads do
grupo com eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA) e do grupo com HSC com

tratamento inadequado (HSC_TI).
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Tabela 7. Genes selecionados para validacdo por PCR-RT, com suas classes, LogFC, localizacdo
cromossémica, produto, classificacdo pelo Panther classification system e reads do grupo com
eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA) e do grupo com hipaotiroidismo com tratamento

inadequado (HSC_TI).

Gene

CXCR6 HTR4
Classe RNA mRNA mRNA
LogFC -2.00 213
Cromossomo 3 5
Local 3p21 5931-933
Produto “CXCtipo de receptor de “5-hydroxytryptamine

quimiocina 6” protein_id=
‘NP_006555.1"

receptor 4 isoform i”
protein_id="NP_00103526

31"
Analise Panther Receptor Receptor
Resposta ao estimulo
E_TA1 159 72
3 E_TA2 78 37
3 E_TA3 143 20
x E_TA4 103 31
HSC_TH 8 22
o HSC_TI2 27 103
3 HSC_TI3 20 126
x HSC_Ti4 21 246

LogFC: Fold-change; Panther: Panther classification system; E_TA (1,2,3 e 4): grupo com eutiroidismo
com tratamento adequado; HSC_TI (1,2,3 e 4): grupo com hipotiroidismo com tratamento inadequado.
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5.0 DISCUSSAO

Embora ndo haja nenhuma duavida sobre o tratamento de pacientes com
concentragdo de TSH acima de 10,0 mUI/L, a decisdo de tratar pacientes com
hipotiroidismo subclinico com L-T4 € controversa. A discusséo da eficacia da terapia
de reposicdo de L-T4 tem mostrado resultados convergentes nas publicagdes
[91,92,97,98.125134] A dificuldade do tratamento terapéutico em estabelecer a
concentracdo bioquimica adequada atinge 30 a 50% dos usudarios de L-T4 1132, Esta
percentagem apresenta um valor bastante expressivo de individuos que continuam a
sofrer com os sintomas de hipotiroidismo.

Nas ultimas décadas observamos melhorias nas estratégias de gestdo de
pacientes conduzidos por uma melhor apreciacdo da farmacocinética da L-T4. No
entanto, aspectos da terapia, como o momento ideal de medicacdo € uma estratégia
para superar o tratamento de n&o-adeséo e direcionar as concentragbes exatas a
serem prescritas. Além disso, existe agora um conjunto substancial de literatura sobre
variacfes genéticas comuns nas desiodases, transportadores de hormonios da tiroide
e seu papel na regulacéo local. Apesar da disponibilidade de reposicdo de T4sintético,
ainda existem desafios para melhorar os resultados desta terapia.

Na pratica clinica, € necessério distinguir esses individuos nédo satisfeitos do
percentual do percentual dos pacientes inadequadamente tratados, seja porque o
diagndstico ou a indicacao de uso de L-T4 foi equivocado, seja porque o paciente nao
aderiu ao tratamento recomendado, ou porgque esses individuos apresentam fatores
gue interferem na acao de T4 sintético.

A dificuldade da monoterapia de L-Ts4 para normalizar universalmente a
sinalizacdo de horménios tiroidianos 2% e a medicina personalizada néo sé ira
esclarecer o papel do hipotiroidismo subclinico, mas também ajudar a identificar para
quais pacientes o tratamento com L-Ts4 ird proporcionar o maximo efeito e
consequentemente, que ira proporcionar o maior beneficio.

Assim sendo, 0 uso da estratégia de sequenciamento de alto desempenho
através do RNA-Seq foi uma escolha adequada devido a esse processo permitir nao
s6 a compreensao do transcriptoma, mas também a quantificacéo de todos os genes,

a obtencéo de suas isoformas (splicing alternativo) e a facilidade na construcdo das
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bibliotecas. Além desta técnica apresentar resultado compativel com outras técnicas
de NGS [182,183].

Nesse estudo tivemos o cuidado para evitar erros nas fases pré-analiticas e
analiticas. Na fase pré-analitica, a coleta de sangue periférico foi realizada em tubos
especiais, que possibilitavam a preservacdo completa do RNA. Uma vez que, a
conservacao e a estabilizacdo do RNA sdo um passo de extrema importancia, sendo
gque uma conservacao inadequada pode alterar o resultado de um estudo de
expressao génica, modificando a quantidade e a qualidade do RNA analisado 11841851,

O processo de extragdo do RNA garantiu um alto rendimento para todos os
subtipos de RNA, evitando a degradacdo do material. Ainda que o processo de
extragcdo tenha custo e tempo gastos significativos, a utilizacdo de um método padrédo
ouro para a extracdo garante a qualidade e a quantidade dos transcritos [186:187],

Dentre os dois genes selecionados, o gene CXCR6 é um receptor de superficie
acoplado a proteina G, um receptor de quimiocina presente em pequeno subconjunto
de células Thl e Tcl circulantes. O CXCR6 pode ser um marcador para células que
migraram para o tecido tiroidiano 188, Desempenha um papel fundamental de leséo
renal induzida por angiotensina Il e fibrose através da regulacdo de infiltracdo de
macrofagos e a acumulacdo de fibroblastos derivados da medula 0ssea e seus
orgaos-alvo relacionados ao hipotiroidismo, sendo eles, a placenta, Utero e cérebro
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/clone/order/unigene/136272) [189],

O gene HTR4 é o segundo gene selecionado, trata-se de um membro da familia
de receptores de serotonina, esses receptores sdo acoplados a proteinas G e
estimulam a producdo de cAMP em resposta a serotonina (5-hidroxitriptamina). O
produto génico é uma proteina transmembranar glicosilada que funciona tanto no
sistema nervoso periférico como central para modular a liberacdo de varios
neurotransmissores. O HTR4 esta relacionado com pacientes com hipotiroidismo
gestacional, e fibrose cardiaca por meio de TNF- a, e esta relacionado com
tecidosalvo, nervos periféricos, cérebro e intestino (Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3360).

Os hormonios tiroidianos atuam em células-alvo através de receptores
acoplados a proteina G. O hipotiroidismo e nodulos tiroidianos tem associacéo causal
a mutacGes em receptores acoplados a proteina G 19, Esses dois genes, CXCR6 e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clone/order/unigene/136272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clone/order/unigene/136272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clone/order/unigene/136272
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HTR4, possuem uma alta afinidade pelos érgaos relacionados a disturbio endocrino,
valor absoluto relativamente alto, e ambos séo receptores acoplados a proteina G.
Estes resultados sugerem que variantes genéticas podem desempenhar um
papel importante na efetividade do tratamento com levotiroxina. A analise da
expressao génica permite determinar estado metabolico do individuo e saber se este
apresentara o risco de ineficacia a um determinado farmaco. Dentro da pratica médica,
a nossa perspectiva € de uma individualizacdo do tratamento com levotiroxina e

melhora na resposta terapéutica.
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6.0 CONCLUSAO

Identificamos transcritos, que poderdo compor um painel para a avaliacdo da
expressao génica, servindo como biomarcadores para o diagnéstico do hipotiroidismo
primério, mesmo em individuos com concentracdes de TSH proximas dos valores de
referéncia. Além de marcar a resposta ao uso de levotiroxina, CXCR6 e HTR4,

poderdo ter utilidade na avaliacdo da repercusséao tecidual do hipotiroidismo.
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Apéndice 2 - Extracdo do RNA total

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).

Eliminacdo do sobrenadante por meio de decantacao e visualizado o pellet ao
fundo do tubo.

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

Agitacdo ao vortex até a visivel dissolucao do pellet.

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

Eliminacdo do sobrenadante, sem interferir com o pellet.

Transferéncia de 350,0uL de tampéao de ressuspensao (BR1), fornecido pelo Kit.
Agitacdo ao vortex até a visivel dissolucao do pellet.

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

10- Adicdo de 300,0uL de tampao de ligacdo (BR2), e 40,0uL proteinase K (PK),

fornecidos pelo Kit.

11- Agitacdo ao vértex por 5 segundos.

12- Incubagdo 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 lilas PSC) e tranferido em um tubo de

processamento (PT) de 2,0mL, fornecidos pelo Kit.

14- Centrifugagéo por 3 minutos a 15000RPM em microcentrifuga, adequadamente

balanceada.

15- Transferéncia da totalidade do sobrenadante da fracéo 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- Agitagdo ao vortex por 5 segundos.
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18- Centrifugacao para remover as gotas presentes no interior da tampa do MCT.
Centrifugado em microcentrifuga por 3 segundos (SPIN).

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

20- Centrifugacdo 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- Centrifugacdo 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 tampéao 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- Preparacao do mix de DNase | e tampéo de digestdo de DNA (RDD), fornecidos
pelo Kit. Em um MCT de 1,5mL transferimos 10,0uL de solu¢cdo de DNase com
70,0uL de tampao de digestdo de DNA (RDD) por amostra, totalizando um volume
de mix de 80,0uL. Homogeneizando suavemente com a mao, pois a DNase | é
especialmente sensivel a desnaturacao 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 tampéao 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 eliminagcdo o PT
antigo contendo o produto residual.

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

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

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

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

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

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

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

40- Eliminacao do PT antigo contendo o produto residual.

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

42- Transferéncia de 40,0puL de tampéo 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 eluicéo, transferindo mais 40,0uL de tampao de eluigéo
(BR5) diretamente para membrana da coluna PRC, fornecidos pelo Kit, utilizando
o0 mesmo MCT de 1,5mL.

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

46- Arrefecimento do MCT em gelo por 3 minutos.
Imediatamente ap6s o arrefecimento armazenamos as amostras (todas

devidamente identificadas) com o extraido de RNA em freezer -80°C.



94

Apéndice 3 — Realizac&o 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 padrbes e um microtubo para
cada amostra dos RNA a serem quantificados.
2 — Preparacéo da solucéo de trabalho diluindo o Qubit RNA reagente 1:200 em
tampao Qubit RNA. Preparado 200,0mL de solucéo 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
Solucéao de trabalho 190,0puL 180,0 — 199,0uL
Amostra padréo 10,0pL
Amostra 1,0 — 20,0pL
Total em cada tubo 200,0uL 200,0uL
4 — Homogeneizacdo no vortex e incubagcdo por 2 minutos em temperatura

ambiente, todas as amostras e os padrées.
5 — Leitura das amostras padrées e as amostras de RNA no equipamento Qubit
Fluorometer 2.0, de acordo com as normas de calibracao.

Etapa 2: Iniciagdo do protocolo do transcriptoma com o isolamento,
quantificacdo do RNA e transcriptase reversa RNA ;
1 — Diluicdo das amostras de RNA para uma concentragcao final de 10ng em
volume final de 5,0pL.
2 — Preparacdo do maxter mix para a quantidade de amostras adicionando os

seguintes volumes conforme as recomendagdes para cada amostra:



95

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 5,0uL

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 — Amplificacdo dos alvos:

1 - Manipulacédo das amostras em recipiente com gelo para manter a temperatura
refrigerada de 4°C

2 —Preparacdo o mastermix de acordo com a quantidade de amostras, seguindo as
seguintes recomendacodes:

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
Total 15,0uL

3 — Homogeneizagdo do PCR mastermix no vortex e efetuado um spin para retirar
as goticulas do MCT.
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4 Transferéncia 15,0-uL de mastermix em cada amostra da reagéo de transcricao.

5 - Homogeneizac&o no vortex e spin.

6 — Transferéncias das amostras no termociclador obedecendo as seguintes
programacdes:
Estagio Temperatura Tempo
Espera 99°C 2 minutos
Ciclo: Programar de 99°C 15 segundos
acordo com a tabela 600 16 minutos
Espera 10°C Espera
Concentracéo de Valor Numero de ciclos
RNA da amostra de entrada 0,1-1,0ng 16
10,0ng 12
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 — Homogeneizacao 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 recomendagoes:
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1 - Preparacgéo para cada codigo 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:

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 reacédo de ligacdo 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 amplicon 28,0uL
(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 programacao:

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

Etapa 6 — Purificando a biblioteca ndo amplificada, conforme as seguintes
recomendagodes:
1 — Transferido 5,0uL do reagente Agencourt AMpure XP nos MCT e homogeneizados

5 vezes com a propria pipeta para misturar a suspensao de esferas com o DNA.
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2 — Incubado por 5 minutos em temperatura ambiente
3 Transferido os MCT em uma rack magnética com o DynaMag iméa e incubado por 2

minutos. Ap6s os 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, ap6s desprezado o sobrenadante sem interferir
com o sedimento.

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 iméa

abertos por 2 minutos para secagem em temperatura ambiente.

Etapa 7 - Quantificar as bibliotecas por gqPCR, 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 poco de uma placa nova.

3 — Preparado cinco diluicées 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
padrdo e usado a concentracdes no software do equipamento qPCR.

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

RNA de entrada Concentracao Diluicdo
recomendada
10ng 1:10.000

5 — Preparado as misturas de reacdo em 3 pocos para cada biblioteca padréo e cada
amostra, seguindo as recomendacdes para calcular o volume necessario do

mastermix;
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Volume por reacao

Componente Placa de 96 pocos Placa de 384
pOCOS
2X TagMan Master 10,0pL 5,0pL
Mix
20X lon TagMan 1,0pL 0,5uL
Assay
Total 11,0pL 5,5uL

6 — Realizado na placa de 96 pocos, transferido 11,0uL 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 configuracdes:

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 ndo diluida pela multiplicacdo determinada por gPCR da biblioteca
diluida utilizada no ensaio.

9 — As amostras que tiveram concentracao 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 catalogo: A26434, seguindo as instrugdes:
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
Pl lon Sphere Particles, agitados em vortex e efetuado spin.
3 - Diluido as amostras conforme orientagdo de 100,0pM inicias em volume de

8,0uL adicionando 92,0uL de Nuclease free Water, para volume total de 100,0pL.
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4 Homogeneizacdo em vortex e spin
5 - Transferido em MCT de 2,0mL, adicionado os 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 incluindo 2400,0pL

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.

8 — Inicializado a configuracdo do lon OneTouch 2 Instrument, obedecendo as
seguintes configuracdes na tela touch; seleciona run, selecionado a opgéo Proton:

lon PI Hi-Q OT2 200 Kit, selecionado next, selecionado assisted, selecionado yes,

e esperado o termino 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 Proton™ 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 PI Chip Kit V3 de
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forma que o liquido se espalhasse por toda matriz do componente e por consequéncia
Nnos pocos 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
P1 Chip, eliminando toda bolha de ar que existia na matriz.

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

sequenciamento do transcriptoma levou em média 3 horas e meia.
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GENE EXPRESSION PANEL TO MARK
THERAPEUTIC EFFICACY ON LEVOTHYROXINE-
TREATED PATIENTS WITH PRIMARY
HYPOTHYROIDISM

Valdelena Alessandra da Silva' Robson José de Almeida’

Patricia Varella Lima Teixeira® Leonardo Martins da Silva?

Jodo Bosco Pesquero ¢ Cleber Pinto Camachoc®

‘Universidade Nove de Julho (Uninove), Sao Paulc, Brazil,
ZUniversidade Federal de S3o Paulo (Unifesp). S3o Paulo, Brazil,

L aboratory of Molecular Medicine Technology, Universidade Nove de
Julho (Uninove), S3o Paulo, Brazil

Background: The primary hypothyroidism is characterized by the dys-
function of the thyroid gland. The available therapy is the treatment with levo-
thyroxine, which has synthetic conformation of the hormone thyroxine. The
aim of the study is to create a gene pancl to mark the response to the levothy-
roxine use.

Methods: We evaluated 320 individuals and selected 8 patients with levo-
thyroxine therapy to RNA-Seq Transcriptome analysis. They are divided into
two groups. The first group has 4 hypothyroid patients with Thyroid Stimulant
Hormone (TSH) between 0.5 mU/l and 2.0 mU/l and 4 patients with TSH
between 4.0 mU/l and 20.0 mU/L. Venous blood samples were collected (5
L) and stored in PAXgene RNA tubes. The RNA extraction was realized
with PAXgene RNA extraction kit {(Qiagen). The transcriptome library was
created in an NGS platform, Ion Proton System, following the kit proto-
cols of Ton AmpliSeq Gene human transcriptome (Thermo Fisher Scientific
Manufacturer). The computational analysis of data was performed in 0.99.491
rstudio software, Package Edger 3.12.0 of Bioconductor (Robinson MD, DJ
McCarthy and Smyth GK, 2010).

Results: We sequenced 22,786 transcripts in the cight individuals.
Differential analysis revealed 353 genes (a hundred and seventy-nine genes
understated and one hundred and seventy-four genes overexpressed) were
explored. The panel was constructed with 289 mRNA and 64 non-coding
Zenes.

Conclusion: We constructed a panel to characterize the response to levo-
thyroxine treatment in Hypothyroid patients. The panel may be useful in futurce
studies as a ool to correctly measure the levothyroxine response.

www.eurothyroid.com
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DIFFERENTIAL EXPRESSION PANEL AS
BIOMARKER IN HYPOTHYROIDISM.

AN RNA-SEQ TRANSCRIPTOME IN INDIVIDUALS
WITH PRIMARY HYPOTHYROIDISM
Robson José de Almeida’ Valdelena Alessandra da Silva'
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Objectives: The thyroid hormone modulates the primary physi-
ological processes in the development and maintenance of the human body.
Hypothyroidism is defined as the inability of the thyroid gland to produce
enough thyroid hormone to meet the metabolic needs of the body. However,
the diagnostic accuracy for detection of primary hypothyroidism with TSH
still has limitations. The aim of this work was to create a differential gene
expression panel to function as a biomarker in primary hypothyroidism.

Methods: The eight individuals (four euthyroid and four with clinical
hypothyroidism with TSH above 10 mU/) were selected for transcriptome
analysis from a total population of 320 volunteers. The collection and extrac-
tion of total RNA in peripheral blood were made in RNA preservation tubes
PAXgene blood RNA and their respective extraction kit (PAXgene Blood

Eur Thyroid J 2016;5(suppl 1):57-176 151

RNA kit) (Qiagen). The transcriptome was performed on the NGS platform
Ton Proton System, following the lon AmpliSeq transcriptome Human Gene
Kit protocols (Thermo Fisher Scientific Manufacturer). Computational analy-
sis of the data was performed in rstudio 0.99.491 software, Package Edger
3.12.0 of Bioconductor (Robinson MD, DJ McCarthy and Smyth GK, 2010).
Results: We sequenced 22,879 transeripts in the eight individuals. Differential
expression analysis revealed 20 genes (thirteen under expressed and seven
overexpressed genes). The panel was constructed with 13 mRNA and 7 non-
coding genes. Conclusion: These are the first study to develop a genetic panel
to diagnose the hypothyroidism independently of the TSH.
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DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION IN
PREGNANCY AS A TOOL FOR PRIMARY

HYPOTHYROIDISM DIAGNOSIS

Lucas dos Santos Bacigalupo', Robson José de Almeida’,
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Background: Thyroid hormone evaluation during pregnancy is a com-
plex situation, Pregnancy modifies the normal physiology and difficult the use
of thyroid hormones for diagnostic purposes. The aim of this work was to
analyse the differential gene expression to find a transcript or a panel of tran-
scripts with diagnostic utility during pregnancy.

Methods: We selected eight pregnant women (four euthyroid and four
with hypothyroidism) for transcriptome analysis. The peripheral blood was col-
lected in RNA preservation tubes (PAXgene blood RNA). The extraction was
performed by PAXgene Blood RNA kit (Qiagen). NGS platform lon Proton
System was used for transcriptome analysis following the fon AmpliSeq tran-
scriptome Human Gene Kit protocols (Thermo Fisher Scientific Manufacturer).
We analyzed the library data in rstudio 0.99.491 software, Package Edger
3.12.0 of Bioconductor (Robinson MD, DJ McCarthy and Smyth GK, 2010).

Results: We sequenced 22,786 transcripts in the eight pregnant women.
The differential expression analysis revealed 27 genes (twenty-one under
expressed and six overexpressed genes). The panel was constructed with 24
mRNA and 3 non-coding genes.

Conclusion: These genes may become an alternative diagnostic tool in
pregnancy where free T4, total T4 or TSH are less useful.
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