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RESUMO  

  

O hipotiroidismo é a produção inadequada de hormônio da glândula tiroide ou a ação 

inadequada de hormônio tiroidiano em tecidos-alvo. Entre as disfunções da tiroide, o 

hipotiroidismo é o distúrbio mais frequente na população em geral, particularmente 

em mulheres. A levotiroxina sódica (L-T4) é considerado o fármaco de escolha e mais 

eficaz como tratamento de reposição ou suplementação nos pacientes com 

hipotiroidismo em todo o mundo. O objetivo deste estudo foi o de originar um painel 

de expressão gênica para marcar a resposta terapêutica da levotiroxina em pacientes 

com hipotiroidismo primário. Foram selecionados 4 indivíduos controle e 8 indivíduos 

com terapia de levotiroxina, em que 4 são eutiroidianos com tratamento adequado, 

com TSH sérico entre 0,4mUI/L e 4,0mUI/L, e 4 hipotiroidismo subclínico 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 

extração de RNA foi realizada com o kit de extração de RNA PAXgene (Qiagen). A 

biblioteca de transcriptoma foi criada em uma plataforma de NGS, Ion AmpliSeq 

Gene human transcriptome. Mann-Whitney foi usado para comparar os dois grupos. 

As variáveis contínuas são apresentadas como valores medianos, mínimos e 

máximos, e Kruskal-Wallis foi usado para comparar os três grupos. Correlação entre 

os transcritos, TSH e Zulewski: Método de Spearman. Os dados analisados usando 

o IBM SPSS Statistics. A análise computacional de dados foi realizada em software 

RStudio, Pacote EdgeR v 3.12.0 de Bioconductor. Os genes significativos são 

calculados após um ajuste de False Discovery Response (FDR). Foi considerado 

significante um p<0,05. A análise de expressão diferencial revelou 179 com aumento 

e 174 com diminuição na expressão, sendo 289 RNAm e 64 RNA não codificantes. 

Destes, 2 genes (CXCR6 e HTR4) mostraram um valor absoluto dos reads 

relativamente alto. Construímos um painel capaz de identificar pacientes com 

resposta inadequada ao tratamento com levotiroxina. Identificamos transcritos, que 

poderão compor um painel para a avaliação da expressão gênica, servindo como 

biomarcadores para o diagnóstico do hipotiroidismo primário, mesmo em indivíduos 

com concentrações de TSH próximas dos valores de referência. Além de marcar a 

resposta ao uso de levotiroxina, CXCR6 e HTR4, poderão ter utilidade na avaliação 

da repercussão tecidual do hipotiroidismo.   

  

Palavras-chave: Tiroide. Hipotiroidismo primário. Levotiroxina. RNA-seq. Eficácia 

terapêutica. Expressão gênica.  

  

 

 



 

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 

0.4mIU/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, Ion 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 

HTR4, they may be useful in evaluating the tissue repercussion of hypothyroidism.  

  

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

efficacy. Gene expression.  

  

 

  



 

LISTA DE FIGURAS  

  

Figura 1 – Esquema representativo do eixo hipotálamo-hipófise-tiroide e regulação 

dos hormônios tiroidianos. SNC: Sistema Nervoso Central; TRH: Hormônio liberador 

de tireotrofina; TSH: hormônio estimulante da Tiroide (Thyroid-stimulating hormone);  

T4: Tiroxina; T3: Triiodotironina....................................................................................17   

  

Figura 2 – Esquema representativo da biossíntese dos hormônios tiroidianos e as 

principais vias de sinalização. TSH: Hormônio estimulante da Tiroide 

(Thyroidstimulating hormone); TSHR: Receptor de hormônio estimulante da Tiroide; 

DUOX: Dupla Oxidase; Tg: Tireoglobulina; H2O2: Peróxido de hidrogênio; TPO: 

Tireoperoxidase; DIT: Diiodotirosina; MIT: Monoiodotirosina; T3: Triiodotironina; T4: 

Tiroxina; I-: Iodeto.......................................................................................................19  

  

Figura 3 – Representação esquemática do mecanismo de ação do receptor do 

hormônio tiroidiano na presença de T₃. T4: Tiroxina; T3: Triiodotiroxina; RXR: Receptor 

de ácido retinoico; TR: Receptor nuclear de Triiodotironina; TRE: Elemento responsivo 

ao receptor de triiodotironina; CoA: Proteínas coativadoras; CoR: Proteínas 

correpressoras; MTB: Maquinaria de Transcrição 

Basal...........................................................................................................................21  

  

Figura 4 – Estrutura química da levotiroxina sódica...................................................29  

  

Figura 5 – Fluxograma com o delineamento do estudo..............................................42  

  

Figura 6 – Fluxograma resumido das principais etapas da metodologia.....................43  

  

Gráfico 1 - Correlação entre os valores de TSH (mUI/L) pelo Método A e os valores 

de TSH (mUI/L) pelo Método B...................................................................................51  

  

Gráfico 2 – Gráfico de expressão gênica, onde o eixo Y representa os valores de 

LogFC e o eixo X os valores logarítmicos da contagem por milhão (LogCPM), 

enquanto que os pontos vermelhos identificam os genes com expressão diferencial 

significativa. No gráfico podemos observar 353 genes diferencialmente expressos, em 

que 174 estão apresentaram ganho e 179 perda na expressão..................................55  

 

 



 

Gráfico 3 – Gráfico 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 subclínico com tratamento 

inadequado (HSC_TI).................................................................................................56  

  

Gráfico 4 – Gráfico de expressão gênica, onde o eixo Y representa os valores de 

LogFC e o eixo X os valores logarítmicos da contagem por milhão (LogCPM), 

enquanto que os pontos vermelhos identificam os genes com expressão diferencial 

significativa. No gráfico podemos observar 64 genes diferencialmente expressos, em 

que 26 estão apresentaram ganho e 38 perda na expressão......................................57  

  

Gráfico 5 – Gráfico 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)..................................................58  

  

Gráfico  6  –  Classificação  dos  21  genes  pelo  Panther  classification  

system........................................................................................................................61  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE TABELAS 

    

Tabela 1 – Regulação dos fatores fisiopatológicos por intermédio das desiodases....21  

  

Tabela 2 – Valores medianos, mínimos e máximos, seguidos pelo valor de p das 

concentrações de TSH, T4L, anticorpos anti-Tg e anticorpos anti-TPO nos 3 

grupos.........................................................................................................................52  

  

Tabela 3 – Tempo de diagnóstico, doses de levotiroxina absoluta e dose por 

quilograma administradas pelos grupos: Controle (CTL), Eutiroidismo com tratamento 

adequado (E_TA), e Hipotiroidismo subclínico com tratamento inadequado 

(HSC_TI)....................................................................................................................52  

  

Tabela 4 – Identificação gênica dos transcritos diferencialmente expressos, seus 

genes correspondentes e o LogFC no grupo eutiroidianos com tratamento adequado, 

e grupo com hipotiroidismo subclínico com tratamento 

inadequado.................................................................................................................54  

  

Tabela 5 – Correlação dos 353 transcritos diferencialmente expressos com os níveis 

de concentração de TSH, os seus respectivos coeficientes de correlação com a 

concentração de TSH, a localização citogenética, produto e a possível relação com os  

tecidos-alvo................................................................................................................59  

  

Tabela 6 – Correlação dos 353 transcritos diferencialmente expressos com os valores 

resultantes do teste de Zulewisk, e respectivos: posição citogenética, Log FC  e valor  

de correlação..............................................................................................................62  

    

Tabela 7 – Genes selecionados para validação por PCR-RT, com suas classes, 

LogFC, localização cromossômica, produto, classificação pelo Panther classification 

system e reads do grupo com eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA) e do 

grupo com hipotiroidismo com tratamento inadequado (HSC_TI)...............................63  

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS   

  

ANDA: Abbreviated New Drug Application  

Anti-Tg: Anticorpos anti-tireoglobulina  

Anti-TPO: Anticorpos anti-tireoperoxidase  

BR1: Tampão de ressuspensão 1  

BR2: Tampão de ligação 2  

BR3: Tampão de lavagem 1  

BR4: Tampão de lavagem 2  

BR5: Tampão de eluição  

C.C.TSH: Coeficiente de correlação entre reads e concentração de TSH  

C.C.Z: Coeficiente de correlação entre os genes diferencialmente expressos com os 

valores resultantes do teste de Zulewisk  

CoA: Proteínas coativadoras  

CoR: Proteínas correpressoras  

CTL: Controle  

D1: Iodotironina desiodase tipo I  

D2: Iodotironina desiodase tipo II    

D3: Iodotironina desiodase tipo III  

DIT: Diiodotirosina  

DNA: Ácido desoxirribonucleico  

DUOX: Dupla oxidase  

E_TA: Eutiroidismo com Tratamento Adequado  

FDA: Food and Drug Administration  

FDR: False Discovery Response  

FSH: Hormônio folículo 

estimulante H2O2: Peróxido de 

hidrogênio hCG: Gonadrotofina 

Coriônica Humana  

HSC: Hipotiroidismo subclínico  

HSC_TI: Hipotiroidismo com Tratamento Inadequado  

I-: Iodeto  

I2: Iodo  

LAT1: Aminoácido permeasse tipo T1  

 

 

 



 

L-T4: Levotiroxina sódica  

LH: Hormônio Luteinizante  

LogFC: Logarítmicos de Fold-change  

LogCPM: Logarítmicos de contagem por milhão  

MCT: Microtubo 

MIT: 

Monoiodotirosina   

mRNA: Ácido ribonucleico mensageiro 

MTB: Maquinaria de Transcrição Basal 

miRNA: Micro Ácido ribonucleico   

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato  

NCBI: National Center for Biotechnology Information  

NDA: New Drug Application  

NGS: Next Generation Sequencing   

NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey  

NIS: Co-transportadodor de sódio-iodeto  

OATP1C1: Polipeptídios co-transportadores de ânions orgânicos independentes de 

sódio 1C1   

PAAF: Punção Aspirativa por Agulha Fina  

PCR: Reação da Cadeia de Polimerase  

PCR-RT: Reação da Cadeia de Polimerase em Tempo Real  

PK: Proteinase K  

PSD: Pendrina   

PT: Tubo de processamento  

PTH: Hormônios da paratiroide  

RDD: Tampão de digestão de DNA  

RNA: Ácido ribonucleico  

RNFW: Água livre de 

RNase Rpm: Rotações 

Por Minuto rT3: T3 reverso  

RXR: Receptor do ácido retinoico   

SNC: Sistema Nervoso Central  

T2: 3,3´-diiodo-L-tironina  

T3: 3,5,3´-triiodo-L-tironina ou Triiodotironina  

T4: 3,5,3´,5´-tetraiodo-L-tironina ou Tiroxina  

 

 



 

T4L: Tiroxina Livre  

TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  

Tg: Tireoglobulina  

TBG: Thyroxine-Biding Globulin  

TPO: Tireoperoxidase  

TR: Receptor nuclear de triiodotironina   

TREs: Elementos responsivos aos hormônios tiroidianos  

TRH: Hormônio liberador de Tireotrofina (Thyrotropin-releasing hormone)  

TSH: Hormônio estimulante da Tiroide (Thyroid-stimulating hormone)  

TSHR: Receptor de Hormônio Estimulante da Tiroide  

USP: United States Pharmacopeia  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  



 

SUMÁRIO  

  

1.0 INTRODUÇÃO.....................................................................................................16  

1.1 MECANISMOS DE AÇÃO DOS HORMÔNIOS TIROIDIANOS...........................17  

1.1.1 Homeostase do eixo hipotálamo-hipófise-tiroide...............................................17  

1.1.2 Homeostase tecido específica...........................................................................19  

1.2 HIPOTIROIDISMO................................................................................................22  

1.2.1 Hipotiroidismo primário......................................................................................23  

1.2.2 Fármacos e compostos químicos antitiroidianos...............................................25  

1.2.3 Diagnóstico........................................................................................................25  

1.2.4 Complicações clínicas.......................................................................................26  

1.2.5 Farmacoterapia.................................................................................................28  

1.3 MEDICINA PERSONALIZADA............................................................................33  

1.4 TRANSCRIPTOMA..............................................................................................35  

1.5 SEQUENCIADORES DE NOVA GERAÇÃO.......................................................36  

2.0 JUSTIFICATIVA..................................................................................................39  

3.0 MATERIAIS E MÉTODOS...................................................................................40  

3.1 POPULAÇÃO DE ESTUDO.................................................................................40  

3.1.1 Critérios de Inclusão.........................................................................................40  

3.1.2 Critérios de Exclusão........................................................................................41  

3.1.3 Coleta e armazenamento.................................................................................41  

3.1.4 Delineamento do estudo..................................................................................42  

3.1.5 Análise bioquímica...........................................................................................43  

3.1.6 Extração de RNA total......................................................................................44  

3.2 REALIZAÇÃO DO TRANSCRIPTOMA...............................................................44  

3.2.1 Quantificação de RNA total..............................................................................45  

3.2.2 Síntese de cDNA..............................................................................................45  

3.2.3 Amplificação das sequências-alvo...................................................................46  

3.2.4 Preparo das sequências iniciadoras................................................................46  

3.2.5 Ligação dos barcodes aos amplicons..............................................................46  

3.2.6 Purificação da biblioteca..................................................................................47  

3.2.7 qPCR...............................................................................................................47  

3.2.8 PCR de emulsão.............................................................................................48  

3.2.9 Hibridização das beads magnéticas................................................................49  

 

 

 



 

3.2.10 Preparo dos chips............................................................................................49  

3.3 BIOINFORMÁTICA...............................................................................................50  

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA......................................................................................50  

4.0 RESULTADOS.....................................................................................................51  

5.0 DISCUSSÃO........................................................................................................64 

6.0 CONCLUSÃO.......................................................................................................67  

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS..........................................................................68  

APÊNDICES...............................................................................................................90  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



16  

  

1.0  INTRODUÇÃO  

  

A tiroide é a primeira glândula endócrina a se desenvolver no embrião humano, 

origina-se após vinte e dois dias da concepção, surgindo da invaginação e 

espessamento do assoalho da faringe primitiva, seguida pela migração em direção 

caudal até a base do pescoço e atinge a sua forma definitiva aos 51 dias [1,2,3]. A 

glândula tiroide está localizada na região inferior do pescoço e estende-se da quinta 

vértebra cervical até a primeira vértebra torácica, encontrando-se intensamente 

vascularizada. É uma glândula em formato de borboleta formada por lobos laterais 

alongados, direito e esquerdo, ligados por um istmo mediano [3].  

A unidade funcional básica da glândula tiroide são os folículos, compostos por 

uma camada externa de células cuboides circundadas pela membrana basal, 

envolvendo um material amorfo denominado coloide. Uma proteína de elevado peso 

molecular é armazenada por este material, que é sintetizada pelas células da tiroide e 

secretada para o lúmen do folículo. Desde 1956, com a descrição precursora de Roitt 

et al. sabemos que a Tg apresenta variações significativas nas respostas autoimunes 

[5,6] e compõe a unidade base para a formação dos hormônios tiroidianos  

[4].   

 A tiroide sintetiza e secreta os hormônios tiroidianos, 3,5,3',5'-tetraiodo-

Ltironina ou Tiroxina (T₄) e 3,5,3'-triiodo-L-tironina ou Triiodotironina (T₃), sendo a 

liberação do T4 de 100 a 125nmol diariamente. A meia-vida do T₄ é de 

aproximadamente de 7 a 10 dias, sendo que a principal fonte de produção de T₃ 

advém da conversão do pró-hormônio T₄ em T₃ por meio da 5`desiodação de T₄ em 

tecidos periféricos promovida pelas desiodases [7].   

Os hormônios tiroidianos têm a função de regular o consumo energético e são 

indispensáveis para o crescimento, desenvolvimento e maturação de vários órgãos. A 

atividade do sistema endócrino é regulada pelo mecanismo de feedback, que através 

do eixo hipotálamo-hipófise-tiroide gera ação em diversos tecidos [8,10]. Entre outras 

funções, destaca-se o estímulo da frequência cardíaca, da síntese proteica e do 

metabolismo glicídico, tal como, o aumento da síntese de degradação do colesterol e  

triglicerídeos [8,9].  
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1.1  MECANISMOS DE AÇÃO DOS HORMÔNIOS TIROIDIANOS   

  

1.1.1 Homeostase do eixo hipotálamo-hipófise-tiroide  

  

A homeostase do eixo hipotálamo-hipófise-tiroide regula as concentrações dos 

hormônios tiroidianos produzidos pelas células tiroidianas até o seu transporte para 

os diversos tecidos. A regulação dos hormônios tiroidianos ocorre pelo eixo 

hipotálamo-hipófise-tiroide, onde o hipotálamo através do hormônio liberador de 

Tireotrofina (Thyrotropin-releasing hormone, TRH) estimula a hipófise anterior a liberar 

o hormônio estimulante da Tiroide (Thyroid-stimulating hormone, TSH), induzindo a 

glândula tiroide para gerar e secretar os hormônios tiroidianos para os tecidos 

periféricos (Figura 1). Essa regulação altera a taxa de secreção do TRH pelo 

hipotálamo e como tem principal efeito reduzir a resposta dos tirótrofos [11].   

No processo do mecanismo de retroalimentação (feedback) quando a 

concentração de T4 circulante está baixa, ocorre o aumento dos receptores de TRH e 

consequentemente um aumento de síntese de TSH circulante, tanto pelo hipotálamo 

como pela hipófise, o contrário também ocorre na presença de altas concentrações de 

hormônios tiroidianos [10,12,13].   

  

Figura 1. Esquema representativo do eixo hipotálamo-hipófise-tiroide e regulação dos hormônios 

tiroidianos. SNC: Sistema Nervoso Central; TRH: Hormônio liberador de tireotrofina; TSH: hormônio 

estimulante da Tiroide (Thyroid-stimulating hormone); T4: Tiroxina; T3: Triiodotironina.  

 

 



18  

  

A autorregulação da tiroide é mais um mecanismo importante na regulação da 

síntese dos hormônios tiroidianos. Esse processo é fundamentado na alteração da 

sensibilidade da glândula tiroide ao TSH, onde o excesso de iodo reduz a produção 

de peróxido de hidrogênio impedindo a síntese de hormônios tiroidianos, conhecido 

como efeito Wolff-Chaikoff [14,15].  

O TSH é uma glicoproteína heterodimérica, com massa molecular de 28kDa 

constituída por duas subunidades não covalentes denominadas α e β, no entanto, a 

subunidade α também é comum nos Hormônios Luteinizantes (LH), hormônio folículo 

estimulante (FSH) e Gonadotrofina Coriônica Humana (hCG). A partir do estímulo do 

TSH que é sintetizado na hipófise anterior, o mecanismo de ação dos hormônios 

tiroidianos é 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 captação do mesmo do líquido extracelular para as células foliculares 

tiroidianas, pelo co-transportador de sódio-iodeto (NIS) na membrana basolateral [14]. 

Simultaneamente ocorre o transporte dos iodetos do líquido extracelular para as 

células glandulares e os folículos da tiroide. A membrana basolateral da célula 

tiroidiana faz a captação de iodeto para o interior da célula. Por consequência, na 

membrana apical das células foliculares da tiroide a pendrina (PDS) medeia o efluxo 

de I- para o lúmen folicular. Por invaginação, a Tg migra para o lúmen folicular na 

presença de peróxido de hidrogênio (H2O2), o qual é sintetizado pelo complexo 

sistema de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidases e Dupla 

Oxidase (DUOX). Nesse processo a Tireoperoxidase (TPO) é importante, trata-se de 

uma glicoproteína de membrana composta de 933 aminoácidos com peso molecular 

entre 220 e 230 kDa na forma dimérica funcional [17], e participa promovendo a 

oxidação e acoplamento do I- na Tg. Deste modo, este acoplamento oxidativo é 

catalisado pela mesma peroxidase, formando as iodotirosinas, monoiodotirosina (MIT) 

e diiodotirosina (DIT) [14,15].   
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Figura 2. Esquema representativo da biossíntese dos hormônios tiroidianos e as principais vias de 

sinalização. TSH: Hormônio estimulante da Tiroide (Thyroid-stimulating hormone); TSHR: Receptor de 

hormônio estimulante da Tiroide; DUOX: Dupla Oxidase; Tg: Tireoglobulina; H2O2: Peróxido de 

hidrogênio; TPO: Tireoperoxidase; DIT: Diiodotirosina; MIT: Monoiodotirosina; T3: Triiodotironina; T4: 

Tiroxina; I-: Iodeto.  

  

 

  

Além disso, ocorre a geração dos hormônios T4 e T3, que acoplados a Tg são 

recaptados pela célula e seguem com a proteólise. Após este processo, os hormônios 

são liberados na corrente sanguínea, e simultaneamente ocorre a devolução do iodo 

ao coloide, o que permite o reaproveitamento destas substâncias pela célula tiroidiana  

[18].   

  

1.1.2 Homeostase Tecido Específica   

  

A homeostase tecido específica é composta pelos mecanismos de entrada dos 

hormônios nas células dos diversos tecidos, a conversão periférica intracitoplasmática 

do T4 em T3 pelas desiodases (ou sua inativação, através da conversão para o T3 

reverso), o acoplamento aos receptores nucleares específicos (TR 1, TR 2, TRβ1 e 

TRβ2) e a regulação da expressão gênica através da ligação com os elementos 

responsivos aos hormônios tiroidianos (TREs) [7,19-21].   

Na circulação, os hormônios tiroidianos ligam-se a uma variedade de proteínas 

plasmáticas, ainda que uma pequena parcela de ambos permaneça na sua forma livre. 

Enquanto o T4 é produzido pela tiroide, a maioria do T3 circulante é proveniente da 
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desiodação do T4 nos tecidos não tiroidianos, como rim e fígado. No mecanismo de 

desiodação via anel fenólico ou tirosídico das iodotironinas, as desiodases agem 

eliminando de forma catalítica o iodo e podem fazê-lo em diferentes sítios via  

5`desiodases convertendo T4 em T3 ou em metabólitos inativos como o T3 reverso  

(rT3) ou 3,3'-diiodo-L-tironina (T2) [21-23].   

As enzimas desiodases são: as iodotironinas desiodases tipo I, II e III (D1, D2 

e D3 respectivamente). D1 e D2 convertem o T4 em T3 que é o hormônio 

biologicamente ativo enquanto, D1 e D3 convertem o T4 em rT3, D3 também é 

responsável pela inativação do T3, convertendo-o a T2 [22,24].    

A indução de D1, D2 e D3 regula vários fatores fisiopatológicos que podem 

modificar a deiodinação em um determinado tecido (Tabela 1) [25-28].  

  

Tabela 1. Regulação dos fatores fisiopatológicos por intermédio das desiodases.   

  
D1: Iodotiroina desiodase tipo I; D2: Iodotiroina desiodase tipo II; D3: Iodotironina desiodase tipo III;  
T4: Tiroxina; T3: Triiodotironina.  

  

Assim, as vias de desiodação ocorrem no interior das células-alvo, entretanto 

Bianco et al. sustenta que a sinalização do hormônio tiroidiano em células não é 

refletida pelos níveis de hormônio da glândula tiroide no plasma [7].  

Os efeitos dos hormônios tiroidianos são mediados por seus receptores, 

Receptores nucleares de Triiodotironina (TR), e estes são codificados por dois genes 

distintos, α (TRα) e β (TRβ), localizados no cromossomo 17 e 3, respectivamente [8]. 

Em consequência ao splicing alternativo e utilização interpolada do promotor, o gene  

TRHα pode originar seis isoformas; TRα1, TRα2, TRDα1, TRDα2, P46 e P28. Da 

mesma maneira, o gene TRHβ gerar as isoformas: TRβ1, TRβ2 e TRHβ.  

Exclusivamente, TRβ1, TRβ2, TRα1 são receptores efetivos na interação de um 

domínio ao DNA. Membros da superfamília dos receptores nucleares, essas isoformas 
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apresentam expressões específicas para cada tecido. Posto que, mutações no TR 

podem originar diversos sintomas clínicos, que são dependentes do TR afetado. 

Portanto, uma complexa rede de mecanismos de transcrição e alteração 

póstranscricional medeiam a expressão do gene, propiciando que os receptores são 

fatores de transcrição modulares que se ligam em sequências específicas de DNA, 

chamados de elementos responsivos ao receptor de triiodotironina (TREs) (Figura 3)  

[11,29].   

  

Figura 3. Representação esquemática do mecanismo de ação do receptor do hormônio tiroidiano na 

presença de T₃. T4: Tiroxina; T3: Triiodotiroxina; RXR: Receptor de ácido retinoico; TR: Receptor nuclear 

de Triiodotironina; TRE: Elemento responsivo ao receptor de triiodotironina; CoA: Proteínas 

coativadoras; CoR: Proteínas correpressoras; MTB: Maquinaria de Transcrição Basal.   
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O Receptor nuclear de Triiodotinonina (TR) dependendo da ligação com o 

receptor de ácido retinoico (RXR) pode gerar um homodímero ou heterodímero [30].  

Em vista disso, o TR encontra-se ligado ao TR, formando um homodímero. O 

acoplamento do T₃ ao TR gera uma mudança conformacional na estrutura do receptor 

formando um complexo, que dissocia o homodímero (TR-TR) e possibilita a 

associação do TR ao RXR (heterodímeros). Esta mudança conformacional estimula a 

liberação das proteínas correpressoras (CoR) e a junção do TR as proteínas 

coativadoras (CoA). Assim, recrutam a Maquinaria de Transcrição Basal (MTB) e 

acionam a transcrição dos genes-alvo, modulando a expressão do gene [12,29,31,32].   

  

1.2  HIPOTIROIDISMO  

  

O hipotiroidismo é uma decorrência da produção inadequada de hormônio da 

glândula tiroide ou a ação inadequada de HT em tecidos-alvo. Entre as disfunções da 

tiroide, o hipotiroidismo é o distúrbio mais frequente na população em geral, 

particularmente em mulheres [33,34]. Segundo o National Health and Nutrition 

Examination Survey (NHANES 1999-2002), 3,7% da população dos EUA tem 

hipotireoidismo, sendo mais comum em mulheres [35]. Na população mundial atinge 

cerca de 4% a 10% das pessoas [36]. Segundo Kajantie et al. as chances de uma 

mulher desenvolver hipotiroidismo aumenta 4,4 vezes em mulheres com baixo peso 

ao nascer e baixo índice de massa corporal durante a infância [37]. O estudo em 

Framingham numa população de homens e mulheres acima de 60 anos encontrou 

hipotiroidismo em 4,4% dos indivíduos com concentração de TSH maior que 10mUI/L, 

destes, 39% tinham baixos níveis 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 indivíduos com idade inferior [35]. Surks e Hollowell et al. consideram que a 

elevação da concentração de TSH em indivíduos acima de 80 anos de idade é uma 

adaptação fisiológica ao envelhecimento, o que justifica a maior prevalência na 

população idosa [39].   

A prevalência de hipotiroidismo no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro foi de 

12,3% em mulheres adultas. Na região metropolitana de São Paulo foi de 8% na 

população geral [36].   
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O risco de desenvolver hipotiroidismo, também aumenta com a idade 

avançada, anticorpos antitiroidianos e sexo feminino [37]. Segundo Vanderpump et al., 

dentre o sexo feminino o risco para mulheres de 50 anos de idade com concentração 

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 

que tiveram um passado histórico de disfunção pós-parto da tiroide. Em comparação, 

apenas 4% das mulheres que não tiveram disfunção pós-parto da tiroide 

desenvolveram hipotiroidismo [41].  

A prevalência de hipotiroidismo é muito variável nas diversas partes do mundo, 

sendo maior em locais com deficiência de iodo na dieta. Inversamente, o excesso de 

iodo tem sido observado, o qual pode ocorrer em consequência do uso de corantes 

de radiocontrastes, amiodarona, suplementos alimentares e algas [42].   

O excesso de iodo pode inibir transitoriamente a organificação de iodeto e a 

síntese de hormônios tiroidianos, denominado de efeito Wolff-Chaikoff, fenômeno de 

resposta de curta duração porque o co-transportador de sódio-iodeto é capaz de 

regulação negativa (downregulation), inibindo a organificação da glândula tiroide [42]. 

Em indivíduos com hipotiroidismo, o excesso de iodo pode induzir o hipotiroidismo 

sustentado em indivíduos com tiroidite [43]. Conforme Pearce et al., o solo em grandes 

áreas geográficas no mundo é deficiente em iodo e a estimativa de 29% da população 

mundial vive nessas áreas. Por exemplo, acontece em regiões montanhosas como o 

Himalaia, os Andes, Alpes europeus, onde o iodo é lavado pelas inundações e 

glaciação. Como também ocorre em regiões de planície distantes de oceano, tal como 

na Europa Ocidental, na África Central [44].  

O hipotiroidismo pode ser primário quando decorre de falência da glândula  

tiroide [45,46].    

1.2.1 Hipotiroidismo Primário  

  

O hipotiroidismo primário é considerado a disfunção tiroidiana mais prevalente, 

manifesta-se mais frequentemente nas mulheres e aumenta a incidência com a idade  

[47,48].   
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Quando se observa no hipotiroidismo primário uma elevada concentração de 

TSH na presença de T4L corresponde ao hipotiroidismo clínico, diferentemente, 

quando se percebe uma elevada concentração de TSH e T4L dentro do valor de 

referência categoriza o hipotiroidismo subclínico (HSC) [35].  

De acordo com o NHANES III, a prevalência do HSC em adultos nos Estados 

Unidos é de 4,3% da população [48], encontrando-se variância entre 4% e 20% em 

diferentes estudos [49].   

A taxa de conversão de hipotiroidismo subclínico para hipotiroidismo clínico é 

de 2% a 6% [51]. Conforme Somwaru et al. a taxa foi maior para indivíduos que tinham 

concentração de TSH entre 4,5mUI/L e 10,0mUI/L com a presença de anticorpos 

positivos [52]. Semelhantemente, Fatourechi et al. demonstrou que cerca de 80% dos 

pacientes com HSC e concentração de TSH menor que 10,0mUI/L apresentavam 

anticorpos positivos para TPO [53].   

As causas de hipotiroidismo primário são: tiroidite linfocítica crônica 

(autoimune), tiroidite pós-parto, tireoidite subaguda (granulomatosa), anomalias 

congênitas, deficiência de iodo, doenças infiltrativas, sendo que, formas de iatrogenias 

de hipotiroidismo podem intercorrer de tiroidectomia, radioiodoterapia, hipotiroidismo 

induzido por fármacos antitiroidianos [33,35,37,54].   

Dentre elas, a causa de hipotiroidismo primário mais frequente é a tiroidite 

linfocítica crônica, conhecida como tiroidite autoimune de Hashimoto [55]. Estes 

pacientes apresentam o processo crônico autoimune contra a glândula tiroide com 

infiltração linfocítica e destruição dos tirocitos. Na tiroidite autoimune de Hashimoto o 

corpo considera os antígenos da tiroide como estranhos, seguida de uma reação 

imune crônica e resulta em infiltração linfocítica da glândula e destruição progressiva 

do tecido funcional da tiroide. Inicialmente pode manifestar-se na forma de bócio, que 

na maioria dos casos, regride gradativamente de tamanho. Outra forma de 

apresentação é como tiroidite atrófica por processo fibrótico destrutivo da glândula.   A 

maioria dos indivíduos afetados terão autoanticorpos circulantes contra a glândula 

tiroide, como o anticorpo anti-tireoperoxidase (anti-TPO), que é o mais específico, e 

anticorpo anti-tireoglobulina (anti-Tg) [16,55]. Os anticorpos podem não estar presentes 

no início da doença, podem variar e desaparecer ao longo do tempo, no entanto a sua 

ausência não exclui o diagnóstico de tiroidite linfocítica crônica [55].  
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Os anticorpos anti-TPO têm sido associados ao aumento do risco de aborto e 

infertilidade [56]. A investigação de anticorpos anti-Tg é indispensável no 

acompanhamento de pacientes com carcinoma de tiroide [57].     

  

1.2.2 Fármacos e compostos químicos antitiroidianos  

  

Uma variedade de medicamentos pode induzir o hipotiroidismo. Os fármacos 

antitiroidianos mais comuns, como os tioureilenos (carbimazol, metimazol, 

propiltiouracila), reduzem a liberação de hormônios tiroidianos. Os fármacos que 

interferem na concentração do TSH, como os glicocorticoides, amiodarona 

(antiarrítmico). Eles bloqueiam a conversão periférica de T4 para T3 nos tecidos, e 

consequentemente, na supressão do TSH. No entanto, a amiodarona, assim como os 

contrastes iodados, diminuem a concentração sérica de T3 com moderada elevação 

de T4 pela inibição de DI e DII. Isto também é possível no uso de suplementos de iodo 

ou alimentos naturais com alto teor de iodo. O lítio tem efeitos semelhantes ao iodeto  

[58,59].   

Fármacos que contribuem para o metabolismo acelerado dos hormônios 

tiroidianos, como o fenobarbital (anticonvulsivante), ou a diminuição da absorção dos 

hormônios tiroidianos, como o sulfato ferroso [60].  

Compostos orgânicos também podem apresentar ação antitiroidiana, como os 

derivados de fenol (resorcinol) e composto de ácido benzoico, por exemplo, o ácido p-

aminosalicílico, sulfonilureia orais, fenilbutazona e aminoglutetimida [61]. Tal qual a 

poluição industrial com bifenilos policlorados e perclorato [62,63]. Também, os inibidores 

de tirosina quinase [64].  

   

1.2.3 Diagnóstico  

   

Para o diagnóstico de hipotiroidismo o ensaio de TSH é realizado com prontidão 

e a ferramenta mais sensível. Esse ensaio possui uma relação log-linear inversa que 

é estabelecida entre T₄L e TSH, devido ao aumento exponencial nas concentrações 

de TSH relacionados a reduções lineares dos T₄L [54,65,66]. O intervalo de referência 

geralmente aceito é de 0,40mUI/L a 4,2mUI/L. É importante salientar, que os valores 
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da concentração de TSH tanto em indivíduos saudáveis como em pacientes com HSC 

variam ao longo do dia, apresentando valores mais elevados a tarde e noite. Assim 

sendo, é recomendável repetir os testes de concentração de TSH, no mínimo, com 

três meses de intervalo para um diagnóstico preciso [51,67].    

Se os níveis de TSH estiverem acima do intervalo de referência, o passo 

seguinte é medir T4L. O T4L é altamente ligado às proteínas (99,97%): 

aproximadamente, 85% ligado à thyroxine-Biding Globulin (TBG), 10% ligado à 

préalbumina de ligação à tiroide (transtirretina) e o restante ligado frouxamente à 

albumina [48].  

Os ensaios para a detecção dos anticorpos anti-TPO e anticorpos anti-Tg, 

podem ser úteis na determinação da etiologia de hipotiroidismo ou de seu prognóstico, 

também nas doenças autoimunes [40,68]. No entanto, após identificação de anticorpos 

positivos, o teste de anticorpos pouco acrescenta para o quadro clínico, portanto não 

é mais recomendado [57].  

  

1.2.4 Complicações clínicas  

  

Os sintomas observados no hipotiroidismo são: bradicardia, reflexo de aquileu 

lentificado, pele seca, letargia, fala lentificada, fraqueza, adinamia, diminuição do 

volume de suor, pele fria, edema de pálpebras, intolerância ao frio, macroglossia, 

edema facial, mixedema, cabelo seco, unhas quebradiças, palidez da pele, 

perturbações da memória, constipação intestinal, ganho de peso, perda de cabelo, 

dispneia, rouquidão, nervosismo, menorragia, surdez, abafamento de bulhas 

cardíacas, dor precordial e baixa acuidade visual [69]. No hipotiroidismo subclínico, 

Joffe et al. percebeu que havia diferença nos sintomas de hipotiroidismo entre 

eutiroidianos e indivíduos com HSC, sendo ambos com concentração de TSH menor 

que 10,0mUI/L, apenas no cansaço [70].    

A participação do hormônio tiroidiano com a homeostasia da fisiologia 

cardiovascular, assim como a modulação da contratilidade do miocárdio, frequência 

cardíaca, função diastólica e resistência periférica, promove possíveis alterações 

cardiovasculares, principalmente insuficiência cardíaca, principalmente no 

hipotiroidismo subclínico [50,71-74]. Estudos demonstraram que HSC com concentração 

de TSH maior que 10,0mUI/L pode provocar alterações cardíacas funcionais, 
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especificamente, função cardíaca sistólica e diastólica afetada, disfunção vascular 

com função endotelial alterada e aumento da rigidez vascular [50,75].  

A associação entre a disfunção tiroidiana e perfil lipídico nos indivíduos com 

hipotiroidismo clínico ou subclínico está estreitamente relacionada à dislipidemia e 

consequentemente ao risco cardiovascular [76]. A relação entre anormalidades lipídicas 

e HSC foram investigadas por diversos estudos e descobriram que HSC está 

associado com a elevação de triglicérides, colesterol total e lipoproteínas de baixa 

densidade [77,78].   

A ação do hormônio tiroidiano na ortopedia não está estabelecida, compreende-

se que o T3 estimula vias diretas e indiretas do ciclo da remodelação óssea, 

reabsorção, formação e proliferação de osteoclastos, aumenta a expressão de 

osteocalcina, colágeno tipo I, fosfatase alcalina, metaloproteínas, diferenciação 

celular. Inclusive, o T3 se associa com os hormônios osteoclastogênicos, como os 

Hormônios da paratiroide (PTH) e vitamina D. A interação e alterações dos hormônios 

tiroidianos aos receptores tiroidianos ósseos α1 pode dar indícios de problemas nesse 

metabolismo [79].  

As manifestações de doenças renais e repercussões clínicas são evidentes no 

hipotiroidismo. O hormônio tiroidiano atua diretamente na expressão e atividade dos 

canais iônicos celulares e transportadores. Basu et al. relata o aumento dos níveis 

séricos de creatinina no hipotiroidismo [80].  

O cuidadoso controle hormonal também é fundamental na gravidez. As suas 

repercussões podem levar às complicações gestacionais que incluem pré-eclâmpsia, 

diabetes gestacional, parto prematuro e abortamento. O excesso, mas também a falta 

do hormônio tiroidiano pode interferir sobre o desenvolvimento de estruturas 

neurológicas do feto e retardo mental. [81].   

Similarmente evidenciado por Ashoor et al. e Lazarus et al. demostram que 

mesmo com a concentração de TSH encontrando-se ligeiramente aumentada, está 

associada com risco aumentado de morte fetal e aborto [82,83]. Dois estudos chineses 

também correlacionam elevada concentração de TSH no início da gravidez com 

desenvolvimento neuropsicológico diminuído em recém-nascidos de 25 a 30 meses  

[84,85].  
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Não obstante, alterações de humor são evidentes em pacientes com 

hipotiroidismo clínico e subclínico, assim como depressão, disfunções cognitivas, falta 

de memória [70,86-88].  

Embora o hipotiroidismo subclínico, seja muitas vezes assintomático, numa 

população idosa foi observado um aumento de disfunção cognitiva [89].  

 O tratamento de escolha para os sintomas do hipotiroidismo é a Levotiroxina 

sódica (L-T4), que dispõe de propriedades farmacocinéticas favoráveis e quando 

administrada na dose adequada assegura uma eminente eficácia terapêutica [90,91].  

  

1.2.5.  Farmacoterapia  

  

A farmacoterapia tem como objetivo a redução da mortalidade e prevenção das 

complicações hormonais da tiroide, portanto é administrado para completar ou 

substituir a produção endógena dos hormônios tiroidianos. A reposição da 

monoterapia de Levotiroxina sódica (L-T4) constitui-se no tratamento terapêutico 

consagrado do hipotiroidismo clínico e subclínico. A L-T4 em doses individualizadas 

de acordo com a resposta do paciente, é considerado o fármaco de escolha e mais 

eficaz como tratamento de reposição ou suplementação nos pacientes com 

hipotiroidismo em todo o mundo [91,92]. Nos Estados Unidos é o quarto medicamento 

mais comum nos últimos anos [93].  

A princípio, a tiroxina foi sintetizada em 1907 por Harington e Barger, e isolada 

na forma cristalina por Kendall em 1915 [94,95]. A levotiroxina sódica (L-T4) é um 

levoisômero sintético idêntico ao hormônio tiroxina endógeno (T4) produzido pela 

glândula tiroide [96]. Sua massa molecular é de aproximadamente 798,851807 dáltons 

e a sua fórmula estrutural é um sal inodoro, higroscópico, insípido, a qual é 

acrescentada apenas uma molécula de sódio para proporcionar maior absorção 

intestinal (Figura 4)  

[38].  
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 Figura 4. Estrutura química da levotiroxina sódica.   

 

  

Fonte: Construída no editor de estruturas Químicas chemspider.com.  
  

Nota-se que o uso terapêutico de L-T4 no tratamento de hipotiroidismo ocorre 

na conversão periférica do pró-hormônio tiroxina (T4), administrado via exógena, no 

seu hormônio de metabolismo ativo, o T3 [77]. Esta ativação ocorre por intermédio de 

duas enzimas D1 e D2 [28].   

O mecanismo de ação do T4 sintético, aumenta a taxa metabólica basal, amplia 

a utilização e mobilização dos estoques de glicogênio, promove a gliconeogênese e 

estimula a síntese proteica [38]. Considera-se que seus principais efeitos ocorrem 

através do controle da transcrição de DNA e as síntese de proteínas [29,30,32].  

Em adultos o tratamento de L-T4 via oral é iniciado geralmente com uma dose 

aproximada de 1,5µg/kg ao dia, de preferência 30 minutos a 60 minutos antes do café 

da manhã. Pacientes idosos e pacientes com doença arterial coronariana iniciam com 

uma dose inferior, sendo ajustada gradativamente, de 12,5 a 50,0µg por dia. A 

recomendação de algumas diretrizes para o tratamento com L-T4 é relacionada à 

concentração de TSH. As concentrações de TSH acima de 10,0mUI/L são 

habitualmente indicativas de tratamento, mas mesmo níveis abaixo de 10,0mUI/L 

serão associados com algumas condições clínicas, desde que estáveis por algumas 

semanas à meses [10,97]. Os pacientes com hipotiroidismo devem ser tratados com 

dose de L-T4 adequada para manter o TSH dentro do intervalo de referência, a fim de 

reduzir ou eliminar os efeitos indesejáveis [98]. Os ajustes das doses devem ser 

realizados nas presenças significativas no peso corporal, com a gravidez e 
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envelhecimento [99]. Do ponto de vista legal, o método segundo a Food and Drug 

Administration (FDA) tem o objetivo de alcançar a biodisponibilidade de formulações 

individuais aprovadas [90].  

L-T4 é um composto anfótero com dois grupos ácidos e um básico que 

interferem na sua dissolução e consequentemente na absorção [18,100]. Contudo, a 

absorção gastrointestinal da formulação de comprimidos de L-T4 administrado por via 

oral é de aproximadamente 60% a 90% em jejum. O tempo de pico plasmático é de 2 

horas a 4 horas, ocorrendo a maior parte no jejuno e íleo superior [101].   

O pH ácido no estômago, como ocorre no jejum, é importante para a absorção 

de uma dose de L-T4 administrada via oral. Recomenda-se que L-T4 deve ser 

administrada com o estômago vazio para que atinja a absorção máxima, o que reflete 

a influência da acidez gástrica no processo [102-104]. Do mesmo modo foi demonstrado 

por Centanni et al que a acidez gástrica desempenha um papel importante na 

absorção de L-T4. Realmente, os pacientes com gastrite atrófica ou por relacionada 

com Helicobacter pylori exibem um aumento da dose de L-T4 em comprimido [105].    

Desta maneira, o mesmo estudo de Centanni et al demonstrou que em 

pacientes com distúrbios endócrinos que tomam L-T4 em diferentes horários de 

ingestão, terão maior absorção intestinal do hormônio quando ingerido antes do café 

da manhã em jejum [105]. De fato, o aumento do pH gástrico pode alterar a dissolução 

e a solubilidade do fármaco [106], além de interferir na absorção, pode aumentar a sua 

depuração [92,105].   

Na tentativa de minimizar o problema de má absorção do fármaco devido ao 

aumento do pH gástrico, um estudo recente realizado na Universidade de Brescia, na 

Itália, obtém resultados que confirmam pela primeira vez, em um duplo-cego, que a 

formulação líquida de L-T4 pode ser administrada no café da manhã, demonstrando 

que uma normalização reversível dos níveis de TSH em pacientes submetidos à 

cirurgia bariátrica [107].  

Por outro lado, muitos fármacos têm sido relatados por interferir na absorção 

gastrointestinal de L-T4 e minimizar a sua eficácia, sendo os mais usuais, sulfato 

ferroso, hidróxido de alumínio, carbonato de cálcio, colestiramina, sucralfato, 

inibidores de bomba de prótons, inibidores de tirosina quinase, carbonato de cálcio, 

indutores de enzimas, fenobarbital, fenitoína, carbamazepina, rifampicina, sertralina 
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[67,97,99,108,109]. O uso de contraceptivos e gravidez estão associados a mudanças na 

TGB, as quais também podem afetar a dosagem de hormônio da tiroide [102].  

A absorção de L-T4, também pode ser afetada por estados de má absorção, 

doença do intestino delgado, como a doença celíaca [102].   

A meia-vida de tiroxina endógena é 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 biológica pode ser mantida por 

um período mais longo. Os efeitos de L-T4 administrado via oral são observados dentro 

do período de três 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 três a quatro dias  

[97,98,103,104].  

Os hormônios tiroidianos circulantes estão ligados em mais de 99% com as 

proteínas plasmáticas, principalmente à TBG, pré-albumina de ligação a tiroxina e 

menos ativamente à albumina, cujas capacidades e afinidades variam para cada 

hormônio. Os hormônios tiroidianos atravessam a barreira placentária nas primeiras 

semanas de gestação. Desse modo, a L-T4 é secretada no leite materno, mas não o 

suficiente para corrigir o hipotiroidismo no lactente [110].   

Os efeitos adversos em caso de sobredosagem são sinais de tireotoxicose 

ocasionando taquicardia, tremor, sudorese, similar em caso de ligeira sobredosagem 

que ocasiona risco de fraturas osteoporóticas e fibrilação atrial, especialmente em 

idosos [50,97]. Uma meta-análise de estudos randomizados e controlados para o 

tratamento de hipotiroidismo clínico com terapia combinada de T4 e T3 contra a 

monoterapia de T4 não encontrou diferença na eficácia terapêutica entre as terapias 

em relação aos efeitos colaterais, como dor física, fadiga, peso corporal, ansiedade, 

depressão, qualidade de vida e outros [111]. Existe controvérsia no que se refere a 

terapia de combinação sobre sua segurança e eficácia, e um consenso de que não é 

melhor do que a monoterapia de T4 [90,112,113].  

A monitoração do tratamento com L-T4 é sustentada com o ensaio de TSH no 

sangue, e o ajuste da dose deve ser considerado após 6 a 12 semanas, devido a meia-

vida longa de L-T4 [97].  

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

um aumento em 3 vezes de fraturas em usuários de L-T4 com idade superior a 70 
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anos [114]. No entanto, Negro et al. afirma que o tratamento com L-T4 pode diminuir o 

risco de aborto [56].  

A despeito de várias marcas disponíveis 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 bioequivalência terapêutica e a 

intercambiabilidade é questionável [90,115]. Do ponto de vista prático, existem várias 

descrições de casos em que pacientes sofreram efeitos deletérios produzidos pela 

intercambiabilidade entre marcas diferentes de L-T4 sem a recomendação de um 

médico. Estudos relatam problemas de bioequivalência de fármacos, como marca que 

contém de 25% a 35% menos princípio ativo [116-120].   

Segundo a FDA a diferença entre a biodisponibilidade entre os fármacos 

terapeuticamente equivalentes nunca deve exceder a 9% [123]. Na tentativa de reverter 

esse quadro, a FDA exigiu que a New Drug Application (NDA) e a Abbreviated New 

Drug Application (ANDA) fizessem a alteração das especificações de potência nos 

fármacos de levotiroxina sódica aprovados para uso em seres humanos, de 95% a 

105% durante todo o seu período de vida determinado, e rever especificações de 

potência junto à United States Pharmacopeia (USP) para comprimidos de levotiroxina 

sódica [124].  

O desenvolvimento de novas formulações orais, para a terapia de substituição 

do T4, ocorre com preparações líquidas ou em cápsula de gel. A forma farmacêutica 

líquida é mais ativa do que o comprimido em pacientes hipotiroidianos com distúrbios 

gástricos, distúrbios de absorção e interação medicamentosa [121].  

Para entender melhor a farmacocinética e vantagens potenciais de diferentes 

formas farmacêuticas de L-T4, Yue et al. publicou que a biodisponibilidade da solução 

oral é maior do que em comprimido e cápsula, porque atinge a circulação sistêmica 

mais rápido, o que pode ser benéfica para minimizar as interações entre fármaco e 

alimentos [122].   

A terapia farmacológica com L-T4 é indiscutivelmente recomendada quando o 

nível de TSH é maior que 10,0mUI/L. Esta terapia é simples e segura quando 

administrada oralmente, tem uma meia vida longa no soro que permite uma 

administração diária, e resulta na resolução dos sinais e sintomas de hipotiroidismo 

na maioria dos pacientes. No entanto, as evidências disponíveis sobre os riscos e 

benefícios do tratamento para pacientes com nível de TSH sérico menor que 
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10,0mUI/L permanece controversa e ainda não há um consenso sobre a importância 

clínica de eventos adversos e os benefícios do tratamento com tiroxina exógena [126].  

Vários estudos questionam a eficácia da terapia de L-T4 em pacientes com 

hipotiroidismo, principalmente em pacientes com hipotiroidismo subclínico, que 

continuam a sofrer com os sintomas ainda que, tenham alcançado a correção 

bioquímica adequada [92,125-134]. Assim como, existe a necessidade de investigação 

quando os pacientes com hipotiroidismo primário requerem dosagens mais elevadas  

[91,97,98].  

A medicina personalizada tem um papel importante no questionamento da 

eficácia de L-T4 na normalização dos hormônios tiroidianos nos tecidos [125,135].  

  

1.3 MEDICINA PERSONALIZADA   

  

A medicina personalizada abrange o uso de biomarcadores, em sua maioria 

são marcadores moleculares para detectar traços genéticos específicos e orientar 

diferentes abordagens na prevenção e no tratamento de várias doenças. A começar 

da descoberta da estrutura do Ácido desoxirribonucleico (DNA) em 1952, em que 

fundamentos biológicos a respeito de genoma foram desenvolvidos e especificados 

por meio de técnicas experimentais, tais como, transcrição, tradução, código genético, 

modificações epigenéticas, entre outros [136].   

Os ensaios de medicina personalizada, como exemplo, reação da cadeia de 

polimerase em tempo real (PCR-RT), sequenciadores de última geração, 

genotipagem, são concentrados na detecção de variações genéticas que modificam 

as interações de fármacos com os alvos ou as vias metabólicas dos fármacos 

(anabólicas ou catabólicas ou upstream e downstream, respectivamente) [137,138]. 

Mediante a isso, os ensaios de medicina personalizada são focados na detecção de 

variações genéticas que alteram as interações de fármacos com alvos ou as vias 

metabólicas dos fármacos (anabólicas e catabólicas ou upstream e downstream), 

podendo ser utilizados para a seleção de formulações de fármacos e percepção de 

diversas imunogenicidades de fármacos [137].   

No progresso conquistado por uma percepção do genoma humano no decurso 

desses últimos anos proporciona um crescimento complexo em várias áreas da 

medicina, o que permitiu antecipar como algumas mutações iriam desenvolver 
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doenças, seus comportamentos em relação a sua agressividade e resposta ao 

tratamento [137]. Esse progresso combinado ao aprimoramento da tecnologia 

computacional no âmbito da bioinformática é significativo na prática da clínica médica 

em tratamentos personalizados [138].  

Por conseguinte, essas ferramentas utilizadas na medicina personalizada, 

através da expressão gênica de cada indivíduo para diagnóstico e direcionamento em 

tratamentos, embora sejam beneficiadas em um reduzido número de indivíduos [139].   

Atualmente, a farmacogenética estuda as influências sobre as respostas a 

medicamentos dando ênfase em efeitos de genes isolados [140]. Esta área da 

Farmacologia Clínica, visa otimizar o tratamento por meio da personalização 

terapêutica, uma vez que a resposta farmacológica a um tratamento medicamentoso 

não é a mesma em todos os indivíduos [138,141]. Particularmente, procura identificar 

genes que predisponham às doenças, afetem a farmacodinâmica e farmacocinética 

de medicamentos, modulem respostas aos medicamentos, estejam associados às 

reações adversas a medicamentos [140].   

Outra diretriz da medicina personalizada é a medicina de precisão, que agrega 

uma análise de banco de dados contendo genealogias familiares, sensibilidade de 

fármacos, informações genômicas e histórico de doenças [142]. Partindo deste 

princípio, com a evolução da biologia molecular, a conduta do diagnóstico genético 

tem sido relevante na endocrinologia. No caso da tiroide, a medicina personalizada se 

destacará a partir da identificação dos polimorfismos das desiodases [125]. 

Polimorfismos do gene D1 afetam os níveis dos hormônios tiroidianos e estão 

associados com a depressão [143]. Polimorfismo em UGT1A1, UGT1A3, D1 e D2 estão 

relacionados com supressão de TSH nos pacientes com câncer diferenciado da tiroide 

em terapia de levotiroxina [144].  

A técnica de testes moleculares que antes era dispendiosa, complicada e como 

consequência insuficiente para atender a população vem sendo substituída por novos 

métodos next generation sequencing (NGS) que contribuem para o declive 

significativo dessa alegação anterior. Atualmente a análise é realizada com os 

genesalvo para um determinado distúrbio [145].  

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

está considerando a metodologia diagnóstica com os marcadores moleculares para 
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identificar traços genéticos específicos e orientar diferentes abordagens na prevenção 

e no tratamento de doenças [125,145].  

Há mais de trinta anos de história compreendendo inovações técnicas para a 

análise de ácidos nucleicos no sucesso do setor de biologia molecular. Podemos 

mencionar a descoberta das enzimas de restrição [146], transcriptase reversa [147], 

métodos de sequenciamento de DNA [148], entre várias outras inovações técnicas 

proporcionaram o princípio de testes moleculares praticáveis no início dos anos 

setenta [148]. No entanto, foi a descoberta da reação da cadeia de polimerase (PCR) e 

sua automação nos anos 80 que modificou a biologia e o diagnóstico molecular [149,150].   

Na época atual os avanços da biologia molecular indicam que no mínimo 87,3% 

do genoma humano é transcrito, sendo que desse transcrito, menos que 3% codificam 

as proteínas. Esta afirmação sugere que a maior parte do transcriptoma é constituído 

por RNA não codificante [151,152].   

Segundo Ferreira et al. e Wang et al. estudos demonstraram que a 

comunicação celular não é realizada somente pelas vias clássicas já conhecidas, 

como por exemplo os fatores de crescimento, as citocinas, neurotransmissores ou 

hormônios, e também através da troca de pequenas moléculas de RNA. As quais são 

organizadas em exossomos, estes constituídos de proteínas, mRNA (ácido 

ribonucleico mensageiro) e miRNA (micro ácido ribonucleico), que podem ser 

utilizados como estratégia diagnóstica não invasiva com potencial de avaliar o 

funcionamento dos tecidos [153,154].    

  

1.4  TRANSCRIPTOMA   
  

O transcriptoma é o conjunto completo de RNA ou transcrito de um organismo, 

grupo de células ou ainda de uma célula específica em uma determinada condição 

fisiológica e abrange o sequenciamento de todos os tipos de moléculas de RNA, como 

miRNA, mRNA, RNA codificantes e não codificantes, assim como as formas de 

splicing alternativos poliadenilados. Reunidos na análise eles refletem os genes que 

estão ativamente expressos em um tecido particular [155,156].  O processo de transcrição 

ocorre através da síntese de RNA a partir do DNA.  O RNA determina quais genes 

serão expressos e podem se modificar durante a vida do organismo. Uma das 

principais causas de modificações são as alterações ambientais, considerando que o 

organismo tenta se ajustar a estas mudanças para se manter vivo [155].   
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O transcriptoma tem como objetivo catalogar todas as espécies de transcritos, 

determinar as estruturas das transcrições de genes padrões de splicing, distintas 

modificações pós transcricionais e quantificar as alterações dos níveis de cada 

expressão de transcritos sob diferentes condições [155,156].  

Bhartiya et al. relataram alterações funcionais ou traços da doença associada 

nas variações de mapeamento para RNA não-codificantes, incluindo miRNA, 

pequenos RNA nucleolares e longos RNA não-codificantes, e ainda, que as limitações 

na compreensão das funcionalidades dos RNA não-codificantes restringem o 

entendimento das consequências funcionais de variações nos mesmos [157].  

O sequenciamento de alto desempenho de RNA denominado de RNA-seq 

possibilita além da compreensão do transcriptoma, também a quantificação dos genes 

[155,156]. O RNA-seq é realizado por Next Genetarion Sequencing (NGS) e tem sido 

largamente aplicado na investigação de diversas possibilidades de transcrição, 

também possibilita uma ampla visão do mapa do transcriptoma humano e um dos seus 

principais benefícios é que independe do conhecimento prévio sobre a sequência sob 

investigação [153]. Esse método consiste na conversão das moléculas de interesse de 

RNA em ácido desoxirribonucleico complementar (cDNA) conectado a adaptadores 

que geram uma quantidade bastante expressiva de sequências de DNA curtas, 

aproximadamente de 35 a 100 pares de bases [154]. Desse modo, o RNA-seq 

comparado às técnicas de microarrays ou sequenciamento Sanger possui inúmeras 

vantagens, como maior sensibilidade, o que favorece na utilização de uma pequena 

quantidade de RNA, baixa geração de falsos positivos originados de hibridização 

cruzada, permite uma série ilimitada de expressão dinâmica sem saturação de sinal, 

além da viabilidade de processar várias amostras em tecnologias de alto rendimento, 

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

  

1.5 SEQUENCIADORES DE NOVA GERAÇÃO     

  

Após ter chegado ao mercado em 2005 [159], as plataformas Next Genetarion 

Sequencing (NGS) progressivamente foram obtendo domínio sobre microarrays em 

relação aos transcriptomas [160,161]. O primeiro sequenciamento completo do genoma 

humano demorou 12 anos para ser concluído, foi finalizado em 2002 a um valor de 

aproximadamente $ 3.000,000,000, empenho que envolveu mundialmente vários 
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pesquisadores [162,163]. NGS é uma inserção ligeiramente modificada, digital e 

desenvolvida do sequenciamento Sanger [162-164].   

O NGS proporciona uma investigação genética com alta sensibilidade, 

excelente rendimento, e nos últimos anos um ritmo exponencial marcado pela 

crescente análise tecnológica e a diminuição de custos, conhecido como Lei de Moore. 

Esses avanços permitiram testes baseados em NGS para uso na clínica, os quais são 

uma presença em crescimento exponencial no condutor de triagem [140-165167]. As 

plataformas NGS conseguem sequenciar aproximadamente 5000 megabases por dia 

[165], centros de sequenciamentos como o New York Genome Center, Broad Institute 

e o Beijing Genomics Institute podem gerar rotineiramente pentabytes de dados em 

sequenciamento [168,169].   

Contudo, o grande volume de dados gerados pelo NGS requer análises de 

dados e ferramentas computacionais como aos programas de bioinformática 

amplamente utilizados na avaliação de transcriptoma, tem sido uma alternativa para a 

resolução desses problemas a informatização dos dados em nuvens [170].  

Atualmente, há muitas plataformas NGS disponíveis comercialmente para o 

sequenciamento de qualquer região genômica de interesse ou de genomas inteiros, 

que avaliam quaisquer alterações como mutações pontuais, inserções, deleções [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, amplificação das bibliotecas e o sequenciamento 

[172]. Essas ferramentas utilizadas para análise de genes permitem a identificação de 

novos genes, novas formas de genes bem como suas expressões diferenciais por 

meio de certificação de diferenças na quantidade de RNA transcrito. Dentre essas 

ferramentas a Ion Proton™ System da Thermo Fisher Scientific tem excelente 

resultado na formação de painéis de genes, com alta produtividade e desempenho 

[173]. A preparação da referida plataforma segue o protocolo que se inicia com a 

fragmentação do DNA por processos químicos, mecânicos ou enzimáticos. 

Individualmente cada fragmento é chamado de template e essa fragmentação tem 

como objetivo fundamental o fracionamento do DNA de maneira aleatória, de tal forma 

que todo o genoma seja coberto uniformemente [174]. Em seguida ao processo de 

fragmentação, adaptadores que são sequências artificiais construídas e conhecidas 

são conectados ao template. Sendo assim, logo após homogeneizamos diferentes 
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amostras em uma mesma reação de sequenciamento devido ao uso desses 

adaptadores e posteriormente ao término do processo são separadas e identificadas 

individualmente no processo de análise da bioinformática [175].  

Dando seguimento com a amplificação das bibliotecas, onde se realiza milhares 

de cópias dos fragmentos para otimizar o sinal luminoso para a maioria dos 

sequenciadores, a Ion Proton™ System melhora o sinal iônico que será detectado no 

chip do sequenciador. Esse processo de amplificação foi especialmente desenvolvido 

em uma PCR de emulsão. Na PCR emulsão são criados milhões de micro reatores 

em uma emulsão de óleo. Os reatores contêm todos os reagentes necessários para 

realização da PCR e também pequenas esferas chamadas de beads cobertas com 

sequência complementar ao adaptador. Esses fragmentos têm a função de ligar os 

clones dos templates nas esferas juntamente com o primer da reação de PCR e 

finalmente o sequenciamento [176-178].   

A seguir a leitura é realizada na plataforma Ion Proton™ System do NGS, onde 

a leitura dos nucleotídeos acontece de forma diferente das demais plataformas, na 

qual a reação de polimerização gera espontaneamente um íon H+, ou seja, um próton, 

e esse íon inevitavelmente irá alterar o pH do meio. Essa variação do pH é detectada 

por um transistor íon sensível de efeito de campo (ISFET) que se encontra no chip de 

leitura das amostras. Essa variação é convertida em um sinal elétrico ao equipamento 

e desta forma identifica qual base foi reconhecida. Assim, armazena a informação 

gerando arquivos de dados em formatos FASTA ou FASTAQ, BAM, SAM, VCF e 

outros para posterior análise na bioinformática [179,180].  

 Como mencionado anteriormente, definitivamente o NGS revolucionou a 

pesquisa genética e oferece um enorme potencial para aplicação clínica [181].   
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2.0  JUSTIFICATIVA  

  

Apesar da L-T4 ser o fármaco mais utilizado em terapia de substituição da 

tiroxina em pacientes com hipotiroidismo primário, autores têm questionado a eficácia 

desta terapia [91,92,97,98,125-134]. Embora estes pacientes possam ter atingido uma 

concentração de TSH considerada adequada, a presença de sintomas pode persistir, 

sendo que acreditamos que uma ferramenta, independente do TSH pituitário, pode ser 

um instrumento útil nesta situação.   

O objetivo deste estudo foi o de identificar genes diferencialmente expressos 

em amostras de sangue de pacientes com hipotiroidismo primário, tratados com 

levotiroxina, que possam servir como instrumento para a avaliação de eficácia 

terapêutica.  
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3.0  MATERIAIS E MÉTODOS  

  

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) sob o 

número IRB: 665.331 e 679.727). A pesquisa foi desenvolvida no Ambulatório de 

Promoção à Saúde e no Ambulatório de Endocrinologia, localizados na Universidade 

Nove de Julho, no Campus Vergueiro em São Paulo.   

  

3.1  POPULAÇÃO DE ESTUDO  

  

Foram realizadas as elucidações sobre a pesquisa e adesão ao Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), seguidas pelas avaliações clínicas nas 

consultas médicas, dados antropométricos, dados clínicos, referindo-se a triagem para 

doenças tiroidianas pré-existentes e o teste de Zulewski (Apêndice 1).   

Foram atendidos 320 indivíduos durante o período de março de 2014 a 

dezembro de 2015. Destes 320 indivíduos, 120 foram convidados a participar do 

estudo. Dos 120 indivíduos, 46 indivíduos estavam em tratamento com levotiroxina e 

22 indivíduos estavam saudáveis.  

A triagem dos indivíduos saudáveis foi realizada no Ambulatório de Promoção 

à Saúde e dos indivíduos com hipotiroidismo primário foi feita no Ambulatório de 

Endocrinologia.  

  

3.1.1 Critérios de Inclusão  

  

Foram incluídos indivíduos com idade entre 18 e 65 anos, com diagnóstico de 

eutiroidismo, hipotiroidismo primário em uso de terapia de levotiroxina, e indivíduos 

saudáveis.  
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3.1.2 Critérios de Exclusão  

  

Foram excluídos pacientes com insuficiência renal, diagnóstico de diabetes 

mellitus tipo I e tipo II, com outras comorbidades (gastrite, nefropatia, hepatite), e que 

faziam uso de fármacos antitiroidianos.    

  

3.1.3 Coleta e armazenamento   

  

Posteriormente à assinatura do TCLE e avaliação médica, os pacientes foram 

acompanhados ao posto de coleta da enfermagem do AIS, onde a coleta foi realizada 

pela equipe de enfermagem, que seguiu o procedimento de coleta segundo as 

recomendações da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica e Medicina Laboratorial 

para coleta de sangue venoso, 2009, 2ª Edição. A venopunção foi realizada com 

escalpe de segurança push button® em agulha 25G (Calibre 5) e canhão (tubo de vinil) 

de 7 polegadas de comprimento, prosseguindo-se com a coleta da punção venosa de 

5ml de sangue em tubo BD Vacutainer SST II Advance Plus® com ativador de coágulo 

e gel separador. Logo após, coletava-se 5ml de sangue em aspiração a vácuo em um 

tubo para preservação das moléculas de RNA (PAXgene blood RNA®), contendo 

6,9mL de aditivo de preservação de RNA. A utilização do escalpe respeitou a instrução 

do fabricante (Qiagen, NL, DE), em que o tubo PAXgene blood RNA® ficasse em 

posição vertical durante o procedimento, afim de evitar refluir o aditivo na veia 

puncionada. Em seguida, homogeneizava-se o tubo em 180º por 10 vezes.  

Posteriormente, o tubo para obtenção do soro sanguíneo, foi submetido à 

centrifugação de 1500rpm (rotações por minuto) durante 15 minutos, no qual havia a 

separação do gel na fase sólida contendo células e coágulo, da fase líquida contendo 

soro. Seguida da conservação em congelamento de -20ºC para posterior realização 

das análises bioquímicas para dosagem plasmática de: TSH, T4L, anticorpos anti-Tg, 

anticorpos anti-TPO. Concomitantemente, o tubo PAXgene blood RNA® era 

armazenado por 24 horas em temperatura ambiente (15ºC a 25ºC), com o propósito 

de garantir a completa lise celular e potencializar o rendimento das moléculas de RNA 

ao final da extração, de acordo com o fabricante. Após o tempo previsto, os tubos 

foram armazenados em congelamento a -20ºC, para subsequente realização do 

transcriptoma.   
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3.1.4 Delineamento do estudo  

  

Neste estudo foram incluídos 120 indivíduos, dos quais 46 indivíduos estavam 

em terapia com L-T4 e 22 indivíduos estavam saudáveis. Destes 46 indivíduos foram 

selecionados 8 pacientes tratados com levotiroxina sódica. Dos quais são um grupo 

com 4 indivíduos, constituído 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 indivíduos, constituído por 3 mulheres e 1 homem, com hipotiroidismo 

subclínico com tratamento inadequado (HSC_TI), definido como um TSH entre 

4,1mUI/L e 20,0mUI/L, ambos com T4L dentro dos valores de referência. Dos 22 

indivíduos saudáveis, 4 foram selecionados (Controle: CTL), constituído por 3 

mulheres e 1 homem. Vale salientar que os testes de TSH dos 120 indivíduos 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 I 2000, detecção do 

kit: de 0,0038mUI/L, e valores de referência: 0,34-5,60mUI/L.   

A seguir, o delineamento do estudo está representado pelo fluxograma da 

Figura 5, e os dados da análise bioquímica estão demonstrados na tabela 2.   

  

Figura 5. Fluxograma com o delineamento do estudo.  
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Duas análises foram realizadas para resultados de gráficos de expressão 

gênica e mapa de calor, a Análise 1 com indivíduos E_TA e indivíduos HSC_TI, e 

Análise 2 com indivíduos E_TA e indivíduos CTL.          

As principais etapas da metodologia estão representadas no fluxograma da 

Figura 6.  

  

Figura 6. Fluxograma resumido das principais etapas da metodologia  

  

 
  

  

3.1.5 Análise bioquímica  

  

As análises bioquímicas 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 Diagnóstico Molecular de Doenças no departamento de Biofísica 

na Universidade Federal de São Paulo (Unifesp).  Os Kits e protocolos específicos 

automatizados foram utilizados para cada teste são:  

• Kit Roche Diagnostics® para dosagem do hormônio TSH (Método A), 

referência: 11731459 122, detecção do Kit: 0,005-100,0mUI/L, e valores de 

referência: 0,27-4,20mUI/L.  
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• Kit Roche Diagnostics® para dosagem de T4L, referência: 06437281 190, 

detecção do Kit: 0,3‑100,0pmol/L, fatores de conversão das unidades: pmol/L 

x 0,077688 = ng/dL, ng/dL x 12.872 = pmol/L, e valores de referência: 

0,931,7ng/dL.  

• Kit Roche Diagnostics® para dosagem de anticorpos anti-Tg, referência: 

6368697 190, detecção do Kit: 10,0-4000UI/L, e valores de referência: menor 

que 115,0UI/L  

• Kit Roche Diagnostics® para dosagem de anticorpos anti-TPO, referência: 

06368590 190, detecção do Kit: 5,00 ‑ 600,0UI/L, e valores de referência:  

menor que 34,0UI/L.  

  

3.1.6 Extração de RNA total  

  

O RNA total foi extraído a partir do sangue periférico e foi extraído pelo kit 

PAXgene Blood RNA extraction® (Qiagen, NL, DE) no Laboratório de Inovação 

Molecular e Biotecnologia do Programa da Pós-graduação em Medicina na 

Universidade Nove de Julho (Uninove), seguindo o protocolo do fabricante, conforme 

detalhado no apêndice 2.  

  

3.2  REALIZAÇÃO DO TRANSCRIPTOMA  

  

Para o sequenciamento foi utilizado o equipamento Ion Proton™ System 

(Thermo Fisher Scientific, MA, USA), do Centro de Pesquisa e Diagnóstico Molecular 

de Doenças no departamento de Biofísica da Universidade Federal de São Paulo 

(Unifesp), mediante aos protocolos Ion AmpliSeq Transcriptome Human Gene 

Expression®, detalhadamente descrito no apêndice 3. E todo o material constituído 

nesse protocolo está armazenado em nossa biblioteca.  
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3.2.1 Quantificação do RNA total  

  

A quantificação do RNA total foi realizada pelo Kit Qubit RNA Assay Kit®, 

catálogo números 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 padrões e 1 microtubo para cada amostra RNA que foram quantificados. 

Seguida pela preparação da solução diluindo Qubit RNA reagente em tampão Qubit 

RNA na proporção de 1:200 realizada para cada amostra padrão e para cada amostra 

de RNA. Após o preparo dos microtubos de acordo com as recomendações foram 

transferidos os volumes: para a solução padrão: 190,0µL de solução e 10,0µL de 

amostra padrão, com total de 200,0µL em cada tubo; e para as amostras: de 180,0µL 

a 199,0µL de solução e 1,0,0µL a 20,0µL da amostra de RNA totalizando 200,0µL em 

cada tubo. Seguido pela homogeneização no vórtex e incubação por 2 minutos em 

temperatura ambiente. As leituras das amostras padrão e das amostras de RNA foram 

realizadas no equipamento Qubit Fluorometer® 2.0, de acordo com as normas de 

calibração.  

  

3.2.2 Síntese de cDNA  

  

O protocolo do transcriptoma foi iniciado com o isolamento, quantificação do 

RNA e transcriptase reversa do RNA, em que foi feita a diluição das amostras de RNA 

para uma concentração final de 10,0ng e volume final de 5,0µL, seguida da preparação 

do maxter mix, no qual foram adicionados os volumes específicos para cada amostra: 

1,0µL de 5X VILO™ RT Reaction Mix, 0,5µL de 10X SuperScript® III Enzyme Mix   , 

menor ou igual a 3,5µL de DNase-treated® total RNA (1,00ng)  e 5,0µL de Nuclease-

Free water®, atingindo o volume final de 5,0µL. Seguido pela homogeneização no 

vórtex e spin de 2 segundos, as quais foram transferidas para o termociclador com as 

orientações de programação para temperatura e tempo: 42ºC em 30 minutos, 85ºC 

em 5 minutos e 4ºC em período de espera, respectivamente.  
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3.2.3 Amplificação das sequências-alvo  

  

A amplificação das sequências-alvo tem como objetivo aumentar a fonte de 

sinal luminoso para a maioria dos sequenciadores e iônico do Ion Proton™ System 

que serão detectados.   

Esta etapa começou com a manipulação das amostras em recipiente com gelo 

para manter a temperatura à 4ºC, dando continuação com a preparação do mastermix 

onde os volumes transferidos foram: 4,0μL de 5X Ion AmpliSeq HiFi Mix (red cap), 

8,0μL de Ion AmpliSeq Transcriptome Human Gene Expression Core Panel e 3,0μL 

de Nuclease-Free Water, com volume final de 15,0μL. Homogeneizou-se o PRC 

mastermix no vórtex seguido de um spin para retirar gotículas do microtubo MCT e 

continuando com a transferência de 15,0μL de mastermix para cada amostra da 

reação de transcrição, conduzido para homogeneização no vórtex e spin e as 

amostras foram transferidas para o termociclador programado: no estágio de espera 

com 99ºC em 2 minutos; no estágio de ciclo com 99ºC em 15 segundos e  60º em 16 

minutos; e no estágio espera com 10ºC com tempo em espera. Com volume da 

concentração 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 sequências iniciadoras  

  

Nas sequências iniciadoras ocorre uma digestão inicial com a transferência de 

2,0mL do reagente FuPa® para cada amostra amplificada, seguida da 

homogeneização no vórtex e spin, e transferência das amostras para o termociclador 

em conformidade com as recomendações para a programação da temperatura e 

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

  

3.2.5 Ligação dos barcodes aos amplicons  

  

Etapa que consiste em preparação para cada código de barras escolhido em 

um composto de adaptador Ion P1 e barcode Ion Xpress, na qual envolveu uma 

diluição final de 1:4 para cada adaptador. Deu-se o seguimento com a reação de 
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ligação na transferência de: 2,0μL de adaptador Ion P1, 2,0μL barcode Ion Xpress, 

4,0μL de Nuclease-Free water, resultando no total de 8,0μL, sendo que estes volumes 

foram referidos em, no máximo, 4 reações.  

Na sequência foi realizada a reação de ligação em que foi transferido: 4,0μL  

Switch Solution, 2,0μL do composto anteriormente diluído, resultando no volume total 

de 28,0μL, incluindo os 22,0μL do amplicon (amostra). Seguida da agitação em vórtex 

para homogeneização e spin, após foi acrescentado 2,0mL de DNA ligase a cada  

MCT, atingindo 30,0μL de volume total, agitado posteriormente para homogeneização 

e novamente um spin. Logo depois os tubos MCT foram dispostos no termociclador 

com a programação de temperatura versus tempo: 22ºC em 30 minutos; 72ºC em 5 

minutos e 10ºC no tempo de espera.  

  

3.2.6 Purificação da biblioteca  

  

A biblioteca não amplificada foi realizada com a transferência do reagente 

Agencourt AMpure XP® que foram homogeneizados com a pipeta por 5 vezes para 

promover a mistura da suspensão das esferas com o DNA, transportadas para a 

incubação por 5 minutos em temperatura ambiente. Depois do tempo de incubação, 

os MCT foram afixados em uma rack magnética com o DynaMag® ímã e novamente 

incubado por 2 minutos. Após o período de incubação foram retirados e desprezou-se 

o sobrenadante cuidadosamente para que não houvesse interferência com o 

sedimento. Dando seguimento com a repetição da etapa anterior com o objetivo de 

uma segunda lavagem. Depois da repetição, o etanol foi removido totalmente com a 

pipeta, mantendo os MCT na rack com os ímãs abertos por 2 minutos para secagem 

em temperatura ambiente.   

  

3.2.7 qPCR (Quantificação das bibliotecas)   

  

A quantificação das bibliotecas iniciou com a retirada dos MCT da rack 

magnética os ímãs e pipetando 50,0µL de Low TE® ao pellet para dispensar as esferas 

e transportados para homogeneização em vórtex 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 45,0µL do sobrenadante para o poço de uma placa 

nova.  

Enquanto isso, foram preparadas 5 diluições em séries de 10 vezes do E. coli 

DH10B Ion Control Library® a 6,8pM, 0,68pM, 0,068pM e 0,0068pM e 0,00068pM, em 

que marcados como padrão e usadas as concentrações no software do equipamento 

qPCR. Cada biblioteca Ion AmpliSeq® de RNA de entrada foi diluída na proporção de 

1:10000 com concentração de 10,0ng. Em seguida, foram preparadas as misturas de 

reação em 3 poços para cada biblioteca padrão e cada amostra. Essas misturas foram 

realizadas na placa de 96 poços, em que foram transferidos 11,0µL de solução (10,0µL 

de 2X TaqMan® e 1,0µL de 20X Ion TaqMan Assay®) em cada poço e pipetado 9µL 

das bibliotecas padrão e das amostras. Continuando com a programação do 

equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System® nas seguintes 

configurações: estágio em espera com temperatura de 50ºC e 95ºC nos períodos de 

2 minutos e 20 segundos, respectivamente; e estágio de 40 ciclos com temperaturas 

de 95ºC e 60ºC nos períodos de 1 segundo e 20 segundos, respectivamente.  

Dando prosseguimento com o qPCR com o cálculo da concentração média da 

biblioteca do transcriptoma AmpliSeq® não diluída pela multiplicação determinada por 

qPCR da biblioteca diluída utilizada no ensaio. Sendo que as amostras que tiveram 

concentração maior que 100,0pM foi realizada diluição com Nuclease-Free water® 

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

  

3.2.8 PCR de emulsão  

  

No PCR de emulsão são criados milhões de micro reatores, os quais contêm 

todos os reagentes necessários para uma reação de PCR e pequenas esferas 

nomeadas por beads cobertas com a sequência complementar ao adaptador. Foi 

realizado no equipamento Ion PI HI-Q OT2 200 Kit®, sob o catálogo: A26434, iniciando 

com o acoplamento dos reagentes necessários ao equipamento Ion OneTouch 

Reaction Oil® de 25,0mL e o Nuclease-free Water®. Onde foram preparados os 

reagentes: Ion PI Master Mix, Ion PI Enzyme Mix®, Ion PI Ion Sphere Particles®, e 

homogeneizados em vórtex seguido por spin. Continuando com a diluição das 

amostras em 100,0pM iniciais em volume e 8,0µL mais adição de 92,0µL de Nuclease 

free Water® para obtenção de volume final de 100,0µL, seguida da homogeneização 
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em vórtex e spin. Logo após foi transferido para MCT e foram pipetados reagentes na 

seguinte ordem e proporção: 80,0µL de Nuclease-free Water®, 120,0µL de Ion PI 

Enzyme Mix®, 100,0µL de Ion PI ISPs®, 100,0µL da Biblioteca diluída, 

respectivamente, atingindo o volume total de 2400,0µL incluindo o mastermix. 

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

MCT foi disposto na posição adequada no equipamento. O referido equipamento, Ion 

OneTouch 2 Instrument®, foi alimentado com o Ion OneTouch Reaction Filter®, e 

configurado na opção Proton: Ion PI Hi‑Q OT2 200 Kit® no período médio de 5 horas.   

  

3.2.9 Hibridização das beads magnéticas  

  

Essa etapa de enriquecimento das bibliotecas com as beads foi realizada no 

equipamento Ion OneTouch ES®, em seguida foi realizado o lavado das bibliotecas e 

as beads, mais a quantificação da amostra no Qubit Fluorometer®, seguindo as 

recomendações de que valores ideais são de 10 a 30% de DNA ligado as esferas. 

Logo após, prosseguiu-se com a calibração do sequenciador no equipamento Ion 

Proton™ System®.  

  

3.2.10   Preparo dos chips  

  

Os chips que receberam as bibliotecas com as beads foram preparados com a 

solução produto de todos os protocolos anteriores, onde foi pipetada no Ion PI Chip 

Kit V3® de modo em que a solução ficou uniforme na matriz do componente e 

consequentemente nos poços microscópicos 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 

subclínico com tratamento inadequado de levotiroxina. Seguido com a centrifugação 

do Ion Chip Kit V3® no período de 5 minutos em centrífuga especial para Ion PI Chip®, 

eliminando toda bolha de ar que existia na matriz. Logo após o Ion PI Chip® foi disposto 

no bocal do equipamento Ion 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  BIOINFORMÁTICA  

  

A análise in silico foi feita usando programas de bioinformática em que os dados 

foram gerados pelo Ion Proton™ System, gravados em arquivos de extensão 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 

análises dos dados foram realizadas pelo programa RStudio Versão 0.99.491, com o 

pacote adicional para análise de expressão diferencial gênica EdgeR (Robinson, MD, 

and Smyth, GK (2008) concedidos pela Bioconductor Open Source Software for 

Bioinformatics [157]. As conversões dos arquivos originalmente gerados na plataforma 

NGS tipo bam foram convertidos para formatos txt em Linux distribuição Ubuntu, 

versão 14.04 pelo software Samtools versão 1.2 pela ferramenta terminal. Por fim, 

executamos o download dos dados e os arquivamos em plataformas locais de fácil 

acesso e em hard disks portáteis. A anotação dos dados genômicos foram obtidos 

através do banco de dados GenBank da National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) disponível no endereço: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/gbench/; GEO  

(Gene  Expression  Omnibus)  disponível  no  endereço:   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene; OMIM Online Mendelian Inheritance in Man, 

disponível no endereço: http://www.omim.org/. Também foi utilizado o software para a 

classificação dos genes o Panther classification system, disponível no endereço: 

http://www.pantherdb.org/.   

  

3.4  ANÁLISE ESTATÍSTICA  

  

As variáveis contínuas são apresentadas como valores medianos, mínimos e 

máximos, enquanto que o teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar os valores 

entre os três grupos. A correlação entre os transcritos, TSH e o teste de Zulewski foi 

realizada com o método de Spearman. O dados foram analisados pelo IBM SPSS 

Statistics (versão 23.0 Armonk, NY:. IBM Corp., EUA).   

A análise computacional de dados foi realizada em software RStudio (versão 

0.99.491), pacote EdgeR v 3.12.0 de Bioconductor. Os genes significativos são 

calculados após 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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4.0  RESULTADOS  

  

A seguir, o gráfico 1 demonstra a correlação entre os resultados do TSH sérico 

no Método A (Roche Diagnostics®) com valor de referência: 0,270-4,20mUI/L e Método 

B (Abbott Architect I 2000) com valor de referência: 0,34-5,60mUI/L, indicando a boa 

correlação e concordância entre eles.   

  

Gráfico 1. Correlação entre os valores de TSH (mUI/L) pelo Método A e os valores de TSH (mUI/L) 

pelo Método B.   
  

 
  

  

A tabela 2 demonstra os resultados da análise bioquímica dos indivíduos que 

participaram do estudo, representados por 4 indivíduos no grupo controle (CTL), 4 

indivíduos com eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA) e 4 indivíduos com 

hipotiroidismo subclínico com tratamento (HSC_TI). Nesses resultados, o TSH e os 

anticorpos foram diferentes entre os três grupos e T4L não teve diferença.  
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Tabela 2. Valores medianos, mínimos e máximos, seguidos pelo valor de p das concentrações de TSH, 

T4L, anticorpos anti-Tg e anticorpos anti-TPO nos 3 grupos.  
  

  
  
CTL: Indivíduos controle; E_TA: Indivíduos com eutiroidismo com tratamento adequado; HSC_TI: 

Indivíduos com hipotiroidismo subclínico com tratamento inadequado. TSH: Hormônio estimulante da 

Tiroide; T4L: Tiroxina livre; Anti-Tg: Anticorpos anti-tireoglobulina; Anti-TPO: Anticorpos 

antitireoperoxidase. Referências: TSH (0,27-4,20mUI/L), T4L (0,93-1,70ng/dL), Anti-Tg (menor que 

115,0UI/L), e Anti-TPO (menor que 34,0UI/L).  
  

Todos os indivíduos foram selecionados de uma forma minuciosa para o 

presente estudo, onde as doses de levotiroxina e tempo de diagnóstico de 

hipotiroidismo primário estão expostos na tabela 3.  

  

Tabela 3. Tempo de diagnóstico, doses de levotiroxina absoluta e dose por quilograma administradas 

pelos grupos: Controle (CTL), Eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA), e Hipotiroidismo 

subclínico com tratamento inadequado (HSC_TI).    
  

 
  

A seguir, foi realizada a análise do transcriptoma e consequentemente, o 

sequenciamento e a etapa in silico, o que evidenciou 353 transcritos diferencialmente 

expressos no grupo com eutiroidismo com tratamento adequado, e grupo com 

hipotiroidismo subclínico com tratamento inadequado, que são demonstrados na 

tabela 4 com seus respectivos genes e Fold-change (LogFc).  
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Tabela 4. Identificação gênica dos transcritos diferencialmente expressos, seus genes correspondentes 

e o LogFC no grupo eutiroidianos com tratamento adequado, e grupo com hipotiroidismo subclínico 

com tratamento inadequado.  
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LogFC: Fold-change.  
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A tabela 4 identifica os transcritos diferencialmente expressos, seus respectivos 

genes e regulações gênicas pelo Fold-change (LogFC) que apresenta os genes com 

ganho e perda de expressão.  

Com a base de dados desenhada à partir da análise 1 e as principais 

funcionalidades do programa já definida, foi gerado o gráfico a seguir, que revela a 

expressão gênica, onde o eixo Y representa os valores de LogFC e o eixo X os valores 

logarítmicos da contagem por milhão (LogCPM), enquanto que os pontos vermelhos 

identificam os genes com expressão diferencial significativa. No gráfico podemos 

observar 353 genes diferencialmente expressos, em que 174 apresentaram ganho e 

179 perda na expressão (Gráfico 2).  

  
Gráfico 2. Gráfico de expressão gênica, onde o eixo Y representa os valores de LogFC e o eixo X os 

valores logarítmicos da contagem por milhão (LogCPM), enquanto que os pontos vermelhos identificam 

os genes com expressão diferencial significativa. No gráfico podemos observar 353 genes 

diferencialmente expressos, em que 174 estão apresentaram ganho e 179 perda na expressão.  
  

 
  

  

Na análise 1, o gráfico 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) (Gráfico 3).   
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Gráfico 3. Gráfico 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 subclínico com tratamento inadequado (HSC_TI).  

  

 
  

O gráfico 3 diferencia potencialmente o paciente com tratamento adequado do 

paciente com tratamento inadequado.   

O gráfico a seguir, foi gerado a partir da análise 2, de transcritos 

diferencialmente expressos do grupo controle (CTL) com os transcritos do grupo com 

eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA). Este gráfico revela a expressão 

gênica, onde o eixo Y representa os valores de LogFC e o eixo X os valores 

logarítmicos da contagem por milhão (LogCPM), enquanto que os pontos vermelhos 

identificam os genes com expressão diferencial significativa. No gráfico podemos 

observar 64 genes diferencialmente expressos, em que 26 apresentaram ganho e 38 

perda na expressão (Gráfico 4).  
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Gráfico 4. Gráfico de expressão gênica, onde o eixo Y representa os valores de LogFC e o eixo X os 

valores logarítmicos da contagem por milhão (LogCPM), enquanto que os pontos vermelhos identificam 

os genes com expressão diferencial significativa. No gráfico podemos observar 64 genes 

diferencialmente expressos, em que 26 estão apresentaram ganho e 38 perda na expressão.  

  

 
  

Na análise 2, o gráfico 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) (Gráfico  

5).  
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Gráfico 5. Gráfico 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).  
  

 
  

Resumidamente, a análise in silico processou a DGE entre o grupo controle e 

o 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 subclínico com tratamento 

inadequado, evidenciando 353 genes diferencialmente expressos. O ranking desses 

genes foi desenvolvido pelo valor da significância para cada gene e sua correção 

estatística foi apresentada pelo valor de FDR.  

Posteriormente a tabela 5 apresenta a correlação dos reads dos 353 transcritos 

diferencialmente expressos com a concentração de TSH no grupo com eutiroidismo 

com tratamento adequado, e grupo com hipotiroidismo subclínico com tratamento 

inadequado. Seus respectivos LogFc, o coeficiente de correlação com a concentração  

de TSH, a localização citogenética, produto e a possível relação com os tecidos-

alvo.  
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Tabela 5. Correlação dos 353 transcritos diferencialmente expressos com os níveis de concentração 

de TSH, e seus respectivos coeficientes de correlação, localização citogenética, produto e a possível 

relação com os tecidos-alvo.  
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C.C.TSH: Coeficiente de correlação entre reads dos transcritos e concentração de TSH.  
    

A partir do resultado da correlação entre os 353 transcritos e a concentração de 

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

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

gráfico 6.  

    

Gráfico 6. Classificação dos 21 genes pelo Panther classification system.  
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Após ser realizada a correlação dos transcritos diferencialmente expressos com 

a concentração de TSH, foi efetuada outra correlação 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 correlação com os valores do teste de Zulewski, LogFC e 

localização citogenética.  

  

Tabela 6. Correlação dos 353 transcritos diferencialmente expressos com os valores resultantes do 

teste de Zulewski, e respectivos: posição citogenética, Log FC  e valor de correlação.  

 
  
C.C.Z: Coeficiente de correlação entre os genes diferencialmente expressos com os valores resultantes 

do teste de Zulewski; ncRNA: RNA não codificante; LogFC: Fold-change.  
  

Com base nesses resultados, selecionamos 2 genes para validar em PCR-RT. 

Os quais estão representados na tabela 7 com suas respectivas classes, LogFC, 

localização citogenética, classificação 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 validação por PCR-RT, com suas classes, LogFC, localização 

cromossômica, produto, classificação pelo Panther classification system e reads do grupo com 

eutiroidismo com tratamento adequado (E_TA) e do grupo com hipotiroidismo com tratamento 

inadequado (HSC_TI).  

 

 
  
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  DISCUSSÃO  

  

Embora não haja nenhuma dúvida sobre o tratamento de pacientes com 

concentração de TSH acima de 10,0 mUI/L, a decisão de tratar pacientes com 

hipotiroidismo subclínico com L-T4 é controversa. A discussão da eficácia da terapia 

de reposição de L-T4 tem mostrado resultados convergentes nas publicações 

[91,92,97,98,125-134]. A dificuldade do tratamento terapêutico em estabelecer a 

concentração bioquímica adequada atinge 30 a 50% dos usuários de L-T4 
[132]. Esta 

percentagem apresenta um valor bastante expressivo de indivíduos que continuam a 

sofrer com os sintomas de hipotiroidismo.   

Nas últimas décadas observamos melhorias nas estratégias de gestão de 

pacientes conduzidos por uma melhor apreciação da farmacocinética da L-T4. No 

entanto, aspectos da terapia, como o momento ideal de medicação é uma estratégia 

para superar o tratamento de não-adesão e direcionar as concentrações exatas a 

serem prescritas. Além disso, existe agora um conjunto substancial de literatura sobre 

variações genéticas comuns nas desiodases, transportadores de hormônios da tiroide 

e seu papel na regulação local. Apesar da disponibilidade de reposição de T4 sintético, 

ainda existem desafios para melhorar os resultados desta terapia.  

Na prática clínica, é necessário distinguir esses indivíduos não satisfeitos do 

percentual do percentual dos pacientes inadequadamente tratados, seja porque o 

diagnóstico ou a indicação de uso de L-T4 foi equivocado, seja porque o paciente não 

aderiu ao tratamento recomendado, ou porque esses indivíduos apresentam fatores 

que interferem na ação de T4 sintético.  

A dificuldade da monoterapia de L-T4 para normalizar universalmente a 

sinalização de hormônios tiroidianos [125] e a medicina personalizada não só irá 

esclarecer o papel do hipotiroidismo subclínico, mas também ajudar a identificar para 

quais pacientes o tratamento com L-T4 irá proporcionar o máximo efeito e 

consequentemente, que irá proporcionar o maior benefício.  

Assim sendo, o uso da estratégia de sequenciamento de alto desempenho 

através do RNA-Seq foi uma escolha adequada devido a esse processo permitir não 

só a compreensão do transcriptoma, mas também a quantificação de todos os genes, 

a obtenção de suas isoformas (splicing alternativo) e a facilidade na construção das 
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bibliotecas. Além desta técnica apresentar resultado compatível com outras técnicas 

de NGS [182,183].   

Nesse estudo tivemos o cuidado para evitar erros nas fases pré-analíticas e 

analíticas. Na fase pré-analítica, a coleta de sangue periférico foi realizada em tubos 

especiais, que possibilitavam a preservação completa do RNA. Uma vez que, a 

conservação e a estabilização do RNA são um passo de extrema importância, sendo 

que uma conservação inadequada pode alterar o resultado de um estudo de 

expressão gênica, modificando a quantidade e a qualidade do RNA analisado [184,185].     

O processo de extração do RNA garantiu um alto rendimento para todos os 

subtipos de RNA, evitando a degradação do material. Ainda que o processo de 

extração tenha custo e tempo gastos significativos, a utilização de um método padrão 

ouro para a extração garante a qualidade e a quantidade dos transcritos [186,187].   

Dentre os dois genes selecionados, o gene CXCR6 é um receptor de superfície 

acoplado a proteína G, um receptor de quimiocina presente em pequeno subconjunto 

de células Th1 e Tc1 circulantes. O CXCR6 pode ser um marcador para células que 

migraram para o tecido tiroidiano [188]. Desempenha um papel fundamental de lesão 

renal induzida por angiotensina II e fibrose através da regulação de infiltração de 

macrófagos e a acumulação de fibroblastos derivados da medula óssea e seus 

órgãos-alvo relacionados ao hipotiroidismo, sendo eles, a placenta, útero e cérebro 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clone/order/unigene/136272) [189].   

O gene HTR4 é o segundo gene selecionado, trata-se de um membro da família 

de receptores de serotonina, esses receptores são acoplados a proteínas G e 

estimulam a produção de cAMP em resposta à serotonina (5-hidroxitriptamina). O 

produto gênico é uma proteína transmembranar glicosilada que funciona tanto no 

sistema nervoso periférico como central para modular a liberação de vários 

neurotransmissores. O HTR4 está relacionado com pacientes com hipotiroidismo 

gestacional, e fibrose cardíaca por meio de TNF- α, e está relacionado com 

tecidosalvo, nervos periféricos, cérebro e intestino (Disponível em: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3360).   

Os hormônios tiroidianos atuam em células-alvo através de receptores 

acoplados à proteína G. O hipotiroidismo e nódulos tiroidianos tem associação causal 

a mutações em receptores acoplados à proteína G [190]. 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 órgãos relacionados a distúrbio endócrino, 

valor absoluto relativamente alto, e ambos são receptores acoplados a proteína G.  

Estes resultados sugerem que variantes genéticas podem desempenhar um 

papel importante na efetividade do tratamento com levotiroxina. A análise da 

expressão gênica permite determinar estado metabólico do indivíduo e saber se este 

apresentará o risco de ineficácia a um determinado fármaco. Dentro da prática médica, 

a nossa perspectiva é de uma individualização do tratamento com levotiroxina e 

melhora na resposta terapêutica.   
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6.0  CONCLUSÃO  

  

Identificamos transcritos, que poderão compor um painel para a avaliação da 

expressão gênica, servindo como biomarcadores para o diagnóstico do hipotiroidismo 

primário, mesmo em indivíduos com concentrações de TSH próximas dos valores de 

referência. Além de marcar a resposta ao uso de levotiroxina, CXCR6 e HTR4, 

poderão ter utilidade na avaliação da repercussão tecidual do hipotiroidismo.   
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Apêndice 1 – Índice de Zulewski  
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Apêndice 2 - Extração do RNA total  

  

  

  

1- Centrifugação dos tubos PAXgene blood RNA, por 10 minutos à 3500rpm (rpm, 

sempre utilizando um rotor de balanço exterior com adaptadores de tubos de 

mesmo volume (balanceamento da centrífuga).  

2- Eliminação do sobrenadante por meio de decantação e visualizado o pellet ao 

fundo do tubo.  

3- Transferência de 4,0mL de água livre de RNase (RNFW), e fechado o tubo com 

uma nova tampa Hemogard BD secundária, fornecidos pelo Kit.  

4- Agitação ao vórtex até a visível dissolução do pellet.  

5- Centrifugação dos tubos PAXgene blood RNA, por 10 minutos à 3500RPM, 

sempre utilizando um rotor de balanço exterior com adaptadores de tubos de 

mesmo volume (balanceamento da centrífuga).  

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

7- Transferência de 350,0µL de tampão de ressuspensão (BR1), fornecido pelo Kit.   

8- Agitação ao vórtex até a visível dissolução do pellet.  

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

10- Adição de 300,0µL de tampão de ligação (BR2), e 40,0µL proteinase K (PK), 

fornecidos pelo Kit.  

11- Agitação ao vórtex por 5 segundos.  

12- Incubação por 10 minutos à 55ºC em agitador incubador, sob velocidade de 

aproximadamente 400rpm.  

13- Transferência do lisado diretamente para uma coluna de rotação do 

homogeneizador PAXgene (coluna de cor lilás PSC) e tranferido em um tubo de 

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

14- Centrifugação por 3 minutos à 15000RPM em microcentrífuga, adequadamente 

balanceada.  

15- Transferência da totalidade do sobrenadante da fração residual para um MCT de 

1,5mL, sem interferir com o pellet do PT.  

16- Adição de 350,0µL de etanol 99% grau de pureza.  

17- Agitação ao vórtex por 5 segundos.  
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18- Centrifugação para remover as gotas presentes no interior da tampa do MCT.  

Centrifugado em microcentrífuga por 3 segundos (SPIN).  

19- Transferência de 700,0µL da amostra para outra coluna de rotação de RNA 

PAXgene (coluna de cor vermelha PRC), colocada em um tubo de processamento 

(PT) de 2,0mL.  

20- Centrifugação por 1 minuto à 15000rpm em microcentrífuga, adequadamente 

balanceada.  

21- Transferência 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 à coluna PRC.  

23- Centrifugação por 1 minuto à 15000rpm em microcentrífuga, adequadamente 

balanceada.  

24- Transferência para coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminado o PT antigo 

contendo o produto residual.  

25- T Transferência de 350,0µL de tampão de lavagem 1 (BR3) para a coluna PRC.  

26- Centrifugação por 1 minuto à 15000RPM em microcentrífuga, adequadamente 

balanceada.  

27- Transferência para a coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminado o PT 

antigo contendo o produto residual.  

28- Preparação do mix de DNase I e tampão de digestão de DNA (RDD), fornecidos 

pelo Kit. Em um MCT de 1,5mL transferimos 10,0µL de solução de DNase com 

70,0µL de tampão de digestão de DNA (RDD) por amostra, totalizando um volume 

de mix de 80,0µL. Homogeneizando suavemente com a mão, pois a DNase I é 

especialmente sensível a desnaturação física.  

29- Transferência dos 80,0µL do mix diretamente para a membrana da coluna PRC e 

aguardar por 15 minutos, com a amostra em temperatura ambiente.   

30- Transferência de 350,0µL de tampão de lavagem 1 (BR3) para a coluna PRC, 

fornecidos pelo Kit.  

31- Centrifugação por 1 minuto à 15000RPM em microcentrífuga, adequadamente 

balanceada.  

32- Transferência para a coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminação o PT 

antigo contendo o produto residual.  

33- Transferência de 500,0µL de tampão de lavagem 2 (BR4) para a coluna de rotação 

PRC, fornecidos pelo Kit.  
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34- Centrifugação por 1 minuto à 15000rpm em microcentrífuga, adequadamente 

balanceada.  

35- Transferência para a coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminação do PT 

antigo contendo o produto residual.  

36- Transferência mais 500,0µL de tampão de lavagem 2 (BR4) para a coluna de 

rotação PRC, fornecidos pelo Kit.  

37- Centrifugação por 3 minutos à 15000rpm em microcentrífuga, adequadamente 

balanceada.  

38- Transferência para a coluna PRC em um novo PT de 2,0mL, e eliminação do PT 

antigo contendo o produto residual.  

39- Centrifugação por 1 minuto em microcentrífuga adequadamente balanceada, com 

15000rpm.  

40- Eliminação do PT antigo contendo o produto residual.  

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

42- Transferência de 40,0µL de tampão de eluição (BR5) diretamente para membrana 

da coluna PRC, fornecidos pelo Kit.  

43- Centrifugação por 1 minuto à 15000rpm em microcentrífuga, adequadamente 

balanceada.  

44- Repetição do passo da eluição, transferindo mais 40,0µL de tampão de eluição 

(BR5) diretamente para membrana da coluna PRC, fornecidos pelo Kit, utilizando 

o mesmo MCT de 1,5mL.  

45- Incubação do MCT contendo o eluído por 5 minutos à 65ºC.  

46- Arrefecimento do MCT em gelo por 3 minutos.  

       Imediatamente após o arrefecimento armazenamos as amostras (todas 

devidamente identificadas) com o extraído de RNA em freezer -80ºC.  
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Apêndice 3 – Realização do transcriptoma - Sequenciamento plataforma NGS  

  

Etapa 1: Quantificação do RNA Total pelo Kit Qubit RNA Assay Kit, catálogo 

números 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 padrões e um microtubo para 

cada amostra dos RNA a serem quantificados.  

2 – Preparação da solução de trabalho diluindo o Qubit RNA reagente 1:200 em 

tampão Qubit RNA. Preparado 200,0mL de solução de trabalho para cada padrão e 

para cada amostra de RNA a ser quantificada.  

3 – Preparado os microtubos transferindo os volumes de acordo com as 

seguintes recomendações:   

Volume  Padrão  Amostras  

Solução de trabalho  190,0µL  180,0 – 199,0µL  

Amostra padrão  10,0µL  ---  

Amostra  ----  1,0 – 20,0µL  

Total em cada tubo  200,0µL  200,0µL  

  

4 – Homogeneização no vórtex e incubação por 2 minutos em temperatura 

ambiente, todas as amostras e os padrões.  

5 – Leitura das amostras padrões e as amostras de RNA no equipamento Qubit 

Fluorometer 2.0, de acordo com as normas de calibração.  

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

quantificação do RNA e transcriptase reversa RNA ;  

1 – Diluição das amostras de RNA para uma concentração final de 10ng em 

volume final de 5,0µL.  

2 – Preparação do maxter mix para a quantidade de amostras adicionando os 

seguintes volumes conforme as recomendações para cada amostra:  
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Componente  Volume  

5X VILO™ RT Reaction Mix  1,0µL  

 10X SuperScript® III Enzyme  0,5  

Mix  

 

ng)  

Nuclease-Free water  Para 5,0µL  

Total  5,0µL  

  

3 – Homogeneização no vórtex e spin de 2 segundos.  

4 – Transferência das amostras ao termociclador obedecendo as seguintes 

orientações de programação:  

   

Temperatura  Tempo  

42ºC  30 minutos  

85ºC  5 minutos  

4ºC  Período de espera  

  

Etapa 3 – Amplificação dos alvos:  

1 – Manipulação das amostras em recipiente com gelo para manter a temperatura 

refrigerada de 4ºC  

2 – Preparação o mastermix de acordo com a quantidade de amostras, seguindo as 

seguintes recomendações:  

Componente  Volume por reação  

5X Ion AmpliSeq HiFi Mix (red 

cap)  

4,0μL  

Ion AmpliSeq Transcriptome 

Human Gene Expression Core Panel  

8,0μL  

Nuclease-Free Water  3,0μL  

Total  15,0μL  

  

3 – Homogeneização do PCR mastermix no vórtex e efetuado um spin para retirar 

as gotículas do MCT.  

DNase - treated   total RNA (10  ≤3,5   
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4 Transferência 15,0-μL de mastermix em cada amostra da reação de transcrição.  

5 - Homogeneização no vórtex e spin.  

6 – Transferências das amostras no termociclador obedecendo as seguintes 

programações:  

Estágio  Temperatura  Tempo  

Espera  99ºC  2 minutos  

Ciclo: Programar de 

acordo com a tabela  

99ºC  15 segundos  

60º  16 minutos  

Espera  10ºC  Espera  

  

  

  

Concentração de  

RNA da amostra de entrada  

Valor  Número de ciclos  

0,1 – 1,0ng  16  

10,0ng  12  

100,0ng  10  

  

Etapa 4 – Digerir parcialmente as sequencias iniciadoras, obedecendo as 

seguintes recomendações:  

1 – Transferência de 2,0mL do reagente FuPa Reagent para cada amostra 

amplificada.  

2 – Homogeneização no vórtex e spin.  

3 – Transferências das amostras ao termociclador e efetuado a seguinte 

programação:  

Temperatura  Tempo  

50ºC  10 minutos  

55ºC  10 minutos  

60ºC  20 minutos  

10ºC  Espera  

  

Etapa 5 – Ligando os adaptadores aos amplicons e purificando-os, de acordo 

com as seguintes recomendações:  
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1 -  Preparação  para cada código de barras escolhido uma mistura de Ion P1 Adapter 

e Ion Xpress Barcode X em uma diluição final de 1:4 para cada adaptador, conforme 

os volumes indicados:  

 
Exemplo de Mix adaptador para até 4 reações  

Componente  Volume  

Ion P1 Adapter   2,0μL  

Ion Xpress Barcode X   2,0μL  

Nuclease-Free water  4,0μL  

Total  8,0μL  

  

Realizado a reação de ligação seguindo as seguintes recomendações:  

2 – Transferência para cada amostra digerida os componentes adaptadores 

preparados conforme os volumes indicados:  

Componente  Volume  

Switch Solution  4,0μL  

Mix adaptador Barcode diluído  2,0μL  

Total: incluindo os 22 μL do amplicon 

(amostra)  

28,0μL  

  

3 – Homogeneização  

4 – Transferência de 2,0mL de DNA ligase a cada MCT (30,0μL de volume total)  

5 – Homogeneização  

6 – Transferência aos MCT no termociclador e efetuado a seguinte programação:  

Temperatura   Tempo  

22ºC  30 minutos  

72ºC  5minutos  

10ºC  Espera  

  

Etapa 6 – Purificando a biblioteca não amplificada, conforme as seguintes 

recomendações:  

1 – Transferido 5,0μL do reagente Agencourt AMpure XP nos MCT e homogeneizados 

5 vezes com a própria pipeta para misturar a suspensão 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 ímã e incubado por 2 

minutos. Após os 2 minutos retirado e desprezado o sobrenadante sem interferir 

com o sedimento.  

4 – Adicionado 150,0μL de etanol 70%, movendo os MCT em um giro de 180º de sua 

posição inicial para lavar o pellet, após 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 20,0μL, mantendo os MCT na rack com ímã 

abertos por 2 minutos para secagem em temperatura ambiente.  

  

Etapa 7 – Quantificar as bibliotecas por qPCR, conforme as etapas 

recomendadas:  

1 – Retirado os MCT da rack ímã e adicionado 50,0µL de Low TE ao pellet para 

dispensar as esferas. Agitado em vórtex e efetuado spin.   

2 – Colocar novamente os MCT a rack magnética e aguardar por 2 minutos. 

Transferido o 45,0µL do sobrenadante para o poço de uma placa nova.  

3 – Preparado cinco diluições em séries de 10 vezes do E. coli DH10B Ion Control 

Library a 6,8pM, 0,68pM, 0,068pM e 0,0068pM e 0,00068pM e marcados como 

padrão e usado a concentrações no software do equipamento qPCR.  

4 – Diluído cada biblioteca Ion AmpliSeq usando as seguintes recomendações;  

RNA de entrada  Concentração  Diluição 

recomendada  

10ng  1:10.000   

  

5 – Preparado as misturas de reação em 3 poços para cada biblioteca padrão e cada 

amostra, seguindo as recomendações para calcular o volume necessário do 

mastermix;  
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Volume por reação  

Componente  Placa de 96 poços  Placa de 384 

poços  

2X TaqMan Master  

Mix  

10,0µL  5,0µL  

20X Ion TaqMan  

Assay  

1,0µL  0,5µL  

Total  11,0µL  5,5µL  

  

6 – Realizado na placa de 96 poços, transferido 11,0µL do mastermix em cada poço 

e adicionado 9,0µL da das bibliotecas padrão e as amostras.  

7 – Programado o equipamento da Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR 

System nas seguintes configurações:  

Estágio  Temperatura  Tempo  

Espera  50ºC  2 minutos  

Espera  95ºC  20 segundos  

40 ciclos  95ºC  1 segundo  

60ºC  20 segundos  

  

8 – Seguindo o qPCR, calculado a concentração média da biblioteca AmpliSeq 

transcriptoma não diluída pela multiplicação determinada por qPCR da biblioteca 

diluída utilizada no ensaio.  

9 – As amostras que tiveram concentração maior de 100,0pM, efetuado diluição com 

Nuclease-Free water para o valor de 100,0pM em volume de 8,0µL.  

  

Etapa 8 – Realizado PCR emulsão no equipamento Ion PI HI-Q OT2 200 Kit, 

sob o catálogo: A26434, seguindo as instruções:  

1 – Acoplado os reagentes necessários no equipamento; Ion OneTouch Reaction 

Oil  (25,0mL) e  Nuclease-free Water.  

2 – Preparado os reagentes de trabalho; Ion PI Master Mix, Ion PI Enzyme Mix, Ion 

PI Ion Sphere Particles, agitados em vórtex e efetuado spin.  

3 – Diluído as amostras conforme orientação de 100,0pM inicias em volume de 

8,0µL adicionando 92,0µL de Nuclease free Water, para volume total de 100,0µL.  
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4 Homogeneização em vórtex e spin  

5 – Transferido em MCT de 2,0mL, adicionado os seguintes reagentes na seguinte 

ordem:  

  

Ordem  Reagente  Volume  

1  Nuclease-free  

Water  

80,0µL  

2  Ion PI Enzyme Mix  120,0µL  

3  Ion PI ISPs  100,0µL  

4  Biblioteca diluída  100,0µL  

  Volume total incluindo 

mastermix  

2400,0µL  

  

6 – Agitado em vórtex e centrifugado por 2 segundos e acondicionado o tubo na sua 

posição no equipamento.  

7 – Alimentado o equipamento com o Ion OneTouch Reaction Filter.  

8 – Inicializado a configuração do Ion OneTouch 2 Instrument, obedecendo as 

seguintes configurações na tela touch; seleciona run, selecionado a opção Proton: 

Ion 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 partículas de esferas 

(beads) no equipamento Ion OneTouch ES.  

  

Etapa 10 – Lavado as bibliotecas e as partículas de esferas (beads) e 

quantificado a amostra no Qubit Fluorometer, seguindo as recomendações de valores:  

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

  

Etapa 11 – Calibrado automaticamente do Equipamento Ion Proton™ System.  

  

Etapa 12 - Preparados os chips que receberam as bibliotecas com as beads. A 

solução produto de todos os protocolos anteriores foi injetada no Ion PI Chip Kit V3 de 
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forma que o liquido se espalhasse por toda matriz do componente e por consequência 

nos poços microscópicos do chip. Utilizamos 1 chip para sequenciar 4 amostras do 

grupo controle e outro chip para sequenciar 4 amostras do grupo hipotiroidianos 

clínicos sem de tratamento com L-T4.  

1 – Centrifugado o Ion Chip Kit V3 por 5 minutos em centrífuga especial para Ion 

PI Chip, eliminando toda bolha de ar que existia na matriz.  

2 – Acondicionado o Ion PI Chip no soquete do equipamento Ion 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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Apêndice 4 – Certificado de publicação em Congresso: XVII Encontro Brasileiro de 

Tiroide (EBT)  
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Apêndice 5 – Certificado de publicação em Congresso: European Thyroid Journal 

(ETA)  
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Apêndice 6 - Certificado de publicação em Congresso: 48th Brazilian Congress of  

Pharmacology and Experimental Therapeutics e 21th Latin American Congress of 

Pharmacology (LATINFARMA)          

  

    


