Az,

L g

UNICAMP

ILKA MARA BORGES BOTELHO

“PREVALENCIA DE INSUFICIENCIA DE VITAMINA D EM PACIENTES COM TIREOIDITE

DE HASHIMOTO E SUA RELACAO COM AUTOIMUNIDADE TIREOIDEANA”

“Prevalence of Vitamin D insufficiency in patients with Hashimoto’s thyroiditis and

its relationship with thyroid autoimmunity.”

Campinas

2014



il



a,

L 4

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Ciéncias Médicas

ILKA MARA BORGES BOTELHO

“Prevaléncia de Insuficiéncia de Vitamina D em pacientes com Tireoidite de Hashimoto e

sua relacido com autoimunidade tireoideana”

“Prevalence of Vitamin D insufficiency in patients with Hashimoto’s thyroiditis and its

relationship with thyroid autoimmunity.”

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao programa de Pds-Graduag@o em Clinica Médica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de Campinas para obtengdo de titulo de Mestra
em Ciéncias, area de concentragao Clinica Médica.

Master's Thesis presented to the Pos graduation in Medical Clinic of the Faculty of Medical
Sciences, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP to obtain the title of Master in

Sciences, concentration Medical Clinic.

Orientacio: Prof(a). Dr(a). Denise Engelbrecht Zantut Wittmann
Co-orientacio: Prof(a). Dr(a). Sarah Monte Alegre

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA DISSERTAGAO DEFENDIDA POR
IIKA MARA BORGES BOTELHO, E ORIENTADA PELA

PROFA. DRA. DENISE ENGELBRECHT ZANTUT WITTMANN.

Assinatura do Orientador
Campinas
2014

il



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

B657p

Botelho, llka Mara Borges, 1979-

Prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D em pacientes com tireoidite de
Hashimoto e sua relagdo com autoimunidade tireoideana / llka Mara Borges
Botelho. — Campinas, SP : [s.n.], 2014.

Orientador: Denise Engelbrecht Zantut Wittmann.

Coorientador: Sarah Monte Alegre.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Médicas.

1. Vitamina D. 2. Autoimunidade. 3. Glandula tireoide. |. Zantut-Wittmann,
Denise Engelbrecht,1959-. Il. Alegre, Sarah Monte,1957-. lll. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

Informagdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Prevalence of vitamin D insufficiency in patients with
Hashimoto's

thyroiditis and its relationship with thyroid autoimmunity

Palavras-chave em inglés:

Vitamin D

Autoimmunity

Thyroid gland

Area de concentragio: Clinica Médica
Titulagado: Mestra em Ciéncias

Banca examinadora:

Denise Engelbrecht Zantut Wittmann [Orientador]
Maria de Fatima Borges

Maria Candida Ribeiro Parisi

Data de defesa: 27-08-2014

Programa de Pos-Graduagao: Clinica Médica

v




CA EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO
ILKA MARA BORGES BOTELHO

ORIENTADOR(A): PROF. DR. DENISE ENGELBRECHT ZANTUT WITTMANN

1. PROF. DR. DENISE ENGELBRECHT ZANTUT WITTMANN M v
2. PROF. DR. MARIA DE FATIMA BORGES % Ao ‘:I['é%‘t &9‘1

3. PROF. DR. MARIA CANDIDA RIBEIRO PARISI m

Programa de Pos-Graduagdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas di

Universidade Estadual de Campinas.




vi



Aos meus pais, pelo constante incentivo aos estudos.

vii



viil



Agradecimentos

A Profa. Dra. Denise Engelbrecht Zantut Wittmann, pelo aprendizado, paciéncia
e disponibilidade, exemplo de conduta e profissionalismo.

Ao prof. Dr. Marcos Antonio Tambascia, Profa. Dra. Maria Candida Ribeiro
Parisi, Prof. Dr. Heraldo Mendes Garmes ¢ aos demais professores da Disciplina de
Endocrinologia da Unicamp pela generosidade.

A Profa. Dra. Maria de Fatima Borges, pelos ensinamentos ¢ ligdes de vida,
minha eterna professora.

A Profa. Dra. Elisabete Mantovani Resende, a Profa. Dra. Beatriz Hallal Jorge
Lara e as demais professoras da Disciplina de Endocrinologia da UFTM pela ajuda e
presenca constante em todos os momentos do meu aprendizado.

A Profa Dra. Sarah Monte Alegre e toda equipe do Laboratorio de Unidade
Metabdlica, pelo apoio no laboratorio.

A Laurione, a Conceigio e equipe do Laboratorio de Fisiologia, pelo empenho e
dedicacdo na realizacdo da parte laboratorial.

Ao Armaldo, pela paciéncia e disposi¢ao em ajudar sempre.

Aos residentes e alunos dos ambulatorios da Endocrinologia da Unicamp.

A todos os pacientes e voluntarios que consentiram em colaborar com este
trabalho.

A FAPESP, pelo financiamento concedido em forma de auxilio regular de apoio
a pesquisa.

Aos meus pais, Vilma e José, pela presencga constante e amor incondicional.

A minha irmé Bruna, meu cunhado Liicio ¢ meu sobrinho Lucas pelo carinho.

A tia Vania e ao tio Ceballos pela ajuda e compreensio.

Aos meus queridos amigos Silvana, Luciana, Monique e Bruno pelo apoio ¢
companheirismo de sempre.

Em especial a minha amiga Vivian Muranaka pela solidariedade e amizade

inquestionavel.

X






X1

“A mente que se abre a uma nova idéia
jamais voltara ao seu tamanho original.”

Albert Einstein



Xii



RESUMO:

Prevaléncia de Insuficiéncia de Vitamina D em pacientes com Tireoidite de
Hashimoto e sua relacio com autoimunidade tireoideana

Introducfo: Vitamina D tem sido apontada como importante regulador da resposta imune.
Estudos tem demonstrado haver relagdo entre insuficiéncia de vitamina D e presenca de doengas
autoimunes como Tireoidite de Hashimoto (TH). E possivel que o processo autoimune na TH
seja inibido em diferentes estagios pela vitamina D em sua forma ativa. Nossos objetivos foram
estudar a prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D e a relagdo de suas concentragdes séricas
com marcadores de fungdo e autoimunidade tireoideana.

Material e Métodos: Amostras de sangue foram coletadas de 54 pacientes com TH e 54
individuos saudaveis sem diagndstico de TH com idade entre 18 e 75 anos. Foram realizadas
dosagens séricas de vitamina D (250HD), TSH, T4 livre, calcio, fosforo, paratorménio (PTH),
anticorpos anti-tireoperoxidase (AcTPO), anti-tireoglobulina (AcTG) e anti-receptor de TSH
(TRAb). Volume tireoideano foi estimado por ultrassonografia. Foram coletados dados
demograficos, de peso, altura, indice de massa corporal (IMC) e tempo de diagnostico.
Pacientes e individuos do grupo de controle foram pareados por idade e sexo. O nivel de
significancia estatistica adotado foi 5%.

Resultados: Prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D foi encontrada em 68.5% dos pacientes
e em 38.9% dos individuos do grupo de controle (p =0,002). Houve uma correlacdo positiva
entre niveis de AcTPO e maior volume tireoideano nos pacientes (r = 0,319; p= 0.019). Nédo
houve correlagdo entre concentragdo de vitamina D, TSH, T4livre, TRAb, AcTG e volume
tireoideano.

Conclusdes: Demonstramos maior prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D em pacientes
com tireoidite de Hashimoto em relacdo a individuos de um grupo controle saudavel, nio
havendo correlagdo com o estado hormnal tireoideano ou marcadores séricos de autoimunidade
da tiredide. Por sua vez, maior volume da tire6ide se associou a maior grau de infiltracao

inflamatodria autoimune, refletido pela correlagdo com maiores concentragoes AcTPO.
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ABSTRACT

TITLE:

“Prevalence of Vitamin D insufficiency in patients with Hashimoto’s thyroiditis and its

relationship with thyroid autoimmunity.”

Introduction: Vitamin D has been pointed out as an important immune response regulator.
Studies have shown a relationship between vitamin D insufficiency and the presence of
autoimmune diseases such as Hashimoto’s Thyroiditis (HT). It’s possible that the autoimmune
process in HT is inhibited in its different stages by vitamin D on its active form .Our aims were
to study the prevalence of vitamin D insufficiency and relationship of the serum concentrations
with thyroid function and autoimmunity markers.

Material and Methods: Blood samples were collected from 54 patients with HT and 54
healthy individuals without a diagnosis of HT, aged 18 to 75 years. We conducted serum 250H
vitamin D, TSH, free T4, calcium, phosphorus, PTH, TPOAb, TgAb and TRADb. Thyroid
volume was estimated by ultrasound. Data on demographic, weight, height, body mass index
and time since diagnosis were collected. Patients and control subjects were matched by sex and
age. The significance level for statistical analysis was 5%.

Results: Prevalence of vitamin D insufficiency was found in 68.5% of patients and in 38.9% of
subjects in the control group (p= 0.002). There was a positive correlation between TPOAb and
volume in patients (p= 0.019). There was no correlation between vitamin D concentration and
thyroid volume, TRAb, TgAb, TSH or free T4.

Conclusions: We demonstrated a higher prevalence of vitamin D insufficiency in patients with
Hashimoto's thyroiditis compared to individuals of a healthy control group, no correlation with
thyroid state hormonal or serum markers of thyroid autoimmunity. In turn, greater thyroid
volume was associated with a higher degree of autoimmune inflammatory infiltration, reflected

by the correlation with higher concentrations AcTPO.
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LISTA DE ABREVIATURAS

TSH : Tireotrofina (Hormonio estimulador da tireoide)
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TPO: Tireoperoxidase

AcTPO: Anticorpo antitireoperoxidase
TRADb: Anticorpo anti receptor de TSH
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Ca: Calcio
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TH: Tireoidite de Hashimoto

DG: Doenga de Graves

DM-1: Diabetes Mellitus tipo 1

IL: Interleucina

IMC: Indice de Massa Corporal

DTA: Doenca Tireoideana Autoimune
TSH-R: Receptor de TSH
1,25(0OH)2D: Calcitriol

VDR: Receptor de Vitamina D
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A — Introducao

1. Tireoidite de Hashimoto

1.1. Definicao

Tireoidite de Hashimoto (TH) ¢ uma doenga caracterizada pela presenga de auto-
anticorpos contra o tecido tireoideano associada a varios graus de destruicdo dos
foliculos tireoideanos. Também chamada tireoidite cronica, tireoidite linfocitica e
tireoidite autoimmune. Andlise histologica do tecido tireoideano revela infiltracdo
linfocitica extensa, fibrose do estroma e também atrofia das células tireoideanas (1-5).

A doenga resulta de uma interagdo entre fatores genéticos e condigdes
ambientais, ambos ainda ndo completamente definidos. Manifesta-se clinicamente com
bocio ou na forma atrofica, além de ser a principal causa de hipotireoidismo clinico ou
subclinico. Apresenta maior incidéncia no sexo feminino com pico entre 40 e 60 anos
de idade. Resulta da combinacdo entre predisposicdo genética, resposta imune e
exposicdo a fatores ambientais. Dentre os genes envolvidos destacam-se HLA-DR3,
HLA-DR4, HLA-DRS, TSHR, FOXP3, PTPN22, CTLA-4, entre outros (2,5-9).

Tipicamente, a doenga acomete mulheres jovens, cursa sem dor, com aumento
difuso da glandula e frequentemente desenvolve-se com hipotireoidismo, considerado o
estagio final da TH. O dano progressivo a célula tireoidiana pode mudar a aparéncia
clinica da glandula de bocio para atrofia. Ocasionalmente estdo presentes sintomas de
tireotoxicose moderada, especialmente durante a fase precoce da doenga. Sinais e
sintomas de hipotireoidismo moderado podem estar presentes em 20% dos pacientes ao
diagnostico, ou comumente se desenvolver apo6s um periodo de varios anos de evolugdo
(2,10,11,12-14).

A progressdo de hipotireoidismo subclinico, estado em que as concentragdes de
tiroxina (T4) livre encontram-se dentro da normalidade, porém associado a
concentracgdes elevadas de tireotrofina (TSH), para hipotireoidismo manifesto ocorre em
3% a 5% dos pacientes por ano. Eventualmente, pode ocorrer atrofia tireoideana e
mixedema, concomitantemente a altos niveis de anticorpos anti-tireoglobulina (AcTG)

no plasma. Ocasionalmente, pacientes com TH apresentam dor persistente que nado



responde a antiinflamatoérios nao esteroidais ou reposi¢do com hormonio tireoideano,
sendo necessaria a utilizagdo de corticoides (10,11,14).

Frequentemente nota-se presenca de pequenos nodulos associados a TH. Podem ser
encontrados nodulos verdadeiros como adenomatosos, hiperplasicos ou coloidais assim
como pseudonddulos decorrentes de alteragdes inflamatérias como bandas fibroticas. A
ultrassonografia ¢ essencial para diferenciar nodulos verdadeiros de pseudonddulos que
correspondem a expressao do infiltrado inflamatoério . Os achados de pungao por agulha
fina (PAAF) em nddulos de pacientes com TH mostram escassa quantidade de coloide,
células de Hurtle, células foliculares, linfocitos. Em alguns casos visualiza-se foliculos
linféides intactos. Varios estudos sugerem maior incidéncia de carcinoma tireoideano

nesses pacientes, porém existem controvérsias (15-17).

2. Doenga tireoidiana autoimune

As doengas tireoideanas estdo entre as anormalidades de origem endocrina mais
comuns e as doencas tireoideanas autoimunes (DTAs) talvez sejam as doengas
autoimunes mais prevalentes. A prevaléncia das DTAs ¢é estimada em 5% da populagéo
em geral. Além disso, fun¢@o tireoideana alterada esta presente em 7% a 9% das
mulheres ¢ 1% a 2% dos homens, em diferentes populacdes. Estudos recentes citam
uma propor¢ao de mulheres:homens de 5:1 até 10:1 (3,5,7,18).

A predile¢do pela incidéncia no sexo feminino relaciona-se a varios fatores
dentre eles, a paridade. Evidéncias sugerem um possivel papel das células fetais na
modulagdo de doencas autoimunes. Alguns estudos demonstraram que anticorpos
maternos poderiam existir em resposta a antigenos fetais que permanecem em tecidos
maternos (microquimerismo fetal) desencadeando doengas autoimunes. Portanto haveria
maior risco de desenvolver a doenca de acordo com o niimero de gestagdes. Porém esta
hipodtese € contestada por outros pesquisadores (7,19-22).

Uma das justificativas pela maior prevaléncia da DTA no sexo feminino € o fato
de que mulheres podem ter um niimero mais alto de linfocitos TCD4+ e maiores taxas
de produgido de citocinas do grupo Thl em comparacdo com os homens (12).

As células dos tecidos femininos apresentam dois cromossomos X que s3o
oriundos de duas linhagens de células, materna e paterna. Geralmente 50% sdo de

origem paterna ¢ 50% de origem materna que é o cromossomo ativo. Segundo a teoria
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do “Desbalanco da Inativagdo do Cromossomo X, em células de mamiferos do sexo
feminino, um dos dois cromossomos X ¢ inativado precocemente na vida embrionaria.
A consequéncia seria que auto-antigenos em um cromossomo X ndo Sao expressos em
niveis suficientemente elevados no timo ou em locais periféricos envolvidos na indugdo
de tolerancia. A perda da tolerancia imunologica a antigenos ligados ao X poderia
induzir autoimunidade. Varios estudos demonstraram que esse desbalango na inativacao
do cromossomo X esta associado a aumento do risco de desenvolvimento de doenca
tireoideana autoimune. Esta inativacdo constitui um fendmeno epigenético
(modificacdes no genoma herdadas pelas proximas geragdes sem alterar a sequéncia do
DNA) e pode explicar em parte o predominio destas doencas em pacientes do sexo
feminino (7,23,24).

A patogénese das doengas tireoideanas autoimunes, assim como outras doengas
autoimunes, ¢ multifatorial, havendo influéncias ambientais, genéticas, imunologicas e
hormonais (5,6,7,18,25,26).

Os trés antigenos mais importantes envolvidos na autoimunidade tireoideana
estdo claramente definidos. O primeiro a ser reconhecido foi a tireoglobulina (TG), uma
proteina de 670 kD sintetizada nas células tireoideanas e substrato para a produ¢do dos
hormonios tetraiodotironina (T4) e triiodotironina (T3). O segundo antigeno foi
identificado como receptor de TSH (TSH-R), uma glicoproteina com 764 aminoacidos.
O antigeno TSH-R ¢ um receptor de membrana formado por dominios extra e
intracelular o qual se liga a subunidade Gs da adenilciclase. Anticorpos anti-receptor de
TSH mimetizam a fun¢do do TSH e causam a doenca através da ligacdo ao receptor de
TSH estimulando ou inibindo as células tireoidianas. Pacientes com doenga tircoideana
autoimune podem ter tanto os anticorpos anti-receptores de TSH estimuladores quanto
os bloqueadores circulantes no plasma, e o quadro clinico resulta da poténcia de cada
tipo de anticorpo. Alternancia entre um subtipo e outro de anticorpo em alguns
pacientes, envolvendo mudangas na concentragdo, poténcia e afinidade, pode ser
causada por numerosos fatores e levar a alteragdo do estado funcional da glandula,
gerando dificuldades no tratamento e algumas vezes necessitando tratamento com
levotiroxina, outras, tratamento com drogas anti-tireoideanas (27).

O terceiro antigeno tireoideano, inicialmente descrito como ‘“‘antigeno
microssomal”, foi identificado como a tireoperoxidase (TPO), nucleotideo sintetizado
na tiredide. A TPO tem como fungdo promover a iodacdo da tireoglobulina além de

participar do processo de organificacdo do iodo. O antigeno microssomal/TPO ¢
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expresso tanto na superficie da célula tireoideana quanto no citoplasma, e pode
representar o antigeno de superficie celular envolvido na citotoxicidade mediada por
complemento assim como na citotoxicidade mediada por células anticorpo-dependente
(27).

O desenvolvimento da TH cursa com um ataque imunoldgico anormal contra os
antigenos tireoideanos mediado por células T ¢ B onde os linfocitos T estimulam

linfocitos B a produzirem altos niveis de anticorpos contra estes antigenos (3,18,27).

Sabe-se que tanto a tireoperoxidase quanto a tireoglobulina e TSH-R participam
da biossintese dos hormdnios tireoideanos. Apos captar o iodo e concentra-lo, a tireoide
rapidamente promove oxidacdo do mesmo e ligagao a residuos de tirosina presentes na
tireoglobulina que serdo agrupados para formacao de tetraiodotironina e triiodotironina.
Tal processo requer a presenga de iodo, TPO, H202 e a tireoglobulina como proteina
receptora de iodo. A TPO, assim como a TG sdo nucleotideos sintetizados no reticulo
endoplasmatico do tireocito cuja expressao genética ¢ regulada pelo TSH via fatores de
transcri¢do especificos da glandula tireoide. Em portadores de DTAs anticorpos anti-
TPO reagem com proteinas de sua estrutura gerando precipitacdo da mesma (28).

O tratamento com levotiroxina leva a reducdo importante dos niveis dos
anticorpos anti-TPO e anti-TG. Estudos relatam que a producdo de auto-antigenos
tireoideanos, como a TPO ¢ um fenomeno dindmico estimulado pelos niveis de TSH de
tal forma que apds tratamento bem sucedido com levotiroxina ha redu¢do na expressao

de auto-antigenos pelas células tireoideanas (13,29,30).

O AcTPO tem maior importancia do que os demais anticorpos na fisiopatologia
do hipotireoidismo na TH. Estudos demonstraram que o dano tireoideano em pacientes

com TH tem relagdo com os niveis de AcTPO e de citocinas do grupo Th1(13,31).

A frequéncia de anticorpos anti-TG correlaciona-se com o grau de infiltracdo
linfocitdria e mais de 90% dos pacientes com TH apresentam tais anticorpos.
Adicionalmente, quase todos os pacientes com TH possuem AcTPO em concentragdes
elevadas. Estes anticorpos também ocorrem na populacdo geral na auséncia de doenga
tireoideana clinicamente significativa. Contudo, a presenca dos auto-anticorpos tem sido
associada a maior risco de hipotireoidismo futuro, especialmente nos casos em que ha

aumento dos niveis de TSH (hipotireoidismo subclinico) (7,14,32).



A histéria natural da doenga tireoideana autoimune inicia-se em um primeiro
estagio com testes normais de funcdo tireoideana e anticorpos anti-tircoideanos ausentes
no plasma. Nesta primeira fase, porém, os individuos predispostos a DTA podem
apresentar evidéncias de ativagdo imunoldgica demonstradas por alteragdes do tecido
conjuntivo contendo acumulos anormais de células dendriticas e/ou macr6fagos. Em um
estdgio subsequente, anticorpos anti-tireoideanos sdo detectdveis no plasma. A
concentragdo dos mesmos aumenta gradualmente, ha alteracdo dos niveis de TSH com
T4livre permanecendo normal. Inicia-se entdo uma terceira fase caracterizada por
disfuncao tireoideana subclinica. Na quarta fase, a disfuncao tireoideana subclinica, seja
hipertireoidismo ou hipotireoidismo, evolui para disfungdo clinica, representada
respectivamente pela Doenca de Graves (DG) e pela Tireoidite de Hashimoto (TH).
Sabe-se que a transi¢ao para a Ultima fase ¢ muito mais rapida na DG em comparagao a

TH (7,27).

Se a reacdo autoimune, caracteristicamente orgao-especifica, extrapola os limites
da tireoide e acomete outros 0rgdos por haver reacdo cruzada, a doenga desencadeada
podera se apresentar como uma sindrome diferente. Os antigenos citados sao exclusivos
da glandula tireoide, embora tecido gorduroso e possivelmente outros tecidos como o
retrobulbar ocular possam expressar TSH-R, assim como ha relatos da presenca de TG

no tecido orbitario de pacientes com oftalmopatia (27).

As células T sao subdivididas em algumas categorias de acordo com sua func¢ao.
Células T regulatorias (Treg), também conhecidas como supressoras, constituem uma
subpopulagdo especializada de linfocitos T responsaveis pela manutencdo da
homeostase do sistema imune impedindo o ataque a auto-antigenos. As células Treg
exercem sua atividade supressora/regulatoria sobre outras subpopulacdes de linfocitos
como as células T CD8+ e T CD4+. As células T CD4+ sdo conhecidas como T-khelper
ou auxiliares porque sdo células que expressam em sua superficie a proteina CD4 e sao
responsaveis por auxiliar outras células no processo imune, como por exemplo,
maturacdo de células B em plasmocitos, ativacdo de macrofagos ou de células T
citotoxicas. Estas tltimas sdo conhecidas como células T CD8+ pois expressam em sua
superficie a proteina CDS8 e sdo responsaveis pela destruicao de células infectadas por

virus, células tumorais e relacionadas a rejeicao a transplantes (3,25,33).

Nas doengas tircoideanas autoimunes ha redugdao da atividade das células T

regulatorias gerando redugdo da auto-tolerancia e levando ao desenvolvimento da
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doenga. Na TH ha maior quantidade de células T CD8+ em comparag¢ao com células T

CD4+ (3,33,34).

Citocinas exercem multiplas agdes na tireoide na vigéncia das doengas
tireoideanas autoimunes e provavelmente sdo responsaveis por determinar as
manifestagdes clinicas como, por exemplo, a oftalmopatia na Doenca de Graves (DQG).
Na TH nota-se a predominancia de citocinas do grupo Thl representadas principalmente
por interleucina-2 (IL-2), interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-

o) que juntas integram a resposta imune mediada por células (25,35).

Fatores ambientais como alta taxa de ingestdo de iodo, deficiéncia de selénio,
poluentes como fumaca de cigarro, doengas infecciosas como hepatite C cronica e
certas drogas, estdo implicados no desenvolvimento de tireoidite autoimune. Assim,
sabe-se que longo tempo de exposicao a iodo pode levar ao aumento da iodacao da
tireoglobulina, com consequente aumento de sua antigenicidade e desencadeando o
processo autoimune em individuos geneticamente predispostos. Em éreas com
suficiéncia de iodo nota-se maior prevaléncia de autoanticorpos tireoideanos e
hipotireoidismo autoimune. Por sua vez, a deficiéncia de selénio reduz a atividade das
selenoproteinas, incluindo as glutationas peroxidases que oxidam perdxido de
hidrogénio usando o peptideo glutationa como substrato, podendo gerar aumento da
concentragdo de perdxido de hidrogénio e entdo promover inflamacdo e doenga
tireoidiana. Poluentes ambientais como fumaga, bifenil policlorato, solventes e metais

estao implicados na inflamagao e no processo autoimune (7,27,35,36).

Algumas drogas, especialmente agentes como interferon-alfa podem precipitar
DTA em individuos predispostos e mais frequentemente em mulheres que apresentem
anticorpos anti-TPO. O interferon pode ter efeito toxico direto sobre os tireocitos assim
como estimular a resposta imune destrutiva. Alemtuzumab, um anticorpo monoclonal e
o esquema HAART anti-retroviral podem causar deplecdo linfocitaria e
desencadeamento de DTA. Estresse estaria associado, sobretudo ao desenvolvimento de

doenca de Graves ndo se associando a TH (7,8).

Similarmente, infeccdes podem estar relacionadas ao desenvolvimento das
DTAs. Ha relatos de reacdo cruzada entre proteinas de membrana da Yersinia
enterocolitica com epitopos de TSHR. Virus C relaciona-se claramente a predisposicao

a DTAs porque pode infectar os tireocitos resultando em secrecdo de citocinas que



exacerbam a resposta imune. Além disso, Enterovirus foram encontrados em tecidos

tireoideanos de pacientes com TH (7).

O tabagismo, como evidenciado em varios estudos populacionais, ¢ um fator
protetor contra a TH, porém ¢ um marcador de prognostico desfavoravel para o
desenvolvimento e curso da oftalmopatia tireoideana associada a DG por motivos ainda
pouco conhecidos. Uma explicacdo para o efeito adverso do tabagismo na orbitopatia
seria o fato de que a hipdxia parcial aumentaria a sintese de glicosaminoglicanos pelos
fibroblastos retrobulbares intensificando o edema nos musculos extraoculares
responsaveis pelo desenvolvimento da orbitopatia. Sabe-se que o tabagismo diminui o
risco de desenvolvimento dos anticorpos anti-TPO e anti-TG e a evolucdo para
hipotireoidismo de forma dose-dependente, do mesmo modo que o efeito protetor

desaparece em poucos anos apos a cessacao do tabagismo (7,8,27,35,36).

O consumo moderado de alcool tem sido relatado como responsavel por redugéo
do risco de desenvolvimento de TH e DG. O efeito do alcool no sistema imunolédgico
ainda ¢ pouco compreendido, no entanto sabe-se que o alcool exerce um efeito toxico

direto na glandula tireoide (7,37).

A vitamina D em sua forma ativa (1,25(OH);D) liga-se ao seu receptor (VDR)
que pode estar expresso em varias células imunologicas como mondcitos, macroéfagos,
células dendriticas, linfocitos B e T. Ao ligar-se ao seu receptor promove acdes
imunomoduladoras. Baixas concentragdes de vitamina D foram associadas a
predisposicdo para varias doengas autoimunes, como diabetes mellitus tipo 1, artrite
reumatoide, esclerose multipla e DTAs. Ha relatos sobre associagdo de baixos niveis de
vitamina D e preseng¢a de anticorpos anti-TPO além da associagdo de polimorfismos no

gene VDR em pacientes com DTAs (7,32).

Fatores ambientais ainda nao foram, contudo, suficientemente investigados para
se definir seu verdadeiro papel na patogénese da DTA e ha necessidade de avaliar seus
efeitos no desenvolvimento do processo autoimune e os mecanismos de sua interagao

com os genes suscetiveis (7,35).



2.1 Fisiopatologia da Autoimunidade Tireoidiana

O sistema imunoldgico humano é composto por cerca de 2 X 10'? linfocitos
subdivididos em dois grupos . Linfocitos T sdo responsaveis pela produgédo de citocinas
que promovem ativagdo de linfocitos B além de participarem de ativacdo de macrofagos
e das células TCD8+ (citotoxicas). Linfocitos B sintetizam imunoglobulinas que sao
primeiramente expressas em suas membranas como receptores antigeno-especificos e
em seguida, secretados como anticorpos ap6s estimulacdo antigénica. A capacidade do
sistema imune em reconhecer antigenos ¢ notavel. Um ser humano pode produzir mais

de 107 anticorpos com diferentes especificidades (27).

Linfocitos B e T humanos normalmente expressam antigenos do complexo
principal de histocompatibilidade humano (MHC) em sua superficie. Os mesmos sdo
denominados HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos) e subdividos em classe I (HLA-
A, B, C) e classe I (HLA-DR, DP, DQ). Linfocitos B e T expressam em sua superficie
HLA de MHC Classe I e apenas as células B expressam antigenos classe II. Linfocitos
T “ativados” também expressam antigenos classe II em sua superficie, e sdo entdo
descritos como “DR+”. Os antigenos HLA-DR classe II presentes nos linfocitos B sao
responsaveis pela geragcdo da resposta imune através de sua interagdo com os linfocitos
T. Os tireocitos de pacientes com TH expressam anormalmente em sua superficie
antigenos HLA-DR por estimulo de citocinas do grupo Thl o que pode desencadear o

ataque imunoldgico a glandula (2,6,8,38).

Os antigenos HLA do MHC classe Il sdo elementos centrais na apresentacao de
antigenos exogenos para os linfocitos TCD4+ e para regulagdo da resposta imune. A
expressdo destes antigenos na superficie celular estd restrita aos linfocitos B,
macrofagos, outras células apresentadoras de antigenos e ao endotélio capilar. Alguns
autores descrevem expressao anormal de antigenos HLA classe II em células foliculares
tireoideanas tanto na DG quanto TH. Ha relatos de associagdo de HLA-DR3, DR-4,
DR-5, DQA1*0201/%0301, DQB1*0201 a forma com bdcio da TH assim como alelos
HLA-DRS8, DQB1*0302, DRB1*04, DQB1*03 estariam associados com a forma
atrofica (8,9,38).

Ha varios estudos que demonstram haver expressao do MHC classe Il na forma

de moléculas HLA-DR em células foliculares tireoideanas de pacientes com DTA, o



que normalmente ndo ocorre em individuos saudaveis. Este evento faz com que as
células tireoideanas se tornem apresentadoras de auto-antigenos tireoideanos sendo
entdo responsaveis por exacerbar a DTA. A expressio das moléculas MHC na
superficie da célula tireoideana ¢ estimulada pela citocina IFN-y secretada pelos

linfécitos T (8).

Ao mesmo tempo em que induz expressao de MHC Classe II pelos tireocitos, a
interleucina INF-y também estimula a expressio de MHC classe I pelas células
tireoideanas aumentando assim sua susceptibilidade ao reconhecimento pelas células
TCDS citotoxicas, que se acredita serem responsaveis pela maior parte da destruicdo

tecidual que ocorre no hipotireoidismo autoimune (8).

No timo, células precursoras indiferenciadas dao origem a linfocitos T CD4+, as
células T-helper ou auxiliares e CD8+, as células T citotdxicas. Nos tecidos linfaticos
periféricos as células CD4+ se diferenciam apds a ativagdo por exposi¢do a um antigeno
em dois subtipos, Th1l e Th2. O microambiente em que as células Th indiferenciadas se

desenvolvem definira qual subtipo sera predominante (6).

Sabe-se que a citocina IL-12, secretada por células apresentadoras de antigenos
como linfécitos B, monocitos, macrofagos e células dendriticas ¢ uma das mais
importantes envolvidas na diferenciagdo de células ThO em Thl. Durante uma resposta
imune normal os subgrupos Thl e Th2 se autorregulam havendo um balanco entre os
dois subtipos. O grupo de células Thl ¢ responsavel pela imunidade celular e estdo
relacionadas a defesa contra patdogenos intracelulares como virus e respostas a tumores,
secretando as interleucinas IL-2, IFN-y e TNF-a, entre outras. Nas doengas autoimunes
as células Thl sdo direcionadas contra proteinas do proprio organismo, resultando na
condicao patologica. O grupo de células Th2 relaciona-se com a resposta imune
mediada por anticorpos e secretam principalmente IL-4 e IL-5 relacionando-se com a
resposta do hospedeiro a patdogenos extracelulares como bactérias e parasitas e esta

envolvida na manifestacdo de processos alérgicos e asma (3,6,13,25,39).

Uma divisdo funcional baseada na secre¢do de linfocinas parece proporcionar
uma categorizagdo importante para as células CD4". Células Thl funcionam como
células “inflamatodrias”, tipicas de uma reagdo de hipersensibilidade retardada, enquanto
células Th2 sdo mais especificamente células auxiliares (helper) para a sintese de

imunoglobulinas pelas células B (27).



Os linfocitos TCD4+ reconhecem pequenos peptideos antigénicos apresentados
por moléculas MHC classe II através do TCR (receptor de células T), um heterodimero
composto pelas cadeias o e . Existem no minimo trés principais e varios autoantigenos
tirecoideanos menos importantes ¢ ha multiplos epitopos de peptideos em cada um.
Estudos tém demonstrado que epitopos dos antigenos TPO e TSH-R reconhecidos por
linfécitos T ndo possuem uma regido imunodominante, especifica de reconhecimento
dos mesmos pelo TCR, tornando dificil o desenvolvimento de uma imunoterapia que

utilize antagonistas de epitopos peptidicos especificos (8).

Células T reconhecem antigenos em associagdo com (“apresentados por’’) uma
molécula-MHC. Células T CD4+, que frequentemente funcionam como células T
auxiliares, reconhecem moléculas que expressam antigeno classe II, e células T CD8+,
que frequentemente funcionam como células citotoxicas, reconhecem moléculas que
expressam antigeno classe I. O antigeno, um pequeno peptideo, por exemplo, se encaixa
dentro de uma fenda na molécula HLA-DR. O TCR tem a funcdo de reconhecer o
peptideo antigénico na molécula MHC. A resposta normal ocorre via reconhecimento
antigénico pelo TCR, sucedendo-se a ativacao da célula T através do efeito combinado
de reconhecimento do antigeno e de sinais co-estimuladores, incluindo agdo da
interleucina I (IL-1) levando a secrecdo de IL-2 e expressdo de receptor de IL-2,

seguido da proliferagdo de células T de um clone ativo (27).

As células T auxiliares CD4+ auxiliam outras células incluindo ativagdo de
células T citotoxicas e macrofagos. As células T citotoxicas CD8+ e as células Tregs
agem suprimindo a estimula¢do do sistema imune e mantendo a tolerancia a auto-
antigenos. As células Tregs exercem sua funcdo de regulagdo/supressdo atuando tanto
em células T CD8 quanto em T CD4, células B e dendriticas. As células B sdo

responsaveis pela imunidade humoral através da produgdo de anticorpos (3).

Uma terceira populagdo de linfocitos TCD4+ auxiliares, denominada Th17 foi
posteriormente descoberta como participante da patogénese de varias doengas
autoimunes, dentre elas a TH, com produgdo das citocinas IL-17, IL-22 e IL-23. As IL-
17 sdo as principais moléculas efetoras das células Th17 agindo na producdo de
autoanticorpos. Ha relatos mostrando que as concentragdes de IL-17 sdo maiores na TH
¢ baixas tanto no tecido tireoidiano normal quanto em outras doengas tireoidianas.

Observou-se importante fibrose do estroma associada a presenga de IL-17
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sugerindo que a mesma desenvolveria um papel no processo de inflamacdo local

(1,40,41,42).

Estudos demonstraram haver expressao de IL-17 tanto na infiltragdo linfocitaria
presente nos tecidos tireoideanos quanto nas células epiteliais foliculares da tireoide de
pacientes portadores de TH, além de sua presenca em linfocitos periféricos destes
pacientes. As células Th17 sdo responsaveis pela defesa contra certos microrganismos
como Klebsiella, Borrelia e fungos, além de desempenharem importante papel na

inflamacdo tecidual e autoimunidade 6rgdo-especifica (27,43).

A expressdo clinica da doenga tireoideana autoimune depende do balango
existente entre resposta Thl e Th2, resultando entdo na DG ou nas formas de TH com
bocio ou atréfica. A TH forma com bdcio estd relacionada ao predominio de imunidade
celular via ativagdo de Thl promovendo apoptose das células foliculares tireoideanas
levando a disfuncdo. A forma atrofica da TH estd relacionada ao predominio de
imunidade humoral, via ativacdo de Th2 que induz linfocitos B antigeno-especificos a
produzirem anticorpos anti-receptor de TSH (TRAb) bloqueadores de estimulo
causando assim a doenga. Similarmente, na Doenca de Graves, as células Th2 ativadas

levam a produc@o de TRAD estimulador da glandula (27,44).

Estudos mostram que na TH ha um defeito genético na fungdo da célula T
supressora (Treg). Desta forma, as células T-CD4+ ndo sdo suprimidas, estando livres
para promover ativagao dos linfocitos B. Concomitantemente, as células Th2 produzem
varias citocinas que induzem os tiredcitos a expressarem antigenos de superficie HLA-
DR tornando-os suscetiveis ao ataque imunoldgico. Embora estes antigenos nao sejam
habitualmente expressos nas células tireoidianas, os pacientes com TH expressam os
antigenos referidos na superficie das células foliculares desencadeando o processo
autoimune. Linfocitos B ativados pelos linfocitos T produzem anticorpos que reagem

aos antigenos tireoidianos (5,6,35,45).

Na Tireoidite de Hashimoto forma com bocio o ataque imunoldgico parece ser
tipicamente agressivo e destrutivo, ao invés de estimulatério como na DG, e a diferenga

ocorre muito provavelmente pelas caracteristicas da resposta imune (14).

No estado basal, estagio 1, a reacdo imune contra antigenos autdlogos ocorre como
um processo habitual. Este existe provavelmente em um nivel fisiologico insignificante,

uma vez que nem todas as células B ou T que reagem com TSH-R, TPO ou TG sao
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excluidas, e o antigeno normalmente estd presente na circulagdo. O tempo para
desenvolvimento de linfocitos T e B reativos aos antigenos tireoideanos antes da
manifestacdo clinica da doenga ainda nao esta bem definido. Se os ensaios forem
sensiveis o suficiente, provavelmente encontraremos alguma concentragdo de anticorpos
contra TSH-R, TPO e TG presentes em pessoas saudaveis, aumentando em prevaléncia
e concentragdo com o avangar da idade, especialmente nas mulheres uma vez que o
sexo feminino esta relacionado de alguma forma com autoimunidade tireoideana

(14,27).

Pacientes que herdaram certos genes suscetiveis, como aqueles codificados
como HLA-DR3 ou DRS5 estardo especialmente predispostos a desenvolver DTA
porque seu repertorio de células T e B inclui células que reconhecem antigenos
proprios, sugerindo que seus imundcitos sdo especialmente bons em coleta,
apresentacdo e resposta ao antigeno, ou sdo incapazes de clarear efetivamente os

complexos imunes de seu plasma (7,14).

O estagio 2 mostra que possivelmente uma infeccdo viral ou outras causas de
dano celular ou reac¢do cruzada de anticorpos presente apos infec¢do por Yersinia (ou
outros) levaria ao desenvolvimento de determinadas quantidades de antigenos
tircoideanos que, em individuos geneticamente predispostos, conduziriam a um
aumento, porém pouco significativo, da resposta imune. O processo pode perdurar por
varios anos, e se intensifica e diminui, justificando casos em que a tireoidite pode ser
clinicamente aparente e entdo desaparecer, alternando fases de atividade da doenca.
Fatores envolvidos em supressdo temporaria ou permanente da resposta imune podem
incluir reducdo da apresentagdo de antigenos, ou a inducdo normal auto-regulatéria de
células T com fungdo supressora, incluindo as reguladas mutuamente pelos subtipos

Thl e Th2 (14).

No estagio 3 observa-se que se fatores de supressdo ndo controlam o
desenvolvimento da resposta imune, a doenca progride com uma nova intensidade,
agora direcionada para antigenos especificos, induzindo a hiperfungdo celular (TSAb —
anticorpo anti-receptor de TSH estimulador), ou hipofungdo (bloqueio do TSH ou

anticorpos anti-NIS - Sodium lodide Symporter), ou destrui¢ao celular. Presume-se que

a citolise e apoptose diretas da célula T e a citotoxicidade mediada por células T CD8+

tém um importante papel neste estagio, tornando a doencga clinicamente evidente (14).
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No estagio 4, no qual a doenca se desenvolve, uma variedade de fatores
secundarios entram em jogo ¢ aumentam a imunoreatividade anti-tireoideana. Qualquer
estimulo que cause aumento da expressdo de DR nas células tireoideanas, como a
secrecdao de IFN-y pela célula T, juntamente com o aumento da estimulagdo pelo TSH,
pode permitir que células epiteliais tireoidianas desempenhem papel de células

apresentadoras de antigenos (APCs) (14).

No estagio 5, citocinas derivadas das células T podem induzir ativacdo de
células T e B por um antigeno inespecifico ¢ consequentemente produzir anticorpos.
Células auto-reativas ficardo acumuladas no tecido tireoideano e aumentardo o
desenvolvimento da resposta por secrecdo de linfocinas ou citolise, de uma maneira
independente dos antigenos tireoideanos. Neste estagio, 0 processo autoimune
inespecifico pode dominar o processo de doenga que ja ndo depende do antigeno

especifico para sua continuagao (14).

No estagio 6, como a concentragdo de células T e B ativadas presentes no tecido
tireoideano, e células T auto-reativas e inespecificas tornam-se progressivamente
envolvidas, a destruicdo celular pode levar entdo, ao desenvolvimento de novos
antigenos. Epitopos de reagdo cruzada e estimulacdo ndo especifica de células T em
individuos geneticamente predispostos, podem levar a adi¢do de novas sindromes
imunoldgicas associadas (exoftalmia, mixedema pretibial, gastrite atrofica), tipico de

pacientes mais velhos com maior tempo de doencga clinicamente manifesta (14).

2.2 Papel das Citocinas :

As citocinas constituem a base do processo de resposta autoimune. SZo
secretadas por linfocitos T, B, macrofagos, monocitos e células dendriticas apos

estimulos, exercendo uma serie de efeitos diretos e indiretos (14).

Tanto as células T quanto B liberam uma grande quantidade de citocinas que
executam suas funcdes efetoras e alteram a fun¢do de outras células. Como os linfocitos
sofrem maturagdo no timo e tornam-se ativados na exposi¢cdo ao antigeno, existe
alteragdo quanto ao tipo de citocina a que respondem e produzem. Em animais, e menos

frequentemente em humanos, tipos de linfocitos podem operacionalmente ser definidos
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pelas citocinas produzidas. Por exemplo, células T “Th1” produzem IL-2, IFN-y ¢ TNF-
a ¢ sdo predominantes nas reagdes do tipo “hipersensibilidade tardia” enquanto que as
células T “Th2” produzem IL-4 e IL-5, estimulam células B e estdo envolvidas
especialmente em reagdes anticorpo-mediadas. Citocinas produzidas por células Thl
aumentam a atividade deste subtipo, mas inibem células Th2 e vice versa. Esse tipo de
regulacdo pode ser crucial na determinacdo de uma resposta imune e em fendmenos
supressores. Adicionalmente, subtipos de Th como as células Th-17 que secretam IL-17

entre outras citocinas sdo fortemente pro-inflamatorias (1,2,6,13,18,43,46).

Sabe-se que em pacientes com diagnostico de Tireoidite de Hashimoto ha o
predominio da imunidade mediada por células via linfocitos Thl com aumento da
secrecdao de INF-y, TNF-a e IL-2. Além disso, pode haver o predominio da imunidade
humoral via linfécitos Th2 e aumento da secre¢do de IL-4 e IL-5, com producdo de
anticorpos anti-receptor de TSH bloqueadores de estimulo e consequente
desenvolvimento de TH forma atréfica ou estimuladores, levando a doenga de Graves

(7,14,39).

A interleucina INF-y do grupo Th-1 ¢ responsdvel por induzir a expressao de
moléculas HLA-DR do MHC classe II na superficie dos tireocitos, evento este
responsavel por perpetuar o processo autoimune. Ao mesmo tempo em que induz a
expressdo de moléculas MHC classe II, é responsavel por aumentar a expressdo de
moléculas MHC classe I na superficie das células tireoideanas fazendo com que se
tornem mais facilmente suscetiveis a acao dos linfocitos TCDS citotoxicos responsaveis
pela destruigdo do tecido tireoideano no hipotireoidismo autoimune. Adicionalmente,
apresenta funcdo inibitéria direta sobre a iodagdo das células epiteliais tireoideanas e
sintese de TG. Além disso, sua producdo pelos linfécitos T pode ser estimulada pela IL-
2, também pertencente ao grupo Thl e também tem seus niveis regulados pela 1L-12,
citocina secretada por células apresentadoras de antigenos, encontrando-se reduzida

apos tratamento com levotiroxina (13,41,47).

A interleucina TNF-a pode ser produzida por macrofagos e tem efeito
potencialmente citotoxico sobre as células epiteliais tireoideanas as quais podem
produzir numerosas citocinas incluindo IL-1 que € responséavel por ativar células T e IL-
6 que estimula células T e B. Células dendriticas sao importantes fornecedoras de IL-1 ¢
IL-6 no tecido tireoideano e podem inibir o crescimento da célula folicular tireoideana

(14).
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Adicionalmente, IL-1 causa uma dissociagdo de complexos juncionais entre as
células tireoideanas expondo autoantigenos ocultos. As citocinas apresentam ainda um
papel na patogénese da oftalmopatia da doenca tireoideana autoimune através de seus

efeitos estimulatorios nos fibroblastos orbitarios (14).

As células tireoideanas expressam moléculas de adesdo intracelular (ICAM-1) e
antigeno-3 associado a fun¢do linfocitaria (LFA-3) os quais estdo em maior quantidade
na presenca de determinadas citocinas como INF-y, TNF-a e IL-1. Estas tém acdo direta
sobre a potencializagdo da citotoxicidade e outras interagdes com linfocitos, pois ambas
as moléculas exercem papel importante na ligacdo dos linfocitos aos seus alvos

(7,8,14,27).

Na DTA pode haver exacerbagdo da ativacdo do sistema complemento gerando
liberacdo de citocinas, prostaglandinas e metabodlitos oxigenados pelas células
tireoideanas apds alteragdes metabolicas das mesmas, secundarias ao ataque do
complemento. Estas respostas sdo atenuadas por drogas antitireoideanas que se
concentram nas células tireoideanas podendo contribuir para imunomodulagdo

tireoideana gerando uma queda nos niveis dos auto-anticorpos (8).

Outro caminho através do qual os linfocitos podem ser ativados nas DTAs se
realiza por intermédio do seu ligante CD40 que se liga ao CD40 expresso nas células
tireoideanas. Este ligante ¢ estimulado pelas citocinas INF-y, TNF-a e IL-1 produzidas
pelo infiltrado linfocitico tireoideano. Apos estimulagdo por IL-1, muitas citocinas
podem ser produzidas nas células tireoideanas entre elas a propria IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12, IL-13 e IL-15. Além disso, verifica-se a expressao da citocina IL-17 em células

tireoideanas estimuladas por INF-y, TNF-a e IL-1 (8).

As interleucinas IL-17 podem agir em varias células induzindo a expressao de
citocinas como IL-6 e IL-8 além de atuarem em conjunto com outras citocinas, como
TNF-a, potencializando as agdes inflamatorias das mesmas. Portanto, pode-se dizer que
a TH é uma doenga autoimune mediada por células Thl e Thl7 e que estas sdo
responsaveis por intensa fibrose do estroma que a distingue de outras doengas

tireoideanas benignas (1).

Ha relato de concentragdes elevadas de IL-17 em tecidos de pacientes com TH,
0 que nao ocorre em outras doengas tireoidianas como cancer, bocios multinodulares ou

no tecido tireodeano normal, sugerindo envolvimento desta IL na fisiopatologia da TH.
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Essas concentragdes de IL-17 estariam relacionadas ao grau de hipotireodismo do
paciente por seu papel adicional na inducdo da expressao de outras citocinas como IL-6,
IL-8, IL-1, IL-12, G-CSF (fator estimulador de coldonias de granuldcitos na medula
ossea) além de interagir com IL-1B3, TNF-a (1,43).

Produgdo —Fixagdodo
de anticorpos complemento
tireoideanos >
_ / Expresséo de proteinas
D|fer'enc:ag:ao regulatérias do complemento Expressdo de moléculas
e e HLAClasse |
T / ILITNFy-IFN \
INFILTRADO .
LINFOCITARIO CELULAS FOLICULARES TIREOIDEANAS
l '\ I1. 1.11-6.11-8. /
Expans&o I-12.11-13.1L-15
deTh1 Expressdao de moléculas HLA

classe | e moléculas de adesao

Celulas TCD8 _/'

citotéxicas Expressao do Fas e produgéo

de dxido nitrico

Tireoidite
destrutiva

Figura 1: Interagoes entre células foliculares da tireoide e do sistema imunologico na doenga autoimune
da tireoide. Fonte HTTP.//thyroidmanager.org. Adaptado de Weetman AP Ajjan; R Watson; PF
Bailliere’s. Clin Endocrinol Metabl1:481-497,1997.

2.3 — Diagnostico de Tireoidite de Hashimoto

O diagnostico de TH envolve duas consideragdes — o diagndstico diferencial da
lesdo tireoideana e a avaliagdo do status metabolico do paciente. Um boécio firme e
difuso, com aumento do lobo piramidal e sem sinais de tireotoxicose poderia sugerir o
diagnodstico de TH. Mais frequentemente a glandula ¢ bocelada. Usualmente € simétrica,
embora possam ocorrer muitas variagdes na simetria e na consisténcia. A traqueia esta
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raramente desviada ou comprimida. A associacdo de bocio com hipotireoidismo ¢
caracteristica desta condi¢@o, porém encontra-se também em algumas sindromes em que
ha defeito de sintese na resposta hormonal (5,14).

A concentragdo de T4 total e de T4 livre pode variar de valores baixos a altos,
mas sdo encontrados mais tipicamente em niveis normais ou baixos. A avaliagdo da
captacdo tireoidiana, raramente necessaria, varia desde valores abaixo do normal até
elevados, dependendo de fatores tais como niveis de TSH, da eficiéncia do uso de
iodeto pela tireoide e da natureza dos componentes que estejam sendo liberados para a
circulagdo. Niveis de gamaglobulina podem estar elevados, embora usualmente estejam
normais. Esta alteracdo evidentemente reflete a presenca de altas concentragdes de auto-
anticorpos anti-tireoideanos (5,14).

Anticorpos anti-TPO e menos frequentemente anti-TG estao presentes no plasma
na TH. Altas concentragdes confirmam o diagndstico de doenga tireoideana autoimune.
AcTG apresenta-se em elevadas concentragdes em aproximadamente 80% dos
pacientes, AcTPO em 90% a 95% dos pacientes e quando tanto AcTPO quanto Ac TG
sd30 mensurados, encontram-se elevados em 97% dos casos. Particularmente, pacientes
jovens tendem a apresentar niveis baixos e ocasionalmente negativos destes anticorpos.
Neste grupo etario, mesmo baixas concentragdes indicam a presen¢a de autoimunidade
tireoideana (5,14).

Ultrassonografia pode mostrar imagens variadas, desde aumento da glandula
com textura normal, imagem caracteristica com ecogenicidade muito baixa, ou
sugestiva de multiplos ndédulos mal definidos. Além disso, pode haver noédulos
verdadeiros associados a TH como os adenomatosos, coloidais e hiperplasicos. Os
chamados pseudo-nddulos sdo caracterizados por alteragdes no tecido tireoideano de
natureza inflamatodria localizada e o tecido tireoideano alterado pode apresentar areas de

fibrose (14,15).

2.4 - Tratamento

O hormonio tireoideano levotiroxina em dose de reposicdo completa esta
indicado se o hipotireoidismo encontra-se instalado. O tratamento ¢ recomendado se as
concentragdes de TSH estdo elevadas e as de T4 livre estdo baixas. Diante de
concentragdes ainda normais de T4 livre, existe a possibilidade de tratamento, desde que

o aparecimento de hipotireoidismo ¢ previsivel em tais pacientes. Nao ha evidéncias de
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que a reposi¢ao de hormonio tireoideano realmente interrompa o processo continuo de
tireoidite, mas em alguns pacientes recebendo tratamento nota-se que os niveis de
anticorpos sofrem uma queda gradual ao longo de varios anos (14).

A dose de levotiroxina normalmente deve ser a necessaria para trazer os niveis
de TSH para dentro dos valores de referéncia ou mesmo proximos ao limite inferior.
Este objetivo ¢ normalmente alcancado com a administracio de 1 micrograma de
levotiroxina por kilo de peso por dia, em média, doses de 75 a 125 microgramas por dia

em mulheres e 125 a 200 microgramas por dia em homens (14).

3 -Vitamina D

A vitamina D, embora descrita inicialmente como uma vitamina e conhecida a
principio por seu papel na regulacdo da homeostase calcio-fosforo, ¢ considerada um
horménio. Hoje se sabe que a vitamina D possui multiplas func¢des incluindo acdes
imunomodulatérias, desempenhando um importante papel na patogénese de doencas

autoimunes dentre elas as doengas tireoideanas como a TH (2).

Os efeitos imunomodulatorios da vitamina D decorrem de sua acdo direta no
receptor VDR da célula T resultando em prote¢do de tecidos-alvo, como as células
tireoideanas na doenga autoimune. Também promove inibicao da proliferagao de células
B pos-ativagdo por células T e inducdo de apoptose das mesmas com consequente
redu¢do de anticorpos reativos aos antigenos tireoidianos, além de inibir o

desenvolvimento e a fung@o de células Thl (2).

A vitamina D possui varias fun¢des importantes no organismo. Apresenta como
principal fonte a provitamina D3 (7-dehidrocolesterol) presente na membrana celular de
queratindcitos sendo convertida em pré-vitamina D3 pela acdo da luz UVB e
posteriormente em vitamina D3 que ¢ liberada para a circulacao. A producao cutanea de
vitamina D ¢ influenciada por fatores externos como protetor solar, roupas, latitude,
hora do dia e estagdo do ano. Também pode ser encontrada em menor quantidade em
alimentos de origem vegetal (Vitamina D2 ou ergocalciferol) e animal (Vitamina D3 ou
colecalciferol), sendo estocada nos hepatdcitos apds a absorcao intestinal. O atual estilo
de vida das pessoas com reducdo de atividades ao ar livre e dieta pobre em vitamina D

tem sido responsavel pela diminui¢do em seus niveis (27,36,47-53).
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Ap6s duas hidroxilacdes sucessivas, a vitamina D transforma-se em sua forma
ativa, a 1o-25(OH)2D3. A primeira hidroxilagdo ocorre no figado por acao da enzima D-
25-hidroxilase e a segunda ocorre no rim por agdo da la-hidroxilase-25(OH)D. A partir
de entdo desempenha as fungdes de regulagdo do metabolismo do célcio e fosfato
mantendo niveis séricos adequados, promovendo a absor¢do intestinal e reabsor¢do
renal de calcio, além de supressdo da secre¢ao de paratormdnio (PTH), preservando
assim a integridade do esqueleto e atuando diretamente na osteoclastogenese, efeito nos
osteoblastos e mineralizagdo da matriz 6ssea. A vitamina D vem sendo amplamente
estudada por apresentar importante participacdo na regulacdo da resposta imune
juntamente com seu receptor nuclear (VDR), que pertence a classe dos esteroides

(25,36,53,54).

Niveis de vitamina D sdo avaliados através da medida da concentra¢do da 25-
hidroxi vitamina D (250HD). O nivel ideal de 250HD sérica para a satde Ossea ¢
controverso. Baseado em estudos de suplementagdo de vitamina D alguns especialistas
sd0 a favor da manutengdo dos niveis de 250HD entre 20 ¢ 40 ng/ml (50 A 100
nmol/L), ou seja, concentragdes abaixo de 20 ng/ml seriam consideradas insuficientes,
ao passo que niveis abaixo de 10 ng/ml entrariam na categoria deficiéncia, embora se
sugira que principalmente em idosos niveis abaixo de 30 ng/ml definiriam insuficiéncia.
Sendo assim, o nivel habitualmente considerado adequado ficaria entre 30 a 40 ng/mL
(75 a 100nmol/L). Especialistas concordam que concentragdes abaixo de 20 ng/mL sdo
baixas para manter a saide Ossea. As concentracdes séricas de 250HD ideais para a

saude extra Ossea ainda ndo estdo estabelecidas (55,56).

Outros especialistas sugerem  que um  valor  minimo de
30 ng/mL (75 nmol/L) seria necessario em adultos mais velhos para minimizar o risco
de quedas e fratura. Niveis abaixo de 30 ng/ml indicam insuficiéncia de vitamina D ao
passo que niveis abaixo de 10 ng/ml sdo considerados como deficiéncia de vitamina D

(48).

Os niveis séricos de vitamina D sdo influenciados por varios fatores incluindo
principalmente o tempo de exposi¢do aos raios solares, estacdo do ano, latitude,
pigmentacdo da pele, idade, adiposidade, pratica de atividade fisica, ingestdo pela dieta
e uso de medicagdes. Areas equatoriais apresentam normalmente pequenas variagdes
nas concentracdes de vitamina D entre as diferentes estacdes do ano, porém ha uma

juncdo de todos os fatores na definicdo dessas concentragdes. Alguns estudos
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demostraram nao haver diferenca entre as concentracdes de vitamina D e as estagdes do
ano ao passo que outros evidenciam claramente esta diferenca ressaltando presenca de

maiores niveis nos meses de primavera e verao (2, 12, 44,57-62).

Particularmente na regido de Campinas, segundo o Cepagri (Centro de Pesquisas
Meteorologicas e Climaticas Aplicadas a Agricultura) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) o indice de incidéncia de raios ultravioletas tem sido bem alto
nos ultimos anos. Tal quantidade seria suficiente para manter niveis de sintese de
vitamina D adequados, seguindo-se as recomendacdes de cerca de 20 minutos de
exposicdo solar ao dia. Considera-se baixa exposi¢do solar quando a mesma ocorre
menos de 3 vezes na semana por um periodo menor que 15 minutos ao dia de exposi¢do
apenas de face e membros superiores. Considera-se alta quando os banhos de sol com
exposicao de face, membros superiores e também torax ocorre no minimo 5 vezes na

semana por mais de 30 minutos por vez (58,63).

Investigadores da maioria dos estudos prospectivos demonstram haver forte
relacdo inversa entre as concentracdes de 250HD e doencas cardiovasculares,
concentragdo sérica de lipidios, inflamagdo, disturbios do metabolismo da glicose,
ganho de peso, doencas infecciosas, transtornos cognitivos, malignidades, varias
doencas autoimunes como diabetes mellitus tipo 1, Doenca de Addison, Doenga de
Chron, DTA, doengas reumatoldgicas, entre outros. A vitamina D em sua forma ativa
1a-25(0OH)2D3 atua como potente imunomodulador inibindo diferenciacao celular e
agindo também na proliferacao e apoptose de células de defesa através de sua ligagdo a

seu receptor VDR expresso nestas células (2,18,46,64-67).

Na esclerose multipla, a gravidade das manifesta¢des oscila de acordo com as
estacoes do ano e varios estudos demonstraram que durante inverno e primavera ,
quando os niveis de vitamina D sdo menores, as exacerbacdes da doenca sdo mais
frequentes. Estudos com mulheres que fazem uso de suplementos de vitamina D

mostram haver redu¢ao importante dessas manifestagoes clinicas (55).

Estudos clinicos baseados na administragdo de analogos de vitamina D em
pacientes portadores de DMI1 demonstraram haver controle da doenga apods o
tratamento, ocorrendo queda da porcentagem de hemoglobina glicada e aumento dos
niveis de peptideo C no plasma, mostrando possivel importadncia dessa forma de

tratamento. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para explorar esse campo (55).
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Artrite Reumatoide também ¢ uma doenca autoimune fortemente associada a
insuficiéncia de vitamina D. Demonstra-se haver relacdo entre baixos niveis de vitamina
D durante periodos de atividade da doenga. Os baixos niveis de vitamina D também se
relacionam com manifestagdes de doengas como psoriase, sindrome de Sjogren e Lupus

Eritematoso Sistémico (2,68,69).

Do mesmo modo, baixas concentragdes de vitamina D estdo relacionadas a
presenca de anticorpos anti-tireoideanos e alteragdes da funcao tireoideana, sugerindo o

envolvimento da vitamina D na patogénese das DTA (2,12,36,55,57).

Estudos experimentais demonstram que a vitamina D tem efeitos anti-
inflamatdrios e imunomodulatérios atenuando doencas em modelos animais. Evidéncias
do tratamento com vitamina D em doengas autoimunes humanas ainda sdo
inconclusivas e sdo necessarios mais estudos clinicos para definir se ha realmente um

bom resultado terapéutico associando doses toleraveis e efeitos colaterais possiveis (55).

Assim, identifica¢do e tratamento da deficiéncia de vitamina D evidenciam-se
importantes para a saude musculoesquelética e possivelmente também para a saude

extra-esquelética, incluindo os sistemas cardiovascular e imunologico (48,55).

3.1 Papel da Vitamina D no Sistema Imunolégico

A vitamina D ¢ considerada um imunomodulador natural e reguladora de varios
processos imuno-mediados. O mecanismo exato da acdo da vitamina D na
autoimunidade ainda ndo esta muito claro, mas provavelmente esta associado com suas
fungdes antinflamatorias e imunomodulatoérias (12,26,36,44).

A associacdo entre deficiéncia de vitamina D e manifestacdo de doencas
autoimunes encontra-se bem documentada. Entre estas doengas encontram-se as
tireoidopatias autoimunes como Doenca de Graves e Tireoidite de Hashimoto,
insuficiéncia adrenal autoimune (Doeng¢a de Addison), Diabetes Mellitus tipo 1,
doencas reumatoldgicas como Lupus Eritematoso Sistémico, Artrite Reumatoide,
Esclerose Multipla, doencas intestinais inflamatorias (Doenga de Chron e Retocolite

Ulcerativa), entre outras (2,4,6,7,8,25,26,36,44,54,57,68,70-74).

A vitamina D exerce seus efeitos através da ligagdo ao seu receptor intracelular

nuclear VDR o qual ¢ expresso em uma variedade de células imunoldgicas como
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macrofagos, mondcitos, células dendriticas, linfocitos T, B, entre outros. Estas mesmas
células podem expressar as enzimas necessarias para o metabolismo da vitamina D em
sua forma ativa. A vitamina D se liga a seu receptor através de sua forma ativa
1,25(OH)2D3 que ¢ produto da agdo da enzima 25(OH)D-1o-hidroxilase
(2,6,18,23,34,44,61,63).

A vitamina D3 na sua forma ativa possui amplos efeitos em varias linhagens de
células de defesa evidenciando seu importante papel no desenvolvimento de alteragdes
imunomediadas e na autoimunidade. Regula a diferenciagdo e atividade das células
TCD4+ através de varios mecanismos. Promove a inibi¢do da ativacdo das células
TCD4+ Thl reduzindo assim a produc¢ao das citocinas IFN-y, IL-2 e TNF-qa, resultando
no aumento da proliferagdo de células TCD4+ Th2 com consequente aumento da
producao de IL-4, IL-5 e IL-10, fato este demonstrado por varios pesquisadores.
Estudos in vitro demonstram que a 1,25(OH)2D3 exerce um efeito inibitdério na
proliferacdo de células T e na expressdo de proteinas das células T e do RNAm de IL-2
e IFN-y . Foi demonstrado ainda que a vitamina D poderia aumentar a atividade de
células T regulatorias (Treg) (2,12,25,36,44,54).

Adicionalmente, foi evidenciado que citocinas do grupo Th17 sdo inibidas pela
vitamina D. As células Th17 integram um subtipo de linfocitos Th CD4+ que secretam
IL-17, 1L-22 e IL-23, envolvidas na inducdo da apoptose de linfocitos B, impedindo
assim a producdo de anticorpos. A expressdo de citocinas associadas as células Th17
esta significativamente aumentada em doengas autoimunes como lupus eritematoso

sistémico, esclerose multipla, psoriase, artrite reumatédide e DTA (1,36,55,53,75,76).
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Figura 2: VDR - Receptor nuclear de vitamina D; RXR:Receptor de dcido retinoico;, VDRE:
elementos de resposta a vitamina D. Adaptado de Yang et al, 2013

As células dendriticas (CDs) sao células apresentadoras de antigenos originarias
da medula 6ssea. Apos a maturag@o antigénica, as CDs secretam IL-12 e apresentam em
sua superficie o antigeno processado em associagdo com o complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) classe II para outras células do sistema imune,
como por exemplo, linfocitos T (2,77).

Virios estudos demonstraram que a diferenciacdo de células dendriticas na
presenca de vitamina D ou de seus andlogos prové um estado de tolerancia em que ha
reducdo da expressdo de moléculas co-estimulatorias, inibicdo da secre¢do da
interleucina pro-inflamatéria IL-12 e indugdo da interleucina imunorregulatoria IL-10.
Cada célula dendritica tolerante leva a promocdo de respostas anti-inflamatorias
mediadas por células T incluindo a indugdo da maturagdo de células T regulatorias (55).

A descoberta da expressao do receptor de vitamina D (VDR) em células do
sistema imunoldgico ¢ a presenga da enzima 25(OH)D-la-hidroxilase em células
dendriticas ¢ macrofagos sugerem que 1,25(OH)2D3 produzida neste local possua

propriedades de regulacdo hormonal local. A vitamina D ativa modula a resposta imune
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através da regulagao de linfocitos T para inibir a producao e ativagdo de citocinas. Desta
forma, a vitamina D ativa regula diretamente a fun¢do dos linfécitos T inibindo a
proliferacdo de células Thl e aumentando a concentragdo de células Th2. Células T
latentes expressam baixos niveis de VDR e quando ativadas expressam-no em uma
concentragdo até cinco vezes maior. O aumento de células T reguladoras causado pela
1,25(OH)>D3, tanto in vitro quanto in vivo, tem sido sugerido como um mecanismo

responsavel pela capacidade da mesma em suprimir a autoimunidade (6,36,47,70).

Polimorfismos no gene do VDR associaram-se ao maior risco de
desenvolvimento de doencgas tircoideanas autoimunes. Entre estes, se destacam os
polimorfismos no exon 2 do gene VDR 74l , além de Buxl e Azal ambos no intron 8 e

a4l (exon 9), todos acometendo loci do gene VDR (4,12,78,36,39,71).

A proteina de liga¢do da vitamina D (DBP) ¢ o principal transportador sistémico
da forma ativa da vitamina D e fundamental para sua endocitose celular. Niveis séricos
de 1,25(0OH)>D3 tém correlagdo com os niveis de DBP. Ha relatos de polimorfismos no
gene da DBP entre os quais sdo citadas a repeticdo (TAAA) no intron 8§, a substituicdo
T-G no exon 11 e a substituigdo C-G no cdédon 420. Estes polimorfismos geram
alteragdes na afinidade de ligacdo da vitamina D a DBP e estdo relacionados a

manifestagdo das DTAs (69).

Ha uma associagdo importante entre fatores ambientais e genéticos com o
desenvolvimento da autoimunidade. Neste contexto, o papel da vitamina D vem
ganhando forca, uma vez que tem importante funcdo como imunomoduladora no
processo de desenvolvimento da autoimunidade. Dentre os fatores ambientais, a reducao
do periodo de exposicdo solar ¢ o mais fortemente associado a deficiéncia de vitamina

D (7,36,55,73,79,30).

3.2 Papel da Vitamina D na Doenca Tireoideana Autoimune

A vitamina D é um pro-hormdnio lipossoluvel e controla mais de 200 genes de
forma direta ou indireta, incluindo genes relacionados a regulacdo da proliferacao
celular, diferenciacdo, apoptose e angiogénese. Apresenta importancia no
desenvolvimento das DTAs por exercer acdo inibitoria sobre a producdo de

determinadas citocinas e trata-se de um relevante regulador imune (6).
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Muitos trabalhos tém demonstrado haver maior prevaléncia de deficiéncia de
vitamina D em pacientes com DTA em comparacdo aos que apresentam outras
tireoidopatias e a individuos saudaveis. Adicionalmente, demonstrou-se haver
associacdo entre baixas concentragdes de vitamina D e presenca de auto-anticorpos
tireoideanos assim como alteracdo dos testes funcionais tireoideanos nestes pacientes.
Outros estudos citam a correlacdo entre a gravidade da deficiéncia de vitamina D
relacionada ao tempo de duracdo da TH e ao volume tireoideano. Similarmente,
alteragdo ultrassonografica e AcTPO em niveis elevados sdo mais prevalentes em
mulheres com deficiéncia de vitamina D (2,6,12,57).

As DTAs, representadas principalmente pela Doenca de Graves e Tireoidite de
Hashimoto sdo caracterizadas pela producdo de auto-anticorpos e extensa infiltragdo
linfocitaria resultando em inflamagdo tecidual e destrui¢do celular. Sua patogénese
ainda ndo estd completamente esclarecida e sabe-se que em seu desenvolvimento ha
uma associagdo entre predisposicao genética e fatores ambientais (1,6,18,43,46).

A reacdo autoimune na TH se produz predominantemente a custa do grupo de
linfocitos Thl, apresentando-se com alta expressdo das interleucinas e de células Th17
que secretam citocinas proprias (43).

A TH ¢é uma doenga mediada predominantemente pela imunidade celular que se
manifesta através de um defeito na funcdo da célula T supressora (Treg) de tal forma
que as células Th (CD4+) ndo suprimidas ficam livres para interagir com os linfocitos
B. Adicionalmente, as células Thl produzem varias citocinas, dentre elas interferon-
gama que tem papel na inducdo da expressdo de antigenos HLA classe Il na superficie
dos tireocitos tornando-os suscetiveis ao ataque imunoldgico. Em condi¢des normais
estes antigenos ndo sdo expressos em células tireoideanas e quando presentes nestas
células podem desencadear o processo autoimune. Os linfécitos B produzem anticorpos
contra os antigenos tireoideanos sob estimulo dos linfocitos T (6).

A maioria dos efeitos bioldgicos conhecidos da vitamina D ¢ mediada através de
sua ligacdo ao seu receptor VDR e ¢ regulada pela enzima 1a-hidroxilase (CYP1a).
Varios estudos demonstraram a associacdo entre susceptibilidade a autoimunidade
tireoideana e polimorfismos genéticos de VDR e CYP1a levando a redugdo da atividade
bioldgica da vitamina D (2,12,18,78).

Os VDRs nao sao encontrados em quantidades significativas nos linfocitos B e

estdo presentes em grande quantidade nas populagdes de linfocitos T e macrofagos.
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Contudo suas maiores concentragdes estdo presentes nas células imunoldgicas imaturas
do timo e em linfécitos TCD8+ maduros (6).

As propriedades imunomodulatorias da vitamina D sdo atribuidas aos seus
efeitos em células dos sistemas inato e adaptativo, incluindo macréfagos, células
dendriticas, linfocitos T e B, os quais possuem expressao tanto de VDR quanto CYP1a.
As células dendriticas s@o células apresentadoras de antigenos originarias da medula
ossea e correspondem aos primeiros marcadores das atividades imunomodulatorias da
vitamina D. Apods sua maturacdo, as células dendriticas secretam IL-12 e apresentam,
em associacdo ao MHC classe II, o antigeno processado em sua superficie a outras
células do sistema imune. Adicionalmente, a 1,25(0OH)2D tem efeitos
imunomodulatdrios diretos no receptor VDR da célula T (2).

Na TH ¢ possivel que o processo autoimune seja inibido pela vitamina D em
diferentes estagios. Primeiramente, a vitamina pode bloquear a ativagdo das células T,
inibindo a partir de entdo a secre¢do de citocinas pelas células Thl (6,18,77).

Posteriormente, o ataque imunoldgico na TH ¢ desencadeado quando os
tiredcitos expressam em sua superficie antigenos do complexo de histocompatibilidade
classe I (HLA-DR). A produgdo de citocinas via Thl, principalmente IFN-y, que induz
os tiredcitos a expressarem HLA-DR pode ser inibida pela vitamina D (18,77).

Em outro estagio, apds a ativacao por células T, a proliferacdo de células B pode
ser inibida e sua apoptose induzida pela vitamina D. Dessa forma a vitamina D poderia
gerar reducdo de anticorpos que reagem contra antigenos tireoidianos. Deficiéncia de
vitamina D tem sido associada a presenca de auto-anticorpos tireoideanos e fungdo
anormal da glandula. No entanto, os niveis ideais de vitamina D necessarios para
promover a regulagdo imunoldgica adequada carecem de investigacdo adicional
(2,6,18,77,81).

Embora a maioria dos pacientes com doenca tireoideana autoimune nao
apresente fatores que expliquem a presenca de deficiéncia de vitamina D, como doengas
de pele, malabsorcdo, reducao de atividades com exposi¢do ao sol, provavelmente ha
outro motivo para justificar a redug@o da produgdo, absor¢ao ou utilizacdo da vitamina
D nestes pacientes, sugerindo que a vitamina D possa ter um papel primario na
patogénese da doenca tireoideana autoimune (2,18).

O papel significativo que a vitamina D desempenha como imunossupressor foi
demonstrado através de sua capacidade em prevenir ou suprimir o desenvolvimento de

doengas autoimunes em modelos animais. Estudos demonstram experimentalmente que
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doengas autoimunes como lipus eritematoso sistémico, diabetes mellitus tipo 1, artrite
reumatoide, doencas inflamatorias intestinais podem ser prevenidas ou suprimidas pela
administracao de 1,25(OH)2D (6).

Entretanto, esse beneficio obtido com a suplementagdo com vitamina D foi
demonstrado apenas em modelos animais, sendo necessarios mais estudos para definir
esta conduta. Até o presente momento tem se considerado que niveis de vitamina D
acima de 30 ng/ml seriam suficientes e confeririam protecdo contra doengas dsseas
(2,18,55,48).

Ha varios relatos mostrando associacdo entre vitamina D e TH, porém ¢
consenso que sdo necessarios mais estudos para elucidar o papel da associagdo entre as
concentragdes de vitamina D e a fisiopatologia da autoimunidade presente na Tireoidite

de Hashimoto (2,6,14,27,57,40,41).

3.3 Métodos de Avaliacao da Vitamina D sérica

Concentragdes de 250HD (colecalciferol) circulante representam o melhor
indicador do status de vitamina D (82).

As metodologias de dosagem de vitamina D utilizadas em laboratdrios clinicos
incluem os ensaios competitivos de proteina de ligacdo a vitamina D (CPBA),
imunoensaios, cromatografia liquida de alta performance (HPLC), cromatografia e
espectrometria de massa em tandem com liquido (LC-MS/MS) (83).

Embora as metodologias de testes de 250HD tenham se aprimorado
significativamente, ainda existe um viés consideravel entre os diferentes métodos e
laboratérios. Portanto, a padronizacdo de um método faz-se necessaria. Os niveis ideais
de 250HD devem ser determinados com base neste método padronizado (83).

Um importante fator presente no soro humano e que pode ser responsavel pela
alterag@o nas dosagens da 250HD ¢ o C-3 epimero da vitamina D (3-epi-25(OH)D3). O
epimero tem o mesmo peso molecular da vitamina e ambos diferem apenas na
estereoquimica do grupo hidroxila na posicao 3. Trata-se de um substrato para a enzima
la- hidroxilase sendo convertido em 3-epi-1,25 dihidroxivitamina D3 e sendo capaz de
ligar-se ao receptor de vitamina D porém sua importancia fisiologica ainda permanece

incerta (84).
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Certos métodos de dosagem a exemplo da LC-MS/MS, nao separam este

metabolito. Por sua vez, radioimunoensaios e alguns métodos cromatograficos nao sao

afetados pela presenca do C-3 epimero. Alguns estudos encontraram o epimero em

concentragdes significativas apenas em soro de criangas (84-86).

B - Objetivos

1. Geral

Estudar a prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D em pacientes com
Tireoidite de Hashimoto ¢ relagdo de vitamina D com estado hormonal

tireoideano e marcadores séricos de autoimunidade tireoideana.

2. Especificos

Avaliar concentragdes séricas de vitamina D (250HD) e a prevaléncia de
deficiéncia desta vitamina em pacientes portadores de Tireoidite de
Hashimoto comparativamente a individuos sem tireoidopatia de um grupo de

controle.

Relacionar concentragoes séricas de 250HD ao status hormonal tireoideano e
caracteristicas demograficas em pacientes com tireoidite de Hashimoto e em

individuos do grupo de controle.

Relacionar concentragdes séricas de 250HD aos marcadores séricos de
autoimunidade tireoideana, AcTPO, AcTG e TRAb, em pacientes com

tireoidite de Hashimoto.

Relacionar volume tireoideano estimado por ultrassom em pacientes com
tireoidite de Hashimoto aos parametros demograficos e caracteristicas do
status hormonal tireoideano, de concentragdes séricas de 250HD e de

marcadores de autoimunidade tireoideana.
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C — Metodologia

1 — Desenho do estudo e Pacientes

Este foi um estudo transversal incluindo 108 pessoas, sendo 54 pacientes com
TH acompanhados no ambulatério de Disfungdo Tireoidiana da Disciplina de
Endocrinologia em funcionamento no Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade Estadual de Campinas e 54 individuos eutireoidianos, sem
TH, como grupo de controle, pareados por sexo e idade.

Os pacientes e individuos sem TH que se encaixavam nos critérios de inclusao e
exclusdo foram convidados a participar da realizagdo de entrevista com coleta de
informagdes demograficas, sobre paridade e uso regular da medicagdo além de efetuar
as medidas antropométricas de peso e altura. Os demais dados sobre dose de medicacao,
tempo de diagnéstico, volume tireoideano a ultrassonografia foram retirados dos
prontuarios dos pacientes no mesmo periodo da avaliagdo.

Realizou-se coleta de sangue visando a dosagem dos parametros laboratoriais
hormonais (TSH, T4L, PTH, 250HD), bioquimicos (Ca, P) e imunologicos (AcTPO,
AcTG, TRAD) objetivando a verificagdo de diferencas entre tais pardmetros nos grupos
de pacientes e individuos sem TH. Inicialmente, foi analisada a prevaléncia de
insuficiéncia de vitamina D nos pacientes comparada ao grupo de controle.

Procurou-se estabelecer no grupo dos pacientes, relagdes entre as dosagens de
vitamina D e parametros como idade, volume tireoideano, niveis de auto-anticorpos,
concentragdes de TSH e T4 livre, calcio, fosforo, paratormonio e IMC.

Realizou-se andlise interina de poder estatistico para avaliagdo de correlag@o
entre hormonios tireoidianos, vitamina D e marcadores de autoimunidade tireoidiana
resultando em niimero minimo de 54 pacientes para um poder estatistico de 80%.

O projeto recebeu financiamento integral da Fundagdo de Amparo e Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP), programa de auxilio regular a pesquisa, n°
2012/20984-2.

Todos os pacientes, bem como os individuos sem TH, leram e assinaram um

termo de consentimento livre esclarecido (anexo I), devidamente aprovado pelo Comité
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de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Universidade Estadual de Campinas, nimero 62370/ano (anexo II).

1.1- Critérios de inclusio

Incluiram-se pacientes com diagnostico confirmado clinica e laboratorialmente
de hipotireoidismo por Tireoidite Cronica de Hashimoto e individuos sem TH entre 18 e
75 anos de idade que concordaram em participar do estudo, apds leitura e assinatura do

termo de consentimento livre e esclarecido.

1.2- Critérios de exclusao

- Pacientes tireoidectomizados

- Pacientes agudamente enfermos

- Neoplasia maligna ou doenga inflamatéria em atividade

- Uso de amiodarona

- Uso de corticoides

- Uso de calcio e/ou vitamina D

- Uso de contraste iodado ha menos de 3 meses antes do inicio do estudo

- Insuficiéncia cardiaca (classe III ou IV da NYHA), doenca hepatica grave
(albumina reduzida ou aumento de RNI), doenga renal avangada (estadio 4 ou 5)
e pacientes em hemodialise

- Pacientes sabidamente soropositivos para os virus HIV e hepatite C

2 — Grupo de controle

Constituido por 54 individuos eutireoidianos, sendo excluido o diagnostico de
TH, conforme proprio relato e posteriormente confirmado laboratorialmente através de
dosagens de T4 livre e TSH dentro dos valores de referéncia e AcTPO, AcTg e TRAB
indetectaveis. Os individuos foram selecionados entre acompanhantes dos pacientes e
funcionarios do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas,
pertencentes a estrato socio-econOmico-cultural semelhante ao dos pacientes com
tireoidite de Hashimoto, obedecendo-se aos mesmos critérios de inclusdao ¢ exclusdo

definidos para os pacientes com TH.
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3 — Critérios diagnosticos de Tireoidite de Hashimoto e de alteracdes nas

concentracoes de vitamina D

Considerou-se o diagnostico prévio de hipotireoidismo primario em pacientes
que apresentaram concentragdes de TSH acima do valor de referéncia associado a niveis
de T4 livre abaixo do valor de referéncia, antes da instituicdo do tratamento especifico.
Todos os pacientes estavam em vigéncia de tratamento com levotiroxina. Foram
incluidos no estudo apenas pacientes com AcTPO e/ou AcTG em concentracdes
elevadas, confirmando a etiologia autoimune do hipotireoidismo. Os individuos do
grupo de controle eram eutireoidianos e apresentavam AcTPO, AcTG e TRAb
indetectaveis.

Concentragdes séricas de vitamina D abaixo de 30 ng/ml foram classificadas
como insuficiéncia enquanto que concentragdes abaixo de 10 ng/ml foram classificadas
como deficiéncia de vitamina D.

As coletas foram realizadas nos periodos correspondentes a primavera e verao.

4 — Determinacao do volume tireoideano

Os dados de ultrassonografia foram coletados de todos os pacientes do estudo
através de revisdo de prontuario, baseando-se no laudo de exame disponivel, com
analise descritiva morfoldgica da tireoide, englobando dimensdes dos lobos, ecotextura
do parénquima, presenca de nodulos. Os exames foram realizados no Servigo de
Radiologia do HC-Unicamp, obtidos em aparelho de US com frequéncia multipla linear
com transdutor de 10-12 MHz para analise morfologica e 4.5-7 MHz para analise de
Doppler. O volume tireoidiano total foi determinado em mililitros (ml) através do
produto das medidas longitudinal, transversal e anteroposterior dividindo-se pela
constante 0,52, somando-se os volumes dos lobos direito, esquerdo e istmo.

Considerou-se o volume normal do adulto de 6 a 15 ml (10-11 +/- 3-4 ml).

31



5 - Variaveis antropométricas

Realizou-se medidas de peso e altura com o paciente em posi¢ao ortostatica, em
balangas calibradas com estadidometro acoplado (Filizola ®) e o calculo de IMC pela
divisdo do peso em kg pelo quadrado da altura em metros. O IMC foi classificado
como:

Abaixo de 18,5 kg/m2: baixo peso

Entre 18,5 e 25 kg/m2: normal

Entre 25 e 30 kg/m2: sobrepeso

Entre 30-35 kg/m2: obesidade leve ou grau 1

Entre 35-40 kg/m2: obesidade moderada ou grau 2
Maior do que 40 kg/m2: obesidade grave ou grau 3

6- Coleta de amostra sanguinea

Realizou-se coleta tnica de 20ml de sangue periférico de pacientes e individuos
do grupo de controle para dosagens laboratoriais no mesmo dia da avaliaga@o clinica. O
sangue foi coletado por puncdo de veia antecubital, sendo em seguida imediatamente

centrifugado e estocado a -20°C para posterior efetivagdo das dosagens.

7- Dosagens séricas Hormonais, Bioquimicas e de marcadores de autoimunidade
tireoidiana

As dosagens foram realizadas utilizando-se o equipamento COBAS E.411 —
KPACK.

Para avaliacdo dos niveis hormonais nos pacientes com TH e grupo de controle
utilizou-se as concentracdes de TSH dosado por ensaio eletroquimioluminométrico
Elecsys (valor de referéncia 0,41 a 4,5 pUI/mL), com a precisdo intra-ensaio (CV) de
5%, intervalo de medi¢do 0,01-100 pUI/ml, sensibilidade analitica 0,01 pg/ml e
sensibilidade funcional 0,014 pUI/ml com CV de variagdo de 20%. T4 livre foi dosado
por imunoensaio competitivo por quimioluminescéncia Elecsys FT4 II (VR 0,9 a 1,8
ng/mL), intervalo de medi¢do utilizado ficou entre 0,02-7,76 ng/dl, CV 5% com
sensibilidade analitica 0,023 ng/ml e funcional 0,39 ng/ml, CV 20%.
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TRAD foi dosado por Imunoensaio competitivo por eletroquimioluminescéncia
empregando receptores de TSH Elecsys TRAb com valores de referéncia até 1,22 UI/L
¢ com intervalo de medi¢ao entre 0,3-40,0 UI/L, CV 5%, sensibilidade analitica 0,3
UI/L, funcional 0,9 UI/L. AcTPO ¢ AcTG foram dosados por ensaio imunométrico
quimioluminescente Elecsys com valores de referéncia até 34UI/MI e até 115 UI/MI,
respectivamente . Para AcTPO intervalo de medicao foi utilizado entre 5,0 - 600,0
Ul/ml, CV 5%, sensibilidade analitica 5,0 Ul/ml, funcional 34 Ul/ml. Para AcTG
medicao entre 10,0 — 4000,0 Ul/ml, CV 5%, sensibilidade analitica 10 Ul/ml, funcional
34 Ul/ml.

A vitamina D total (250HD) foi dosada por Ensaio imunométrico
quimioluminescente com valores de referéncia entre 30 a 100 ng/ml, sendo a amostra
coletada em tubos de ensaio protegidos contra a luz. Posteriormente a amostra foi
submetida a centrifugagdo durante dez minutos a 3500 rpm. Foram coletadas aliquotas
do soro sobrenadante apos a centrifugacdo e armazenadas a -20°C para posterior
dosagem. Concentragdes abaixo de 30 ng/ml foram classificadas como insuficiéncia,
enquanto que concentracdes abaixo de 10 ng/ml foram classificadas como deficiéncia
de vitamina D. Intervalo de medicdo entre 3,0 a 70,0 ng/ml, com precisdo intra-ensaio
5%, sensibilidade analitica 5,0 ng/ml, sensibilidade funcional 4,01 ng/ml com CV de
20%.

Concentragdes de  paratormdénio (PTH) foram  determinadas  por
eletroquimioluminescéncia com valores de referéncia entre 15 e 65 pg/ml, sendo as
amostras coletadas em banho de gelo com intervalo de medigao entre 1,2 ¢ 5000 pg/ml,
precisdo intra-ensaio (CV) de 5%, sensibilidade analitica 1,2 pg/ml, sensibilidade
funcional 6,0 pg/ml e coeficiente de variacdo 20%. Fosforo foi dosado por fotometria
UV com valores de referéncia entre 2,7 e 4,5 mg/dl para adultos. Célcio foi dosado por
colorimetria com valores de referéncia entre 8,8 e 10,2 mg/dl para faixa etaria de 21 a

50 anos ¢ entre 8,4 ¢ 9,7 mg/dl para faixa etaria acima dos 50 anos.
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8 — Analise Estatistica

Andlise interina de poder estatistico para avaliacdo de correlagdo entre valores
das dosagens séricas de hormdnios tireoidianos, vitamina D e marcadores de
autoimunidade tireoidiana resultou em numero minimo de 54 pacientes.

Realizou-se analise descritiva dos dados por meio de medidas de posigdo ¢
dispersao para as variaveis continuas e tabelas de frequéncia para variaveis categoricas.
Utilizou-se mediana e intervalo interquartil para as varidveis continuas e contagem
absoluta e porcentagem para as categoricas.

Avaliou-se associagdo entre duas variaveis continuas com o teste de correlagio
de Spearman e entre variaveis categoricas pelo teste de Qui-quadrado ou teste exato de
Fisher, quando uma ou mais das frequéncias estudadas era igual ou menor a 5.
Analisaram-se diferencas entre dois grupos com o teste de Mann-Whitney. Para todos

os testes adotou-se um valor de significancia estatistica de 0,05.
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D — Publicacao

1.0. Artigo:

“Prevalence of Vitamin D insufficiency in patients with Hashimoto’s

thyroiditis and its relationship with thyroid autoimmunity.”
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Prevalence of Vitamin D insufficiency in patients with Hashimoto’s

thyroiditis and its relationship with thyroid autoimmunity.

Botelho, IMB; Moura Neto, A; Silva, CA; Tambascia, MA; Alegre,
SM; Zantut-Wittmann, DE.

INTRODUCTION:

Hashimoto's thyroiditis (HT) is a disease characterized by the presence of
autoantibodies against thyroid tissue associated with various degrees of destruction of
thyroid follicles and is the main cause of clinical or subclinical hypothyroidism. It
results from a combination of genetic predisposition, abnormal immune response and
exposure to environmental factors (1,2,3,4,5).

Studies show that there is a genetic defect in T cell suppressor (Treg) function in
TH. Thus, CD4+ T cells are not deleted when they are free to promote activation of B
lymphocytes. Concomitantly, the Th cells produce various cytokines that induce
thyrocytes to express surface antigens HLA-DR making them susceptible to immune
attack. Although these antigens are not normally expressed in thyroid cells, patients
with TH expressing HLA-DR antigens on the surface of follicular cells triggering the
autoimmune process. B lymphocytes activated by T lymphocytes produce antibodies
reactive to thyroid antigens. Autoantibodies against the TSH receptor molecule in the
plasma membrane thyroid follicles does not cause a physiological response and patients

with TH produce high levels of thyroid autoantibodies (4,5,6,7).

Aside from its well documented role in calcium metabolism, vitamin D exerts
pleiotropic immunomodulatory effects on both innate and adaptative immune cells. Its
active form (1,25 (OH)»VitD) binds to the nuclear vitamin D receptor (VDR), which is
expressed in various immune cells such as monocytes, macrophages, dendritic cells, B
and T lymphocytes, promoting immunomodulatory actions. Low concentrations of
vitamin D have been associated with predisposition to various autoimmune diseases
such as type 1 diabetes mellitus, rheumatoid arthritis, multiple sclerosis and

autoimmune thyroid diseases (ATDs). There are reports on the association between low
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vitamin D levels and the presence of anti-TPO antibodies as well as the association of

polymorphisms in the VDR gene with ATDs (8-19).

The VDR expression in immune cells and the presence of the enzyme 25 (OH)
D-lo-hydroxylase in dendritic cells and macrophages suggests that 1,25(OH)2D3 has
local hormonal regulation properties. The active vitamin D modulates the immune
response by influencing regulatory T cell activity, inhibiting cytokine production and
activation. As a consequence, there is decreased proliferation of Th1 cells and increased
concentration of Th2 cells. Expression of VDR increases five times over activation of
latent T cells. The increase in regulatory T cells caused by 1,25(OH)2D3, both in vitro

and in vivo has been suggested as responsible for autoimmunity suppression (4,8,15,20).

In HT, it is possible that the autoimmune process is inhibited by vitamin D in
different stages. Firstly, it can block the activation of T cells, inhibiting the secretion of
Thl cytokines (4,21,22). Secondly, the immune response in TH is triggered when the
thyrocytes express antigens on their surface HLA-DR. The production of Thl cytokines,
especially IFN-y, which induces thyrocytes to express HLA-DR, can be inhibited by
vitamin D. Additionally, after activation by T cells, B cell proliferation can be inhibited
and apoptosis induced by vitamin D. Thus, the reduction in vitamin D concentration
could promote generation of antibodies that react against thyroid antigens. Vitamin D
deficiency has been associated with the presence of thyroid autoantibodies and

abnormal gland function (4,2,21,22,23).

Considering the possible role of Vitamin D in thyroid autoimmunity, our aims were
to study the prevalence of vitamin D insufficiency and the relationship of serum vitamin
D concentrations with thyroid hormone status and serum markers of thyroid

autoimmunity in patients with HT.
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Subjects and Methods:

Interim analysis was conducted to evaluate the statistical power of correlation
between thyroid hormone, vitamin D and thyroid autoimmunity markers resulting in
minimum of 54 patients.

To test our hypothesis, we set up a case-control study involving 54 patients with
HT treated in our university hospital (HC / UNICAMP) and 54 individuals without HT,
all aged 18 to 75 years.

Blood samples were collected from both groups for measurements of serum total
250H vitamin D, thyrotropin (TSH), free thyroxine (free T4), calcium, phosphorus,
parathormone (PTH), anti-thyroid peroxidase antibody (TPOADb), anti-thyroglobulin
antibody (TGAD) and anti-TSH receptor antibody (TRAD).

Thyroid volume in patients with HT was estimated by ultrasound. The total
thyroid volume was determined in milliliters (ml) by the product of the longitudinal,
transverse and anteroposterior measurements divided by the constant 0.52, adding up
the volumes of the right and left lobes and isthmus. Values between 6 and 15 ml (10-11
+ /- 3-4 ml) were considered normal for adults (24).

Exclusion criteria were: previous history of thyroidectomy, acutely ill patients,
active malignant or inflammatory disease, use of amiodarone, steroids, calcium and / or
vitamin D, use of iodinated contrast less than 3 months before the start of the study,
heart failure (class III or IV NYHA), severe liver disease (reduced albumin or increased
INR), advanced kidney disease (stage 4 or 5), patients under hemodialysis and those
known to be seropositive for HIV and hepatitis C.

Data on weight, height, body mass index, parity and time since diagnosis were
collected from patients’ records or by direct interview. Patients and control subjects
were matched by age and gender.

For evaluation of hormone levels in patients with HT and the control group we
used the concentrations of TSH dosed by eletrochemiluminescence (Roche Cobas
Elecsys - reference value from 0.41 to 4.5 pUI / mL) and free T4 dosed by competitive
chemiluminescence immunoassay Elecsys FT4 II (RV 0,9 and 1,8 ng / ml). The intra-
assay coefficient of variation (CV) was 5%; measuring range 0.01-100 pUI / ml,
analytical sensitivity 0.01 pg / mL and functional sensitivity pUI 0,014 / ml with inter-
assay CV of 20%. For FT4 measurement interval was used between 0.02 to 7.76 ng / dl,
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intra-assay CVs of 5% analytical sensitivity 0.023 ng / ml and functional 0.39 ng / ml
and inter-assay CV 20%.

TPOADb and TgAb were measured by chemiluminescent immunometric assay
Elecsys with normal reference values up to 34Ul/ml for AcTPO and up to 115 U / Ml
for ACTG. For AcTPO, measurement interval was 5.0 to 600.0 IU / ml, CV 5%
analytical sensitivity 5.0 IU / ml Functional 34 IU / ml. For ACTG measurement
interval was between 10.0 to 4000.0 IU / ml (5% CV); analytical sensitivity 10 IU / ml
and functional sensitivity 34 IU / ml. TRAb was measured by competitive
electrochemiluminescence immunoassay using Elecsys TRAb TSH receptors with
normal reference values up to 1.22 IU / L; measurement interval range from 0.3 to 40.0
IU / L, CV 5%; analytical sensitivity of 0.3 IU / L and functional sensitivity of 0.9 IU /
L.

Total vitamin D (250HVitD) was measured by chemiluminescent
immunometric assay with reference values from 30 to 100 ng / ml. Measurement range
between 3.0 and 70.0 ng / ml with intra-assay precision 5%; analytical sensitivity 5.0 ng
/ ml and functional sensitivity of 4.01 ng / ml with a 20% CV.

The diagnosis of primary hypothyroidism was performed in the presence of TSH
concentrations above the reference value and/or free T4 below the reference value. At
the time of collection, all patients were on replacement therapy with levothyroxine.
Only patients with AcTPO and/or positive ACTG confirming the etiology of
autoimmune hypothyroidism were included. All subjects in the control group were
clinical and laboratory euthyroid, AcTPO, ACTG and TRADb undetectable. Vitamin D
concentrations below 30 ng / ml and above 20ng/ml were classified as insufficiency,
while concentrations above 30 ng / ml were classified as vitamin D sufficient.

The significance level for statistical analysis was 5%. The project received full
funding from the Research Foundation of the State of Sao Paulo (FAPESP), N°.
2012/20984-2. The study was approved by the University Ethics in Research
Committee. Written informed consent was obtained from each patient or subject after

full explanation of the purpose and nature of all procedures.
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Statistical Methods:

Descriptive analysis of clinical and laboratorial parameters was done by
measurement of position and dispersion for continuous variables and by frequency
tables for categorical variables.

Comparison of vitamin D concentrations, serum FT4, TSH, TPOAb, TGAD,
TRAD, calcium, phosphorus and PTH between both groups was performed with the
Mann-Whitney test.

Association between two clinical categorical variables was assessed with the
Chi-Square test or Fischer’s exact test, as appropriate. Correlations between thyroid
hormone concentrations, thyroid volume, autoantibodies, concentrations of vitamin D,
calcium, phosphorus and PTH, and clinical parameters (age, body mass index, parity)
were examined with Spearman’s linear correlation coefficient. Significance level was
set at 5%. Data are reported as median (interquartile range) for continuous variables and
frequency (percentage) for categorical variables.

Influence of vitamin D levels on thyroid volume, TSH, FT4, TPOADb, TGADb was
assessed by univariate linear regression with variables log transformed. Independent
predictors for TSH, FT4, thyroid volume, TPOADb and TGADb were assessed by multiple
linear regression analysis (stepwise method) in a model adjusted by sex, age, vitamin D
and all abovementioned variables.

All calculations were done with SPSS (IBM Co, USA), version 20.0.

RESULTS:

Descriptive analysis:

The study included 54 patients, of which 50 were female (92.6%). In the control
group, there were 54 subjects, 48 female (88.9%). Mean time of diagnosis of HT was
11.98 years (range 1-60 years). Clinical and laboratorial characteristics of patients and
control groups are described in table 1.

Vitamin D insufficiency was found in 21 individuals (38.9%) in the control
group versus 37 patients in the HT group (68.5%), p = 0.002.

The prevalence of secondary hyperparathyroidism in patients with HT was 5.5%

There were no patients with secondary hyperparathyroidism in the control group.
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In the group of patients, hypocalcemia occurred in 12 subjects (22.2%). The
same amount of individuals in the control group showed hypocalcemia.
Hypophosphatemia occurred in 5 patients with HT (9.25%) and 5 (9.25%) individuals
in the control group. The remaining subjects in both groups had normal calcium levels.

In the group of patients, 48 individuals (88.8%) had normal concentrations of
phosphorus and only 1 patient (1.85%) showed a result higher than the reference value.
Among the control group, 49 subjects (90.7%) had normal phosphorus concentrations.

As for the markers of thyroid autoimmunity, 52 (96.2%) patients with HT
showed high levels of TPOAb and high levels of TgAb were found in 41 individuals
(75.9%). In the HT group, 39 (72.2%) had high levels of both markers. TRAb was
increased in 7 patients (12.9%). Serum concentration of TPOAb, TGAb and TRADb
were undetectable in all individuals of the control group.

Analyzing parity, the mean number of children per women was 2.34 among
patients and 1.59 among the control group.

In the group of patients with HT, mean of thyroid volume was 14.81 ml (RV: 6
to 15 ml) and goiter was seen in 19 subjects (35.2%; mean thyroid volume: 26.36 ml),
while 35 individuals had normal or decreased thyroid volume (n = 35, 64.8%, mean
thyroid volume: 8.53 ml). In the patients without goiter vitamin D insufficiency was
seen in 21 patients (60%). In the group of patients with goiter this occurred in 16
individuals (84.2%). There was no difference in volume comparing patients with normal

levels of vitamin D with those presenting vitamin D insufficiency.

Comparative analysis between individuals with Hashimoto’s thyroiditis and the

control group:

Both groups were paired by age and gender (Table 1).

There was no significant difference in sex, age, parity, concentrations of
calcium, phosphorus, PTH and FT4 between patients and the control group. There was
significant difference in TSH (p< 0,001) and BMI (p = 0,005) between the groups.

However, we verified significant differences between groups comparing
250Hvitamin D concentration and prevalence of vitamin D insufficiency (table 1).
Prevalence of vitamin D insufficiency was significantly higher in patients (68.5% vs

38.9%; p=0.002).
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Correlations between vitamin D concentrations, demographic characteristics,
parameters of calcium metabolism, thyroid hormone status and serum markers of

thyroid autoimmunity in patients with Hashimoto’s thyroiditis and the control group:

In the group of patients there was no correlation between vitamin D
concentrations and age, BMI, parity, thyroid volume, serum levels of calcium,
phosphorus, PTH, TRAb, TPOAb, TGAb, TSH or free T4.

Also, there was no correlation among thyroid volume and age, BMI, calcium,
phosphorus, PTH, TRAb, TGAD and free T4 (Table 2). There was a positive correlation
between thyroid volume and TPOADb (r =0,319; p=0.019); Figure 1.

There was no significant correlation between the concentrations of calcium and
vitamin D in both the groups. The same was true for correlations between vitamin D
and phosphorus and parity.

In the control group, there was no correlation between concentrations of vitamin

D and any of the parameters considered (Data not shown).

Univariate linear regression analysis for vitamin D levels in patients with
Hashimoto’s Thyroiditis

In univariate regression analysis, vitamin D was not a predictor of any of the
parameters evaluated: TSH, free T4, TPOADb, TGADb, TRAD and thyroid volume (Data

not shown).

Multivariate linear regression analysis for vitamin D levels in patients with
Hashimoto’s Thyroiditis

The multivariate analysis model included gender, age, TSH, free T4, TPOAD,
TGAD, TRAD and thyroid volume.

TSH was found to be an independent predictor of free T4 (B=-0.013; IC 95% -
0.019; -0.008; p<0.001).

TPOADb was an independent predictor of thyroid volume (B=0.006; IC 95%
0.001; 0.01; p=0.003)
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DISCUSSION:

Our study has found a higher prevalence of vitamin D insufficiency in patients
with HT compared to the group of healthy individuals. However, lower concentrations
of vitamin D were not correlated with parity, parameters of calcium metabolism, and
thyroid hormone status or serum markers of thyroid autoimmunity. Also, there was no
association between vitamin D and thyroid volume but larger thyroid volume was
correlated with higher levels of TPOAD, which could reflect a greater magnitude of the
autoimmune inflammatory process in patients presenting larger thyroid volume.

Although initially described as a “vitamin”, vitamin D is considered a hormone,
known, first of all, for its role in regulation of calcium-phosphate homeostasis. Vitamin
D acts as an immunomodulatory factor and may play a role in the pathogenesis of HT
(2,4,18,22,25,26,27).

Vitamin D levels are estimated by measuring the concentration of 25-hydroxy
vitamin D (250HD). The optimal level of serum 250HD for bone health is
controversial. Based on studies of vitamin D some experts are in favor of maintaining
250HD levels between 20 and 40 ng / ml (50 to 100 nmol / L). Concentrations below
20 ng / ml are deemed insufficient, whereas levels below 10 ng / are classified as
deficiency. Some authors consider levels below 30ng/dl as deficiency in the elderly.
Thus, the level generally considered adequate would be between 30 and 40 ng / mL (75
to 100 nmol / L). Experts agree that concentrations below 20 ng / mL are low to
maintain bone health. Serum concentrations of 250HD ideal for extra bone health are
not yet established (9).

Conversely, vitamin D has been associated with higher risk of development of
autoimmunity and implicated in prevention of autoimmune diseases. Therefore, some
authors consider a future possibility of treating vitamin D deficiency to prevent
autoimmune diseases (8).

In this study, as was expected, patients with HT presented lower serum levels of
vitamin D than the control group paired by age and gender. This finding is in line with
previous works showing low levels of vitamin D in patients with HT. This point could
reflect environmental factors, such as insufficient sunshine exposure or the presence of
VDR polymorphisms that could contribute to lower vitamin D concentrations

(2,4,8,9,22,27).
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Kivity et al evaluated the levels of vitamin D in 50 patients with autoimmune
thyroid diseases (AITDs) compared to 42 patients with non-AITDs and 98 healthy
controls. Vitamin D deficiency was designated at levels lower than 10 ng/ml. The
prevalence of vitamin D deficiency was significantly higher in patients with AITDs
compared with healthy individuals (72% versus 30.6%), as well as in patients with HT
compared to patients with non-AlTs (79% versus 52%) (22).

Tamer at al performed a prevalence case-control study that included 161 cases
with HT and 162 healthy controls. The prevalence of vitamin D insufficiency in HT
(148 of 161; 92%) was significantly higher than that observed in healthy controls (102
of 162; 63%)(4).

Choi YM et al conducted a cross-sectional study including 6685 subjects (58%
male and 42% female) and concluded that the levels of serum vitamin D were
significantly lower in patients with autoimmune thyroid diseases, especially in pre-
menopausal women, suggesting a possible role of vitamin D in the development of
AITD and a potential crosstalk mechanism between vitamin D and estrogen in the
pathogenesis of AITD (27).

In the present study, evaluation of thyroid hormone status in patients with HT
indicated no correlation with vitamin D insufficiency, although TSH levels have
presented differences between groups. The same occurred with thyroid volume. Also,
these correlations did not occur in the control group. Similar results were demonstrated
by Pani et al, who found polymorphisms of DBP (vitamin D-binding protein) in patients
with GD but not in HT. Goswami et al and Effraimids et al have showed conflicting
results of weak or no association between low vitamin D levels and thyroid
autoimmunity. Zhang et al demonstrated that vitamin D concentrations were not
associated with higher thyroid antibody titers after controlling for age and gender. They
also found no significant differences in thyroid volume comparing groups with vitamin
D insufficiency and sufficiency (28,29,30,31).

On the other hand, Kivity at al. documented significantly low levels of vitamin
D in patients with AITDs, which were related to the presence of abnormal thyroid
function tests. Similarly, Tamer et al demonstrated that the prevalence of vitamin D
insufficiency was higher in patients with overt hypothyroidism (47 of 50; 94%) or
subclinical hypothyroidism (44 of 45; 98%) than in euthyroid individuals (57 of 66;

86%), but the differences were not statistically significant. Bozkurt et al demonstrated
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that 250HD deficiency severity correlated with duration of HT, thyroid volume, and
thyroid antibodies (4,22,32).

The preference for females is related to several factors, parity among them.
Evidence suggests a possible role of fetal cells in the modulation of autoimmune
diseases. Studies have shown that maternal antibodies might respond to fetal antigens
remaining in maternal tissues (fetal microchimerism) triggering autoimmune diseases.
Therefore there would be an increased risk of developing the disease according to the
number of pregnancies. But other researchers dispute this hypothesis. In our study there
were no differences regarding parity and concentrations of vitamin D (33,34,35,36,37).

Another interesting point concerns the relationship between obesity and vitamin
D deficiency observed in women (Shinkov, 2014), correlation not found in the present
study, although there are differences in BMI between groups.

It is know that the conversion of 250HD to calcitriol 1,25(OH);D, the
biologically active form of vitamin D, is catalyzed by parathyroid hormone (PTH) in the
kidney. Therefore, states of low levels of vitamin D, as well as low calcium and
phosphorus, stimulate PTH secretion. In this study, despite the insufficiency of vitamin
D being more prevalent in patients, there were no significant differences in the
prevalences of secondary hyperparathyroidism and hypocalcaemia. Also, there were no
significant differences in the concentrations of phosphorus.

This study has some limitations. The number of individuals was relatively
small, although the sample size calculation was found to be reliable. In addition, the
measurement of total 250HvitD was performed by a method (chemiluminescent
immunometric assay) that intersects C3 epimer, but we do not believe this was relevant
because all individuals included are adults and cross-reactivity occurs mainly in
children (38-40).

We emphasize that all patients were euthyroid due to hormone replacement and
still, there was a higher prevalence of vitamin D insufficiency in the HT group, inferring
that this finding would not be due to hypothyroidism, which could be a factor
influencing the homeostasis of vitamin D. However, individuals in the control group
were also euthyroid, but had a significantly lower prevalence of vitamin D insufficiency
than patients with HT. Thus, thyroid autoimmunity emerges as a factor that
differentiates the two groups evaluated, but in our study we found no correlation with

the serum markers of thyroid autoimmune chronic inflammation. The study of vitamin
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D levels with other variables related to thyroid autoimmunity such as lymphocyte subset
infiltration and their products may yield different results.

In conclusion, we demonstrated a higher prevalence of vitamin D insufficiency
in HT patients in relation to a healthy control group and no correlation with thyroid
hormone status or serum markers of thyroid autoimmunity. Larger thyroid volumes
were positively correlated with higher TPOADb serum concentrations suggesting
association with greater thyroid autoimmune inflammatory activity.

Additional studies are warranted to clarify the precise role of vitamin D in

AITD.
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Table 1: Characteristics of the patients with Hashimoto’s Thyroiditis and

control group (median/percentiles)

Characteristics HT patients Control group P

(n =54) (n=54)
Age (years) 48.0 (38.5-53.25) 49.0 (36.75-58) 0.936
Sex (Female/Male) n(%) 50/4 (92.6/7.4) 48/6 (88.9/11.1) 0.742
Body Mass Index (Kg/m?) 28.5(25.78-31.7) 25.0 (22.75-28.7) 0.005
Free T4 (ng/dl) 1.26 (1.0-1.44) 1.2 (1.0-1.3) 0.442
TSH (nUI/ml) 3.6 (1.63-6.54) 1.85(1.2-2.92) <0.001
TPOAb (Ul/ml) 266.5 (131.5-475.5) |0 NR
TGAb (Ul/ml) 427.0 (96.25-703.0) |0 NR
TRAD (UI/L) 0 0 NR
Calcium (mg/dl) 8.9 (8.5-9.3) 8.8 (8.5-9.1) 0.265
Phosphorus (mg/dl) 3.3(3.07-3.52) 3.4 (3.0-3.85) 0.174
Paratormonio (pg/ml) 39.0 (29.75-49.25) 33.0 (27.75-44.0) 0.174
250HVitamin D (ng/ml) 26.85(22.92-32.72) | 32.0(22.87-37.87) | 0.042
Vitamin D insufficiency n(%) | 37.0 (68.5) 21.0 (38.9) 0.002

Table 2: Thyroid volume in patients with Hashimoto’s Thyroiditis

(percentages/median)
PATIENTS
Thyroid volume (ml) 14.81
With goiter 35.2/26.36
Without goiter 64.8/8.53
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Table 3: Correlations between the study variables in the group of patients.

Correlation coefficients (Spearman’s rho) for associations between vitamin D levels,

thyroid volume, markers of thyroid autoimmunity and function parameters.

FT4 | TPOAb | TGAb | TRAb | VITD | Thyroid | TSH
Volume
Vitamin D r | 0.029 |-0.088 0.174 0.145 1.000. | -0.232 -0.209
p|0.834 | 0.525 0.805 0.209 0.092 0.129
Thyroid Volume r | -0.092 | 0.319 0.060 -0.123 | -0.232 | 1.000 0,116
p | 0.507 | 0,019 0.665 0.374 0.092 0,404
Age BMI Calcium | Phosphorus | PTH
Vitamin D r 0202 |0.005 |0.085 -0.012 0.134
p|0.144 [0.973 |0.54 0.933 0.336
Thyroid Volume -0.254 | -0.017 | - 0.259 -0.194 -0.259
p|0.063 |0.904 |0.059 0.159 0.059
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E — Conclusoes

* Pacientes portadores de tireoidite de Hashimoto apresentaram maior prevaléncia de
insuficiéncia de vitamina D (63,2%) quando comparados aos individuos do grupo de

controle (38,6%).

* Nao foi observada associacdo entre concentragdes de vitamina D em pacientes com

TH e individuos do grupo de controle aos niveis de T4 livre e TSH.

. Nao foi observada em pacientes com TH associagdo entre concentragdes de vitamina

D e marcadores de autoimunidade tireoideana, como AcTPO, AcTG e TRAD.

» Concentragdes de vitamina D ndo se correlacionaram a alteragdes do volume da
tirdide, entretanto maior volume da tiredide se correlacionou a niveis mais elevados de

AcTPO.

* Nossos achados demonstraram maior prevaléncia de deficiéncia de vitamina D em
pacientes com tireoidite de Hashimoto. No entanto, ndo houve correlacdo entre as
concentragdes de vitamina D e status hormonal tireoideano ou marcadores séricos de
autoimunidade tireoideana. A correlagdo entre concentracdes mais elevadas de AcTPO
e maiores volumes tireoideanos poderia refletir a magnitude da processo inflamatorio

cronico auto-imune.
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ANEXO I:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pesquisa em Seres Humanos
Projeto:
Tireoidite de Hashimoto e Deficiéncia de Vitamina D: estudo de prevaléncia e relagiio com autoimunidade
Responsaveis pela pesquisa : Profa. Dra. Denise Engelbrecht Zantut Wittmann

Dra Ilka Mara Borges Botelho
B e L,HC n® 3 e anos, portador do RG n® ................. N

TESIACNTE & .oovevieiceiceicic et , N , Bairro ... , cidade de ...ooooovieiieiieieeees N

grau de parentesco .........cocceeeeeirieeereennnn , responsavel por mim, concordo em participar da realizagdo deste protocolo, observados

os itens abaixo.

OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA: Segundo estudos recentes pacientes com baixas concentragdes de vitamina D no sangue estdo
mais predispostos a desenvolver doenga cronica da tireoide. A relagdo entre a deficiéncia de vitamina D e o desenvolvimento da
doenga tireoideana ainda ndo estd muito bem definida necessitando estudos mais aprofundados sobre o papel da vitamina D como
causa ou consequéncia da doenga em questdo, bem como a relagdo entre reposi¢do da mesma no controle da atividade da doenga

justificando a realizagdo do presente projeto de pesquisa.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS Nao havera alteragdo na rotina de seguimento ambulatorial nem do tratamento do
paciente que participar do estudo. Além dos exames de rotina do nosso ambulatério, sera colhida uma amostra de cerca de 15 ml de
sangue da veia periférica para dosagem de hormoénios e outras substéncias relacionadas a tiroide (T4L, TSH, anticorpos anti-tiredide
(AcTPO, AcTg), anticorpo anti-receptor de TSH (TRAB) e substancias que refletem o estado de inflamagao cronica que pode estar
presente na doenca tireoideana (IL-2, IFN-y, TNF-q, IL-4 e IL-5). Sera realizado também um exame de Ultrassonografia da tireoide
para avaliar o tamanho e textura da glandula, além de presenga de nodulos na mesma.Os pacientes serdo tratados, sendo mantidos o
tratamento e o atendimento médico de rotina. Nao havera estoque de material biologico (do sangue colhido) para outro tipo de uso
neste estudo ou em outros futuros.

ESCLARECIMENTOS A equipe responsavel pela pesquisa estara sempre pronta e preparada para esclarecer quaisquer duvidas dos
pacientes nos assuntos relacionados a pesquisa e ao tratamento, e compromete-se a proporcionar informagdo atualizada sobre o
assunto em estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em continuar participando da pesquisa.

OBS: Os dados do pesquisador sdo para dividas sobre a pesquisa, e os dados do CEP, sdo para dentincias e/ou reclamagdes

referentes aos aspectos éticos da Pesquisa .

O NAO CONSENTIMENTO em participar do estudo ou a desisténcia de participar da pesquisa a qualquer tempo, ndo ira alterar o
atendimento da paciente no ambulatério. Todos os dados referentes ao individuo no estudo serdo mantidos em sigilo e a identificagdo
do paciente em estudo ndo sera exposta em conclusdes ou publicagdes posteriores.

Telefone da secretaria da Disciplina de Endocrinologia: (019)3521-7775; Telefone da secretaria do Comité de Etica em Pesquisa:
(019)3521-8936. Campinas, ........ de o de o

RESPONSAVEL PELO ESTUDO PACIENTE OU RESPONSAVEL
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ANEXO II:

Protocolo de coleta de dados de PACIENTES com TH

| 5 5 volume: . ...............

L e volume: . ...............
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ANEXO III:

Protocolo de coleta de dados de individuos do GRUPO DE CONTROLE
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ANEXO IV:

Plataforma Brasil - Ministério da Saude

PROJETO DE PESQUISA

Faculdade de Ciencias Medicas - UNICAMP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 62370

Data da Relatoria: 10/07/2012

Verséao 2

CAAE: 03330912.3.0000.5404

Area Tematica:

Titulo:Tireoidite de Hashimoto e Deficiéncia de Vitamina D: estudo de prevaléncia e relacdo com autoimunidade
Pesquisador: Denise Engelbrecht Zantut Wittmann

Instituigdo: Faculdade de Ciéncias Medicas - UNICAMP

Apresentacao do Projeto:

O projeto encontra-se muito bem redigido, proporcionando ao leitor uma visdo clara dos objetivos propostos
pela pesquisadora.

Objetivo da Pesquisa:

Este projeto tem por objetivo estudar as alteragdes de vitamina D em pacientes portadores de Tireoide Cronica
Autoimune (Tireoide de Hashimoto) e relagdo com as citocinas inflamatorias envolvidas no desenvolvimento da
doenca

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Este trabalho ndo possui riscos previsiveis aos pacientes, porém como a relagéo entre a deficiéncia de vitamina
D e o desenvolvimento de TH ainda nao esta muito bem definida, este estudo podera auxiliar a identificar a
vitamina D como causa ou consequéncia da TH, bem como a relagéo entre a reposigao da vitamina D no
controle da doenga e o papel das citocinas inflamatorias em cada condigao.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa proposta apresenta grande relevancia a comunidade cientifica, podendo auxiliar no tratamento de
pacientes com TH

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

A pesquisadora apresentou todos os termos de apresentagéo obrigatoria redigidos de acordo com as normas
exigidas.

Recomendagdes: Sem recomendag¢des no momemento

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: Projeto aprovado

Situagao do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP: Nao

Conforme discuss&do em reunido do colegiado em 24/07/2012.
CAMPINAS, 28 de Julho de 2012

Assinado por: Carlos Eduardo Steiner
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