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RESUMO

A Doenca de Graves (DG) se caracteriza pela perda de tolerancia imunolédgica a
antigenos comuns a tireoide e outros érgaos afetados, desencadeando a producgéo de
anticorpos que irdo competir com o TSH e mimetizar suas agées, sustentando uma
reacdo autoimune caracterizada por bécio e hipertireoidismo de elevada relagéao
triiodotironina/tiroxina (T3/T4). Frente a doenga ativa, a resposta adaptativa ao
aumento da taxa metabdlica basal é a perda ponderal, sendo o0 ganho de peso via de
regra a medida que a funcdo tireoidiana se restabelece. Contudo, ha grande
variabilidade na magnitude deste ganho e os fatores preditores ainda s&o pouco
estudados. A deiodinase tipo 2 (D2) é uma enzima que contribui prioritariamente para
a sinalizacao intracelular do horménio tireoidiano e, por consequéncia, para as a¢des
gendmicas mediadas por T3. O AMP ciclico e o T3 sao reguladores transcricionais do
gene DIO2. O RNA mensageiro deste gene encontra se super expresso na tireoide
afetada por DG e também expresso no pré adipdcito humano, no tecido adiposo
branco e marrom, no hipotdlamo, na hip6fise e no musculo esquelético; que séo
tecidos envolvidos na regulacao do peso corporal e na patogénese da orbitopatia de
Graves (OG). O T3 é capaz de modular a reposta imunolégica. Os polimorfismos do
gene DIOZ2 rs225014, rs12885300 e rs225015 podem alterar funcionalmente esta
enzima. Neste estudo foram genotipados 280 casos de DG e 297 individuos controle
pela técnica de Tagman SNP Genotyping para investigar a relagdo entre os
polimorfismos do DIO2 rs225014, rs12885300 e rs225015 com as caracteristicas
clinicas exibidas pelos pacientes com DG (suscetibilidade, variacdo do peso corporal
pos-tratamento, atividade da OG ao diagndstico e anticorpos tireoidianos).
Observamos que a herancga polimérfica do DIO2 rs225014 associou se com a menor
variagao do peso corporal apés o tratamento da DG, sugerindo seu papel auxiliar para
predizer o comportamento ponderal pds-tratamento.

Palavras chave: Doenga de Graves, DIO2, polimorfismos.



ABSTRACT

Graves' disease (GD) is characterized by the loss of immune tolerance to antigens
common to the thyroid and other affected organs, triggering the production of
antibodies that will compete with TSH and mimic their actions, supporting an
autoimmune reaction characterized by goiter and hyperthyroidism of high
triiodothyronine to thyroxine ratio (T3/T4). In the face of active disease, the adaptive
response to the increase in basal metabolic rate is weight loss, with weight gain being
the rule as thyroid function reestablishes. However, there is great variability in the
magnitude of this gain and the predictive factors are still poorly studied. Deiodinase
type 2 (D2) is an enzyme that contributes primarily to the intracellular signaling of the
thyroid hormone and, consequently, to the T3-mediated genomic actions. Cyclic AMP
and T3 are transcriptional regulators of the DIO2 gene. The mRNA of DIOZ2 gene is
overexpressed in the thyroid affected by GD and expressed in the human adipocyte,
white and brown adipose tissue, hypothalamus, pituitary and skeletal muscle, which
are tissues involved in the regulation of body weight and in the pathogenesis of Graves'
orbitopathy (GO). T3 can modulate the immune response. The polymorphisms of the
DIO2 gene 225014, rs12885300 and rs225015 can functionally modify this enzyme. In
this study 280 cases of DG and 297 control individuals were genotyped by the Tagman
SNP Genotyping techniqgue to investigate the relationship between DIO2
polymorphisms rs225014, rs12885300 and rs225015 with the clinical characteristics
exhibited by the patients with GD (susceptibility, post-treatment body weight variation,
GO activity at diagnosis, and thyroid antibodies). We observed that the polymorphic
inheritance of DIO2rs225014 was associated with the lower body weight variation after
GD treatment, suggesting its auxiliary role in predicting post-treatment weight
behavior.

Key words: Graves’ Disease, DIO2, polymorphisms
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1. INTRODUCAO

1.1 A Doenca de Graves

O aumento da sintese e secregao de horménios tireoidianos pela glandula
tireoide caracteriza o estado de hipertireoidismo (1). Em areas iodo suficientes,
a Doenca de Graves (DG) € a principal causa desta hiperfuncao (2). A incidéncia
anual é de 20 a 50 casos para cada 100.000 habitantes. Embora possa acometer
todas as idades, o pico de incidéncia concentra se na quinta a sexta décadas da
vida. O risco de desenvolver DG ao longo da vida € de 3% em mulheres e 0,5%
em homens (3). A etiologia envolve a interacao entre fatores genéticos e
ambientais (quadro 1) que levam a perda de tolerancia imunoldgica a antigenos
comuns a tireoide e a outros érgaos afetados, iniciando e sustentando uma
reacao autoimune (4, 5).

Quadro 1. Fatores genéticos e ambientais associados a DG (4, 5).

Fatores genéticos Fatores ambientais
HLA-DRgS Sexo feminino
CD40 Ingestao de iodo
CTLA4 Infeccdes
PTPN22 Agentes imunomoduladores
FCRL3 Periodos de reconstituicdo imune
TG Estresse psicolégico
TSHR Exposicéo ao tabaco
CD25

O receptor do TSH (TSHR) € um receptor acoplado a proteina G com sete
dominios transmembrana, que tem o AMP ciclico por segundo mensageiro. Esta
presente na superficie da célula folicular tireoidiana e também em outros tipos
celulares. E formado por uma subunidade extracelular maior (alfa) que contém
nove repeticdes ricas em leucina (LRRs) e uma extremidade N terminal,
constituindo a area de ligagédo do TSH; por um dominio ancorado a membrana
celular e uma porcao menor intracelular (beta) (figura 1) (6). A estrutura
relativamente instavel da subunidade alfa contribui para que este receptor seja
reconhecido como o principal auto antigeno da DG, desencadeando nos
individuos ora suscetiveis, a perda da tolerancia imunolégica e formacéao de

anticorpos 1gG  estimuladores (TRADb), inicialmente pelas células B
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intratireoidianas (6, 7). Estes anticorpos por sua vez, irdo competir com o TSH
pela ligacdo ao receptor, mimetizando seus efeitos e mantendo a ativagéo da
resposta autoimune, resultando nas principais caracteristicas tireoidianas da
doenca, o hipertireoidismo caracterizado por supressao do TSH e aumento da
relacéo triiodotironina/tiroxina (T3/T4) (8) e também a hiperplasia das células
foliculares (bocio) (7) (figura 2).

i Subunidade |

alfa

Subunidade
beta

Receptor do TSH

Figura 1. Receptor do TSH, modificado de: (6).

= = '
[ ] Py ' T Taxa metabélica basal (TMB) |
@ TRAb ° ' T Atividade simpética adrenérgica |
. - N | Oftalmopatia el
v Supressao | Bécio

- doTSH S Taquicardia ‘_{

v TRelac;ﬁo A\

: | TIT4 \\

Perda — s Tremor
tolerincia ~ Perda }
imunolégica ponderal (
Fatores Fatores
ambientais + genéticos i/ Mixedema ‘

‘_ Desordem autoimune

Figura 2. Etiopatogenia da Doenca de Graves (7, 9, 10).

Em reposta adaptativa as concentragbes elevadas de horménio
tireoidiano, ocorre aumento da taxa metabdlica basal (11), que acarreta perda
de peso corporal para 80 a 95% dos pacientes (12, 13), estimado em 15% do
peso pré-morbidade (14). O ganho de peso na fase ativa da DG também é

reportado, atingindo 5 a 10% dos acometidos, refletindo ndo s6 o aumento na
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taxa metabdlica basal, mas também o estimulo compensatério prolongado de
aumento do apetite (12, 15) (13).

Em reposta ao tratamento da DG, as concentracbes séricas dos
hormonios tireoidianos (HT) tendem a normalizacdo e o aumento do peso
corporal é esperado. A literatura reporta que este ganho é estimado em 2,5 a
15% do peso pré-morbidade, embora com grande variabilidade entre os
pacientes (14-16), o que pode também ser visto na pratica clinica diaria. Alguns
estudos investigaram esta situacdo, atribuindo como fatores causais uma
desregulagdo neuroquimica entre o controle do apetite e do peso corporal a
medida que a fungéo tireoidiana se restabelece (15), e também as modificagbes
na taxa metabdlica basal (TMB) em decorréncia das flutuagdes do TSH
resultantes do tratamento (17).

A manifestagéo extratireoidiana mais frequente da DG é a orbitopatia de
Graves (OG), acometendo 25% dos pacientes. Outras sdo 0 mixedema pré-tibial
e a acropatia, presentes em 15% e 0,3% dos portadores de DG,
respectivamente (10). A OG é também uma desordem de natureza autoimune.
A relacao entre a tireoide e a drbita encontra sustentagdo através da presenca
de antigenos comuns a ambos (TSHR) no fibroblasto orbitario (18). Em adicao,
evidéncias apontam que o receptor IGF1R (insulin like growth factor 1) e também
anticorpos a ele correlatos também podem estar envolvidos nesta patogénese
(19). Linfocitos auto reativos alcangam a O&rbita, reconhecem os antigenos
comuns apresentados pelos macréfagos e células B desencadeando ativagao
do fibroblasto orbitario, com subsequente producao de glicosaminoglicanos e
diferenciacdo em miofibroblastos e adipécitos (20). Por consequéncia, 0s
portadores apresentam sintomas relacionados ao aumento do conteudo
orbitario, que comumente incluem os relacionados a exoftalmia, exposicdo da
cornea e diplopia (10). Exibem, em sua maioria, uma fase ativa inicial onde o
processo inflamatério prevalece, evoluem para estabilizagéo e fase final inativa,
contudo quase sempre sem remissdo completa das modificagbes oculares
sofridas (21). Podemos avaliar clinicamente os portadores de OG através do
calculo do “Clinical Activity Score” (CAS) (quadro 2) e obter indicador da
atividade da doenca, bem como avaliar a severidade desta através das
classificagbes EUGOGO ou NOSPECS (22).
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Quadro 2. Avaliacdo da atividade da OG através do CAS (22).

Parametro Pontuacao
Dor retro bulbar espontanea 1
Dor ao desviar o olhar para cima 1

ou para baixo

Vermelhidao das palpebras

Vermelhid&o das conjuntivas

Edema da cartncula

Edema das palpebras

— ] o —

Edema da conjuntiva (quemose)

OG inativa = CAS menor que 3.

OG ativa = CAS igual ou maior que 3.

As opc¢des terapéuticas da DG envolvem uso de drogas antitireoidianas
(DAT) por longos periodos, terapia ablativa com iodo radioativo (RAI) ou
tireoidectomia (1). A escolha por um deles € influenciada por potenciais
beneficios diante das particularidades clinicas apresentadas pelo paciente,
efeitos colaterais de cada terapéutica, além da expectativa de recorréncia da
doenca (23). Quando consideramos o tratamento clinico, a taxa de recidiva da
DG reportada apds curso de 12 a 18 meses de DAT varia entre 30 a 70% (24) e,
nesta condicdo, as mesmas op¢des terapéuticas iniciais serao ponderadas (1).
Em recente estudo abordando este tema, Villagelin e Cols. evidenciaram maior
frequencia de disfuncéo tireoidiana, de piora da OG (avaliada por CAS) e maior
tendéncia ao ganho de peso corporal no grupo tratado com RAI quando
comparado ao tratado com baixas doses de metimazol (25). No tocante a OG,
estudos prévios também demonstraram associagdo de risco entre terapia com
RAI e desenvolvimento ou piora da OG, quando comparado com o tratamento
clinico (DAT) (26). Fatores como tabagismo, altos titulos de TRAb, concentragao
sérica de T3 pré tratamento, exposi¢do ao hipotireoidismo pds RAl e a OG ativa

pré existente potencialmente contribuem para aumentar este risco (27).
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1.2 As Deiodinases

1.2.1 Aspectos fisiolégicos

Os HT sao fundamentais para o crescimento e desenvolvimento na
infancia e para metabolismo nos adultos; o produto tireoidiano mais copioso € o
T4, contudo o T3 é o hormdnio capaz de garantir a maior atividade biologica,
pois tem dez a quinze vezes mais afinidade pelo receptor nuclear do horménio
tireoidiano, quando comparado ao T4 (28, 29). As enzimas envolvidas no
processo de ativacao e inativacdo destes horménios sédo as deiodinases: tipo 1
(D1), 2 (D2) e 3 (D3) (30). Sao selenoenzimas, caracterizam se pela presenca
do aminoacido selenocisteina no sitio ativo da enzima (31). D1 e D2 sao
ativadoras do T4 a T3 e a D3 inativa ambos (figura 3) (30). Tem papel
homeostatico significativo para nossa fisiologia, contribuindo para manutencéo
das concentragdes séricas e teciduais de T3, regulacdo da al¢a de “feedback”
do horménio liberador de tirotrofina (TRH) e tireoestimulante (TSH) e eliminacao
de iodotironinas (32). Estudos recentes reportam também a influéncia da
sinalizacao do horménio tireoidiano e; neste contexto, das deiodinases, para a

modulacao do gasto energético basal (9, 33).

Tiroxina, T4 l v T3 reverso ‘

—_————
o OH H OH
A .
NH NH
® -

@ o
Diiodotironina, T2

Hn@o "O@O
D3y
o o
H OH H OH
NH

Figura 3. Reacles cataliticas basicas das deiodinases, modificado de:
(34).

Sob condigdes fisiologicas, a funcao tireoidiana inicia se com a ligacao do
TSH (p6s-estimulo do TRH) ao receptor do TSH (acoplado a proteina G) na
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célula folicular tireoidiana (35). A sintese dos HT envolve o transporte ativo do
iodo na membrana basolateral da célula folicular através do co transportador
sédio iodeto (NIS) e da pendrina (36). Os residuos de tirosina da tireoglobulina
sdo substratos para iodacdo e formacdo das iodotironinas (35). A enzima
tiroperoxidase (TPO) catalisa a oxidagdo do iodo por peroxido de hidrogénio
(H202) e também a iodagao dos residuos tirosina (35). A enzima dual oxidase 2
e seu fator de maturacao (DUOX2 e DUOXAZ2) geram o H202 (37). Dois residuos
de diiodotironina (DIT) formam a tiroxina (T4) e, um DIT e um monoiodotironina
(MIT) formam a triiodotironina (T3) (35). O T4 e o T3 sao liberados da célula
folicular para circulagéo por transportadores, como o monocarboxilato 8 (MCT8).
Na circulacao, 0,03% do T4 e 0,3% do T3 estao livres e o restante ligados a
globulina ligadora de tiroxina (TBG), transtiretina e albumina (35). Em um
individuo saudavel, a producéo diaria de T3 € 80% decorrente da deiodinagéao
periférica do T4 e 20% tireoidiana (30), esta através da protedlise da
tireoglobulina (dois tercos) e da deiodinacéo intra tireoidiana do T4 (um terco)
(38).

Nas células, o T4 e T3 séricos podem ser captados através dos
transportadores de membrana (transportador de &anion organico 1C1 -
OATP1C1, transportadores monocarboxilato 8 e 10 - MCT8 e MCT10) (35, 39).

A D1 esta presente nas células foliculares tireoidianas, hipofisarias, renais
e hepaticas (35). E uma proteina com meia vida longa (8 horas); tem como
estimulo regulatério mais potente o T3, que atua na regido promotora do gene
DIO1 favorecendo sua transcrigédo (40). Sofre inducao por TSH (via AMP ciclico),
hormonio de crescimento e acido retindico e a repressao enzimatica ocorre na
deficiéncia de selénio (41). Promove deiodinacdo do anel interno (ou tirosil- 5
deiodinacao) das iodotironinas, inativando o T4 a rT3 (T3 reverso) e também; no
anel externo (ou fendlico- 5’ deiodinagao) ativando o T4 a T3, na proporcao de
2:1 (34). Tem ainda como substrato o rT3, formando o metabdlito inativo T2 (3,5-
diiodo-I-tironina). Contribui para produgcdo de aproximadamente 25% do T3
plasmatico, uma condi¢do favorecida pela localizagdo desta enzima junto a
membrana plasmatica celular; tem um papel homeostatico sobre as
concentracdes plasmaticas de T4, sendo via de drenagem em situacdes de
elevagdo do T4 sérico e desta forma, limitando a oferta de substrato para
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ativagao via D2 (8, 35, 42). Como promove também a eliminagéo de rT3 e outros
residuos, favorece a recirculagéo do iodeto para sintese de T4 (43).

A D2 encontra se expressa na tireoide, hipéfise, musculo esquelético,
tecido adiposo branco e marrom, sistema nervoso central (SNC), placenta e
coracdo (35, 44). E considerada a principal enzima ativadora do T4 & T3
(deiodinacdo do anel fendlico), devido a maior afinidade por este substrato
quando comparada a D1 (D2: Km~2 nM e D1: Km ~1 uM para o T4; onde Km &
a constante de Michaelis) (32). Também tem como substrato o rT3, convertendo
o a T2 (30). A meia vida desta enzima é curta, aproximadamente 45 minutos (45,
46). Esta localizada no reticulo endoplasmatico, o que permite que o T3 gerado
no componente intracelular seja levado diretamente ao receptor nuclear do HT
(TR), fazendo com que a producdo de T3 através da D2 tenha efeito
predominante sob a transcricao génica dependente de T3 (32, 34, 47).

O papel fisiologico da D2 é o fornecimento de T3 intracelular, sendo para
as células que a expressam, a principal fonte do T3 que esta ligado ao receptor
nuclear (figura 4); contribui para a produgédo diaria de T3 plasmatico (via
deiodinacao periférica do T4, gerado principalmente no mdudsculo); na
termogénese e no desenvolvimento (30, 34, 47). Esta enzima sofre inducao em
condi¢cbes de exposicado ao frio, catecolaminas, acidos biliares, AMP ciclico e
deubiquitinacéo (proteinas Von Hippel-Lindau 1 e 2 - VDU1 e 2) e inibi¢cdo por
concentracdes elevadas de T3, a nivel transcricional (reducdo na expressao
génica do DIO2) e pés translacional (ubiquitinacao - catalisada por WSB-1) (34)
(figura 5). A ubiquitinacdo e a deubiquitinagdo sdo processos intracelulares de
inativagdo e reativagdo da D2 respectivamente, conforme maior ou menor
concentracao intracelular de T4; uma alga interna de retroalimentacdo que

regulara a disponibilidade de T3, mediada por D2, dentro da célula (46).
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Teor de T3
nuclear

!

Taxa variavel

T4 [NCE T

T3

Proteina «—— mRNA

Célula alvo

Figura 4. Deiodinase tipo 2 — Papel fisiologico: homeostase intracelular
de T3, modificado de: (34).

Ubiquitinagio

Deubiquitinagio

=+ /ativa
— =" —/inativa

Célula Tireoidiana

Figura 5. Ativacao do receptor do TSH e regulacao intracelular da D2,
modificado de: (30, 34, 46).

D3 é uma enzima com atividade de inativacao, converte T4 a T3re T3 a
T2 (42). Esta presente no SNC e na pele de adultos e em varios tecidos
placentarios e fetais. Tem como principal papel proteger os tecidos do excesso
de horménios tireoidianos (35). As propriedades das D1, D2 e D3 estédo
sumarizadas no quadro 3.

As deiodinases podem amplificar ou reduzir a sinalizagao intracelular do
horménio tireoidiano em um dado tecido ao longo do tempo, ainda que as
concentracdes plasmaticas destes horménios estejam estaveis, uma vez que
varias moléculas sinalizadoras podem influenciar na expressao destas enzimas
(11, 28). Uma vez no nucleo celular, o horménio tireoidiano se ligara a receptores

e desta forma regulara a transcricao de genes responsivos (29).
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Quadro 3. Resumo das propriedades das deiodinases, modificado de:

(34).
Parametro D1 D2 D3
T4,rT3
Substrato 2(5):1(5)) T4, 1T3 T4, T3
preferencial
2 vida Varias horas Curta Varias horas
Localizacao Nllggnr:;?ig: Reticulo Membrana
subcelular P endoplasmatico plasmatica
SNC, hipdfise,
tireoide, tecido
o . , adiposo branco e Placenta, SNC,
L(:;:ililgjgr 0 tirtla:c;? daedoﬁincr')?i’se marrom, musculo figado fetal,
» NP esquelético, hemangiomas
placenta e coragao
Fornecimento de
T3 intracelular, Desenvolvimento,
Clarear T3 e rT3, termogénese, clareamento de T3
Funcao fonte de T3 desenvolvimento e e T4, evitar
plasmatico contribuicdo para producao
T3 plasmatico intracelular de T3

1.2.2. Na Doenca de Graves

A DG se caracteriza por persistente estimulagao tireoidiana, com evidente
aumento na relagcao T3/T4 sérica (8). As enzimas D1 e D2 sdo amplamente
expressas no tecido tireoidiano normal (48, 49) e também na DG (49); sendo que
nesta condicdo, estudos demonstram que a expressdo do RNA mensageiro
(RNAm) da D1 é aparentemente constitutiva, enquanto que para a D2 esta
expressao € variavel conforme o grau de estimulacgéo tireoidiana (49, 50).

Estudos posteriores demonstraram a presencga do elemento responsivo
ao AMP ciclico na regiao “5’ flanking” do gene DIOZ2, permitindo compreender a
estimulacdo da D2 através da via do receptor do TSH (51, 52); via também
envolvida no aumento da transcricao do gene D/IO7 (30). Contudo, ambos os
genes passarao também por regulacdo transcricional mediada pela alta
disponibilidade de T3 intracelular, desencadeando expressdo aumentada da D1
e reduzida da D2 (30, 40). De outra forma, a nivel pés translacional, a enzima
D2 sera reajustada conforme o aumento nas concentragbes T4 no meio

intracelular, promovendo inativagdao enzimatica por ubiquitinacao (46) (figura 5).
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Com objetivo de esclarecer sobre a producao de T3 no hipertireoidismo,
Laurberg e cols. estudaram pacientes com diagnéstico recente de DG ou bécio
multinodular téxico, randomizados para tratamento com altas doses de
propiltiuracil (PTU — bloqueando a acao da D1), PTU e iodeto de potassio ou
PTU associado a iodato de sodio (para bloqueio adicional da D2) e
demonstraram que a contribuicdo da D1 é trés vezes maior que a da D2 (8);
corroborando os achados de Maia, AL (53). Tendo por base as fontes de T3
plasmatico em condi¢cdes de normalidade e assumindo que a producao de T3
por deiodinagcdo periférica permanece estavel através de mecanismos
regulatérios (30), os autores concluiram também que a deiodinacao
intratirecidiana é a principal fonte de T3 plasmatico nas glandulas
hiperestimuladas, contribuindo com 28 a 57% do T3 produzido em um dia,
conforme maior severidade da doencga (8). A sintese de Tg com teor T3 quase
duas vezes acima do normal também contribui, em menor proporcéo, para a
producao predominantemente tireoidiana de T3 na DG (54). As figuras 6 e 7
ilustram a producao de T3 no eutireoidismo e na DG, respectivamente.

Producao Produgio T3
didria

Tireoide 20%
Tq

110 nmol

Ty
50 nmol

Figura 6. Producéo tireoidiana de T3 no eutireoidismo, modificado de: (8,
30, 41).

Deiodinacio
Periférica 80%

Hipertireoidismo L Hipertireoidismo Severo
| I,
Produg¢io Produgiio de

didria T3

Produgio Produgio de
didria T3

Ts Tireoide Ts
440 nmol 47% 440 nmol Tireoide

68%
Ta
500 nmol . |
Deiodinagio

periférica
32%

SOOT:moI Deiodinagio

periférica
53%

Figura 7. Producéo tireoidiana de T3 no hipertireoidismo de Graves,
modificado de: (8, 41).
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O papel das D1 e D2 para a producao tireoidiana de T3, nos casos de DG
comum e T3 dominante, também foi estudado por Ito e colaboradores (55). Neste
estudo, os pacientes dos dois grupos foram tratados com metimazol até a
normalizacao do T4 sérico, sendo que os com DG T3 dominante persistiram com
T3 sérico elevado por pelo menos 3 meses; posteriormente todos foram
submetidos a tireoidectomia, com avaliagcao da expressdo do RNAm e atividade
enzimatica das D1 e D2 nas amostras de tecido. Os achados confirmaram a
maior contribuicdo tireoidiana para producao diaria de T3 também na DG T3
dominante; demonstraram a atividade aumentada de ambas enzimas
(principalmente da D2) nos dois grupos, em concordancia com a maior relacdo
T3/T4 e com os titulos de TRAb (55). Ocorreu paralelismo entre a expressao do
RNAm do DIO1 e DIOZ2 e os titulos de TRAb nestes grupos (embora mais fraco
para a D2, p<0,05 em relagédo a D1, p<0,01); contudo, entre expressdo do RNAm
e atividade enzimatica, apenas para a D1 (p<0,01) (55); sugerindo que nao
apenas o estimulo transcricional positivo por AMP ciclico (51, 52) (através do
TRAb), mas também negativo mediado pelas concentracdes de T3, regulam a
transcricdo do RNAm do DIOZ2 (56). Uma vez que as concentracdes de T4
estavam normalizadas na maioria destes casos, 0os autores ressaltam que outros
fatores podem justificar o evidente aumento na atividade da D2 na DG T3
dominante, sendo o TRAb um potencial candidato, dada alta relagdo entre estes
titulos e os de T3 (55).

Através de diferentes mecanismos, os estudos apontam que, embora a
tireoide contribua de forma significativa para a producao de T3 na DG (8, 47, 55),
a contribuicao das D1 e D2 sofrera marcada influéncia dos mecanismos
regulatérios (51, 52, 56), que também serdo modulados ao longo do curso da
doenca e opc¢ao de tratamento, trazendo a percep¢ao o quao dindmico € o curso
desta doenca.

O estado de hipertireoidismo é capaz de aumentar a produgao linfocitaria
e pode induzir a intensificacdo da resposta imunolégica e a producado de
anticorpos (57). Uma vez que D2 tem contribuicdo para a produgcédo de T3 no
estado de hipertireoidismo (8, 55), sua influéncia na modulagdo da resposta
imune é postulada (58).

Planck e cols. demostraram a expressdao do RNAm do gene DIOZ2 e a
atividade da enzima D2 no tecido adiposo orbitario de individuos sem disfungéo
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tireoidiana e nos portadores de OG ativa e inativa (59). Em subsequente estudo,
foi demonstrada a sub expressdo do RNAm deste gene no tecido adiposo
orbitario dos portadores de OG crénica em comparacdo aos individuos
eutireoidianos saudaveis submetidos a plastica ocular; mas para os portadores
de OG ativa néo foi possivel avaliar, dado o uso concomitante de corticoides e a
potencial influéncia da inflamacao para a expressao deste gene (60).

1.2.3 As deiodinases e o0 metabolismo energético

A disponibilidade imediata de substratos (glicose e ATP) para o
metabolismo energético € necessaria para a preservacdo da homeostase,
abastecimento e funcionalidade do organismo (9). Durante o processo de
oxidacao celular destes substratos, 65% da energia liberada sera canalizada
para a fosforilagdo do ADP e estoque na forma de ATP, por mecanismo de
acoplamento mitocondrial e 35% dela sera perdida sob a forma de calor (9). Em
alguns tecidos como o adiposo marrom, ocorre 0 mecanismo de néao
acoplamento mitocondrial, onde a oxidacado celular do substrato é elevada,
contudo sem sintese de ATP, sendo a maior parte da energia liberada sob a
forma de calor (61). Num individuo em estado de repouso, o total de energia
envolvida em todo este processo é conhecido como taxa metabdlica basal
(TMB), sendo o montante de calor produzido como resultado da transferéncia
energética do substrato para a sintese do ATP descrito como termogénese
obrigatéria (TO) (9). Diante do aumento de atividade, ocorrera mais quebra de
moléculas de ATP e o provimento de calor como resultante deste aumento na
TMB é descrito como termogénese adaptativa (TA) (9). O horménio tireoidiano
promove TO através da quebra do ATP e producgao de calor, que em situacdes
de hipertireoidismo severo pode promover gasto energético duas vezes maior;
além da TA em alguns tecidos como adiposo marrom, através da proteina de
nao acoplamento mitocondrial, a UCP-1 (9).

Os achados de um estudo clinico realizado por Al-Adsani e cols. trazem
evidéncias sobre o0 HT e o gasto energético basal. Neste estudo, realizado em
pacientes hipotireoideos usudrios de T4L, as mudancas no gasto energético
basal (GEB) se correlacionaram com as concentragdes séricas de TSH, mas nao
com as de T3 ou T4, sugerindo que mecanismos locais que regulam a
disponibilidade de T3 na célula alvo devem estar relacionados a este gasto,
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semelhante aos mecanismos que regulam o TSH, trazendo a importancia da
sinalizacao intracelular do HT, e portanto da D2, para este contexto (17).

Estudos posteriores confirmaram que a sinalizagdo do hormonio
tireoidiano é o principal regulador do gasto energético, através de vias tanto
centrais quanto periféricas (33). Considerando o papel das deiodinases a nivel
central, os neur6nios hipotalamicos serdo afetados pelas concentracoes de T3
provenientes do plasma e também pelo conteddo de T3 localmente
disponibilizado pelas D2 e D3, expressas nas células gliais da parede do terceiro
ventriculo e do hipotalamo (62). A producao do horménio liberador de tirotrofina
(TRH) definira a regulacéo tireoidiana atraves da modulagédo que exerce sobre a
secrecao hipofisaria do horménio TSH (33), enquanto que também sera regulada
em todos os niveis pelas concentracdes de T3 plasmatica e tecidual (via D2
principalmente), garantindo desta forma a estabilidade das concentragbes
séricas de T3 e a homeostase energética (63). Além deste aspecto, no
hipotalamo ventral medial, o T3 gerado pela D2 esta relacionado a resposta
adaptativa ao estado de jejum, aumentando o apetite e reduzindo da atividade
simpatica no tecido adiposo marrom, de forma a minimizar o gasto energético
(64).

Perifericamente, as deiodinases podem amplificar (D2) ou reduzir (D3) a
sinalizacdo do HT em tecidos que sdo metabolicamente importantes como o
musculo esquelético, o tecido adiposo marrom e o hipotalamo, influenciando no
gasto energético a nivel tecidual (9).

A D2 é necessaria para que o pleno desenvolvimento e diferenciagéo do
tecido adiposo marrom ocorra (65). Estudos recentes reportam a presenca deste
tecido ativo em adultos (66). A D2 tem papel na indugdo da UCP-1 que é
responsavel pelo mecanismo de termogénese adaptativa neste tecido (9, 33).
Considerando se que a D2 encontra se também expressa no pré adipécito
humano (44); que o T3 induz a expressao de UCP1 (via D2), a biogénese
mitocondrial e ao aumento de consumo de oxigénio pelas células multipotentes
do tecido adiposo (33, 67), ha evidéncia da influéncia destes fatores para a
conversao de uma populacao de adipécitos em tecido adiposo marrom (68). No
musculo esquelético, o HT também regula a termogénese através do nao
acoplamento mitocondrial (69), sendo um importante mecanismo para o gasto

energético em pacientes com tireotoxicose (70).
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O papel da D2 para a sinalizacao do horménio tireoidiano e metabolismo
estdo ilustrados na figura 8. Todos estes dados reforcam a contribuicdo da
enzima D2 para a sinalizacao do horménio tireoidiano e para o gasto energético

basal.

ﬁ v' Vias centrais de regulacio do eixo hipotdlamo

¥ TRH SNC hipéfise tireoidiano e de controle do apetite;
_ ~Tireotrolo Tec. adip. marrom
— D2 - €54. v' Regulag¢do do metabolismo e gasto energético
nas células periféricas (perfil de expressdo das

deiodinases — T3 intracelular);

)3 v' Termogeénese adaptativa (tecido adiposo
marrom e musculo esquelético).

Figura 8. Deiodinases (D2) para o metabolismo energético, modificado de
(9, 33).

1.3 O gene DIO2

O gene DIO2 humano esta localizado na posi¢cao 14g24.3 do bracgo longo
do cromossoma 14 e tem 15 quilobases (71). Os componentes envolvidos na
regulacao transcricional sdo o AMP ciclico e o fator de transcricéo tireoidiano tipo
1 (TTF1), que ao atuar na regiao promotora do gene (52, 72) controlam
positivamente a expressao do RNAm da D2 e; também o T3, que em
concentragdes elevadas promove reducao na expressao deste gene (34).

O RNAm das selenoproteinas, dentre elas o da D2 humana, tem 6 a 7 kb
de comprimento (73). A regidao 3'UTR é longa (com aproximadamente 4,7 kb)
(73); contém a sequéncia de inclusdo do aminoacido selenocisteina, conhecida
por elemento SECIS na regido 3’ terminal, que é necessaria para que o cdédon
UGA seja reconhecido como codon para insergdo da selenocisteina ao invés de
um cddon de parada, um aspecto importante para formagcao de uma enzima ativa
(32, 73). Aregiao 5’UTR é menor, com cerca de 600 pb de comprimento, contém
3 regides diferentes de iniciacdo da transcricao (“transcription start sites” ou
TSS), trés regides codificadoras descritas como SORF (“short open reading

frames”), e esta envolvida na regulagao da atividade da enzima (73).
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A proteina codificada, a D2 humana, pertence a familia das iodotironinas
deiodinases, contém o aminoacido selenocisteina no sitio ativo da enzima, um
aspecto considerado critico para a efetividade da reacéo de deiodinacéo (29). E
composta por um dominio na membrana do reticulo endoplasmatico (RE), uma
por¢cdo amino terminal dentro do RE e uma regido catalitica voltada para o

citoplasma (45).

1.3.1. Os polimorfismos do gene DIO2

1.3.1.1 DIO2rs225014

O polimorfismo do DIO2 Thr92Ala (rs225014) tem como caracteristica a
substituicdo do aminoéacido treonina (Tre) por alanina (Ala) no cédon 92 de uma
alca responsavel por controlar a ubiquitinacdo e a degradagdo pelos
proteassomas (74). A incidéncia da heranga homozigota polimérfica em
populacao brasileira foi descrita em 12 a 16,4% (75).

Em populagéo eutireoidiana saudavel, Peeters e colaboradores avaliaram
a relacéo entre os gendtipos deste polimorfismo e as concentragbes séricas de
TSH e iodotironinas, e também com a atividade “in situ” da enzima D2 em células
COS 1 transfectadas e incubadas com T4; ndao encontraram alteracao
significativa em ambos aspectos, contudo enfatizam que diante do papel
principal da D2 em prover T3 intracelular, ndo é possivel descartar que as
concentragdes intracelulares de T3 ndo sofram altera¢des por este polimorfismo
(76). Outros grupos também reportaram que este polimorfismo do DIO2 ndo esta
associado com as concentracdes séricas dos hormdnios tireoidianos e do TSH
em diversas populacées, com e sem disfuncao tireoidiana (58, 77-79). As
variantes deste polimorfismo quando expressas em células HEK-293, também
ndo demonstraram diferengas significativas nas propriedades cinéticas da
enzima D2 sob influéncia do gendétipo polimérfico ou selvagem; contudo ao
avaliar a atividade e a expressdo do RNAm da D2 em amostras de tecido
tireoidiano (pacientes eutireoidianos com doencga nodular benigna ou maligna) e
de musculo esquelético (proveniente de biépsia do estenocleodomastéideo ou
reto abdominal de pacientes eutireoidianos e na auséncia de diabetes ou pré
diabetes), observaram a redug¢do na velocidade da enzima nos com genotipo
polimérfico Ala92Ala para o tecido tireoidiano (p=0,05) e para musculo
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esquelético (p=0,04), sem alteracao correspondente no RNAm da D2 (80). Como
nenhuma propriedade bioquimica desta enzima foi significativamente modificada
pela presenca do gendtipo polimorfico, ndo explica a redugdo da velocidade
enzimatica observada nos tecidos e, traz a possibilidade de que este achado
possa estar relacionado ao desequilibrio de ligagcao entre este polimorfismo e
outro, neste gene ou em outro préximo ou ainda, que o gendtipo polimorfico
produza defeito na traducdo ou na estabilidade da proteina, o que pode ser
observado em tecidos, mas néo “in vitro” (80); entretanto, estudos subsequentes
evidenciaram que condi¢des técnicas especiais, ndo consideradas neste estudo,
Sa0 necessarias para avaliar a atividade da D2 no musculo, questionando parte
destes achados (81).

De forma diferente, os achados de outros dois estudos sugerem, por
métodos indiretos, que a heranga polimérfica do DIO2 rs225014, quando
comparada a selvagem, esta relacionada a menor atividade catalitica enziméatica
(82, 83). Num deles, Torlontano e colaboradores demonstraram que os pacientes
tireoidectomizados homozigotos Ala/Ala requereram maior dosagem de T4L
para alcangar o alvo de TSH (83), mas estes achados nao foram replicados por
outro estudo semelhante (84). Butler e cols. evidenciaram que voluntarios
eutireoidianos saudaveis homozigotos para este polimorfismo exibem atraso no
aumento do T3 sérico poés-estimulo com TRH, quando comparados aos
heterozigotos (resposta intermedidria) e também ao gendtipo selvagem (82).

Em recente estudo, Castagna e cols elucidaram o papel deste
polimorfismo para atividade enzimética da D2 ao demonstrarem evidéncias
biolégicas de que a D2-Ala92 (heranca polimoérfica) se torna menos eficiente e,
portanto acarreta producgao reduzida de T3 no musculo esquelético e na hipéfise
(85).

Este polimorfismo foi estudado previamente no contexto da DG; um deles
demonstrou a associagdo da heranga polimérfica com maior susceptibilidade
para DG na populacao russa (86), enquanto que outro descreve a relagao de
protecdo deste gendtipo quanto ao desenvolvimento, severidade e taxa de
remissdo da DG, em populacdo de etnia semelhante (87).

Outras associacdes deste polimorfismo com condi¢cdes clinicas
encontram-se sumarizadas no quadro 4.
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Quadro 4. Achados clinicos associados ao polimorfismo DIO2 rs225014,

modificado de: (35).

Contexto clinico

Resumo dos achados

Funcéao
neurocognitiva
(funcdo tireoidiana

preservada)

Sem associagdo com a resposta ao tratamento da
depressédo maior com paroxetina (88).

Nao associado a maior resposta ao tratamento da
depressao com sertralina associada a T3 (89).

Aumento de risco para transtorno bipolar em

populacéo chinesa de meia idade (90).

N&ao associado a marcadores de risco para doencga de
Alzheimer a ressonancia nuclear magnética (RNM) em

populacéo alema (77).

Funcao

neurocognitiva em
hipotireoideos
tratados com

levotiroxina (LT4)

Menor percepcao de bem-estar psicolégico na terapia
com LT4 e melhora na terapia combinadacom T3 e T4
(91).

Nao associado a bem-estar, fungdo cognitiva e
resposta a terapia combinada com T3 e T4, quando
comparado a terapia isolada com T4 (92).

Retardo mental

N&o associado a retardo metal em criangas chinesas
residentes em area iodo deficientes (93, 94).

Osteoartrite e

osteoporose

Associado a menor densidade mineral e maior
da

hipotireoideos tratados com LT4 (tireoidectomizados

“turnover” massa Ossea em pacientes

por cancer de tireoide) (84).

Associado com osteoatrite em populacdo de origem

asiatica e caucasiana (95).

Diabetes e resisténcia

a insulina

Associado a aumento do risco para diabetes em
populacado de meia idade (75).

Associado a resisténcia insulinica em pacientes
diabéticos brasileiros (80) e europeus de meia idade
(96).

Em gestantes brasileiras, o gendtipo polimérfico foi
associado a menor atividade placentaria da D2, mas
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nao as alteragdes maternas no metabolismo da
glicose ou resisténcia insulinica, TSH neonatal e
desfechos gestacionais piores (97).

Nao associado a DM2 e resisténcia insulinica em
populacéo Dinamarquesa (98).

Pressao arterial

Associado a hipertensao arterial sistémica (HAS) em
individuos eutireoidianos de meia idade (populacao
europeia) (99).

Nao associado a HAS (populagdo do estudo
Framingham) (100).

N&o associado a HAS em pacientes diabéticos
brasileiros (80).

Dislipidemia

Nao associado com triglicérides, colesterol total ou
HDL em pacientes diabéticos (80, 96).

indice de massa
corporea (IMC)

N&o associado ao IMC em populacdo brasileira
diabética de meia idade (80).

Associado a maior IMC em pacientes de meia idade
hipotireoideos por tireoidite de Hashimoto em uso de
LT4 (84).

Nao associado a obesidade em populagao
Dinamarquesa (heranga Ala92 menos frequente em
obesos, p=0,005) (98).

Autoimunidade

Nao associado com autoimunidade tireoidiana
(anticorpo anti tiroperoxidase) (58).

1.3.1.2 DIO2 rs12885300
Este polimorfismo corresponde a uma alteragéo no ultimo cédon da regiao

ORFa na localizagao 5’UTR do DIOZ2, de glicina para acido aspartico (101). Esta

regidao 5’UTR tem 3 sORFs (“short open reading frames”), sendo que a ORFa é

considerada a principal responsavel pela inibicdo da transcricdo do RNAm do

gene DIO2 (101).
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Peeters e colaboradores descrevem a frequéncia de 34% para a heranca
polimérfica do DIOZ2 rs12885300 em populacdo eutireoidiana (doadores de
sangue e idosos) e também a associacdo com menores concentracoes
plasmaticas de T4, T4L e rT3, mas ndo de T3 e TSH (gerando relacdo T3/T4 e
T3/rT3 maiores), sugerindo a relagao deste polimorfismo com maior atividade da
D2 e também enfatizando que este efeito sofre modulagdo da idade, uma vez
que se mostrou significativo apenas na populacdo mais jovem, justificado pela
significativa reducdo da massa muscular com o avancgar da idade (101). Um
estudo subsequente demonstrou a caracterizagao funcional desta variante D2-
ORF-Gly3Asp, sugerindo aumento da transcricdo do DIOZ2 e da atividade da
enzima D2, induzidos por este polimorfismo (102).

Peltsverger e colaboradores estudaram a relagao deste polimorfismo ao
estimulo agudo com TRH sobre a glandula tireoide e descreveram que a heranca
polimorfica esta associada ao aumento embotado do LT4 pds-estimulo (sem
alteracao no pico de TSH ou de T3 séricos), sugerindo desequilibrio na relacao
T3/T4 a favor do produto e, portanto, compativel com aumento na atividade da
D2, quando comparada aos outros gendétipos (103).

Este polimorfismo ja foi estudado em associagdo a condigdes clinicas,

sumarizadas no quadro 5.

Quadro 5. Condigbes clinicas descritas em associagdo ao DIO2
rs12885300, modificado de: (35).

Contexto clinico Resumo dos achados

Funcdo neurocognitiva (fungéo tireoidiana | Aumento do risco de transtorno
preservada) bipolar em populagdo chinesa
de meia idade (90).

Nao associado a marcadores de

deméncia a RNM em populacao
idosa (77).
Fungéo neurocognitiva (hipotireoidismo em | Ndo associado a percepgao de

uso de LT4) bem estar, funcao
neurocognitiva e resposta a

terapia combinada com T3 e T4,
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quando comparado a terapia
isolada com T4 (92).

N&o associado a dose LT4 para

alcancar supressao do TSH em
pacientes com  carcinoma
diferenciado de tireoide
(populacéo brasileira) (104).

Osteoartrite Associado ao maior risco de
osteoartrite em populagdo de
etnia caucasiana e asiatica (95).

Etilismo Nado associado (populacao
chinesa) (105).
Sepse N&o associado ao risco de

sepse e injuria pulmonar aguda
(populacéao europeia e

americana) (106).

Pressao arterial Nao associado a HAS em
amostra da populagdo geral
(“Rotterdam Scan Study”) (107).

1.3.1.3 DIO2rs225015

Este polimorfismo é caracterizado por uma troca adenina por guanina
regido 3'UTR do gene DIO2 (108). A incidéncia da heranga homozigota
polimorfica foi reportada em 3,6% em indios pima diabéticos e 7% em individuos
controle (indios pima nao diabéticos) e heterozigota de 32% para os casos e
24,3% para os controles (108).

A associacao deste polimorfismo com as concentragdes plasmaticas de
hormoénios tireoidianos foi estudada em coorte de pacientes com e sem
hipotireoidismo e nenhuma alteragdo foi encontrada (79). Em estudo
subsequente do mesmo grupo, a heranga polimoérfica do DIO2 rs225015 foi
associada a menor percep¢ao de bem-estar psicoldgico (ao questionario geral
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de saude, versao 12) em pacientes com hipotireoidismo e em terapia com LT4
(91).

O gendtipo polimérfico do DIOZ2 rs225015 foi associado ao
desenvolvimento precoce do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) em indios pima
americanos (p=0,03) no estudo de Nair e colaboradores, contudo ndo houve
correlacdo com IMC, obesidade ou presenga DM2 em qualquer idade (108).

Uma vez que a D2 encontra se super expressa na tireoide afetada por DG
e também expressa no pré adip6cito humano, no tecido adiposo branco e
marrom, no hipotalamo, na hipofise e no musculo esquelético; que contribui
significativamente para a sinalizagao intracelular do hormonio tireoidiano e por
consequéncia para as agdes gendémicas medidas por T3 e; que os polimorfismos
do gene DIO2 podem alterar funcionalmente esta enzima, consideramos
importante e elucidativo investigar as possiveis associacées entre 0s
polimorfismos do DIO2rs225014, rs12885300 e rs225015 com as caracteristicas
clinicas da DG. Ressaltamos particular interesse na relagcdo destes
polimorfismos com a variacao do peso corporal associada ao tratamento da DG,
uma situagcdo que frequentemente extrapola o peso pré-morbidade, é
clinicamente relevante e vem ao encontro da atual epidemia mundial de

obesidade que vivenciamos também na pratica médica diaria.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a relacdo dos polimorfismos do gene DIO2 rs225014,
rs12885300 e rs225015 com a DG, em referéncia a incidéncia, suscetibilidade e
caracteristicas clinicas exibidas pelos pacientes.

2.2 Objetivos especificos

1. Qual a incidéncia dos polimorfismos do gene DIOZ2 rs225014,
rs12885300 e rs225015 nos casos com DG e nos individuos controles?
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2. Os polimorfismos do gene DIOZ2 rs225014, rs12885300 e rs225015
estdo associados a suscetibilidade para DG?

3. Existe associacao entre os polimorfismos do gene DIOZ2 rs225014,

rs12885300 e rs225015 com a variagao de peso corporal pds-tratamento da DG?

4. Existe associacado entre os polimorfismos do gene DIO2 rs225014,
rs12885300 e rs225015 com a atividade da OG ao diagnostico?

5. Existe associagdo entre os polimorfismos do gene DIOZ2 rs225014,
rs12885300 e rs225015 com a positividade dos anticorpos tireoidianos (TRAD,
ATPO e ATg)?

3. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) — CAAE: 39705814.0.0000.5404, niamero do parecer
928.784. E um estudo retrospectivo, tipo caso-controle. Os 577 individuos
envolvidos no estudo, 280 casos e 297 controles sdo provenientes do
biorrepositorio do Laboratério de Genética Molecular do Cancer (GEMOCA) da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e foram previamente descritos (109).

3.1 Casuistica

3.1.1 Pacientes com doenca de Graves

Os 280 pacientes com DG foram acompanhados no Ambulatério de
Endocrinologia do Hospital da Pontificia Universidade Catdlica de Campinas
(PUCC) no periodo de 1997 a 2003. O diagndstico foi definido através de sinais
e sintomas de hipertireoidismo, dentre eles o bdcio difuso, e confirmagéo
laboratorial evidenciando TSH supresso associado as concentracdes séricas
elevadas de T4L e T3, TRAb positivo e/ou bécio difuso a ultrassonografia e
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presenca de captacdo de 24 horas de iodo (ou tecnécio) aumentada com
distribuicdo difusa e homogénea.

Informes clinicos relacionados a identificacao do paciente, idade, sexo,
etnia, concentracdes séricas de TSH, T4L e positividade de anticorpos (a saber:
anti tiroperoxidase — ATPO, anti tireoglobulina — ATg e contra o receptor do TSH
— TRADb), volume tireoidiano por ultrassonografia (ml) e pontuagéo da atividade
clinica da oftalmopatia ou “clinical activity score” (CAS) ao diagnostico foram
coletados através da revisdo dos prontuarios médicos.

Foram excluidos deste estudo os pacientes que possuiam histérico de
gestacao e/ou lactagdo durante o periodo avaliado, os que usaram medicacoes
ou tiveram outra condicdo de saude (doenca ou cirurgia) capaz de promover
variagao no peso corporal, e também as criancas e os adolescentes.

Dentre estes 280 casos, 69 foram tratados com DAT a partir do
diagnostico, 57 inicialmente com DAT e posteriormente RAI e 45 foram tratados
com RAI. Os que usaram DAT foram acompanhados desde o diagnéstico por até
24 meses e, os com RAIl a partir do momento desta indicacao até 54 meses apos.
Estes cortes de tempo foram feitos com base na maior disponibilidade de
informacgdes clinicas ao longo do periodo de observacédo. Para 109 casos nao
houve disponibilidade de informagdes pertinentes ao seguimento clinico.

Em atencdo a evolucédo clinica do paciente ao longo do tempo de
seguimento e também em conformidade com a disponibilidade de dados nos
prontuarios médicos revisados, foram obtidos registros das concentragbes
séricas de TSH, T4L e TRAb, peso corporal, estatura, IMC e também
medicacdes em uso e morbidades associadas, no momento do diagndstico e a
cada seis meses.

Diante do exposto, os casos foram agrupados conforme abaixo (figura 9):

1. Grupo DG diagnéstico: Todos os 280 casos ao diagnéstico:

2. Grupo DG seguimento: Todos os casos no seguimento, agrupados
independente da opcao de tratamento para DG. Contempla 171 casos
acompanhados por até 24 meses.

3. Grupo RAI: Reune os 102 pacientes que foram submetidos ao
tratamento com RAI, a partir da indicagdo desta terapia por até 54 meses apos.
Para 23 pacientes esta indicacao foi por recidiva da DG apés tratamento clinico
por 12 a 24 meses, para 39 casos foi por baixa adeséo ao tratamento clinico, em
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19 casos por apresentarem efeitos colaterais com drogas anti tireoidianas (9
tiveram alergia cutédnea, 6 apresentaram aumento de transaminases séricas e 4
apresentaram leucopenia com neutropenia) e, em outros 21 casos foi por opcao
do médico assistente, no diagndstico da DG.

4. Grupo DAT: Contempla os 126 pacientes a partir do diagnostico, que
foram tratados com metmazol (MMI), com variagéo na dose entre 10 a 60 mg dia
até obtencao do eutireoidismo e 2,5 a 30 mg dia para manutencao deste estado
por até 24 meses, conforme os resultados dos exames de funcgao tireoidiana.

5. Grupo DAT a RAI: Inclui 57 pacientes onde temos uma visao horizontal
de duas opg¢des de tratamento ao longo do tempo. A partir do diagnéstico da DG
o tratamento inicial foi com DAT (MMI — 10 a 60 mg/dia), neste periodo eles foram
acompanhados de 6/6 meses durante 24 meses. Por diferentes indicacoes;
dentre elas a recidiva apo6s tratamento clinico por 12 a 24 meses (21 casos),
baixa adesao ao tratamento clinico com DAT (25 casos), efeitos colaterais com
DAT (4 casos alergia cutanea, 2 casos com elevacao persistente transaminases
séricas e 2 casos com leucopenia e neutropenia) e por escolha do paciente e/ou
médico em 3 casos, foram posteriormente tratados com RAIl. Nesta fase, os
dados clinicos foram coletados semestralmente por até 54 meses.

Grupo DG diagnéstico — 280 casos

45 lodo .
radioativo | | 57 DAT a RAI | | . 89 drogas anti 109 sem
(RAI) tireoidianas (DAT) seguimento
T_’_l ! . f
Grupo| | Grupo Grupo
RAI* | | DAT a DAT™
RAI
Grupo DG seguimento *RAI + Fase RAI do DAT a RAI

**DAT + Fase DAT do DAT a RAI

Figura 9. Descricao dos casos.
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3.1.2 Controles

Selecionamos 297 individuos saudaveis domiciliados em Campinas e
regides proximas, com idade de 40,15 + 11,21 anos, sendo 244 mulheres e 53
homens. As amostras de sangue periférico foram previamente coletadas através
do Hemocentro (UNICAMP) e o material genético foi armazenado no
biorrepositorio do Laboratério GEMOCA da FCM (UNICAMP). Esta casuistica foi
descrita em estudo anterior (109). Ressaltamos que foram excluidos os
individuos com histérico prévio de doencas tiroidianas.

3.2 Métodos

3.2.1 Extracao do DNA

A extracdo do DNA nas amostras de sangue periférico dos pacientes e
controles foi realizada tendo por base 0 método do fenol-cloroformio, através de
um protocolo adaptado pelo laboratério GEMOCA. Apés a extracdao, o DNA na
amostra foi quantificado por meio do espectrofotometro UV — Visivel, modelo
PICODROP (marca Picodrop Limited - Cambridgeshire, UK) e posteriormente
armazenado em congelador a —20° C.

3.2.2 Verificacdo dos polimorfismos génicos do DIO2 rs225014,
rs12885300 e rs225015

A metodologia tem por base o fato de que a estabilidade do DNA de dupla
fita € interrompida diante da exposicao a altas temperaturas, promovendo quebra
das pontes de hidrogénio e separando as duas cadeias. A tendéncia natural é
de que cada cadeia associe se novamente a sua complementar, mantendo
estrutura em dupla fita. Utilizando se uma sonda com sequencia complementar
ao DNA alvo, a hibridizagado ocorre e ao promover condi¢cdes de alta estringéncia,
a estabilidade é suficiente para permitir que somente as sequéncias
completamente homologas permanegcam hibridizadas. Podem ser construidas
sondas especificas para cada alelo. Neste estudo a verificagdo dos
polimorfismos foi realizada através do TagMan® SNP Genotyping (7500 Real
Time PCR Systems, Applied Biosystems, CA), utilizando ensaio para
genotipagem com sondas e primers TagMan®; em uma combinagdo da
hibridizacdo e da atividade da DNA-polimerase, associada a deteccao de
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fluorescéncia (110, 111). No quadro 6 estdo descritas sondas utilizadas para
analise do gene DIO2.

Quadro 6. Gene DIO2 com suas respectivas sondas.

Identificacao do . Sonda
Gene rs Concentracao
ensaio VIC/FAM
DIO2 | C-15819951-10 rs225014 40X [C/T]
DIO2 | (C-31755153-30 rs12885300 40X [C/T]
DIO2 C-568127-10 rs225015 40X [A/G]

Para estas analises, foi utilizada uma solugéo de 5 ul, contendo: 20 ng de
DNA da amostra, 2,5 pl de Tagman universal PCR Master Mix (com
concentracao final 1X), 0,25 ul do ensaio (sonda e primers) para a concentragao
de 20X e 0,125 pl para a concentragao de 40X (mantendo concentracéo final de
1X), além de 2,25 ul de agua milli-g®. Para todas as reacdes foi feito um controle
negativo e outro positivo. Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foram
utilizados ciclos de dez minutos a 95°C para a fase inicial de desnaturacéo,
seguido de 50 ciclos a 92°C por 15 segundos e de 60°C por 90 segundos.
Utilizamos o software “Sequence Detection”, versdo 1.3 (Applied Biosystems,
CA) para analisar os dados.

Nas figuras 10, 11 e 12 estdo ilustrados os resultados da técnica
TagMan® SNP Genotyping. As curvas destacadas indicam respectivamente o
genotipo homozigoto selvagem, homozigoto polimérfico e heterozigoto.
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Figura 10. Exemplo de resultado da técnica TagMan® SNP Genotyping —
Homozigoto selvagem.
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Figura 11. Exemplo de resultado da técnica TagMan® SNP Genotyping —
Homozigoto polimérfico.
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Figura 12. Exemplo de resultado da técnica TagMan® SNP Genotyping —
Heterozigoto.

3.2.3 Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o software SAS (Statistical Analyses
System), versao 9.4. SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA. Foi realizada
a analise exploratéria dos dados através da frequéncia dos dados categoéricos e
das estatisticas descritivas dos dados quantitativos. Testes Qui-quadrado (X?) e
Mann- Whitney foram usados para examinar a homogeneidade entre os casos e
os controles com relagdo ao sexo, etnia e idade. Os testes de Kruskal-Wallis, X?
e exato de Fisher foram utilizados para comparar a idade, sexo, etnia,
positividade do TRAb e médias das concentracdes séricas de TSH e T4L entre
os diferentes grupos genotipicos. Para avaliar a relacdo entre as médias de
variacao ponderal (em kg e IMC) nos diferentes genétipos foi utilizado ANOVA
e, para verificar os fatores associados com a variacao de peso corporal foi usada
a regressao linear simples e multipla (processo de selecao stepwise). A relacao
entre os diferentes genédtipos com a presenca e atividade da OG ao diagnostico
e também com os anticorpos tireoidianos (ATPO, ATg e TRAb) foi avaliada
através do teste de X2. Para avaliagdo de suscetibilidade foi utilizado o teste de

regressao logistica. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos
foi de 5%.



4. RESULTADOS

4.1 Analises descritivas dos casos

4.1.1 Grupo DG diagnéstico
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As caracteristicas clinicas e bioquimicas deste grupo estao descritas na

tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e bioquimicas do grupo DG diagnéstico.

Grupo DG diagnéstico (n 280)

Idade (média + DP - anos)
Feminino (n)
Sexo
Masculino (n)
Branca (n)
Etnia
Nao branca (n)
TSH inicial - VR 0,3 a 4,9 mIU/L (média + DP)
T4L inicial - VR 0,7 a 1,8 ng/dl (média + DP)
TRADb, % positividade
ATPO, % positividade
ATg, % positividade

Volume tireoidiano a USG (média + DP - ml)

Zero (n)

Pontuacao no CAS

(n 267) 1a2(n)

3a7(n)

39,63 + 11,52
233
47
202
78
0,01 + 0,02
4,29 + 2,39
73
78
53
26,87 + 19,40
109
130

28
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4.1.2 Grupo DG seguimento

Reportamos as caracteristicas clinicas e bioquimicas de 141 dos 171
casos deste grupo, conforme a disponibilidade dos informes clinicos para todo o
periodo de seguimento proposto, tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e bioquimicas do grupo DG seguimento.

Grupo DG seguimento (n 141)

Idade (média + DP - anos) 39,84 + 10,76

Feminino (n) 119
Sexo

Masculino (n) 22
Tempo seguimento (média = DP - meses) 18,94 + 6,59
TSH inicial - VR 0,3 a 4,9 mIU/L (média + DP) 0,01 £ 0,01
TSH final - VR 0,3 a 4,9 mIU/L (média + DP) 2,61 +3,18
T4L inicial - VR 0,7 a 1,8 ng/dl (média + DP) 4,87 + 2,73
T4L final - VR 0,7 a 1,8 ng/dl (média + DP) 2,19+ 1,75

Positivo (n) 74
TRADb Negativo (n) 38

Sem registro (n) 29
Peso inicial (média + DP - kg) 60,29 + 11,55
IMC ao diagnéstico (média + DP) (n 135) 23,94 + 3,74
IMC final do seguimento (média + DP) (n 129) 26,00 + 4,10
% de variacao no IMC (média + DP) (n 129) 9,21 +£ 12,23
% de casos com ganho de peso (n 141) 81
Variacao do peso (média = DP - kg) (n 141) 516,67

Descreveremos a variagdo da funcéo tireoidiana ao longo de cada periodo

de observacao através do percentual de eventos de disfuncao tireoidiana a cada
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seis meses, tanto para este grupo de pacientes quanto para os demais, que
serdo assim representados: hipertireoidismo clinico (TSH suprimido e T4L acima
do limite superior de normalidade), hipertireoidismo subclinico (TSH suprimido e
T4L dentro dos limites de normalidade), eutireoidismo, hipotireoidismo subclinico
(TSH elevado e T4L dentro dos limites de referéncia) e hipotireoidismo clinico
(TSH elevado e T4L abaixo dos valores de referéncia laboratoriais). Esta
variacao para o grupo DG seguimento esta ilustrada no grafico 1.

100
90
80
70
60

50

40
30
20
| 1
0 | .
0] 6 12 18 24

Meses

Porcentagem de casos

o

® Hipertireoidismo clinico u Hipertireoidismo subclinico = Eutireoidismo
Hipotireoidismo subclinico ® Hipotireoidismo clinico

Grafico 1. Porcentagem de pacientes com disfungao tireoidiana ao longo
do seguimento — grupo DG seguimento.

4.1.3 Grupo RAI
Para 98 dos 102 pacientes tratados com RAI, reportamos as

caracteristicas clinicas e bioquimicas durante o periodo de seguimento, tabela
3.
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas e bioquimicas do grupo RAL.

Grupo RAI (n 98)

Idade (Média + DP - anos)
Feminino (n)
Sexo
Masculino (n)
TSH ao diagnéstico - VR 0,3 a 4,9 mIU/L (Média + DP)
TSH final do seguimento - VR 0,3 a 4,9 mIU/L (Média + DP)
T4L ao diagnéstico - VR 0,7 a 1,8 ng/dl (Média + DP)
T4L final do seguimento - VR 0,7 a 1,8 ng/dl (Média + DP)
Positivo (n)
TRADb ao diagndstico  Negativo (n)
Sem registro (n)
Tempo seguimento (Média = DP - meses)
Peso inicial (Média + DP - kg)
IMC inicial (Média + DP)
IMC ao final do seguimento (Média + DP)
% variacao no IMC (Média + DP)

% casos com ganho de peso

Variacao do peso (Média £ DP - kg)

39,16 £ 11,23
81
17
0,01 £ 0,02
3,74 +£ 7,49
4,11 £ 2,06
1,34 + 0,31
49
20
29
30,97 £ 11,41
61,48 + 11,62
24,38 + 3,74
27,08 + 4,16
11,56 +£ 11,09
83

6,89 * 6,57

O percentual de eventos de disfuncéo tireoidiana a cada seis meses ao

longo do periodo de observagao do grupo RAI esta descrito no grafico 2.
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Grafico 2. Porcentagem de pacientes com disfuncgéao tireoidiana ao longo

do seguimento — grupo RAL.

4.1.4 Grupo DAT

Dos 126 pacientes do grupo DAT, 75 contemplavam as caracteristicas
clinicas e bioquimicas pertinentes ao escopo deste estudo e estdo descritas
abaixo, tabela 4.
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas e bioquimicas do grupo DAT.

Grupo DAT (n 75)

Idade (Média + DP — anos) 39,62 + 11,31
Feminino (n) 64
Sexo
Masculino (n) 11
TSH ao diagnéstico - VR 0,3 a 4,9 mIU/L (média + DP) 0,01 + 0,03

TSH final do seguimento - VR 0,3 a 4,9 mIU/L (Média + DP) 0,79 + 3,34

T4L ao diagnéstico - VR 0,7 a 1,8 ng/dl (Média + DP) 4,39 £+ 2,51
T4L final do seguimento - VR 0,7 a 1,8 ng/dl (Média + DP) 2,83 + 2,02
Positivo (n) 35
TRADb ao diagnostico Negativo (n) 24
Sem registro (n) 16
Tempo seguimento (Média + DP - meses) 16,62 + 7,49
Peso ao diagndstico (Média + DP - kg) 60,46 + 13,11
IMC ao diagnéstico (Média + DP) 24 + 3,96
IMC ao final do seguimento (Média + DP) 25 + 4,28
% variacao no IMC (Média + DP) 5,46 + 10,81
% casos com ganho de peso 74
Variacao do peso (Média + DP - kg) 2,90 £ 6,01

Descrevemos abaixo (grafico 3) o percentual de eventos de disfuncao
tireoidiana exibidos pelos pacientes tratados com DAT, durante o periodo de
avaliacao proposto.
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Grafico 3. Porcentagem de pacientes com disfungao tireoidiana ao longo
do seguimento — grupo DAT.

4.1.5 Grupo DAT a RAI
Para 55 dos 57 casos tratados com DAT e posteriormente com RAI,
reportamos as caracteristicas clinicas e bioquimicas na tabela 5, em

conformidade com os prontuarios revisados.
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Tabela 5. Caracteristicas clinicas e bioquimicas do grupo DAT a RAL.

Grupo DAT a RAI (n 55)

Idade (Média + DP — anos) 39,70 + 11,87
Feminino (n) 46
Sexo
Masculino (n) 9
Positivo (n) 27
TRAD ao .
diagnodstico Negativo (n) 15
Sem registro (n) 13
TSH Ao diagnéstico 0,01 + 0,01
VR 0,3 a2 4,9 mlIU/L
(Média + DP) Antes do RAI 0,01 + 0,01
T4L Ao diagnéstico 4,56 + 1,97
VR 0,7 a 1,8 ng/dl
(Média + DP) Antes do RAI 3,53 + 1,94
Todo
. F RAI —
Caracteristicas % az::e—%) sequimento
(n 55)
TSH final do seguimento
VR 0,3 a 4,9 mIU/L (Média + DP) 083+£343  298+402  298+4,02
T4L final do seguimento
VR 0,7 a 1,8 ng/dl (Média + DP) 2984204  1,34£030  1,34+030
Tempo seguimento
(Média + DP - meses) 14,21 +7,83 30 +£11,67 4456 + 11,26
Peso ao inicio do seguimento
(Média + DP - kg) 59,35 + 14,05 60,93 + 12,88 59,35 + 14,05
IMC ao inicio seguimento
(Média + DP) (n 54) 23,7+433 2437 +4,05 23,7 +4,33
IMC ao final do seguimento
(Média + DP) (n 54) 24,78 + 453 26,96 + 4,33 26,96 + 4,33
Variacao do peso
(Média + DP - kg) 2,73 +6,44 6,42 £ 5,50 8,63 £8,17
% variacao no IMC
(Média + DP) 549+11,84 11,01 £9,96 16,35+ 17,68
% casos com ganho de peso 74 85 80

O percentual de eventos de disfungéo tireoidiana ao longo da fase DAT
esta descrito no gréfico 4.
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Grafico 4. Porcentagem de pacientes com disfungao tireoidiana ao longo
do seguimento — Fase DAT do grupo DAT a RAL.

Durante a fase RAI, o percentual de eventos de disfungao tireoidiana esta
descrito no gréfico 5.
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Grafico 5. Porcentagem de pacientes com disfungao tireoidiana ao longo
do seguimento — Fase RAI do grupo DAT a RAL.
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4.2 Analises descritivas para os casos e controles

Na analise descritiva das associacées nao houve diferenca entre casos
(grupo DG diagnéstico) e controles quanto ao sexo, etnia e idade (p>0,05), tabela
6.

Tabela 6. Caracteristicas demograficas dos casos (grupo DG diagnostico)
e controles (teste de *X? e **Mann-Whitney).

Casos (n= 280) Controles (n= 297)
Caracteristicas p-valor
n % n %
Feminino 233 83 244 82
Sexo 0,369*
Masculino 47 17 53 18
Branca 202 72 223 75
Etnia 0,4248*
N&o branca 78 28 74 25
Idade (anos)
39,6 £11,5 40,2+ 11,2 0,5565**

(Média = DP)

Descreveremos abaixo os resultados para os polimorfismos do DIO2
rs225014 e rs1288530, cujas amostras genotipicas dos casos e controles estao
em equilibrio de Hardy Weinberg (HW). Para o polimorfismo DIO2 rs225015
descreveremos apenas a distribuicdo genotipica, pois as amostras estdao em

desequilibrio de HW e, portanto, invalidam as correlagdes clinicas.
4.3 Resultados para o polimorfismo DIO2 rs225014
A distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo DIOZ2 rs225014 para todos

os casos de DG (denominado grupo DG diagndstico) e o grupo controle nao
exibem diferengas significativas (p>0,05), tabela 7.
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Tabela 7. Distribuicdo genotipica de todos os casos (grupo DG
diagndstico) e controles para o DIO2 rs225014 (teste de X2).

Casos Controles
Genétipos* p-valor
n % n %
TT 98 35 93 31
CT 132 47 135 46 0,2846
cC 49 18 67 23

*TT, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; CC, homozigoto polimérfico.

Quando consideramos todos os casos (grupo DG diagnéstico), a
distribuicdo entre os gendtipos do polimorfismo do DIOZ2 rs225014 nao exibem
diferencas significativas quanto ao sexo, idade, etnia, TSH, T4L e TRAb ao
diagnéstico (p>0,05), permitindo andlise comparativa entre eles. Dados

ilustrados na tabela 8.

Tabela 8. Distribuigdo genotipica do DIO2rs225014 para os casos (grupo
DG diagndstico), quanto a idade, sexo, etnia, TSH, T4L e positividade do TRAb

ao diagnéstico (teste de *Kruskal-Wallis e **X?).

Sexo Etnia TRAb
Gen6tipos §  Idade (n) (n) TSH T4L
(n) (Anos) + -
(Média + DP) (Média + DP)  (Média + DP)
F M B NB n % n %
TT(98)  399+109 78 20 69 29 003+016 435+192 45 30 25 43

CT (132) 395+122 111 21 100 32 0,01 +0,04 404+268 77 50 28 48

CC (49) 39,3+11,3 43 6 33 16 0,03 £ 0,09 463+261 31 20 5 9

p-valor 0,9776* 0,4251** 0,4572** 0,3023* 0,1026** 0,0564**

§ TT, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; CC, homozigoto polimérfico.
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4.3.1 Suscetibilidade para DG

N&o foi significativa a relacdo entre os gendtipos do DIO2 rs225014 com
a suscetibilidade para DG (considerando todos os casos - grupo DG diagnéstico)
(p>0,05), tabela 9.

Tabela 9. Distribuigcdo genotipica entre casos (grupo DG diagnostico) e
controles do DIOZ2 rs225014 (regressao logistica).

Casos Controles
Genotipos* p-valor
n % n %
TT 98 35 93 31
CT 132 47 135 46 0,1890
cC 49 18 67 23
CC+CT 181 65 202 69 0,4568

*TT, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; CC, homozigoto polimérfico.

4.3.2 Variacao do peso corporal pos-tratamento da Doenca de Graves

4.3.2.1 Grupo DG seguimento

Os casos do grupo DG seguimento tém distribuicdo homogénea entre os
genotipos do DIO 2 rs225014 para sexo, idade, etnia, concentracdes de TSH,
T4L e TRADb ao diagnéstico, permitindo analise comparativa entre estes grupos,
tabela 10.
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Tabela 10. Distribuicao genotipica do DIO2 rs225014 quanto a idade,
sexo, etnia, TSH, T4L e positividade do TRAb ao diagnéstico - grupo DG
seguimento (teste de *Kruskal-Wallis e **X?).

Sexo Etnia TRAD
Gendtipos § Idade () ) TSH T4L
(n) (Anos) + -
(Média + DP) (Média + DP)  (Média + DP)

F M B NB n % n %
TT (50) 39,48 +9,48 41 9 383 17 0,01 +£0,02 412+197 22 30 18 47
CT (68) 4?’1842foi 57 11 48 20 0,01 £+ 0,01 431 +3,18 38 51 17 45
CC (23) 317’1721i 21 2 14 9 0,01 £ 0,01 515+327 14 19 3 8
p-valor 0,4876* 0,5861* 0,6686** 0,1569* 0,4367* 0,1096™*

§ TT, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; CC, homozigoto polimérfico.

A distribuicdo genotipica do DIO2 rs225014 para a variagdo ponderal
nestes casos demonstra que a heranga do genétipo homozigoto polimérfico (CC)
somado ao heterozigoto (CT) exibe menor média de variacdo de peso (4,26 +
6,25 kg) quando comparada ao genoétipo selvagem (6,34 + 7,26 kg; p=0,0456),
ajustado para o tempo de seguimento, conforme evidenciado na tabela 11.

Tabela 11. Distribuicdo genotipica do DIOZ2 rs225014 para a variagao
ponderal em kg - grupo DG seguimento (ANOVA).

Variacao do Peso

Genétipos n Corporal em kg p-valor*
(Média + DP)
TT 50 6,34 £ 7,26
CT 68 4,05 + 5,91 0,0760
cC 23 4,90 + 7,27
CC+CT 91 4,26 * 6,25 0,0456**

*Ajustado para tempo de seguimento.

**CC+CT (gendtipos alterados) x TT (gendtipo selvagem).
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Na analise univariada (regressao linear simples), a maior variagdo do
peso corporal esta relacionada ao maior tempo de seguimento (p=0,0095), a
maior idade (p=0,0458) e a opcao de tratamento com iodo radioativo (p=0,0020),
tabela 12. Nao foram significativos (p>0,05) para o DIO2 rs225014, sexo, etnia,
positividade do TRAb, concentragéo sérica de T4L ao diagndstico e tratamento
com drogas antitireoidianas.

Tabela 12. Fatores associados a maior variacao do peso corporal em kg

- grupo DG seguimento (Regresséao linear simples).

Variavel Numero de casos p-valor
Tempo de seguimento 141 0,0095
|dade 141 0,0458
Tratamento com RAI 141 0,0020

A analise multivariada (regressao linear multipla — critério de selegao
stepwise) demonstra que a heranga do genétipo selvagem (TT) do DIO2
rs225014 (p=0,0138) juntamente com a maior idade (p=0,0306), o maior tempo
de seguimento (p=0,0228) e opcédo de tratamento com RAI (p-valor=0,0080),
estdo associados a maior variacao do peso corporal neste grupo de pacientes,
tabela 13. Também é verdadeiro dizer que a heranga polimoérfica do DIO2
rs225014 (CC+CT) esta associada a menor variacdo ponderal no periodo
analisado.
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Tabela 13. Fatores associados a maior variagao do peso corporal em kg
- grupo DG seguimento (Regresséo linear multipla — Processo de selegao

stepwise).
Variavel Numero de casos p-valor
DIO2rs225014 (TT) 136 0,0138
Tempo de seguimento 136 0,0228
|dade 136 0,0306
Tratamento com RAI 136 0,0080

Em decorréncia do numero reduzido de casos com registro de estatura
(IMC) neste grupo de pacientes, ndo foi possivel a analise da variagao percentual
do IMC. Para os demais grupos, reportaremos a variacao ponderal em kg e
também a variacao percentual do IMC ao longo do periodo de seguimento.

4.3.2.2 Grupo RAI

Os casos deste grupo tém distribuicado homogénea entre os gendtipos do
DIO 2rs225014 para sexo, idade, etnia, concentracées de TSH, T4L e TRADb ao
diagnéstico, tabela 14.

Tabela 14. Distribuicdo genotipica do DIO2 rs225014 quanto a idade,
sexo, etnia, TSH, T4L e positividade do TRAb ao diagndstico - grupo RAI (teste
de *Kruskal-Wallis e **X?).

Etni TRAb
Genotipos § Idade S((;);o ::)'a TSH T4L
(n) (Anos) . _

Média + DP Média + DP Média + DP

(Média ) E M B NB(ela ) (Média ) n % n %
TT (39) 38,17 £9,95 34 5 26 13 0,01 £0,02 3,61+203 17 33 12 54
CT (43) 41,14+1246 33 10 29 14 0,02 + 0,01 403+224 23 45 7 32
CC (20) 36,20+1128 18 2 12 8 0,01 £0,03 450+212 11 22 3 14
p-valor 0,3214* 0,3013** 0,8343** 0,8294* 0,4089* 0,1096**

§ TT, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; CC, homozigoto polimérfico.
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a) Variacao do peso corporal em kg
Nao encontramos diferencas entre os genétipos do DIO2 rs225014 e as
médias de variacdo do peso corporal em kg exibidas pelos pacientes

acompanhados p6s-tratamento com RAI (p>0,05), tabela 15.

Tabela 15. Distribuicdo genotipica do DIOZ2 rs225014 para a variagao
ponderal em kg - grupo RAI (ANOVA).

Variacao de peso em kg

Gendtipos n (Média + DP) p-valor*
T 37 7,32 £ 6,50
CT 41 5,90 +6,17 0,3497
cC 20 8,13+ 7,49
CC+CT 61 6,63 £ 6,65 0,8388**

*Ajustado para tempo de seguimento
**CC+CT (gendtipos alterados) x TT (genétipo selvagem).

b) Variacao percentual do IMC

As médias de variacdo do percentual do IMC exibidas pelos pacientes do
grupo RAI nao apresentaram diferencas significativas entre os gendtipos do
DIO2rs225014 (p>0,05), tabela 16.

Tabela 16. Distribuicao genotipica do DIO2 rs225014 para o percentual
de variagdo do IMC — grupo RAI (ANOVA).

Variagao percentual IMC

Genoétipos n (Média + DP) p-valor
1T 36 12,68 + 12,00
CT 39 9,67 + 8,81 0,3497
CcC 19 13,35+ 11,77
CC+TT 58 10,88 + 10,53 0,4606**

*Ajustado para tempo de seguimento
** CC+CT (gendtipos alterados) x TT (gendtipo selvagem).
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4.3.2.3 Grupo DAT
A distribuicao para sexo, idade, etnia, concentragdes de TSH, T4L e TRAb
ao diagnostico € homogénea entre os gendtipos do DIO2 rs225014, tabela 17.

Tabela 17. Distribuicao genotipica do DIO2 rs225014 quanto a idade,
sexo, etnia, TSH, T4L e positividade do TRAb ao diagndstico - grupo DAT (teste
de *Kruskal-Wallis e **X?).

Sexo Etnia TRAb
Genotipos § Idade (n) () TSH T4L
(n) (Anos) + -
(Média + DP) (Média + DP)  (Média + DP)

F M B NB n % n %
TT (31) 40,83 + 13,30 25 6 17 14 0,01 £0,05 421 +2,11 15 43 11 46
CT (32) 39,59 + 12,06 27 5 19 18 0,01 £0,01 3,94 £+ 2,22 15 43 11 46
CC (12) 39,19 £+ 9,98 12 0 8 4 0,01 +£0,015 5,14 + 4,28 5 14 2 8
p-valor 0,9408* 0,2799***  0,7747* 0,1043* 0,7516* 0,8672***

§ TT, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; CC, homozigoto polimérfico.

a) Variacao do peso do peso em kg

As médias de variagdo de peso em kg exibidas pelos casos tratados com
DAT néao foram diferentes entre os gendétipos do DIO2 rs225014 (p>0,05), tabela
18.

Tabela 18. Distribuicdo genotipica do DIOZ2 rs225014 para a variacéo
ponderal em kg - grupo DAT (ANOVA).

Variacao de peso em kg

Genétipos n (Média + DP) p-valor*
TT 31 3,96 £ 6,03
CT 30 2,43 £ 5,60 0,2630
CC 12 1,54 +7,42
CC+CT 42 2,17 £6,09 0,1062**

*Ajustado para tempo de seguimento.

**CC+CT (gendtipos alterados) x TT (genétipo selvagem).
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b) Variacao percentual do IMC
As médias de variacao percentual do IMC nao exibiram diferencas significativas
entre os genétipos do DIO2 rs225014 do grupo DAT (p>0,05), tabela 19.

Tabela 19. Distribuicdo genotipica do DIOZ2 rs225014 para o percentual
de variacao do IMC — grupo DAT (ANOVA).

Variacao percentual IMC

Gendbtipos n (Média + DP) p-valor*
TT 28 7,10 £ 9,82
CT 30 4,26 + 9,67 0,2094
CcC 12 4,34 + 15,22
CC+CT 42 4,29 + 11,45 0,0767**

*Ajustado para tempo de seguimento.
** CC+CT (gendtipos alterados) x TT (gendtipo selvagem).

Na analise univariada deste grupo de pacientes, o0 sexo feminino associou
se a maior variacao percentual do IMC (p=0,0289), tabela 20. Nao foram
significativos (p>0,05) para DIO2 rs225014, idade, etnia, positividade do TRAD,
concentragdo sérica de T4L ao diagnéstico e média de eventos de

hipertireoidismo ou hipotireoidismo durante o periodo.

Tabela 20. Fator associado a maior variagcdo do percentual do IMC —

grupo DAT (Regressao linear simples).

Variavel Numero de casos p-valor

Sexo Feminino 67 0,0289

A anadlise multivariada (regressao linear multipla — processo de selecao
stepwise) da variacao percentual do IMC no grupo DAT foi significativa para a
relacdo entre a heranca selvagem do DIOZ2 rs225014 (TT) (p=0,0090) e o sexo
feminino (p=0,0025), tabela 21.
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Tabela 21. Fator associado a maior variagdo do percentual do IMC —

grupo DAT (Regresséo linear multipla — processo de selegéo stepwise).

Variavel NuUmero de casos p-valor
DIO2 rs225014 (TT) 48 0,0090
Sexo feminino 48 0,0025

4.3.2.4 Grupo DAT a RAI

Os casos tém distribuicdo homogénea para idade, sexo, etnia e

positividade do TRAb ao diagnéstico, tabela 22. O mesmo ocorre com as

concentragdes séricas de TSH e T4L ao diagnostico e nos tempos 24 meses de

tratamento com DAT (T24TTO0), zero do iodo radioativo (TORAI) e 54 meses po6s-
iodo radioativo (T54RAl), conforme tabela 23.

Tabela 22. Distribuicdo genotipica do DIOZ2 rs225014 quanto a idade,
sexo, etnia e positividade do TRAb ao diagnéstico - grupo DAT a RAI (teste de

X?, *exato de Fisher e **Kruskal-Wallis).

Genatipos § Idade Sexo Etnia TRADb
(n) (Anos) (n) (n)
(Média + DP)
F M B NB n % n %
TT (26) 37,58+10,08 22 4 14 12 11 52 9 56
CT (21) 41,29+13,77 16 5 11 10 9 33 5 31
CC (10) 38,90+13,44 10 0 6 4 4 15 13
p-valor 0,7539** 0,2786* 0,9212 1.000

§ TT, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; CC, homozigoto polimérfico.
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Tabela 23. Distribuicdo genotipica do DIO2 rs225014 para as
concentragdes séricas de TSH e T4L nos tempos zero e 24 meses de tratamento
com DAT e zero e 54 meses de tratamento com RAI — grupo DAT a RAI (teste
de Kruskal-Wallis).

Fase DAT Fase RAI
Genotipos*
() TSH T4L TSH T4L TSH T4L TSH T4L
(TOTTO) (TOTTO) (T24TTO) (T24TTO) (TORAI) (TORAI) (T54RAI) (T54RAI)
(MédiatDP)  (Média+DP)  (MédiatDP)  (MédiatDP) (MédiatDP) (MédiatDP)  (Média+tDP)  (Média+DP)
TT (26) 0,02+0,06 4,73+2,20 0,08+0,12 1,75+0,25 0,04+0,1 3,28+2,15 7,92+9,00 0,97+0,43
CT (21) 0,01+0,02 4214222 0,81+1,28 2,66+1,59 0,05+0,01 3,27+¢2,02  12,15+23,31 1,1620,49
CC (10) 0,01+0,03 4,38+1,73 0,01+0,01 3,39+2,11 0,02+0,03 3,83+x1,74  10,87+16,09  1,08+0,43
p-valor 0,0969 0,9943 0,9232 0,3772 0,5549 0,6170 0,8191 0,5962

*TT, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; CC, homozigoto polimérfico.

4.3.2.4 a) Fase DAT

a.1) Variacao ponderal em Kg

Neste grupo de pacientes, quando consideramos apenas a fase de uso
de DAT, a heranca homozigota polimérfica do DIO2 rs225014 (CC) somada a
heterozigota (CT) exibe menor média de variacao ponderal (1,48 £ 6,89 kQ)
quando comparada ao genotipo selvagem (TT) (média 4,17 + 5,68 kg; p=0,0269),
ajustado para o tempo de seguimento, tabela 24.

Tabela 24. Distribuicdo genotipica do DIO2 rs225014 para a variacao
ponderal em kg — Fase DAT do grupo DAT a RAI (ANOVA).

Variacao peso em kg

Genétipos n (Média + DP - kg) p-valor*
TT 25 417 +5,68
CT 20 1,96 £ 6,34 0,0748
cC 9 0,42 + 8,30
CC+CT 29 1,48 £ 6,89 0,0269**

*Ajustado para tempo de seguimento.

**CC+CT (gendtipos alterados) x TT (genétipo selvagem).
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Na analise univariada (regressao linear simples), a heranca do genétipo
selvagem (TT) do DIO2 rs225014 esta associada a maior variagdo ponderal
(p=0,0280), tabela 25. E também verdadeira a relacdo entre a heranca
homozigota polimérfica somada a heterozigota (CC + CT) com a menor variacao
ponderal. Os achados nao foram significativos (p>0,05) para a variagao ponderal
e 0 sexo, a idade, a etnia, a positividade do TRADb, as concentragdes séricas
iniciais de T4L e com a média de eventos de hipertireoidismo ou hipotireoidismo
durante o periodo.

Na analise multivariada (regressao linear multipla — critério de selegéo
stepwise) para variagdo ponderal permanece significativa a relacdo entre a
heranca selvagem do DIO2 rs225014 (TT) com a maior variagdo do peso
corporal (p=0,0406), tabela 25.

Tabela 25. Fator associado a maior variagdo do peso corporal em kg —
Fase DAT do grupo DAT a RAI (Regressao linear simples e multipla — Processo

de selecao stepwise).

Variavel Teste estatistico n  p-valor
Regressao linear simples 54 0.0280

DIO2rs225014 (TT) Regress&o linear mdltipla
49  0,0406

(stepwise)

a.2) Percentual de variacao do IMC

Durante a fase DAT, a heranga polimérfica do DIO2 rs225014
(homozigotos-CC e heterozigotos-CT somados) exibe menor média percentual
de variagédo do IMC (3,35 + 13,06%) quando comparada ao gendtipo selvagem
(TT) (7,80 £ 10,04%; p=0,0212) ajustado para o tempo de seguimento, tabela
26.
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Tabela 26. Distribuicao genotipica do DIO2 rs225014 para o percentual
de variagdo do IMC — Fase DAT do grupo DAT a RAI (ANOVA).

Variacao percentual do IMC

Genétipos n (Média + DP) p-valor*
TT 25 7,89 + 10,04
CT 19 3,563 +10,94 0,0643
cC 9 2,99 + 17,51
CC+CT 29 3,35+ 13,06 0,0212**

*Ajustado para tempo de seguimento.
**CC+CT (gendtipos alterados) x TT (genétipo selvagem).

Na anadlise univariada (regressdo linear simples), a maior variagdo
percentual do IMC associou se a heranca selvagem do DIO2rs 225014 (TT), ao
TRAb negativo (p=0,0439) e ao sexo feminino (p=0,0379). Nao foram
significativos (p>0,05) para tempo de seguimento, idade, etnia, concentracéao
sérica de T4L ao diagnéstico e para a média de eventos de hipotireoidismo ou

hipertireoidismo, clinico e/ou subclinico. Dados na tabela 27.

Tabela 27. Fatores associados a maior variagao percentual do IMC — Fase
DAT do grupo DAT a RAI (Regressao linear simples).

Variavel Numero de casos p-valor
DIO2rs225014 (TT) 53 0,0210
TRAb negativo 40 0,0439
Sexo feminino 53 0,0379

Na andlise multivariada (regressao linear multipla — processo de selegcéo
stepwise) permanece significativa a relagéo entre a maior variagao percentual do
IMC para a heranga selvagem do DIO2 rs225014 (TT) (p=0,0133) e o0 sexo
feminino (p=0,0057), tabela 28. Nao foram significativos nesta analise (p>0,05)
para o tempo de seguimento, idade, etnia, TRAb, concentracdes séricas de T4L
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ao diagnostico e a média de eventos de hipotireoidismo ou hipertireoidismo,

clinico e/ou subclinico.

Tabela 28. Fatores associados a maior variagao percentual do IMC — Fase

DAT do grupo DAT a RAIl (Regresséao linear multipla — processo de selegcéo

stepwise).
Variavel Numero de casos p-valor
DIO2rs225014 (TT) 36 0,0133
Sexo feminino 36 0,0057

4.3.2.4 b) Fase RAI

b.1) Variacao ponderal em kg

Durante a fase RAI, as médias de variagdo do peso corporal ndo exibiram
diferencas significativas entre os genétipos do DIO2 rs225014 (p>0,05), tabela
29.

Tabela 29. Distribuicdo genotipica do DIOZ2 rs225014 para a variacéo
ponderal em kg — Fase RAI do grupo DAT a RAI (ANOVA).

Variacao de peso

Genétipos n (Média + SD) p-valor*
1T 24 7,03 £ 5,46
CT 21 5,71 +4,33 0,8195
cC 10 6,42 + 7,85
CC+CT 31 5,94 £ 5,57 0,6580™**

*Ajustado para tempo de seguimento.
**CC+CT (gendtipos alterados) x TT (gendtipo selvagem).

b.2) Percentual de variacao do IMC

Durante esta fase, as médias de variagao percentual do IMC n&o exibiram
diferencas significativas entre os genétipos do DIO2 rs225014 (p>0,05), tabela
30.
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Tabela 30. Distribuicao genotipica do DIO2 rs225014 para o percentual
de variacao do IMC — Fase RAI do grupo DAT a RAI (ANOVA).

% variagao do IMC

Genatipos n (Média + DP) p-valor*
T 24 11,92 £ 10,02

CT 20 9,79 + 7,66 0,8894
CcC 10 11,28 £ 14,11

CC+CT 30 10,29 + 10,04 0,6872**

*Ajustado para tempo de seguimento.
**CC+CT (gendtipos alterados) x TT (genétipo selvagem).

4.3.2.4 c) Todo o periodo de seguimento

c.1) Variacao ponderal em kg

Quando observamos todo o periodo de seguimento deste grupo a heranca
polimérfica (CC+CT) exibe menor média de variacao ponderal (6,41% 8,21 kg)
quando comparada ao genétipo selvagem (TT) (média 11,49 + 7,32 Kg;

p=0,02950), ajustado para o tempo de seguimento, tabela 31.

Tabela 31. Distribuicdo genotipica do DIO2 rs225014 para a variacao
ponderal em kg — Todo o seguimento do grupo DAT a RAI (ANOVA).

Variacao de peso

Genétipos n (Média + DP) p-valor*
TT 24 11,49 £7,32
CT 21 6,57 £ 7,05 0,0935
cC 10 6,08 +10,68
CC+CT 31 6,41 + 8,21 0,0295**

*Ajustado para tempo de seguimento.

**CC+CT (gendtipos alterados) x TT (genétipo selvagem).

Ao observar a analise univariada (regressao linear simples), a heranga do
genodtipo selvagem do DIO2 rs225014 (TT) (p=0,0259) e também ter
concentracdes mais elevadas de T4L ao diagnostico (p=0,0138) estdo
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associados com a maior variacao de peso corporal neste periodo de observacao,
tabela 32. A variagdo ponderal neste periodo ndo se correlacionou com o sexo,
a idade, a etnia, a positividade do TRAb e com o0 numero médio de eventos de

hipertireoidismo ou hipotireoidismo durante o seguimento (p> 0,05).

Tabela 32. Fatores associados a maior variagao do peso corporal em kg

— Todo o seguimento do grupo DAT a RAI (Regresséo linear simples).

Variavel Numero de casos p-valor
DIO2rs225014 (TT) 53 0,0259
T4L ao diagndstico 53 0,0138

A andlise multivariada (regressao linear multipla — processo de selecao
stepwise) confirma a associagao do gendtipo selvagem do DIOZ2 rs225014 (TT)
(p=0,0332) e também as concentracées mais elevadas de T4L ao diagndstico

(p=0,0132) com a maior variagao ponderal, tabela 33.

Tabela 33. Fatores associadas a maior variagao do peso corporal em kg
— Todo o seguimento do grupo DAT a RAI (Regressao linear multipla — critério

de selecao stepwise).

Variavel Numero de casos p-valor
DIO2rs225014 (TT) 53 0,0332
T4L ao diagndstico 53 0,0132

c.2) Percentual de variacao no IMC

Quando consideramos todo o periodo e seguimento, a heranca
homozigota polimérfica (CC) somada a heterozigota (CT) do DIOZ2 rs225014
exibe menor média percentual de variagdo do IMC (11,96 + 17,77%) quando
comparada ao gendtipo selvagem (TT) (21,67 + 16,40%; p=0,0260) ajustado

para o tempo de seguimento, tabela 34.
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Tabela 34. Distribuicao genotipica do DIO2 rs225014 para o percentual
de variacao do IMC — Todo o seguimento do grupo DAT a RAI (ANOVA).

% variagao do IMC

Genatipos n (Média + DP) p-valor*
T 24 21,67 + 16,40
CT 20 11,49 £ 12,74 0,0830
cc 9 13,00 + 26,80
CC+CT 29 11,96 + 17,77 0,0260**

*Ajustado para tempo de seguimento.
**CC+CT (gendtipos alterados) x TT (genétipo selvagem).

Na analise univariada (regressédo linear simples) a maior variagdo
percentual do IMC esta associada a heranga selvagem do DIOZ2 rs225014 (TT)
(p=0,0240) e as concentracdes séricas elevadas de T4L ao diagnéstico
(p=0,0111), tabela 35. Nao foram significativos (p>0,05) para tempo de
seguimento, idade, sexo, etnia, TRAb, e a média de eventos de hipotireocidismo

ou hipertireoidismo, clinico e/ou subclinico.

Tabela 35. Fatores associados a maior variacao percentual do IMC —
Todo o seguimento do grupo DAT a RAI (Regresséo linear simples).

Variavel Numero de casos p-valor

DIO2rs225014 (TT) 53 0,0240

Concentracao sérica de

T4L ao diagndstico 51 0,0111

Na analise multivariada (regressao linear multipla — processo de selecéao
stepwise) permanece significativa a heranga selvagem do DIO2 rs225014 (TT)
(p=0,0095) e as concentracdoes séricas elevadas de T4L ao diagndstico
(p=0,0111) com a maior variacao percentual do IMC, tabela 36.
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Tabela 36. Fatores associados a maior variacao percentual do IMC —
Todo o seguimento do grupo DAT a RAI (Regresséao linear multipla — processo

de selecao stepwise).

Variavel Numero de casos p-valor

DIO2rs225014 (TT) 53 0,0095

Concentragao sérica de

T4L ao diagndstico 51 0,0111

4.3.2.4 d) Variacao ponderal, TRAb e DIO 2rs225014

Quando consideramos os casos do grupo DAT a RAI (Fase DAT) para os
quais os registros de TRAb estavam disponiveis nos prontudrios médicos,
podemos observar que os pacientes com TRAb negativo exibem uma maior
média de variagao percentual do IMC (9,50 + 13,93%) quando comparada aos
com registro de TRAb positivo (3,03 + 11,02%; p=0,0465), tabela 37.

Tabela 37. Positividade do TRAD e variacao do percentual do IMC — Fase
DAT do grupo DAT a RAI (ANOVA).

Variacao
TRADb n percentual do IMC p-valor*
(Média + DP)
Positivo 24 3,083 £ 11,02
0,0465
Negativo 16 9,50 + 13,93

*Ajustado para tempo de seguimento

Ao realizar a analise univariada (regressao linear simples) para variacao
percentual do IMC neste subgrupo de casos com registro de TRADb, foi
significativa a relacdo entre a heranca selvagem do DIOZ2 rs225014 (TT)
(p=0,0173) e também o sexo feminino (p=0,0174) para a maior variacdo
percentual do IMC, tabela 38. Nao foram significativos (p>0,05) para positividade
e titulo de TRAb, tempo de seguimento, idade, etnia, concentracoes séricas de
T4L ao diagnostico e a média de eventos de hipotireoidismo ou hipertireoidismo,
clinico e/ou subclinico.

Os achados da analise univariada permaneceram significativos também
na analise multivariada, conforme ja exibido na tabela 28.
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Tabela 38. Fatores associados a maior variagao percentual do IMC nos
casos com registro de TRAb — Fase DAT do grupo DAT a RAI (Regressao linear

simples).
Variavel n p-valor
DIO2rs225014 (TT) 40 0,0173
Sexo feminino 40 0,0174

4.3.3 OG ao diagnéstico

Avaliamos a presenga e a atividade da OG ao diagndéstico (através do
CAS) em relagao aos genétipos do DIO2 rs 225014 nos 280 casos (grupo DG
diagnéstico) deste estudo. Nao encontramos relacdo entre os gendétipos deste
polimorfismo com a presenga da OG (CAS > 1 ao diagndstico) ou a atividade da
OG ao diagnostico (onde, CAS 1 a 2 — OG inativa e 3 a 7- OG ativa) (p>0,05),
tabela 39.

Tabela 39. Distribuicdo genotipica do DIOZ2 rs225014 para presencga e a
atividade da OG ao diagnoéstico — grupo DG diagndstico (teste de X?).

Presenca OG Grau de atividade OG
Genéblinos* CAS CAS > CAS CAS
enotipos zero 1 1a2 3a7
p-valor p-valor
n % n % n % n %
1T 36 33 57 36 47 37 10 36
CT 52 48 75 48 0,7359 61 47 14 50 0,9531
CcC 21 19 25 16 21 16 4 14

*TT, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; CC, homozigoto polimorfico.

4.3.4 Positividade dos anticorpos tireoidianos (ATPO, ATg e TRADb)

A heranga polimérfica (CC+CT) do DIOZ2 rs225014 associou se a
positividade do anticorpo ATg quando comparada ao gendtipo selvagem (TT)
(p=0,0209), no grupo DG diagndstico. Nao encontramos relacdo entre os
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genotipos do DIO2 rs225014 com a positividade dos anticorpos ATPO e TRAb
neste mesmo grupo de pacientes (p>0,05), tabela 40.

Tabela 40. Distribuicdo genotipica do DIO2 rs225014 para a positividade
anticorpos (ATPO, ATg e TRADb) — grupo DG diagnéstico (teste de X?).

ATPO ATg TRAb
Genotipos + - + - + -
p-valor p-valor p-valor
n/% n/% n/% n/% n/% n/%
1T 73/34 22/37 41/28 54/42 45/29 25/43

CT 102/47 29/48 0,7986 77/53

CcC 40/19  9/15 27/19

54/41 0,0631 77/51

22/17 31/20

CC+CT 142/66 38/63 0,6960* 104/72 76/58 0,0209* 108/71

28/48 0,0564
5/9

33/57 0,0593*

*CC+CT (gendtipos alterados) x TT (gendtipo selvagem).

4.4 Resultados para o polimorfismo DIO2 rs12885300

A distribuicao dos gendtipos do DIO2 rs12885300 entre os casos (grupo

DG diagndstico) e controles ndo exibem diferengas significativas (p>0,05), tabela

41.

Tabela 41. Distribuicdo genotipica dos casos (grupo DG diagnéstico) e
controles para o DIO2rs12885300 (teste de X?).

Casos Controles
Genétipos* p-valor
n % n %
CcC 130 47 141 48
CT 124 45 117 39 0,1969
TT 24 8 38 13

*CC, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; TT, homozigoto polimérfico.



76

A distribuicdo genotipica do DIOZ2 rs12885300 entre os casos de DG
(grupo DG diagndstico) quanto a idade, sexo, etnia, concentragbes séricas de
TSH, T4L e positividade do TRAb ao diagnostico sdo homogéneas, conforme
tabela 42.

Tabela 42. Distribuicdo genotipica do D/IO2 rs12885300 quanto a idade,
sexo, etnia e positividade do TRAb — grupo DG diagndstico (teste de *Kruskal-
Wallis e **X?).

Sexo Etnia TRAD
Genatipos § Idade (n) () TSH T4L
(n) (Anos) +
(Média + DP) (Média + DP)  (Média + DP)

F M B NB n % n %
CC (130) 39,8+ 115 118 12 8 45 001+005 399+184 73 48 26 45
CT (124) 39+113 95 29 98 26 00140028 436+295 67 44 24 41
T (24) 417+134 18 6 18 6 001+003 489+190 12 8 8 14
p-valor 0,6275* 0,060  0,056** 0,6025* 0,2016* 0,4284**

§ CC, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; TT, homozigoto polimérfico.

4.4.1 Susceptibilidade para DG
A relagdo entre os gendtipos do DIO2 rs12885300 com a suscetibilidade
para DG (grupo DG diagnéstico) nao foi significativa (p>0,05), tabela 43.
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Tabela 43. Distribuicao genotipica entre casos (grupo DG diagnéstico) e
controles para o DIO2 rs12885300 (regressao logistica).

Casos Controles
Genétipos* p valor*
n % n %
cec 130 47 141 48
CT 124 45 117 39 0,0639
T 24 8 38 13

*CC, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; TT, homozigoto polimérfico.

4.4.2 Variacao do peso corporal pos-tratamento da Doenca de Graves

Os gendtipos do DIO2 rs12885300 nao exibem diferencas significativas
entre as médias de variagdo do peso corporal pés-tratamento da DG (p>0,05)
guando consideramos o grupo DG seguimento (tabela 44), o grupo RAI (tabela
45), o grupo DAT (tabela 46) e o grupo DAT a RAI (tabela 47).

Tabela 44. Distribuicdo genotipica do DIO2 rs12885300 para a variacao
ponderal em kg - grupo DG seguimento (ANOVA).

Variacao de peso

Genétipos n (Média + DP) p-valor*
CcC 62 5,28 £7,08

CT 67 4,29 + 6,25 0,0596
TT 12 7,48 + 6,67

TT +CT 79 4,78 + 6,3 0,4906**

*Ajustado para tempo de seguimento.

**TT+CT (gendtipos alterados) x CC (gendtipo selvagem).
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Tabela 45. Distribuicao genotipica do DIO2 rs12885300 para a variacao
ponderal em kg - grupo RAI (ANOVA).

Variacao de peso

Genétipos n (Média + DP) p-valor*
CcC 48 6,85 16,15
CT 40 7,09 £ 7,56 0,7558
T 10 6,31 + 4,41
TT +CT 50 6,93 + 7,01 0,5778**

*Ajustado para tempo de seguimento.
**TT+CT (gendtipos alterados) x CC (genétipo selvagem).

Tabela 46. Distribuicao genotipica do DIO2 rs12885300 para a variacao
ponderal em kg - grupo DAT (ANOVA).

Variacao de peso

Genatipos n (Média + DP) p-valor*
cc 31 3,083 +7,29
CT 37 2,42 + 4,81 0,4322
T 7 4,91 +5,93
TT+CT 44 2,81 £ 5,01 0,9979**

*Ajustado para tempo de seguimento.
**TT+CT (gendtipos alterados) x CC (gendtipo selvagem).
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Tabela 47. Distribuicao genotipica do DIO2 rs12885300 para a variacao

ponderal em kg - grupo DAT a RAI (ANOVA).

Variacao de Variacao de
Genotipos  n Faz:sf)oAT va?;r* F:SZSF?AI p-valor*
(Média + DP) (Média + DP)
CcC 23 2,04 £7,44 591 +£543
CT 25 2,74 £ 5,62 0,4334 7,37 £6,04 0,3328
TT 7 4,91 £5,93 4,69 + 3,15
TT+CT 32 3,23 + 5,67 0,3997 6,78 + 5,61 0,7464**

*Ajustado para tempo de seguimento.
“*TT+CT (gendtipos alterados) x CC (genoétipo selvagem).

4.4.3 OG ao diagnéstico

Nao encontramos relacao entre os gendtipos deste polimorfismo com a

presenca da OG (CAS > 1 ao diagndstico) ou a atividade da OG ao diagndstico

(CAS 1 a 2 —inativa e 3 a 7- ativa) no grupo DG diagnéstico (p>0,05). Estes

achados estao demonstrados na tabela 48.

Tabela 48: Distribui¢cdo genotipica do DIO2 rs12885300 para a presenca

e a atividade da OG ao diagnéstico — grupo DG diagnéstico (teste de X?).

Presenca OG Grau de atividade OG
Genotipos® S:'i CA‘;S = p-valor 1C 282 g :‘?7‘ p-valor
n % n % n % n %
cC 54 50 70 45 58 45 12 43
CT 45 41 73 47 06741 58 45 15 54 0,5235
TT 10 9 13 8 12 10 1 3

*CC, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; TT, homozigoto polimérfico.
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4.4.4 Positividade dos anticorpos tireoidianos (ATPO, ATg e TRADb)

Ao avaliar o grupo DG diagnoéstico, ndo encontramos relagdo entre os
genotipos do DIO2 rs12885300 com a positividade dos anticorpos ATPO, ATg
ou TRAD (p>0,05), tabela 49.

Tabela 49: Distribuicdo genotipica do DIO2 rs12885300 para a
positividade anticorpos (ATPO, ATg e TRAb) — grupo DG diagndstico (teste de
X?).

ATPO ATg TRAD
Genotipos* + - + - + -
p-valor p-valor p-valor
n/% n/% n'% n/% n'% n/%
CcC 104/49 25/42 69/48 60 73/48 26/45
CT 94/44 27/45 0,3126 63/44 58 0,9420 67/44 24/41 0,4284
1T 16/7  8/13 12/8 12 12/8  8/14

TT+CT 110/51 3558 0,3418 75/52 70 0,7704 79/52 32/55 0,6780

*CC, homozigoto selvagem; CT, heterozigoto; TT, homozigoto polimérfico.

4.5 Resultados para o polimorfismo D/IO2 rs225015

Descrevemos na tabela 50 a distribuicao genotipica do DIO2 rs225015
para os casos e controles, ressaltamos que amostras dos gendétipos estao em
desequilibrio de HW e em decorréncia disso os demais resultados ndo serdo

reportados.
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Tabela 50: Distribuicdo genotipica dos casos e controles para o DIO2
rs225015 (teste de X2).

. Casos Controles
Genétipos* p-valor
n % n %
AA 172 61 59 59
AG 36 13 23 8 0,0358
GG 72 26 99 33

*AA, homozigoto selvagem; AG, heterozigoto; GG, homozigoto polimérfico.

5. DISCUSSAO

5.1 Polimorfismo DIO2 rs225014

A incidéncia da heranga homozigota polimérfica em nosso estudo foi de
18% nos casos e 23% nos controles, e do gendtipo heterozigoto foi 47% para os
casos e 46% para os controles. Dora, J.M. e cols. reportaram uma incidéncia
semelhante em populacéo brasileira portadora de DM2, 16,4% de homozigotos
polimérficos e 47,6% em heterozigotos; contudo menor que a incidéncia
observada em nossa casuistica para os individuos controles homozigotos
polimérficos (12%) e, maior para os heterozigotos (50,2%) (75). Alina, B e cols.
estudaram uma populacao russa de 180 individuos com DG e 135 individuos
controles e descreveram uma menor incidéncia da heranga polimoérfica nos
casos de DG em relacdo a nossa casuistica (7,8% de homozigotos e 33,3% de
heterozigotos); menor também para o grupo controle no caso da heranca
polimérfica (2,2%), e maior para os heterozigotos (58,9%) (87). Outro estudo
realizado em populacdo holandesa eutireoidiana saudavel, a incidéncia da
heranca polimoérfica foi de 14,7% e da heterozigota 48,1% (76). Estes dados
encontram reforgco nas diferencas étnicas entre as populagdes, mas também
ilustram a miscigenagao presente na populagao brasileira.

Em nossa casuistica, o DIO2 rs225014 ndo est4d associado a
suscetibilidade para DG. Ja no estudo de Chistiakov, DA e cols. este mesmo

polimorfismo foi associado a suscetibilidade para DG em populacdo russa
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(p=0,031) (86), o que pode ser explicado por diferencas étnicas entre as
populagdes, mas também ressaltamos o baixo poder de calculo de nossa
amostra para esta analise.

Quando observamos o comportamento do peso corporal ao longo do
seguimento dos pacientes com DG, nossos resultados demonstram que a
heranga selvagem do DIOZ2 rs225014, o maior tempo de seguimento, a maior
idade e a opgéao de tratamento com iodo radioativo se relacionaram com a maior
variacdo ponderal na andlise multivariada (grupo DG seguimento). Foi
demonstrada a importancia da sinalizagdo do AMP ciclico, e por consequéncia
da sinalizacdo do TRAb no receptor do TSH, como fator promotor para
transcricao do RNA mensageiro do D/IO2, de forma a amplificar a sinalizagcao da
enzima D2 e; também o estimulo transcricional negativo do T3 sobre a regulagéao
deste gene (112). A herancga polimorfica do DIO2rs225014 acarreta uma enzima
D2 de menor atividade enzimatica e uma menor disponibilidade de T3 em tecidos
relevantes para o metabolismo como o musculo (85), mas, em paralelo,
diferentes estudos ndo encontraram relacao dele com as concentracoes sérias
de TSH, T4 ou T3 em pacientes eutireoidianos nao tireoidectomizados (58, 76).
No contexto da DG, Alina, B e cols demonstraram que os pacientes com a
heranca selvagem do DIO2 rs225014 (TT) exibiram concentragdes séricas mais
elevadas de T3L ao diagnéstico, quando comparada aos demais genétipos
(p<0,001) (87). Relembramos o papel principal da enzima D2 em prover T3 para
o ambiente intracelular (30), bem como sua contribuicdo para o metabolismo e
gasto energético através da regulacao de vias centrais que controlam o apetite,
do provimento de T3 para os tecidos periféricos e para os mecanismos de
termogénese adaptativa no tecido adiposo marrom e no musculo esquelético (9,
33, 69). Diante disto, vislumbramos que perante estimulo do TRAb e na presenca
da heranga selvagem do DIOZ2 rs225014, a disponibilidade intracelular do T3 &
maior do que na vigéncia da heranca polimoérfica e que, portanto, € possivel uma
maior influéncia dos fatores transcricionais negativos sobre o gene DIO2,
acarretando uma menor disponibilidade de D2 aos tecidos, influenciando
negativamente sobre a regulacdo metabdlica e de gasto energético de forma a
favorecer a maior variagdo do peso corporal nos pacientes com a heranca
selvagem deste polimorfismo. Neste estudo ndo dispomos das concentracoes
séricas de T3 ao diagndstico e ao longo do seguimento, contudo o achado de
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que as concentragdes séricas elevadas de T4L ao diagnédstico juntamente com
a herancga selvagem do DIO2rs225014 se associaram a maior variagao ponderal
na analise multivariada de todo o seguimento do grupo DAT a RAI, pode ser uma
evidéncia indireta para corroborar a contribuicdo do T3 sobre a regulacao do
gene DIO2. A contribuicdo do TRAb para a variagdo ponderal pbde ser
demonstrada na fase DAT do grupo DAT a RAI, onde os casos com TRADb
negativo e também os casos com a heranca selvagem do DIO2 rs225014 estao
associados a maior variacao percentual do IMC na analise univariada; porém
nao foi possivel demonstrar a contribuicao simultdnea destes fatores na andlise
multivariada, um achado que pode ter sofrido influéncia do reduzido numero de
casos para a analise. A heranca selvagem do DIOZ2 rs 225014 (TT) também
mostrou associacdo com a maior variagdo percentual do IMC a andlise
multivariada no grupo DAT.

Nosso estudo € inédito na avaliacdo da relagdo dos polimorfismos do
DIO2 com a variacao do peso corporal pés-tratamento da DG, contudo outros ja
reportaram associagcoes deste polimorfismo com o peso corporal (84, 98).
Heemstra, KA e cols. descrevem a heranga homozigota polimérfica associada
ao IMC mais elevado em pacientes portadores de TH (p=0,026) (84), enquanto
que Grarup, N e cols. descrevem uma menor frequéncia da heranca polimérfica
em obesos (p=0,05) (98).

Para discutir os outros aspectos associados a maior variagdo ponderal
pés-tratamento da DG evidenciados na andlise multivariada do grupo DG
seguimento (maior tempo de seguimento, maior idade e tratamento com RAI),
reportamos o estudo de Dale, J. e cols. onde sao descritos os fatores preditores
para o ganho de peso pés tratamento do hipertireoidismo (12). Neste estudo, a
etiologia Graves (p=0,024) e o maior tempo de seguimento (p<0,001) foram
variaveis independentes para o ganho de peso corporal pds-tratamento, contudo
nao houve diferenca quanto a opgao de tratamento com DAT ou iodo radioativo
e, em relacao a idade, os pacientes mais jovens é que exibiram maior ganho de
peso (p=0,03) (12). Ainda em observacéao idade e ganho de peso pds-tratamento
da DG, outro estudo reporta a importancia da musculatura esquelética como
reservatério para a D2 e, considerando que a massa muscular encontra se
reduzida com o avancar da idade (101), é possivel a correlacdo com a menor
contribuicdo da D2 para sinalizacao intracelular do hormanio tireoidiano e para o
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metabolismo, favorecendo o ganho de peso corporal. Villagelin e cols.
reportaram o seguimento a longo prazo (60 meses) de pacientes com DG
recidivada ap6s tratamento inicial com DAT, foi observado o maior incremento
no peso corporal no grupo de pacientes que foi tratado com iodo radiativo em
comparagdo ao tratado com baixas doses de metmazol (p=0,001) (25), em
conformidade com nossos achados. O sexo feminino também exibe relacao
significativa com a maior variagao percentual do IMC na andlise multivariada dos
grupos DAT e DAT a RAI, contudo nestes grupos a heranca polimoérfica é
marcadamente predominante neste sexo.

N&o encontramos relagcdo entre o polimorfismo DIOZ2 rs225014 com a
atividade da OG ao diagnéstico da DG. Embora a presenca do RNA mensageiro
do DIOZ2 no tecido adiposo orbitario em pacientes com OG seja reportada (59),
n&o encontramos relatos na literatura em referéncia a relagdo deste polimorfismo
no contexto da OG.

Em nosso estudo, a heranca polimoérfica do DIO2 rs 225014 (gendtipo
homozigoto somada ao heterozigoto) relacionou se com a positividade do
anticorpo ATg, mas ndo com ATPO e TRAb. Tendo por base que a D2 € uma
enzima importante para o provimento de T3 (30), e considerando a influéncia do
T3 para a modulagao imunolégica em geral e também da producgao de anticorpos
(57), é possivel justificar a correlacao entre um polimorfismo capaz de modificar
funcionalmente esta enzima (85) para consequente influéncia na resposta
imunoldgica. Guerra, A e cols. nao encontraram relagao entre este polimorfismo
e a autoimunidade tireoidiana, verificada através da positividade do ATPO, ao
estudar populacao eutireoidiana (58). Contudo, no estudo de Grineva, E e cols.
realizado em pacientes com DG, foi reportada uma correlacao positiva entre os
titulos de ATPO e ATg com a heranca polimérfica do DIO2 rs225014, em

comparacdo com a selvagem (p<0,01) (113).

5.2 Polimorfismo DIO2 rs12885300

A incidéncia da herangca homozigota polimorfica neste estudo foi de 8%
para os casos de DG e de 13% para os individuos controles e da heterozigota
de 45% para os casos e 39% para os controles. Foi reportada a incidéncia de
3% para a heranca homozigota polimoérfica e 47% para a heterozigota em
populacao brasileira de pacientes tireoidectomizados por carcinoma diferenciado



85

de tireoide (104), enquanto que em populacao holandesa com condicao clinica
semelhante a incidéncia foi de 8,83% para homozigotos polimérficos e de
43,53% para heterozigotos (114), semelhante aos achados deste estudo. Um
recente estudo em populacdo chinesa reportou a incidéncia da heranca
polimorfica homozigota em 24,8% em individuos com comprometimento
cognitivo leve e 22,4% nos individuos controle, enquanto que da heranca
heterozigbtica em 44,2% nos casos e 45% para os individuos controle (115),
reforcando as diferencas étnicas entre as populacgdes.

Este é um polimorfismo intrénico, localizado em uma regido do gene
responsavel pela inibicdo da transcricdo génica (102); embora tenha sido
associado ao aumento da transcricdo do RNA mensageiro do gene DIO2 e ao
aumento da atividade enzimatica da D2, influenciando para maior disponibilidade
de T3 a nivel tecidual (102); neste estudo, ndo esta associado a suscetibilidade
a DG, a variacao ponderal pos-tratamento da DG, a atividade da OG ao
diagndstico e & positividade dos anticorpos tireoidianos (ATPO, ATg e TRAb). E
possivel que a baixa incidéncia da heranca homozigota polimoérfica tenha
influenciado nos resultados para este polimorfismo. Nao encontramos outros
relatos na literatura no contexto das correlagdes feitas neste estudo para este

polimorfismo.

5.3 Polimorfismo DIO2 rs225015
As amostras genotipicas do DIOZ2 rs225015 estdo em desequilibrio de
HW.

6. RESUMO DOS ACHADOS

1. A incidéncia da heranca polimérfica (homozigotos polimérficos
somados aos heterozigotos) do DIO2 rs225014 foi de 65% nos casos e 69% nos
controles e do DIO2rs12885300 de 53% para o0s casos e 52% para os controles.

2. A heranga polimorfica do DIO2rs225014 e rs12885300 ndo se associou
a suscetibilidade para Doenca de Graves, p>0,005.
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3. A herancga polimérfica (genétipo homozigoto polimérfico somado ao
heterozigoto) do DIO2rs225014 esta associada a menor variagdo ponderal pds-
tratamento da DG, p=0,0138.

4. Nao encontramos relacdo entre os gendétipos do DIO2 rs225014 e
rs12885300 com a atividade da OG por CAS ao diagnéstico, p>0,05.

5. A herancga polimérfica (gendtipo homozigoto polimérfico somado ao
heterozigoto) do DIO2rs225014 esta associada com a positividade do anticorpo
ATg em nossa casuistica, p=0,0209. Nao encontramos relagdo entre os
genotipos do DIO2 rs12885300 com a positividade dos anticorpos tireoidianos,
p>0,005.

7. CONCLUSAO

A heranga polimorfica do DIO2rs225014 esta associada a menor variagao
ponderal pos-tratamento da DG, em nossa casuistica. Este achado pode estar
relacionado aos reguladores transcricionais do gene DIO2 (AMPc’ e T3), ligados
a fisiopatologia da Doenga de Graves. Estudos adicionais sdo necessarios para
confirmar nossos dados, contudo a genotipagem do DIO2 rs225014 pode ser
uma ferramenta auxiliar para predizer o comportamento ponderal pés-tratamento
da DG.
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