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RESUMO

Introducio: Estudos populacionais transversais e longitudinais apontam para niveis de TSH
mais elevados com o envelhecimento. Além disso, em faixas etarias mais avangadas ocorre
maior prevaléncia de fragilidade, comorbidades e polifarmacia, o que exige cautela na
interpretagdo dos testes tireoidianos. Os parametros séricos da tireoide apresentam ampla
variabilidade interindividual e estreita intraindividual, sugerindo fatores genéticos como
principais determinantes dos pontos de ajustes da fungdo tireoidiana. Diversos loci genéticos
foram associados a fun¢do tireoidiana, em grandes estudos de associacdo entre gendtipo e
fenotipo, numa populagdo adulta. Porém, esses achados ainda ndo foram analisados em
populagdo idosa. Objetivo: Analisar, numa populacao idosa, a relagdo entre oito polimorfismos
de genes associados a fungdo tireoidiana e a niveis séricos de TSH, T4 livre e T3 livre. Material
e Métodos: Trata-se de estudo transversal com mulheres idosas, conduzido entre os anos 2018
e 2019. Excluiram-se individuos do sexo masculino ¢ com doenc¢a da tireoide subclinica ou
manifesta e incluiu-se a coleta de dados sociodemograficos e antropométricos. Realizaram-se
exames sobre fungdo tireoidiana e para extracdo de DNA, seguida de genotipagem de oito
polimorfismos de nucleotideo unico selecionados. Estatistica: O teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney foi utilizado em todas as andlises com varidveis quantitativas. Dados foram
apresentados como mediana e intervalo interquartil. Para as variaveis de natureza categorica,
empregou-se o teste qui-quadrado para comparar duas proporcdes e o teste Exato de Fisher,
para avaliar a associagdo entre duas variaveis qualitativas. O Hardy-Weinberg-Equilibrium foi
calculado usando-se o teste chi-quadrado. O software estatistico STATA versdo 10 foi utilizado
para a realizagdo das analises descritivas e dos testes estatisticos. O nivel de significancia
adotado foi de 0,05. A associagdo entre os SNP e testes séricos da tireoide foi avaliada
utilizando-se o modelo genético dominante. Resultados: Incluiram 64 individuos do sexo
feminino. A mediana da idade foi de 70 anos (65-73). A mediana do IMC foi de 26,3kg/m2
(24-30,6). As medianas do TSH, T4l e T31 foram, respectivamente, de 2,17 mU / L (1,58-2,97),
1,12 ng / dL (1,04-1,20) e 2,78 pg / mL (2,64-2,98). Mais da metade dos individuos tinha
hipertensdo arterial sistémica (62,26%), um quarto (24,53%), diabetes mellitus, e menos da
metade (39,62%), dislipidemia. Houve diferenca nos niveis de TSH com significancia
estatistica entre os alelos selvagem (C) e polimorfico (T) no SNP rs12885300 do gene DIO2, p
= 0,03. Nesse polimorfismo, o gendtipo C/C (presente em 69,44% dos individuos) apresentou
medianas do TSH, T31 e T4l de 1,89mU/L (1,17-2,42), 2,85pg/dL (2,69-2,98) e 1,15ng/mL
(1,11-1,21), respectivamente; o conjunto de genotipos C/T e T/T (presente em 30,56% dos
individuos), 2,82mU/L (2-4,2), 2,83pg/dL (2,64-3,17) e 1,16 ng/mL, respectivamente. Houve
também diferenca nos niveis de T4l com significancia estatistica entre os alelos selvagem (T)
e polimérfico (C) no SNP rs225014 do gene DIO2, p = 0,02. Neste polimorfismo, o genotipo
T/T (presente em 29,27% dos individuos) apresentou medianas do TSH, T31 e T4l de 2,19mU/L
(1,78-3,42), 2,99pg/dL (2,75-3,24) e 1,20ng/mL (1,16-1,29), respectivamente; o conjunto de
genotipos C/T e T/T (presente em 70,73% dos individuos), 2,2mU/L (1,53-2,8), 2,73pg/dL
(2,65-2,92) ¢ 1,12 ng/mL (1,06-1,18), respectivamente. Para demais polimorfismos, ndo foram
encontradas associagdes com significancia estatistica. Conclusao: O polimorfismo rs12885300
do gene DIO2 em homozigose ou em heterozigose foi associado a niveis de TSH mais elevados



e o polimorfismo rs225014 do gene DIO2 em homozigose ou em heterozigose foi associado a
niveis de T4l mais elevados. Esses dados, ineditamente testados em populagdo geridtrica
brasileira, apontam para necessidade de considerar aspectos genéticos na interpretacao da
funcdo tireoidiana de idosos. Melhor compreensao da influéncia dos polimorfismos de genes
importantes para funcao tireoidiana pode contribuir para a elabora¢do de melhores estratégias
de manejo do hipotireoidismo em pacientes idosos.

Palavras-chave: func¢do tireoidiana; T3l; T4l; TSH; envelhecimento; polimorfismos de
nucleotideo Unico.
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ABSTRACT

Introduction: Cross-sectional and longitudinal population studies point to higher TSH levels
with aging. In addition, in older age groups, there is a higher prevalence of frailty, comorbidities
and polypharmacy, which requires caution in interpretation of thyroid tests. Serum thyroid
parameters show wide interindividual and narrow intraindividual variability, suggesting genetic
factors as the main determinant for regulation of thyroid function. Several genetic loci were
associated with thyroid function in large studies on association between genotype and
phenotype in adult population. However, such findings were not analyzed in the elderly
population. Objective: To analyze relationship between 8 polymorphisms of genes associated
with thyroid function and serum levels of TSH, free T4 and free T3. Material and Methods:
A cross-sectional study with elderly women conducted from 2018 to 2019. Males and patients
with subclinical or overt thyroid disease were excluded. Sociodemographic and anthropometric
data were collected. Tests were performed on thyroid function and for DNA extraction, which
were followed by genotyping of 8 single-nucleotide polymorphisms selected for the study.
Statistics: The Mann Whitney U Test was used on all analyses with quantitative
variables. Data were presented as median and interquartile range (IQR). In relation to
categorical variables, chi-square test was used to compare two proportions-square and Fisher's
Exact test was used to assess the association between two qualitative variables. The Hardy-
Weinberg-Equilibrium (HWE) was calculated using chi-square test. The statistical software
STATA version 10 was used to perform descriptive analyzes and statistical tests. Significance
level adopted was 0.05. Association between SNPs and thyroid genetic testing was used as a
dominant genetic model. Results: 64 female individuals were included. Median age was 70
years (65-73), 100% female. Median BMI was 26.3kg/m2 (24-30.6). TSH, T4l and T31 medians
were, respectively, 2.17 mU / L (1.58-2.97), 1.12 ng / dL (1.04-1.20) and 2.78 pg / ml (2.64-
2.98). More than half of individuals had systemic arterial hypertension (62.26%), a quarter
(24.53%) had diabetes mellitus and less than half (39.62%) had dyslipidemia. There was a
statistically significant difference in TSH levels between wild-type (C) and polymorphic (T)
alleles in SNP rs12885300 of DIO2 gene, p = 0.03. In this polymorphism, C/C genotype
(present in 69,44% of individuals) showed TSH and T4l medians of 1.89mU/L (2.42),
2.85pg/dL (2.69-2.98) and 1.15ng/mL (1.11-1.21), respectively; set of C/T and T/T genotypes
(present in 30.56% of individuals) showed medians of 2.82mU/L (2-4.2), 2.83pg/3.17) and 1.16
ng/mL, respectively. There was also a statistically significant difference in T4l levels between
wild-type (T) and polymorphic (C) alleles in SNP rs225014 of DIO2 gene, p = 0.02. In this
polymorphism, T/T genotype (present in 29,27% of individuals) showed TSH, T3l and T4l
medians of 2,19mU/L (1,78-3,42), 2,99pg/dL (2,75-3,24) e 1,20ng/mL (1,16-1,29),
respectively; set of C/T and T/T genotypes (present in 70,73% of individuals) showed medians
of2,2mU/L (1,53-2,8), 2,73pg/dL (2,65-2,92) e 1,12 ng/mL (1,06-1,18), respectively. For other
polymorphisms, there were no associations with statistical significance. Conclusion: DIO2
gene 151285300 polymorphism in homozygosity or heterozygosity was associated with higher
TSH levels and DIO2 gene polymorphism in homozygosity or heterozygosity was associated
with higher T4l levels. These data, unprecedentedly tested in a Brazilian geriatric population,
point to the need to consider genetic aspects in interpretation of thyroid function in the elderly.



A better understanding of the important influence of genes to thyroid function may contribute
to the development of better treatment strategies for hypothyroidism in elderly patients.

Keywords: thyroid function; T31; T4l; TSH; aging; single-nucleotide polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

Os avancos cientificos € o desenvolvimento social e econdmico resultaram em expansao
sem precedentes da longevidade humana (1,2). O novo grande desafio na area médica ¢
compreender a satide e doenga no processo de envelhecimento. Muitas alteragdes ocorrem no
organismo, particularmente no sistema enddcrino e no eixo hipotdlamo-hipofise-tireoide ao
longo da vida (3). Distinguir quais dessas mudangas sdo adaptagdes benéficas daquelas
decorrentes de doengas deve fazer parte do raciocinio clinico.

Os hormonios tireoidianos desempenham um papel essencial no crescimento, no
desenvolvimento e na regulacdo do metabolismo energético (4). O eixo hipotalamo-hipofise-
tireoide controla a producdo e a secrecao dos hormonios tireoidianos, enquanto que a sua
atividade biologica, determinada pela acdo do T3, ¢ regulada perifericamente por
transportadores de membrana, desiodases e receptores nucleares (5,4).

O eixo hipotadlamo-hipodfise-tireoide sofre influéncia de fatores ambientais, como ingestao
de iodo, e individuais, como sexo, idade e massa corporal (6). Além disso, em individuos
saudaveis, os parametros séricos de funcao tireoidiana mostram substancial variabilidade
interindividual, enquanto a intraindividual ¢ estreita, sugerindo possivel influéncia de aspectos
genéticos na regulagdo do ponto de ajuste nos niveis séricos dos horménios tireoidianos (7-9).
Estudos realizados em gémeos mono e dizig6ticos atribuiram a herdabilidade uma variacao de
até 65% nos niveis séricos de hormodnio tireoestimulante (10,9).

Na populagdo geridtrica, além destes, outros aspectos associados ao processo de
envelhecimento também interferem no controle do eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide. Estudos
longitudinais demonstraram mudangas nos pontos de ajuste dos hormonios tireoidianos e
tircoestimulante durante envelhecimento e estabeleceram associagao entre reducdo da funcao
tireoidiana e longevidade (11-13). Foi apontada maior expectativa de vida para descendentes
de individuos longevos, quando comparados a seus pares em andlises subsequentes, sugerindo
hereditariedade do fendtipo longevo (14,15). Mesmo que a maior influéncia na determinagao
da fungao tireoidiana tenha sido atribuida a arquitetura genética do eixo hipotalamo-hipofise-
tireoide, a maior parte dos genes responsaveis por isso ainda ¢ bastante desconhecida (16,9).

No entanto, nas duas ultimas décadas, algumas variantes genéticas foram associadas a
parametros séricos dos hormoénios tireoidianos em estudos de genes candidatos (9). Mais
recentemente, a realizacao de grandes estudos populacionais, com extensa genotipagem, vem
impulsionando a descoberta de diversos polimorfismos de nucleotideo tnico, associados a

func¢do tireoidiana (17-19). Portanto, ¢ possivel que, além das variantes genéticas mais raras,
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com maior efeito (mutagdes), haja diversos polimorfismos, representando variantes mais
comuns ¢ com efeitos mais modestos, impactando na fung¢do tireoidiana (9). Como esses
grandes estudos do genoma foram realizados em populagao adulta, com amplo espectro de
idade, ndo ¢ aceitavel extrapolar esses dados para populacdo geriatrica. Por isso, ndo se pode
afirmar que os polimorfismos encontrados sdo de fato relevantes na determinacdo dos niveis
séricos dos hormonios tireoidianos no idoso (20). A importancia de compreender melhor as
mudangas no ponto de ajuste da fungao tireoidiana na populacdo geriatrica ¢ pelo fato de
grandes estudos observacionais e populacionais terem associado variagdes na funcdo
tireoidiana, ainda que dentro da faixa de referéncia, a desfechos clinicos negativos (9), como
na cogni¢do (21), na qualidade de vida (22), no risco de doenca cardiovascular (23), na
densidade mineral 6ssea (24) e na mortalidade (25), especialmente nessa faixa etaria (22,26).
O objetivo do atual estudo € avaliar o impacto de alguns polimorfismos previamente associados

a func¢ao tireoidiana na populagao adulta, em idosos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Esta secdo se apresenta em duas divisdes, sendo uma sobre a fung¢ao tireoidiana no idoso (2.1)
e a outra, sobre genética e func¢do tireoidiana (2.2), cada qual subdivida segundo suas

especificidades.

2.1 FUNCAO TIREOIDIANA NO IDOSO

Esta subsecdo compreende, trés abordagens, a seguir detalhadas.

2.1.1 Envelhecimento da Populacio Mundial e Brasileira

As inclinagdes populacionais nas tltimas décadas indicam progresso no cumprimento
de metas globais estabelecidas pela Assembleia Geral das Nagdes Unidas. Tais metas
compdem os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) e abrangem questdes de
desenvolvimento social e econdmico, impactando na redu¢do da mortalidade infantil e
global, maior cuidado com a satude sexual e reprodutiva, igualdade de géneros e maior
controle da fertilidade (2). Desenvolvimentos notdveis na area da biomedicina, como
maior controle de doencas infecciosas, vacinagdo, prevengao e tratamento eficiente de
doengas cronicas, contribuem de maneira preponderante para esse cendrio mundial (27).

A combinacdo de baixos niveis de fertilidade e maior longevidade resultam no
envelhecimento global da populagdo. O nimero de individuos com mais de 65 anos
superou o numero de criangas com menos de 5 anos pela primeira vez na histéria da
humanidade, no ano de 2018 (2). O Departamento Econdémico e Social das Nagdes
Unidas, na ultima atualizagdo do World Population Prospects, em 2019, constata
envelhecimento sem precedentes da populagdo mundial. Estima-se que o nimero de
pessoas com mais de 65 anos dobrara no mundo entre os anos de 2019 e 2050, enquanto
que o nimero de criangas com menos de 5 anos permanecera inalterado. Projeta-se, para
o ano de 2050, prevaléncia de 1,5 bilhdo de pessoas com idade igual ou maior que 65
anos, superando o numero de jovens de até¢ 24 anos (1,3 bilhdao) (2). Em 2019,
aproximadamente 9% da populagdo tinha 65 anos ou mais; para os anos de 2030 e 2050,

estima-se prevaléncia de 12% e 16%, respectivamente. Para a popula¢do com mais de 80
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anos, esse incremento ¢ ainda mais acentuado, com proje¢ao para o ano de 2050 de 426
milhdes de pessoas (2).

As mulheres apresentam uma média mais longa de expectativa de vida e superam em
numero os homens em idades mais avangadas. No ano de 2019, elas representavam 55%
das pessoas com 65 anos ou mais ¢ 61% das pessoas com 80 anos ou mais (2). Na
América Latina, a propor¢do da populacdo com mais de 65 anos pode aumentar de 9%
no ano de 2019 para 19% em 2050 (2). O Brasil estd de acordo com as tendéncias
populacionais mundiais. Sua populagdo superou a marca de 30,2 milhdes de idosos em
2017. As mulheres formam a maioria desse grupo, com 16,9 milhdes (56% dos idosos)
enquanto que os homens correspondem a 13,3 milhdes (44% dos idosos) (28).

As inclinagdes demograficas sdo arautos dos desafios futuros ao Desenvolvimento
Sustentavel. Antecipar as tendéncias demograficas, incorpord-las as politicas e ao
planejamento e compreender os mecanismos envolvidos no processo de envelhecimento
¢ imprescindivel diante do impacto social, econdmico e clinico no cenario mundial

(27,2).

2.1.2 Envelhecimento e Eixo Hipotalamo-Hipoéfise-Tireoide

O envelhecimento ¢ um processo continuo e multifatorial e esta associado a danos
cumulativos e aleatérios, em nivel molecular e celular. Culmina numa deterioracao funcional,
enfraquecimento do sistema imunoldgico, aumento da prevaléncia de doengas e morte (29,3). E
acompanhado por alteracdes endocrinas, como mudangas no padrao da secrecdo hormonal,
reducdo da sensibilidade dos 6rgdos-alvo aos hormdnios e comprometimento da regulacdo dos
eixos hormonais por retroalimentacao (30).

O eixo hipotalamo-hipofise-tircoide ¢ responsavel pela homeostase dos hormonios
tireoidianos na circulagdo sanguinea. O nucleo paraventricular do hipotadlamo secreta o
hormonio liberador da tireotrofina (TRH) que, por sua vez, regula a sintese e a secrecao do
hormonio tireoestimulante (TSH) pela hipo6fise anterior. Uma vez na circulagdo, o TSH se liga
ao seu receptor especifico na tireoide e estimula a producdo e liberacio dos hormodnios
tireoidianos (3,4). A senescéncia ¢ acompanhada por alteragdes estocasticas em diferentes

pontos desse eixo. A Figura 1 esquematiza o eixo hipotdlamo-hipofise-tireoide.
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Figura 1 - Eixo hipotalamo-hipofise-tireoide

Esquematizagao do eixo hipotalamo hipofise tireoide. O hormonio liberador da de tireotrofina (TRH),
produzido no hipotalamo, estimula a secrecao hipofisaria de horménio tireoestimulante (TSH). Este, por
sua vez, controla todas as etapas da sintese dos hormonios tireoidianos. A secrecdo de TRH ¢ TSH ¢
primariamente inibida pelo T3, 80% do qual se originam da conversao periférica do T4.

) Hipotalamo

Hipofise
anterior

f@cndoul -‘\

\\ - \ Tireoide /
T ‘-~ p /

Fonte: Vilar (2016) (125)

Por outro lado, a concentragdo intracelular dos hormonios tireoidianos (HT) é customizada
e determinante para as respostas especificas nos 6rgaos alvos. A homeostase, no interior das
células, ¢ garantida pela combinagdo de elementos encontrados na membrana celular
(transportadores de hormonios tireoidianos e desiodase tipo 3), no citoplasma (desiodase tipo 1
e 2) e no nucleo (receptores dos hormonios tireoidianos) (3,4). Alteracdes nesses fatores
impactam diretamente na resposta do organismo aos hormonios tireoidianos e podem se
associar a fendtipos especificos.

Durante o envelhecimento, mudangas que ocorrem na tireoide e no eixo HHT afetam a
producdo, o metabolismo, o transporte e a acdo dos HT (31). Estudos mostram que as
concentragdes e distribui¢ao do TSH sérico aumentam gradualmente com a idade, sugerindo

um declinio na funcgao tireoidiana ou redefini¢ao do ponto de ajuste do TSH (32,11). Isso pode
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estar associado ao aumento da resisténcia da glandula tireoide ao TSH ou diminui¢do do tonus
dopaminérgico central (13). O processo de envelhecimento ocasiona reducdo da absor¢do
intestinal e organificagdo do iodo no interior da glandula, comprometendo sua resposta ao
estimulo do TSH (33). A perda da ritmicidade circadiana que também ocorre em idades mais
avancadas impacta em diversas fungdes enddcrinas e metabdlicas. No eixo HHT, o
comprometimento do padrdao do sono pode reduzir a amplitude da secrecdo do TSH (34,3).
Além disso, a bioatividade do TSH pode estar reduzida por alteragao da glicosilagao, fendmeno
pos-traducional de proteinas que oferece estabilidade e protegdo contra agregagao intracelular
e degradacdo proteolitica, garantindo seu efeito bioldgico (35,36).

Alteragdes no metabolismo periférico dos HT, associadas ao envelhecimento, podem
contribuir com mudangas nas suas concentragdes séricas (37). A redugdo da atividade da
desiodase tipo 1 no figado pode levar a diminuicdo do T3 sérico por comprometimento da
conversao de T4 em T3 (37). Além disso, de acordo com recentes estudos que avaliaram
envelhecimento e funcao tireoidiana, o aumento da atividade da DIO3 e a reducdo na
concentracdo dos transportadores de membrana dos HT (exemplo: MCT8) também parecem
estar envolvidos (31). Tudo isso ¢ acentuado e pode ser confundido pela usual presenca de
doengas cronicas, associadas a baixos niveis de T3 e altos niveis de T3 reverso, além do uso

de multiplas medicagdes que interferem nos niveis séricos dos HT (38).

2.1.3 Estudos Populacionais de Avaliacdo da Funcao Tireoidiana em Idosos

A triagem e o tratamento de idosos com disfung¢des subclinicas da tireoide e o impacto disso
na satde ainda ¢ um assunto controverso (22,39). Estudos populacionais apontam associagao
benéfica entre hipofung¢ao tireoidiana e longevidade, contrastando com estudos realizados em
individuos mais jovens que associaram a presenga de hipotireoidismo subclinico a uma maior
taxa de mortalidade por todas as causas (22,11,15). Em estudo realizado com homens idosos de
Zoetermeer, na Holanda, apds andlise dos indices de performance fisica, mortalidade e fungao
tireoidiana, foi demonstrada associagdo entre baixo nivel sérico de T4 e maior sobrevida (37).
Diante de tais achados, ¢ prudente ndo extrapolar as consequéncias negativas a saude da
disfuncao tireoidiana subclinica da populagdo adulta jovem para populagdes geriatricas (6,40).
Compreender melhor a evolugdo do status tireoidiano no processo de envelhecimento ¢
necessario para a adequada interpretacao da fungdo tireoidiana e a condugao clinica de situagdes

como hipotireoidismo subclinico, nessa populagdo em especial.
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A realizacdo de estudos populacionais longitudinais possibilita analisar o comportamento ¢
a dinamica da func¢ao tireoidiana ao longo da vida. Eles indicam mudangas nas concentragdes
séricas do TSH, T4l e T3l durante o envelhecimento (11,39). Um estudo populacional
prospectivo e observacional, derivado do Leiden 85-Plus Study, avaliou coorte de octogenarios,
residentes em Leiden, Holanda, mostrando que niveis mais elevados de TSH e mais baixos de
T4 estavam associados a expectativa de vida mais longa (longevidade) (22). O National Health
and Nutrition Examination Survey (NHANES III) observou aumento do TSH e dos anticorpos
tireoidianos com a idade em ambos os sexos (41); no estudo citado (4), foi notado que a mediana
do TSH aumenta enquanto do T4 reduz apos 20 anos de seguimento, mesmo apos exclusoes
dos autoanticorpos tireoidianos e alguns fatores de risco (42). A partir dos dados do NHANES
III, Surks e Hollowell também mostraram aumento progressivo na média, na mediana e no
percentil 97,5 para a concentracdo de TSH, com o avanco da idade em populagdo livre de
doencas. Apods analise, diferentes valores de TSH foram propostos para o percentil 97,5, para
os mais jovens: 3,6 mIU / litro, 70-79 anos, 5,9 mIU / litro € no grupo com idade a partir de 80
anos, 7,5 mIU / litro (43). Diante disso, os autores sugeriram ajustes dos intervalos de
referencias de TSH de acordo com faixa etaria (44,39).

Um estudo norte-americano com 843 participantes, idade média de 72 anos, demonstrou
elevagdo dos niveis de TSH e T4 e reducao de T3, ao longo do seguimento feito por 13 anos
(42). Na Australia, estudo prospectivo com 908 participantes, com idade média inicial de 45.5
anos ¢ duragdo de 13 anos, também mostrou elevacao do TSH com o avanc¢o da idade, mas sem
evidenciar mudangas nas concentragdes séricas de T4 (12,31).

Outro estudo, bastante citado na literatura, avaliou os judeus Ashkenazi, populagdo com
reconhecida longevidade excepcional. A andlise das curvas de distribuicdo de frequéncia de
TSH e T4 demonstrou que a elevagdo do TSH com o avancgar da idade também esteve presente
entre os individuos centenarios (11). Além disso, seus descendentes (com meia idade), ja
demonstravam tendéncia a niveis séricos mais elevados de TSH e mais baixos de HT, quando
comparados aos seus conjuges (14,15). Dois polimorfismos no gene do receptor do TSH
(rs10149689 e rs12050077), em especial, estdo correlacionados a niveis de TSH mais elevados
nos centenarios judeus Ashkenazi e seus descendentes (14,33). Na andlise de dados derivados
do estudo de longevidade de Leiden, a fun¢ao tireoidiana dos filhos (com meia idade) de irmaos
nonagenarios e seus respectivos parceiros também foi avaliada, observando-se niveis séricos
mais elevados de TSH e mais baixos de T4 e T3 no grupo dos filhos de irmaos nonagenarios,
reforcando o possivel papel favoravel da hipofungao tireoidiana na longevidade e seu padrao

hereditario (14,45).
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2.1.4 Longevidade

A funcao hipotalamica foi associada a longevidade a partir de estudos realizados em animais
submetidos a hipofisectomia ou a restri¢do calorica (46—49). A complexa integragao do sistema
enddcrino presente nos mamiferos implica efeitos interligados em diferentes eixos hormonais
ao longo da vida (50). Alguns fatores diretamente envolvidos no processo de envelhecimento,
como os hormonios insulina, tireoidianos, de crescimento, atuam no controle do metabolismo
e na capacidade de adaptagdo do organismo a mudangas (50).

A ligacdo mais evidente dos HT na regulagdo da longevidade surgiu a partir de estudos pré-
clinicos de Ooka e colaboradores (50). Em um deles, o hipotireoidismo foi induzido e o efeito
na expectativa de vida do rato Wistar foi examinado. Os ratos hipotireoideos viveram quatro
meses a mais do que o grupo controle. Em outro estudo, foi administrado tiroxina aos ratos
Wistar jovens ou de meia idade, induzindo hipertireoidismo. A expectativa de vida foi menor
nesses ratos em relacao ao grupo controle (51).

Os modelos de camundongos andes e com hipopituitarismo, Ames ¢ Snell, devido a
mutagdes recessivas espontaneas em genes envolvidos na sinaliza¢do do GH, Prolactina e TSH,
foram associados ao envelhecimento lento (52,3). O incremento no tempo de vida pode chegar
a 70% em fungdo do sexo, dieta e condi¢cdes do confinamento (3). Um estudo avaliou o impacto
da administracdo do hormodnio de crescimento e tiroxina na longevidade em camundongos
Snell. A curto prazo (11 semanas) a administracdo de tiroxina ndo impactou na longevidade.
Porém, quando administrada cronicamente, a tiroxina foi associada a reducao da expectativa de
vida, quando comparada ao grupo controle, mas ainda maior do que em relacdo aos
camundongos do tipo selvagem (53).

Do ponto de vista biologico, € coerente a associacdo entre reducdo de HT e longevidade. A
acdo dos HT esta direta e centralmente envolvida na homeostase metabolica, via hipotalamo e,
também, nos tecidos periféricos (3). O T3 regula a taxa metabolica basal e aumenta a oxidagao
celular, estimulando enzimas envolvidas na fun¢do mitocondrial, termogénese e metabolismo
de carboidratos e acidos graxos (50,45). Estudos pré-clinicos mostram uma relacao direta entre
T3 e produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e danos gendmicos (54,55,45). O
transporte ineficiente de elétrons, por meio da cadeia respiratoria decorrente de menor
disponibilidade de T3, pode diminuir a producdo de ROS e mitigar o envelhecimento (45).

Os resultados obtidos com estudos em animais, ensaios clinicos populacionais e

longitudinais sugerem associacdo entre redu¢do da fun¢do tireoidiana e maior longevidade
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(11,15,13). Idosos longevos foram associados a niveis mais elevados de TSH, enquanto que

niveis mais elevados de T4 foram associados a maior risco cardiovascular (45).

2.1.5 Diagnostico do Hipotireoidismo Subclinico no Idoso

Ao longo da vida, esperam-se variagoes individuais dos niveis séricos circulantes de T4,
porém, isso ocorre, normalmente, dentro de uma faixa mais estreita do que aquela utilizada
como referéncia populacional (56,6). O eixo HHT ¢ extremamente sensivel e responsivo as
pequenas variagdes nas concentragdes séricas de T4l (56,6). Redugdes minimas de T4l, ainda
que dentro do intervalo de referéncia populacional, resultam em maior secre¢do pituitaria de
TSH, podendo ultrapassar o limite superior da normalidade (6,56). Em resposta a esse estimulo
do TSH, ocorre maior producido de HT. Esse ponto de ajuste do eixo HHT ¢ individual e esta
sujeito a determinantes genéticos (7,57,6).

O hipotireoidismo subclinico (HSC) ¢ definido pela elevacao do TSH, associada a niveis
séricos normais de T4l e T31 (58,6). E classificado como leve ou grau 1, quando os niveis de
TSH estdo entre 4,5 € 9,9 um/L, e mais grave ou grau 2, quando os niveis de TSH s@o maiores
que 10 um/L (6). O risco de progressdo para hipotireoidismo manifesto ¢ de 2 a 6% por ano,
sendo maior entre mulheres, pessoas com niveis de TSH mais elevados e positividade para
antiperoxidase tireoidiana (58). A prevaléncia de hipotireoidismo subclinico na populagao
geral ¢ de 3 a 8% e maior entre os idosos (40).

Os niveis de TSH tendem a elevar com o envelhecimento como uma possivel resposta
adaptativa ao processo de senescéncia, como ja citado anteriormente (3,31). Porém, valores
considerados normais sao usualmente obtidos a partir de analise da populagdao em geral e ndo
especificamente da avaliacao de individuos idosos (59,40). Também € preciso considerar que o
uso de multiplas drogas, presenca de comorbidades e alteragdes nutricionais, que sabidamente
impactam na fungao tireoidiana, tornam o diagndstico de hipotireoidismo subclinico no idoso
ainda mais desafiador, podendo superestimar sua prevaléncia (40).

Anormalidades cardiovasculares, dislipidemia, alteragdes metabdlicas e declinio cognitivo
sdo desfechos clinicos associados ao diagnostico de hipotireoidismo subclinico na populagdo
adulta, mas, numa populacao idosa, esses resultados parecem nao ser reproduziveis (40,59,60).
Gussekloo e colaboradores (22), em estudo prospectivo e observacional, derivado do Leidein
85-Plus Study, avaliou HSC, funcdo cognitiva e sobrevida em adultos octogenarios. Um total
de 599 individuos foram acompanhados por 3,7 anos, com fungdo tireoidiana sendo avaliada

em relagdo a desfechos clinicos como depressdo, deficiéncia nas atividades de vida didria,
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funcao cognitiva e mortalidade. Demonstrou-se que a elevagdo do TSH nao esteve associada a
efeitos adversos na satde da populagdo estudada (22).

Apesar do hipotireoidismo subclinico ter sido associado a desfechos negativos
cardiovasculares, metabolicos, no humor e na gravidez em populacdo adulta, o real beneficio
do tratamento com levotiroxina ¢ controverso (61). As evidéncias sugerem que o nivel do TSH
e idade podem auxiliar na identificagdo de individuos que se beneficiariam do tratamento (61).
O estudo TRUST teve como objetivo avaliar beneficios clinicos do tratamento com levotiroxina
em idosos com HSC. Foram avaliados 737 individuos com idade a partir de 65 anos (média de
74,4 anos), com HSC persistente (TSH entre 4,6 a 19,99 mUI/L e T4l dentro do valor de
referencia). Grupo com 368 participantes recebeu levotiroxina e outro, com 369, placebo. Os
desfechos primarios foram mudanga na pontuacdo dos sintomas de hipotireoidismo e de
cansago, a partir de questionario para avaliagdo da qualidade de vida (ThyPRO). Os resultados
ndo demonstraram beneficios clinicos em idosos com HSC, apds tratamento com levotiroxina
(62,63). Portanto, ¢ cada vez mais reconhecido que o aumento dos niveis de TSH faz parte do

processo de envelhecimento e que sdo necessarios ajustes etarios nos seus pontos de referéncia

(61).

2.2 GENETICA E FUNCAO TIREOIDIANA

Esta secdo aborda a tematica genética e funcao tireoidiana em sete itens, conforme segue.

2.2.1 Polimorfismos de Nucleotideo Unico

Embora os seres humanos compartilhem cerca de 99,9% do seu genoma, as sequéncias de
DNA ndo sdo idénticas em diferentes individuos (64). Estima-se que substituigdes de
nucleotideos ocorram a cada 1000 pares de bases no genoma humano, colaborando para a
variabilidade genética. Quando essas variagcdes ocorrem em pelo menos 1 % da populagdo, sdo
chamadas de polimorfismos. Diferentes das mutagdes, variantes raras e com grandes efeitos, os
polimorfismos sdo comuns e tém efeitos modestos (9). Podem causar alguma mudanga na
funcdo do gene ou servir como marcadores genéticos (65).

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) sdo a forma mais comum de variacdao
genomica (66). Resultam de substitui¢des de apenas uma base nitrogenada (adenina, citosina,
timina e guanina) na sequéncia de DNA (67). Normalmente, sdo bialélicos, ou seja, tém no

minimo duas possibilidades de pares de bases numa mesma localizacdo para determinada
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populagdo. Somente 12% dos polimorfismos associados a fendtipos estdo localizados em
regioes génicas codificadoras de proteinas, enquanto que 40% estdo em regides intergénicas e
40%, em introns, apontando para o potencial papel das regides intrOnicas e intergénicas na

regulacdo da expressao génica (66).

2.2.2 Estudos Genéticos

A utilizagao pratica de polimorfismos de nucleotideo Uinico, como marcadores moleculares,
esteve por muito tempo restrita devido a limitagcdes tecnologicas (67). O avango na
compreensdo do genoma e nos métodos de genotipagem em massa tornaram factivel a
realizagdo de grandes estudos genéticos de associagdo em populacdes, possibilitando
descobertas simultaneas de inimeros genes e variantes genéticas associados a um fendtipo (68).

Os estudos genéticos focados na funcdo tireoidiana tém revelado genes envolvidos na
arquitetura do eixo hipotalamo-hipodfise-tireoide e trazem pistas sobre individualidade no ponto
de ajuste dos testes séricos da tireoide. Os primeiros trabalhos sobre determinantes genéticos
da fungdo tireoidiana envolviam estudos de genes candidatos, que avaliam numero limitado de
variantes em genes especificos, selecionados de acordo com sua fungdo (57,9). Os estudos de
analise de ligacdo utilizam marcadores espalhados pelo genoma e permitem a identificagao de
genes herdados juntos e associados a determinado fendtipo. Como nesse tipo de estudo todos
os genes sdo estudados, e ndo apenas aqueles presumivelmente associados a fisiologia da
tireoide, amplia-se a descoberta de novas associagcdes de genes com o fendtipo de interesse.
Porém, ambos tipos de estudos t€ém limitada genotipagem e contribuem com a revelagao de
apenas um pequeno nimero de genes e suas variantes associados a funcao tireoidiana (16,69).

A descoberta de maior nimero de variantes genéticas foi alcancada com a realizagdo de
grandes estudos de associagdo (70,18,19). Os estudos de associacdo gendmica ampla - Genome
Wide Association Studies (GWAS) - permitem investigar a associacao entre diversas variantes
genéticas e fenotipos de interesse numa determinada populagdo (71,72). E possivel genotipar
ao mesmo tempo até¢ 1 milhdo de variantes genéticas, porém ¢ necessario ajustar valor p (p <5
x 10-8) para evitar resultados falso-positivos, devido a realizacdo de multiplos testes (9,71,72).
Portanto, grandes tamanhos de amostra sao necessarios para garantir poténcia estatisticamente

suficiente (69).
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2.2.3 Papel Fisiologico dos Genes Candidatos Avaliados neste Estudo

Para este estudo, escolhemos a abordagem de avaliacdo de polimorfismos em genes
candidatos, obtidos a partir de estudos de associagdo de fun¢do tireoidiana do tipo GWAS,
realizado em adultos. Para efeito didatico, criamos uma sessdo que explica o papel fisiologico

desses genes, agrupando-os em subgrupos especificos (73,74,57,18).

2.2.4 Genes Implicados na Ontogénese e na Funcao do Eixo Hipotalamo-Hipoéfise-
Tireoide

Neste grupo, estdo incluidos genes que codificam proteinas imprescindiveis no
desenvolvimento e fun¢do do eixo HHT (FOXEI, LHX3, GLIS3, NFIA, SOX9, NCOR]I). Entre
elas, estdo os fatores de transcricdo, frequentemente associados aos niveis de TSH e T4l em
GWAS (73,18,9). Esses fatores contribuem para a ontogénese e para a fung¢ao do hipotadlamo,
hipofise ou tireoide. Variantes do gene LHX3, fator de transcrigdo envolvido do
desenvolvimento do hipotadlamo, foram associadas a mudangas na mesma dire¢ao dos niveis de
T4l e TSH (baixo nivel de T4l e nivel de TSH baixo ou normal) e suas mutagdes, ao
hipotireoidismo congénito central (10,75). Enquanto que variantes em genes envolvidos com
desenvolvimento da tireoide, como o GLIS3, foram associadas a mudancas em diregdes opostas

dos niveis de T4l e TSH (73,18).

e Gene GLIS3

O gene GLIS3 esté localizado no locus 9p24.2, pertence a subfamilia GLIS de proteinas de
dedo de zinco semelhante a Kruppel e funciona como um fator ativador e repressor de
transcrigao génica da tireoide (76—78,9). Mutagdes no gene GLIS3 estdo associadas a disgenesia
tireoidiana. como agenesia, hipoplasia e dishormogénese (76), além de associagdo com diabete
neonatal (76). Esse fator de transcri¢do ¢ indispensavel na sintese de hormdnios tireoidianos,
dependente de TSH/TSHR e proliferagdo de células foliculares (77). Porém, o mecanismo pelo
qual variacdes neste gene causa hipotireoidismo congénito ainda nao esta esclarecido (77).
Além do papel na tireoide, ¢ um regulador pleiotrdpico de diferentes vias de desenvolvimento
e com fungdo em diversos outros tecidos (78).

O complexo TSH/TSHR ativa diversas vias de sinalizagdo celular que promovem aumento
da transcri¢do de genes envolvidos na biossintese dos hormdnios tireoidianos. O GLIS3 atua

regulando a transcricdo de genes-chave nesse processo, como PDS e NIS. Niveis elevados
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sustentados de TSH induzem a proliferacao de células foliculares e o desenvolvimento de bécio
pela ativagdo independente de AKT1 da via de sinalizagdo mTORI e proliferacdo de células
foliculares da tireoide. O GLIS3 ¢ critico na mediacao das a¢des downstream do TSH/TSHR
(77).

e Gene PTCSC?2

Os lincRNA (RNA nao codificantes longos intergénicos) sao moléculas de RNA com
comprimento de mais de 200 nucleotideos que ndo codificam proteinas (79). Atuam na
remodelacdo da cromatina e na arquitetura gendmica, na estabilizagdo do RNA e na regulacao
da expressdo de outros genes (79). O PTCSC2 ¢ um lincRNA localizado no locus 9q22,
expresso no tecido tireoidiano e pode funcionar como uma molécula reguladora da expressao
génica da tireoide (80,73,79,81).

Variantes genéticas no gene PTCSC2, reveladas em GWAS, foram associadas a
modificacdes na expressdao de genes FOXEI e TSHR (80). Polimorfismos no gene FOXE!
apontam mudancas na mesma dire¢ao dos niveis de T4l e TSH em GWAS (82,73,17). O gene
FOXE]1 esta localizado no locus 9922 e ¢ o principal mediador da expressao génica regulada
pelo TSH (9). Estd envolvido desde a migracdo do precursor de tiredcitos no processo de
organogénese, até a diferenciacdo da tireoide, ativando genes como tireoperoxidase,
tireoglobulina e NIS (81). A ativacdo de diversos genes especificos para hormogénese e
proliferacdo das células foliculares da tireoide estd sob regulacdo do complexo TSH-TSHR,

como citado anteriormente (80).

2.2.5 Genes da Cascata de Sinalizacdo do Receptor de TSH

Fazem parte deste grupo genes que codificam o receptor do TSH (TSHR) e proteinas que
interferem na sua cascata de sinalizagcdo celular (TSHR, PDESB, PDEI10A, ITPKI, GNAS)
(73,18,9). Variantes no gene do 7SHR estao associadas a elevado nivel de TSH e longevidade
(11,14). Alguns polimorfismos de genes que codificam enzimas inativadoras de AMPc (PDESB
e PDE10A) estdo associados a niveis de TSH (73,17,18).

e (QGene PDEI0A

O gene PDE10A4 esta envolvido na transducao do sinal do TSH/TSHR (83,9). Esté localizado

no locus 6q26, faz parte da superfamilia PDE (fosfodiesterase) e é altamente expresso na
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tireoide (84). Codifica enzima de dupla especificidade que pode hidrolisar tanto AMPc, quanto
GMPc, com maior afinidade pelo primeiro (84). Na tireoide, o AMPc, produzido apds ativagao
do TSHR, induz a liberagao de Ca e ativacao do fosfoinositol, efetores que levarao a expressao
dos alvos génicos a jusante, culminando na maior captacao de iodeto, secre¢cdo dos hormonios
tireoidianos, crescimento e diferenciacdo das células foliculares (83). Desempenha, portanto,
um papel critico na secre¢do hormonal da tireoide.

Como a agdo dessa enzima esta diretamente associada a degradagao de AMPc, segundo

mensageiro intracelular do TSH, ¢ plausivel a relagdo entre variantes desse gene e niveis de

TSH e HT (84,85,9).

2.2.6 Genes Implicados na Biossintese, Transporte e Metabolismo Periférico dos HT

GWAS tem revelado associagdo entre alguns polimorfismos de genes sabidamente
envolvidos na sintese dos hormonios tireoidianos (7PO, TG, CAPZB) (82,18), no transporte
desses hormonios para o interior das células-alvo (MCTS, SLC1744 e OATPIBI) (18) e no
metabolismo desses hormonios (DIOI, DIO2 e DIO3) (73,17,18). Os polimorfismos de genes
envolvidos na sintese dos hormonios tireoidianos foram associados ao nivel de TSH, enquanto
que aqueles envolvidos no transporte € metabolismo desses hormodnios, ao nivel de T41 (9).

Curiosamente, variantes de genes com desconhecida funcdo na fisiologia da tireoide
(SLC1744 e AADAT) também tém sido reveladas em GWAS e tem ampliado a compreensado da
arquitetura genética do eixo HHT (18.9).

DESIODASES

Os hormdnios tireoidianos (HT) controlam orquestradamente diversos processos e sistemas
organicos. Embora os niveis de HT circulantes sejam estaveis, a sinalizagdo celular ¢
customizada por transportadores de membrana, desiodagdo intracelular e transcri¢ao do genes
mediada pelo receptor (TR) (86,4). No interior celular, os HT podem ser ativados ou inativados
pelas desiodases tipo 1, 2 ou 3, de acordo com a demanda local. A ativagdo ocorre pela
conversao do T4 em T3, via desiodagdo do anel externo, e inativacao pela conversao de T3 em
T3r e T2, via desiodagao do anel interno (86,4).

As desiodases sdao enzimas que contém, no seu centro ativo, o0 aminodcido selenocisteina

que garante eficacia nas reagdes de oxidagdo e de reducdo, como a desiodacdao (99). Sua
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estrutura ¢ formada por membrana dimérica composta por um segmento N-terminal, conectado

ao dominio globular que abriga o centro ativo (86,4).

e Gene DIOI

O gene DIO] esté situado no locus 1p32.3, € expresso no figado e rins e codifica a desiodase
tipo 1 (DIO1). Essa enzima esta localizada na membrana celular e contribui de maneira
preponderante com a concentragao plasmatica de T3 (86,4). Por outro lado, sua baixa afinidade
com T4 e sua localizagao celular tornam o seu papel menos relevante na sinalizagao local dos
hormonios tireoidianos (4). A DIO1 ¢ capaz de desiodar o anel interno e o externo, ativando e

inativando os hormonios tireoidismos, produzindo T3 e T3r (4).

e Gene DIO?2

O gene DIO2, situado no locus 14q31.1, € expresso principalmente no cérebro, na hipofise,
no tecido adiposo marrom e no musculo esquelético (4). Codifica a desiodase tipo 2 (DIO2),
enzima residente no reticulo endoplasmatico nas proximidades do compartimento nuclear. Tem
maior afinidade por T4, quando comparada a DIO1. A atividade da DIO2 ¢ regulada por
estressores metabolicos, como frio e estimulo adrenérgico, via geracdo de AMPc intracelular
(87).

O T3, decorrente da conversdao do T4 pela DIO2, fica prontamente disponivel no citosol,
préximo ao nucleo e seu receptor (TR), assumindo o papel mais importante na sinalizagao local
dos HT (88,4). A atividade da DIO2 ¢ modulada pela concentragdo intracelular de T4 (4). Na
presenca de alta concentracao de T4, a DIO2 pode ser desativada via processo de ubiquitinagao.
Isso justifica a meia-vida variavel da DIO2, entre 20 minutos e algumas horas, dependendo da

concentragdo celular do seu substrato (89,4).

e Gene SCL1744

Os transportadores de hormodnios tireoidianos na membrana plasmatica controlam a sua
biodisponibilidade intracelular (90). A bicamada lipidica celular que forma a membrana
plasmatica ¢ relativamente impermeavel aos hormonios tireoidianos, portanto, sua captagao e
seu efluxo dependem desses transportadores (4,90). Existem 16 tipos de transportadores,

pertencentes a cinco familias distintas de proteinas: os transportadores de anions organicos
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(OATPS, SLC10 e SLC17), de aminoacidos do tipo L (LATS) e de monocarboxilato (SLC16
ou MCTs) (90). O mais especifico ¢ o MCTS (4,90).

A familia SLC17 ¢ um grupo de nove proteinas identificadas como transportadores de dnions
organicos (90). O SLC17A4 ¢ o tnico da familia envolvido no transporte dos HT. O seu gene
estd localizado no Chr6p22.2 e € expresso no figado, rins e trato gastrointestinal (9,90). Uma
grande metanalise de GWAS para funcao da tireoide revelou a associacdo entre o locus
SLC17A44 e niveis de T4l (18). Estudos in vitro, realizados subsequentemente, demonstraram
que a superexpressdo do SLC7A44 induziu fortemente o acumulo de T3 e T4 intracelular (18).
Porém, embora a associagdo entre esse transportador e hormonios da tireoide tenha sido
demonstrada, s3o necessarios mais estudos para caracterizar melhor sua especificidade a T3 e

T4, mecanismo de transporte e inibidores especificos.
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3 OBJETIVOS

GERAL

O objetivo do estudo foi avaliar a associacao de oito polimorfismos genéticos com a funcao

tireoidiana, em populacdo geriatrica de mulheres eutireoidianas.

ESPECIFICOS

v’ Avaliar a frequéncia, na populagdo geriatrica de mulheres eutireoidianas, dos oito
polimorfismos estudados e comparar com dados do mundo, da Europa, Africa, ¢ Brasil.

v" Comparar os niveis de TSH, T4 livre ¢ T3 livre entre grupos de alelo selvagem vs. alelo
polimoérfico de genes envolvidos na fung¢ao tireoidiana.

v Avaliar a associacdo do polimorfismo rs225014 do gene DIO2 e a presenca de

comorbidades (DM, DLP ou HAS) em mulheres idosas eutireoidianas.
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4 HIPOTESES

e HO: Os polimorfismos estudados associam-se a fungdo tireoidiana de idosas
eutireoidianas.
e HI: Os polimorfismos estudados ndo se associam a fungdo tireoidiana de idosas

eutireoidianas.
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5 MATERIAIS E METODOS

Esta dissertagao de mestrado integra linha de pesquisa do Programa de P6s-Graduagao em
Processos Interativos de Orgdos e Sistemas, do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) e do
Laboratorio de Estudo da Tireoide, ambos da Universidade Federal da Bahia (UFBA); atende
as normas para a realizagdo de pesquisa em seres humanos, de acordo com a Resolucao n.
466/2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS), sendo submetido para aprovagao pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do ICS/UFBA e registrado na Plataforma Brasil com CAAE
93016218.9.0000.5662.

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo observacional, analitico e de corte transversal, realizado entre agosto de 2018 e junho
de 2019, em Salvador, cidade litoranea e capital do estado da Bahia. Idosas ndo
institucionalizadas frequentadoras da Universidade Aberta da Terceira Idade (UATI) da
Universidade Estadual da Bahia (UNEB) foram selecionadas para o estudo.

A Universidade Aberta a Terceira Idade, UATI, ¢ um programa de extensdo universitaria
que se caracteriza como uma proposta de educagao continuada nao formal; atende a pessoas de
ambos os sexos de qualquer nivel socioeducacional, cuja faixa etéria seja igual ou superior a 60
anos, objetivando a reinserc¢ao psicossocial para o pleno exercicio da cidadania e desenvolvendo
acoes educativas de carater permanente; tem o propodsito de, sob a otica da Pedagogia Social,
estimular a reflexdo sobre as diversas concepgdes de velhice no cendrio da contemporaneidade.
A UATT atende atualmente 800 pessoas em Salvador e em torno de 3 mil no total das unidades
de ensino onde funciona o programa. A UATI/UNEB ¢ formada por uma equipe
multidisciplinar de profissionais das areas de Pedagogia, Direito, Biologia, Psicologia,

Nutri¢do, Enfermagem, entre outros.

5.2 POPULACAO DO ESTUDO

A amostra foi selecionada por conveniéncia e composta por mulheres idosas com mais de

60 anos, frequentadoras da UATI, no periodo das suas atividades.
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5.3 GRUPO AMOSTRAL

Realizou-se o calculo do poder estatistico utilizando o software GPower 3.1.9.7 (91-93). O
tamanho da amostra atual (64 pacientes) detectou um poder de 80%, considerando um tamanho

de efeito (Cohen D) de 0,3.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Inclusao

a) Idosas (> 60 anos) assistidas pela UATI e que consentiram e assinaram o TCLE e/ou
tiveram a permissao dos seus responsaveis legais para a pesquisa e agcoes na UATI.

b) Auséncia de limitagdes fisicas e psicoldgicas que impedissem a execucao dos protocolos
adotados no estudo: (I) distarbios neurologicos grave, (1) histérico de acidente vascular
cerebral (AVC), (III) incapacidade de fornecer a propria amostra urindria/coleta de
sangue venoso, (IV) ndo conseguirem/nao poderem ficar em pé, (V) uso de marcapasso
cardiaco (devido a utiliza¢do de bioimpedancia elétrica), (VI) tenha realizado exame com
contraste iodado nos ltimos dois meses (tomografia, entre outros).

116 individuos estavam aptos para participa do estudo.

Exclusao

a) Sexo masculino, pois integravam a minoria dos alunos matriculados na UATI (n=7).

b) Doenca tireoidiana manifesta ou subclinica, independente da positividade para
autoanticorpos. Ou seja, individuos com funcdo tireoidiana normal e autoanticorpos
positivos ou negativos (anti-TPO e anti-tireoglobulina) permaneceram no estudo (n=18).

c) Nao realizagdo da totalidade dos exames laboratoriais especificos nossa pesquisa (n=21).

d) Nao realizagdo da genotipagem para analise de pelo menos 1 dos polimorfismos

selecionados (n=13).

Resultado

Incluiram-se no estudo 64 individuos do sexo feminino, conforme fluxograma abaixo:



Voluntarios da UATI-UNEB
idosos > 60 anos
n=116
I

Incluidos no estudo

n =64

TSH, T41, T31
Composigao corporal por
DXA e Antropometria

Genotipagem

Sexo masculino (n=7)

Doenga tireoidiana manifesta ou SC (n=18)

Nao realizagdo da totalidade dos exames
laboratoriais especificos da pesquisa (n=21)

Nao realizagao da genotipagem em pelo menos 1

dos SNP (n=13)

5.5 DADOS SOCIOECONOMICOS E CLINICOS

Para caracterizagdo da populacao

estudada, foram coletadas informagdes

socioeconomicas, demograficas e de saide mediante a aplicagdo de questionario, realizada

no proprio campus da UATI-UNEB por equipe de alunos universitarios vinculados ao

projeto.

5.6 AVALIACAO NUTRICIONAL

36

A avaliacdo nutricional foi realizada mediante questionario de Mini Avaliagdo Nutricional

(MNA), da analise da composi¢ao corporal por DXA e da avaliacdo antropométrica (94).

5.6.1 Mini Avaliacao Nutricional — (MNA)

A MNA ¢ uma ferramenta de triagem para avaliacao nutricional que visa identificar idosos

com risco de desnutri¢ao. Consiste em um questionario que pode ser completado em até dez

minutos (ANEXO B), dividido em quatro partes: triagem; avaliacdo antropométrica e global

(perguntas relacionadas com o modo de vida, medicagdo, mobilidade e problemas

psicologicos); avaliacao dietética (perguntas relativas ao nimero de refeicdes, ingestdo de

alimentos e liquidos e autonomia na alimentacdo); e autoavaliacdo (autopercepc¢ao da saiude e

da condicdo nutricional). O estado nutricional ¢ determinado a partir da soma dos escores

conforme Tabela 1 (94-97).
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Tabela 1: Estado nutricional segundo critérios da Mini Avaliagdo Nutricional

Estado nutricional adequado MNA > 24
Risco de desnutriciao MNA entre 17 ¢ 23,5
Desnutri¢ao MNA < 17

Fonte: Mini Nutritional Assessment (MNA): Research and Practice in the Elderly (95)

5.6.2 Analise da Composicao Corporal por absorciometria radiolégica de dupla
energia (DXA), feita em densitometro

A DXA ¢ um instrumento amplamente disponivel para andlise da composi¢do corporal
de forma nao invasiva e reproduzivel (98). Os valores absolutos estimados de massa gorda ou
muscular, seja esquelética total ou apendicular, estdo correlacionados com o tamanho do corpo

e, por isso, devem ser ajustados para altura, peso ou IMC (99).

Os participantes deste estudo realizaram este exame no Laboratério at+ Medicina
Diagnostica, Grupo Fleury, localizado na rua Pernambuco, bairro Pituba, com densitdmetro
modelo PRODIGY ADVANCE Lunar-GE. Estavam em jejum de quatro horas e com
vestimentas leves. O laudo foi dado por observador unico, médico radiologista, fornecendo
informagdes sobre: indice de gordura corporal (FMI), massa magra apendicular (ALM) e Indice

de Baumgartner, conforme Quadro 1.

Quadro 1: Laudo da analise de composigao corporal por absorciometria radiologica de dupla energia
feita em densitdmetro

MASSA TOTAL

Gordura + Massa Magra + Massa Ossea

AVALIACAO GORDURA CORPORAL
Gordura Corporal total - Indice de Gordura Corporal (FMI)
Gordura Androide - Gordura Ginoide - Relagdao % Androide / Ginoide
AVALIACAO MASSA MAGRA
Massa Magra Total - Massa Magra Apendicular (ALM)
ALM / (Altura) 2 (Indice de Baumgartner)
AVALIACAO MASSA OSSEA

Fonte: Dados da pesquisa.



38

5.6.3 Avaliacdo antropométrica

A medida da circunferéncia da cintura (CC) foi feita com fita métrica ineléstica, a partir do
ponto médio entre a Ultima costela e parte superior do osso iliaco. O ponto de corte para
mulheres, pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), ¢ 88cm (99).

A circunferéncia da panturrilha (CP) foi obtida por fita antropométrica ineléstica,
posicionada na perna esquerda (ou na perna direita para os canhotos), no ponto de maior
circunferéncia, com a pessoa em uma posi¢do sentada com o joelho e o tornozelo em angulo
reto ¢ os pés, descansando no chio. E necessario remover a roupa na parte inferior do corpo
para que a medida possa ser tomada em pele nua. Conforme descrito por Cruz-Jentoft e
colaboradores, CP menor que 31 cm ¢ considerado indicativo de baixa massa muscular (100).
Esse ponto de corte ¢ recomendado em pessoas idosas pelo Comité de Peritos da OMS e
utilizado como critério da MNA (96).

O peso foi aferido em balanga digital portatil da marca Plenna® modelo Sport, com
capacidade de 150 kg e divisdo de 100 gramas. Para mensuracdo do peso, o individuo subia na
balanga e permanecia parado na posi¢do contraria ao leitor. Realizaram-se duas medidas e
registrou-se a média das aferigdes.

A mensuragdo da estatura foi realizada utilizando-se estadidmetro portatil marca Sanny®,
com capacidade maxima de 204 centimetros e precisdo de 5 mm, com participante em ortostase,
pés alinhados, coluna ereta e contra o estadidmetro montado na parede, no plano horizontal de
Frankfort.

O indice de massa corporal (IMC) ¢ uma ferramenta que mensura e classifica o estado
nutricional, a partir das medidas de peso e altura. E calculado dividindo o peso (em
quilogramas) pela altura ao quadrado (em metros). A partir dessa razao, € possivel classificar o
individuo em: abaixo do peso, peso normal, sobrepeso e obesidade (99). A classificacdo mais

atual adotada esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2: indice de Massa Corporal

Abaixo de 18,5 Abaixo do peso
Entre 18,6 e 24,9 Peso Normal
Entre 25 e 29,9 Sobrepeso

Acima de 30 Obesidade




39

Fonte: Organizagao Mundial da Saude

5.7 AVALIACAO LABORATORIAL

A coleta foi realizada ap6s jejum noturno, no sangue venoso periférico, no laboratério DNA,
razdo social Centro Laboratorial de Genética e Biologia Molecular Ltda, CNPJ
00.912.031/0004-61. A unidade escolhida fica proxima ao campus da UNEB, na Rua Estrada
das Barreiras, naumero 86, Cabula. As dosagens do TSH, T4l, T31, APO ¢ AAT foram feitas
pelo método eletroquimioluminescéncia. Para todos os analitos, foram utilizados testes Do
Laboratério Roche, compativeis com o Cobas 601, exceto para APO, quando foi utilizado
equipamento da Architect da Abbott. Os coeficientes de variabilidade inter ensaios para TSH
¢ 1,76%, T31 2,12% e T4l 3,05% (classificados como 6timos). Os valores de referéncia foram
0,27 - 4,2mU / L para TSH, 0,93 - 1,70 ng / dL para T4l, 2,0 - 4,4 pg / mL para T3l e < 5,61
Ul/mL. As informac¢des sobre método utilizado e valores de referéncia dos exames laboratoriais

realizados estdo agrupados na Tabela 3.

Tabela 3: Exames laboratoriais

Exames Método utilizado Valores de referéncia
TSH Eletroquimioluminescéncia 0,27-42mU/L
T4l Eletroquimioluminescéncia 0,93 - 1,70 ng / dL
T31 Eletroquimioluminescéncia 2,0-4,4pg/mL
APO Eletroquimioluminescéncia <5,61 UI/mL
AAT Eletroquimioluminescéncia <4,11 Ul/mL

Fonte: Laboratorio DNA

5.8 EXTRACAO DE DNA

A extracao de DNA foi realizada a partir de amostras de sangue periférico, de acordo com o
protocolo do kit comercial RecoverAIl™ Total Nucleci Acid Isolation Kit for FFPE (Life
Technologies, Carlsbad, CA). Apos a extracdo, realizou-se a quantificacio do DNA presente
nas amostras, que posteriormente foram uniformizadas para uma concentracao de 5 ng/uL. O
DNA extraido foi armazenado em tubos identificados com os respectivos codigos e mantido

em freezer a -20 °C, no Biorrepositério do LET/UFBA, até a sua utilizacdo na genotipagem.
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5.9 SELECAO DE GENES ESTUDADOS

Selecionaram-se polimorfismos de genes candidatos, envolvidos em diversos aspectos
importantes da ontogénese, em biossintese hormonal ou em mecanismo de acao dos hormonios
tireoidianos. Esses polimorfismos de nucleotideo Unico ja foram previamente associados, de
maneira independente, a funcdo tireoidiana em estudos de associagcdo do genoma: rs12885300
(16), 15225014 (16) e rs978055 (18) (gene DIO2); 1rs223554 (101) (gene DIO1); rs9356988 (18)
(gene SCLI17A44); 1s753760 (73) (gene PDEI0A); rs1571583 (73,102) (gene GLIS3) e
rs7045138 (73,103,74) (gene PTCSC2). A seguir, o Quadro 2 mostra os polimorfismos

selecionados, a localizagdo nos genes e as fungdes.

SNP CROMOSSOMO GENE REGIAO EIXO FUNCAO
NO GENE HHT
rs753760 6 PDEI0A  Intron TSH Codifica uma fosfodiesterase de dupla

especificidade abundante na tireoide,
hidrolisa AMPc ¢ GMPc.

rs1571583 9p24.2 GLIS3 Intron 2 TSH O GLIS3 funciona como repressor e
ativador da transcricdo e esta
especificamente envolvido no
desenvolvimento da tireoide.

rs7045138 9 PTCSC2  Intron T4l Codifica  fator de transcrigdo
envolvido na morfogénese da tireoide
(FOXE1)

rs2235544 1p32 DIOI Intron 3 T4l Conversdo de T4 em T3 e T3r em T2

rs978035 14932 DIO2 Intron T4l Conversao de T4 em T3 e T3r em T2

rs12885300 14932 DIO?2 5’UTR T31:T4l Conversdo de T4 em T3 e T3r em T2
rs225014 14q32 DIO2 Exon 2 Conversdo de T4 em T3 e T3r em T2
rs9356988 6p22.2 SLC17A44

Quadro 2: Caracterizagao dos polimorfismos de nucleotideo tnico selecionados

Fonte: Ensembl

5.10 GENOTIPAGEM

Para avaliagdo dos polimorfismos, utilizou-se a técnica de PCR quantitativa em tempo real.
O procedimento foi realizado pelo método TagMan® SNP Genotyping (QuantStudio 12K,
Applied Biosystems, CA), utilizando ensaio de genotipagem com sondas e primers TagMan®,

em uma combinacdo de hibridizagdo e atividade de DNA polimerase, associada a deteccao de



41

fluorescéncia (104). Para essa andlise, utilizou-se uma solug¢do de 5 pl, contendo 2,5 ul de
Tagman PCR Master Mix universal, 0,06 ul de sonda e 1,04 ul de 4gua DPEC misturada com
1,4 ul de DNA em uma placa de 384 pocos. As condi¢des da PCR foram as seguintes: fase de
pré-leitura a 60 °C por 30 segundos; fase de pré-PCR a 95 °C por 10 minutos; fase de PCR com
40 ciclos, considerando as temperaturas de 95 °C por 15s e 60 °C por 1 minuto; fase final da
PCR a 60 °C por 30 segundos. Utilizou-se o software Sequence Detection, versao 1.3 (Applied

Biosystems, CA) para a analise dos dados.

5.11 ANALISE DAS ASSOCIACOES ENTRE PARAMETROS SERICOS DA FUNCAO
TIREOIDIANA E POLIMORFISMOS

Para avaliar associagdes entre parametros séricos da tireoide e polimorfismos genéticos,
contou-se com trés modelos genéticos: aditivo, usado para determinar se a presenga do alelo
polimorfico, esta associada & maior chance de alteracdes na funcdo tireoidiana; dominante,
usado para comparar individuos com pelo menos uma copia do alelo polimorfico versus aqueles
em homozigose para o alelo selvagem; recessivo, usado para determinar se aqueles em
homozigose para o alelo polimorfico tém maior chance de modificar a funcdo tireoidiana,
quando comparados a individuos com pelo menos uma copia do alelo selvagem (105). Neste

estudo, optou-se pelo modelo dominante devido ao tamanho da amostra.
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6 ASPECTOS ESTATISTICOS

O teste nao paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado em todas as analises com variaveis
quantitativas, uma vez que o teste de Shapiro-Wilk e a inspecao grafica (histogramas e boxplots)
expressaram uma distribui¢do ndo-gaussiana para as varidveis avaliadas. Dessa forma, os dados
foram apresentados como mediana e intervalo interquartil (IIQ). Para as variaveis de natureza
categorica, empregou-se o teste Qui-quadrado para comparar duas proporcdes e o teste Exato
de Fisher para avaliar a associagdo entre duas variaveis qualitativas. O teste Exato de Fisher foi
utilizado todas as vezes em que os pressupostos para o uso do teste Qui-quadrado nao foram
atendidos. O Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) foi calculado usando o teste qui-quadrado.
O software estatistico STATA, versao 10, foi utilizado para a realizacao das analises descritivas
e dos testes estatisticos. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.

A associagao entre os SNP ¢ testes séricos da tireoide foi avaliada utilizando-se o modelo
genético dominante, usado para comparar individuos com pelo menos uma cépia do alelo

polimoérfico versus aqueles em homozigose para o alelo selvagem (102).
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7 ASPECTOS ETICOS E FINANCEIROS

Este trabalho foi executado de acordo com a norma 196/96 da Comissio Nacional de Etica
¢ Pesquisa (CONEP) ¢ foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — CAAE:
93016218.9.0000.5662.

Os experimentos relacionados a genotipagem foram executados no Laboratorio de Estudo
da Tireoide (LET), do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS/UFBA). Real-time PCR foi realizada
em colaboragdo com o Laboratério de Imunofarmacologia e Biologia Molecular (IMUNOBIO)
do ICS/UFBA. O projeto teve financiamento do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico — CNPq Chamada MCTIC/CNPq N° 28/2018 — Universal, Processo:
404663/2018-4. O projeto conta com trés alunos bolsistas de iniciagdo cientifica vinculados ao
Edital Programa Permanecer 2019, Projeto n® 16135 (Morgana Miranda Ramos), SISBIC,
Edital PROPCI/UFBA 01/2019 PIBIC, Projeto n® 16600 (Lorena Rejane Maia de Jesus e Jenifer

Freitas Arcelino).
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8 RESULTADOS

Esta se¢do retine os dados que compdem os resultados deste estudo, detalhados em trés

partes, conforme segue.

8.1 DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS DA AMOSTRA

Completaram o estudo 64 individuos. A mediana da idade foi de 70 (I1Q=65-73) anos, 100%
do sexo feminino. As medianas do TSH, T4l e T3l foram de, respectivamente, 2,17mU / L
(I11Q=1,58-2,97), 1,12 ng / AL (1IQ=1,04-1,20) e 2,78 pg / mL (I1Q=2,64-2,98). A mediana do
IMC foi de 26,3kg/m2 (11Q=24-30,6). Hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus e
dislipidemia estavam presentes em 62,26%, 24,53% e 39,62% da amostra, respectivamente.

A maioria das voluntarias estava com condi¢dao nutricional adequada (79,25%), nenhuma
delas apresentava risco de desnutri¢do. As medianas das circunferéncias da panturrilha e cintura
foram de 30cm (I1Q=27-32) e 91,5cm (I11Q=87-99), respectivamente. A Tabela 4 resume as

caracteristicas sociodemograficas e clinicas.

Tabela 4: Caracteristicas demograficas, clinicas e antropométricas dos participantes do estudo (n=64).

Variaveis

Idade (anos), Med (11Q) (n=64) 70 (65-73)
Atividade fisica, n (%) (n=52) 44/52 (84,62%)
Tabagismo, n (%) (n=52) 2/52 (3,85%)

Lawton, Med (11Q) (n=58)

21 (20-21)

Comorbidades

HAS, n (%) (n=53)

33/53 (62,26)

DM, n (%) (n=53)

13/53 (24,53)

DLP, n (%) (n=53)

21/53 (39,62)

Dados clinicos e antropométricos

IMC, Med (11Q) (n=55)

26,3 (24-30,6)

indice de massa gorda (kg/m?), Med (11Q) (n=33)

10,2 (8,3-12,8)

Massa magra apendicular, Med (lIQ) (n=33)

16,9 (15,4-18,2)

indice de Baumgartner, Med (11Q) (n=33)

6,7 (6,4-7,5)




Circunferéncia da cintura, Med (l1Q) (n=54)

91,5 (87-99)

Circunferéncia da panturrilha, Med (11Q) (n=54)

30 (27-32)

Testes de fungao da tireoide

TSH, Med (11Q) (n=64)

2,17 (1,58-2,97) mU / L

fT3, Med (11Q) (n=64)

2,78 (2,64-2,98) pg / mL

T4, Med (11Q) (n=64)

1,12 (1,04-1,20) ng / dL

Anti TPO positivo, n (%)

8/64 (12,50)

Avaliagao nutricional (MNA)

Nutricdo adequada, n (%) (n=53)

42/53 (79,25)

Risco de desnutricdo, n (%) (n=53)

11/53 (20,75)

Desnutricdo n (%) (n=53)

0/53 (0,00)

Fonte: Dados da pesquisa.

8.2 FREQUENCIA ALELICA
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ApOs a genotipagem e as frequéncias alélicas dos polimorfismos em estudo foram calculadas

e comparadas com aquelas encontradas na populagdo global, europeia, africana e brasileira.

Todos os polimorfismos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. As Tabelas 5 e 6 expdem

esses dados.

Tabela S: Frequéncia alélica dos polimorfismos estudados

SNP-Gene

Global

Europa

Africa

Brasil

Este estudo

rs12885300-DI02

C=81%/T=19%

C=64% / T=36%

C=98% / T=2%

C=71% 1 T=29%

C=82%/T=18%

rs225014-D102

T=54% / C=46%

T=66% / C=34%

T=54% | C=46%

T=59% / C=41%

T=59% / C=41%

rs978055-DI02

T=55% / A=45%

T=61% / A=39%

T=42% | A=58%

T=58% / A=42%

T=55% / A=45%

rs2235544-D101

C=54% | A=46%

C=48% / A=52%

C=84% / A=16%

C=55% / A=45%

C=62% / A=38%

rs9356988- SLC17A4

G=63% / A=37%

G=72% | A=28%

G=81%/ A=19%

G=70%/ A=30%

G=67% / A=33%

rs753760-PDE10A

C=69% / G=31%

C=68% / G=32%

C=59% / G=41%

C=67%/ G=33%

C=61% / G=39%

rs1571583- GLIS3

A=31% / G=69%

A=25%/ G=75%

A=20% / G=80%

A=25% / G=75%

A=24% [ G=76%

rs7045138- PTCSC2

C=34% | T=66%

C=47% | T=53%

C=37% 1/ T=63%

C=42% 1 T=58%

C=40% / T=60%

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 6: Frequéncia alélica das populagdes global, europeia, africana e brasileira

SNP Gene Frequéncia Alélica HWE'

rs12885300 DIO2 C=0,82/ T=0,18 (n=36) p= 0,71 (Sim)
rs225014 DIO2 T=0,59 / C=0,41 (n=41) p=0,32 (Sim)
rs978055 DIO2 T=0,55 / A=0,45 (n=57) p= 0,10 (Sim)
rs2235544 DIO1 C=0,62/ A=0,38 (n=63) p=0,47 (Sim)
rs9356988 SLC17A4 G=0,67 / A=033 (n=64) p=0,36 (Sim)
rs753760 PDE10A  C=0,61/G=0,39 (n=64) p=0,51 (Sim)
rs1571583 GLIS3 A=0,24 / G=0,76 (n=64) p=0,61 (Sim)
rs7045138 PTCSC2  C=0,40/T=0,60 (n=63) p= 0,82 (Sim)

Fonte: Ensembl e Brazilian genomic variants (ABraOM)

8.4 ANALISE DA FREQUENCIA GENOTIPICA E DA ASSOCIACAO ENTRE OS
POLIMORFISMOS GENETICOS E FUNCAO TIREOIDIANA

Agruparam-se os alelos polimorficos em homozigose e em heterozigose e comparam-se
com os alelos selvagens em homozigose. Calcularam-se as frequéncias genotipicas desses 2
grupos formados. Para analise das associagdes entre os genotipos e funcao tireoidiana, utilizou-

se o modelo genético dominante.

A seguir, descrevem-se os resultados do estudo das associagdes encontradas entre cada gene
e seus polimorfismos, estudados com os niveis séricos de TSH, T4l e T3] na populagdo avaliada,
constituida de mulheres idosas eutireoidianas. Utilizaram-se os termos selvagem para o alelo

de maior frequéncia e polimoérfico para o alelo de menor frequéncia.

Gene DIO2

Para o gene DIO2, foram estudadostrés polimorfismos genéticos:
e 1rs12885300 (ORFaGly3Asp)
Fizeram genotipagem deste polimorfismo 36 participantes do estudo. O alelo selvagem ¢ C
e o polimorfico, T; 25 (69,44%) participantes apresentavam gendtipo C/C, enquanto que 11
(30,56%) apresentavam genotipo C/T ou T/T.
Associacdo do SNP com fungao tireoidiana: as medianas do TSH, T3l e T4l para o alelo

selvagem em homozigose (C/C) foram 1,89mU/L (1IQ=1,17-2,42), 2,85pg/dL (11Q=2,69-2,98)
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e 1.15ng/mL (IIQ=1,11-1,21). Enquanto que, para o alelo polimérfico em homozigose ou
heterozigose (C/T + T/T), foram 2,82mU/L (11Q=2,0-4,2), 2.83pg/dL (11Q=2,64-3,17) e 1.16
ng/mL (IIQ=1,06-1,24) (TSH, T3l e T4l, respectivamente). Encontrou-se diferenca com
significancia estatistica nos niveis séricos de TSH, entre os alelos selvagem (C/C) versus

polimérfico (C/T + T/T) (p = 0,03). Estes dados estdo representados no Grafico 1.

Grafico 1: Analise da associacdo entre a funcdo tireoidiana e genotipagem para o polimorfismo
rs12885300 do gene DIO2. Comparacdo entre individuos portadores de alelos selvagem
(C/C) e polimorfico (C/T + T/T).

ORFaGly3Asp

1 L+ =

] % = C/C (n=25) C/T+T/T
Cc/iC C/T+T/T (n:1 1)
— e Alelo selvagem = C
Alelo polimoérfico = T

Fonte: Dados da pesquisa.

e 15225014 (Thr92Ala)

Fizeram genotipagem deste polimorfismo 41 participantes do estudo. O alelo selvagem é T
e polimorfico, C; 12 (29,27%) das participantes do estudo apresentavam gendtipo T/T e 29
(70,73%) delas apresentavam gen6tipo C/C ou C/T. Associagcdo do SNP com fungao
tireoidiana: as medianas do TSH, T3l e T4l para o alelo selvagem em homozigose (T/T) foram
de 2,19 mU/L (11Q=1,78-3,42), 2,99 pg/dL (11Q=2,75-3,24) ¢ 1.20 ng/mL (IIQ=1,16-1,29).
Enquanto que, para o alelo polimérfico em homozigose ou heterozigose (C/C + C/T), foram
2.20mU/L (11Q=1,53-2,80), 2.73pg/dL (11Q=2,65-2,92) e 1.12ng/mL (11Q=1,06-1,18) (TSH,
T31 e T4l, respectivamente). Para os niveis de T4l, houve diferenca com significancia estatistica
entre os dois grupos (T/T vs. C/C + C/T) (p=0,02). Nao se observaram diferencas significativas
quanto ao TSH e T31, quando comparam-se os dois grupos (p=0,57 e p=0,05, respectivamente).

Os dados estao representados no Grafico 2.
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Grafico 2: Analise da associacdo entre a funcgdo tireoidiana e genotipagem para o polimorfismo
rs225014 do gene DI/O2. Comparagdo entre individuos portadores de alelos selvagem (T/T)
e polimorfico (C/C + CT).

L]
L

.

JH= %%— -
= -+

- P T/T (n=12) C/C+C/T (n=29)
[ TsH (UML) [ 173 Alelo selvagem = T
[ T4 fT3:f14

Alelo polimérfico = C

Fonte: Dados da pesquisa.

Para este polimorfismo, dada a sua relevancia clinica, analisaram-se também
associacdes com alguns parametros clinicos: DM, DLP e HAS. Nao foram encontradas
associagdes significativas, quando foram comparados os grupos selvagem (T/T) e polimorfico

(C/C + C/T), quanto a presenga de comorbidades, conforme demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7: Comparagdo entre os grupos selvagem (n=12, T/T) e polimérfico (n=29, C/C + C/T) do
polimorfismo rs225014 do gene DIO2 quanto a presenca de comorbidades clinicas.

Variavel T/T C/IC+C/T p-valor
n (%) 12 (29,27) 29 (70,73)
HAS (%) 7 (63,64) 16 (61,54) 1,00!
Diabetes (%) 3(27,27) 5(19,23) 0,67
Dislipidemia (%) 3(27,27) 8(30,77) 1,00!

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: Med = mediana; 11Q= Intervalo Interquartilico Teste Exato de Fisher'

e 15978055

Fizeram genotipagem deste polimorfismo 57 participantes do estudo. O alelo selvagem é T
e o polimorfico, A; 21 (36,84%) participantes apresentavam o gendtipo T/T e 36 (63,16%),

apresentavam o gen6tipo A/A ou A/T.
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Associagdo do SNP com fungdo tireoidiana: as medianas do TSH, T3l e T4l para o alelo
selvagem em homozigose (T/T) foram 2,34 mU/L (11Q=1,25-3,05), 2,92 pg/dL (11Q=2,66-3,01)
e 1,12g/mL (IIQ=1,06-1,2). Enquanto que, para o alelo polimorfico em homozigose ou
heterozigose (A/A + A/T), foram 2,08 mU/L (11Q=1,59-2,88), 2,74 pg/dL (2,64-2,92) ¢ 1,14
ng/mL (1,06-1,19) (TSH, T3l e T4l, respectivamente). Nao houve diferenga estatistica
significativa entre os dois grupos (T/T vs. A/A + A/T) (p=0,80; p=0,11; p=0,86,

respectivamente). Estes dados estao representados no Grafico 3.

Grafico 3: Andlise da associacdo entre a funcdo tireoidiana e genotipagem para o polimorfismo
rs978055 do gene DIO2. Comparagdo entre individuos portadores de alelos selvagem (T/T)
e polimorfico (A/A + A/T).

o -

It %%
== =

A/A+AIT

T/T (n=21) A/A+A/T (n=36)

Alelo selvagem =T

[ TSH (UML) [ T3
| —; fT3:T4 Alelo polimérfico = A

Fonte: Dados da pesquisa.

e Gene DIOI

Para o gene DIO], foi selecionado o polimorfismo rs2235544. Fizeram genotipagem deste
polimorfismo 63 participantes do estudo. O alelo selvagem ¢ C e o polimoérfico, A; 26 (41,27%)
participantes apresentavam genotipo C/C e 37 (58,73%), genotipo A/C ou A/A.

Associacao do SNP com fungdo tireoidiana: as medianas do TSH, T31 e T4l para o alelo
selvagem em homozigose foram 2.29mU/L (11Q=1,73-2,80), 2.85pg/dL (2,69-3,00) e
1.16ng/mL (1,08-1,26). Enquanto que, para o alelo polimorfico em homozigose ou heterozigose
(A/C + A/A), foram 2.04mU/L (1,28-3,00), 2.72pg/dL (2,52-2,93), 1.12pg/dL (1,03-1,18)
(TSH, T31 e T4l, respectivamente). Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos (C/C
vs. A/A + A/C) (p=0,81; p=0,09; p=0,13; para TSH, T3I e T4l respectivamente). Estes dados

estao representados no Grafico 4.
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Grafico 4: Analise da associacdo entre a fungdo tireoidiana e genotipagem para o polimorfismo
rs2235544 do gene DIOI. Comparacao entre individuos portadores de alelos selvagem
(C/C) e polimorfico (A/A + A/C).

& %%%_

o C/C (n=26) A/A+A/C (n=37)
cic GRS Alelo selvagem = C
[ TsH (UML) [ T3
4 T3:T4 Alelo polimérfico = A

Fonte: Dados da pesquisa.

e Gene GLIS3

Para o gene GLIS3, selecionou-se o polimorfismo rs1571583. Fizeram genotipagem deste
polimorfismo 63 participantes do estudo. O alelo selvagem ¢ A e o polimérfico, G; 5 (7,81%)
participantes do estudo apresentam o genotipo G/G e 59 (92,19%), apresentavam o genotipo
A/G ou G/G.

Associacdo do SNP com fungao tireoidiana: as medianas do TSH, T3l e T4l para o alelo
selvagem em homozigose (G/G) foram de 1,28mU/L (I1IQ=1,16-2,13), 2,64pg/dL (2,59-2,90) e
1,15ng/mL (1,14-1,17). Enquanto que, para o alelo polimorfico em homozigose ou heterozigose
(A/G + G/G), foram 2,24mU/L (1,6-2,98), 2.79pg/dL (2,64-3,00) e 1.12 ng/mL (1,03-1,21)
(TSH, T31e T4l, respectivamente). O resultado ndo demonstrou diferenga significativa (p=0,22;
p=0,35; p=0,90 para TSH, T3l e T4l respectivamente). Estes dados estdo representados no
Gréfico 5.
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Grafico 5: Analise da associacdo entre a fungdo tireoidiana e genotipagem para o polimorfismo
rs1571583 do gene GLIS3. Comparacdo entre individuos portadores de alelos selvagem
(A/A) e polimorfico (G/G + A/G).

1 - %%—
m v

° A/A (n=5) G/G + A/G (n=59)
AA GIG+AIG
[ TSH (UyML) [ T3 Alelo selvagem = A
™ e Alelo polimérfico = G

Fonte: Dados da pesquisa.

o GeneSLCI7A44

Para o gene SLC17A44, foi selecionado o polimorfismo rs9356988. Fizeram genotipagem
deste polimorfismo 64 participantes do estudo. O alelo selvagem ¢ G e o polimorfico, A; 31
(48,44%) apresentavam gendtipo G/G e 33 (51,56%) apresentavam gendtipo A/A ou A/G.

Associacao do SNP com fungdo tireoidiana: as medianas do TSH, T31 e T4l para o alelo
selvagem em homozigose (G/G) foram 1,89mU/L (11Q=0,98-1,23), 2,75pg/dL (2,59-2,93) e
1,11ng/mL (0,98-1,23). Enquanto que, para o alelo polimorfico em homozigose ou heterozigose
(A/A + A/G), foram 2,34mU/L (1,95-3,05), 2.83pg/dL (2,64-3,00) e 1.14 ng/mL (1,10-1,18)
(TSH, T3l e T4, respectivamente). O resultado ndo demonstrou diferenca significativa entre os
grupos (p=0,05; p=0,49; p=0,49 para TSH, T3l e T4l). Estes dados estdo representados no
Grafico 6.
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Grafico 6: Analise da associacdo entre a fungdo tireoidiana e genotipagem para o polimorfismo
rs9356988 do gene SLC17A44. Comparagdo entre individuos portadores de alelos selvagem
(G/G) e polimorfico (A/A + A/G).

6
o0 oo

= -

° G/G (n=31) A/A+A/G (n=33)
GIG AA+AIG
[ TSH (uyML) [ T3 Alelo selvagem = G
ik from Alelo polimoérfico = A

Fonte: Dados da pesquisa.

o Gene PTCSC2

Para o gene PTCSC2, foi selecionado o polimorfismo rs7045138. Fizeram genotipagem
deste polimorfismo 64 participantes do estudo. O alelo selvagem ¢ C e o polimorfico, T; 9
(14%) apresentavam o gendtipo C/C e 55 (86%) apresentavam genotipo C/T ou TT.

Associagdo do SNP, com fungdo tireoidiana: as medianas do TSH, T31 e T4l para o alelo
selvagem em homozigose (C/C) foram de 2,04mU/L (I1Q=1,63-2,53), 2,8pg/dL (I1Q=2,71-
3,02) e 1,07ng/mL (I1Q=0,98-1,15). Enquanto que, para o alelo polimorfico em homozigose ou
heterozigose (T/T + C/T) foram 2,2mU/L (I1IQ=1,55-2,98), 2.76pg/dL (2,59-2,97) e 1.13 ng/mL
(IIQ=1,05-1,20) (TSH, T31 e T4l). O resultado ndo demonstrou diferenca significativa entre os
2 grupos (p=0,67; p=0,48; p=0,22 para TSH, T3l e T4l, respectivamente). Estes dados estdao

representados no Grafico 7.
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Grafico 7: Analise da associacdo entre a fungdo tireoidiana e genotipagem para o polimorfismo
rs7045138 do gene PTCSC2. Comparagao entre individuos portadores de alelos selvagem
(C/C) e polimorfico (T/T + C/T)

C/C (n=9) C/T+T/T (n=55)

cic CIT+TIT
[ TSH (UML) [ T3 Alelo selvagem = C
| — fT3:fT4

Alelo polimérfico=T

Fonte: Dados da pesquisa.

e Gene PDEI10A

Para o gene PDE10A4 foi selecionado o polimorfismo rs753760. Fizeram genotipagem deste
polimorfismo 64 participantes do estudo. O alelo selvagem ¢ C e o polimorfico, G; 22 (34,38%)
apresentavam o genotipo C/C e 42 (65,63%) apresentavam o gen6tipo G/G ou C/G.

Associacdo do SNP com fungao tireoidiana: as medianas do TSH, T3l e T4l para o alelo
selvagem em homozigose (C/C) foram de 2,29mU/L (11Q=1,63-3,79), 2,73pg/dL (I11Q=2,61-
2,93) e 1,11ng/mL (1,05-1,18). Enquanto que, para o alelo polimdrfico em homozigose ou
heterozigose (G/G + C/G), 2,12mU/L (11Q=1,53-2,82), 2,82pg/dL (2,64-2,98) e¢ 1,15 ng/mL
(IIQ=1,03-1,20). O resultado ndo demostrou diferenca significativa entre os dois grupos

(p=0,22; p=0,37; p=0,44 para TSH, T31 e T41). Estes dados estdo demonstrados no Grafico 8.



54

Grafico 8: Analise da associacdo entre a fungdo tireoidiana e genotipagem para o polimorfismo
rs753760 do gene PTCSC2. Comparagao entre individuos portadores de alelos selvagem
(C/C) e polimorfico (G/G + C/G).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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9 DISCUSSAO

Neste estudo, avaliou-se a associagdo de oito polimorfismos com a fung¢ao tireoidiana, em
populagdo de mulheres com mais de 60 anos de idade. Os polimorfismos selecionados ja
haviam sido previamente associados, em estudos empregando GWAS, com alteragdes dos
niveis séricos de hormonios relacionados a fun¢do da tireoide (TSH, T31 e T4l), em populacao
adulta ndo geriatrica (18,19). O impacto dessas variantes genéticas, nos niveis s€ricos
hormonais exclusivamente em populagdo geriatrica, ainda nao foi formalmente abordado em
estudos clinicos. Diante das peculiaridades envolvendo o controle do set-point hormonal nessa
faixa etaria e das potenciais implicagdes clinicas da utilizacdo de um painel multigénico capaz
de aplicar medicina de precisdo na interpretacdo dos testes de fun¢ao tireoidiana (1,25), optou-
se por estudar a associagdo de oito polimorfismos conhecidos com niveis séricos de TSH, T4l
e T31, em mulheres idosas eutireoidianas independentes da presenca de anticorpos tireoidianos.

Calcularam-se as frequéncias alélicas dos oito polimorfismos estudados e compararam-se
com dados da populacao brasileira. Utilizou-se o Arquivo Brasileiro Online de Mutagoes
(ABraOM), repositorio de variantes gendmicas, obtidas a partir do sequenciamento do genoma
completo de amostra censitaria de idosos da maior cidade do Brasil, Sdo Paulo, realizado via
Projeto Saude, Bem-estar e Envelhecimento (SABE), apoiado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP)(106). Encontrou-se congruéncia entre as
frequéncias alélicas dos nossos resultados € do ABraOM, ambas provenientes de populacdes
geriatricas. A populagdo brasileira ¢ constituida por aproximadamente 500 anos de mistura
entre indigenas, africanos e europeus (106,107). Por isso, escolheu-se comparar os presentes
resultados com dados da Europa, Africa, além da populagdo global. Encontrou-se também
congruéncia entre os presentes resultados e dados dos bancos populacionais.

Com relacdo a andlise de associa¢do dos polimorfismos com niveis séricos hormonais,
optou-se por comparar dois subgrupos de individuos: homozigoto selvagem vs. individuos
portadores do alelo polimoérfico em homozigose ou heterozigose.

O primeiro polimorfismo de nucleotideo tnico analisado foi o rs12885300 do gene DIO?2,
que resulta da troca da glicina por aspartato, na sua regido nao codificadora (20). Peeters e
colaboradores (20) identificaram um novo polimorfismo na regido 5’ - UTR do gene DIO2 e
investigaram sua associacdo com niveis séricos dos hormodnios tireoidianos. Inicialmente, a
regido 5°-UTR do gene D/O2 foi analisada para ocorréncia desse polimorfismo em 15 doadores

de sangue selecionados aleatoriamente. Posteriormente, os gendtipos foram determinados por
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analise de extensdo de base Unica em dois grupos selecionados para o estudo: o primeiro de
adultos jovens, formado por 156 doadores de sangue saudaveis (100 homens, 55 mulheres e 1
nao teve sexo identificado), com idade de 49,10 + 12,93 anos (média = DP); e o segundo, de
idosos, composto por 349 homens com idade de 77 + 3,5 anos (média + DP). Em ambos os
grupos, as frequéncias alélicas do alelo polimorfico foram semelhantes, 33,9% para populagao
adulta jovem mista e 33,5% para populagdao de homens idosos, tendo divergido um pouco do
presente estudo, pois foram encontrados 18%. O alelo polimérfico (“T”) foi associado a niveis
mais baixos de T4l de forma dose-dependente entre adultos jovens, mas ndo entre idosos (C/C,
7,06 = 0,14 pg/dl; C/T, 6,74 £ 0,15 pg/dl; T/T 6,29 + 0,27 ug/dl (20). Nesse estudo ndo foi
observado nenhum efeito do alelo polimorfico no nivel de TSH, diferente do presente estudo,
em que encontraram-se niveis mais elevados na presenca do alelo polimorfico em heterozigose
ou homozigose. Ainda em divergéncia com o citado este estudo, ndo se encontrou associagao
entre alelo polimorfico e nivel de T4l.

Objetivando caracterizar o comportamento desse polimorfismo (rs12885300 do gene DIO2)
in vitro, Coppotelli e colaboradores clonaram e transfeccionaram os alelos selvagem (C) e
polimorfico (T) em células HEK-293, GH3 e H3B (108). A atividade da DIO2 foi comparada
entre os dois grupos e foi demonstrado incremento da atividade basal na presenca do alelo
polimorfico e reducao da relagdo T4 / T3, sugerindo aumento da expressao génica dessa enzima
(108). Hoftijzer e colaboradores avaliaram 151 pacientes (28 homens e 123 mulheres) com
idade de 49,1 £+ 12,9 anos (média + DP), tratados para carcinoma diferenciado de tireoide, com
duracdo média de 11 anos estudo, no Leiden University Medical Center, um centro de referéncia
terciario para carcinoma de tireoide. Demonstraram que pacientes tratados com tireoidectomia
quase total, seguida da ablacdo com radio iodo e supressio do TSH com levotiroxina, em
homozigose para esse polimorfismo (T/T), tem ponto de ajuste alterado do eixo HHT. O
feedback negativo de T4 no TSH ¢ mais fraco (niveis de TSH mais elevados em combinagao
com niveis de T4l iguais) para o alelo polimoérfico em homozigose (T/T), quando comparado
ao alelo selvagem (C/C ou C/T) (109).

O polimorfismo rs225014 (Thr92Ala-D2) ¢ o mais estudado do gene D/O2. Ocorre numa
regido codificadora do gene (exon 2) (110,111). Especula-se que a troca do nucleotideo treonina
por alanina influencia a ubiquitinacdo da desiodase tipo 2 e compromete a sua eficiéncia
enzimatica ou que o acumulo de D/0O2-Ala no aparelho de Golgi interrompa fungdes celulares
importantes (112,110). Alguns estudos in vitro demonstraram reducdo da atividade de DIO2 na
presenca do alelo polimoérfico, com menor conversdo de T4 em T3, endossando potencial efeito

funcional dessa variante (110,113).
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Estudos de genes candidatos (110,112,114) ¢ GWAS menores (115,116), realizados em
populacdo adulta, ndo demonstraram associag¢ao desse polimorfismo com niveis de TSH ou T4.
Peeters e colaboradores, num estudo de genes candidatos, avaliaram a associa¢do entre o
1s225014 de gene DIO2 (Thr92Ala-D2) e niveis plasmaticos de TSH e T4, em 156 individuos
saudaveis e doadores de sangue (100 homens, 55 mulheres, 1 sem género definido), com idade
de 46,2 + 12 anos (média = DP) (112). As frequéncias alélicas foram de 61% para o alelo
selvagem (T) e 39% para o alelo polimorfico (C), em congruéncia com dados globais e com o
presente estudo. Nao encontraram associacdes com niveis de TSH e hormonios tireoidianos
para esse polimorfismo. Em um estudo de associag@o genoétipo-, realizado na clinica de pesquisa
Strasbourg, Pensilvania, em parceria com laboratorio de genética molecular da Universidade
de Maryland, investigaram a associa¢ao desse polimorfismo com resisténcias a insulina, a
niveis séricos de TSH e a hormonios tireoidianos (115). A populacdo estudada (n=1.268; 561
homens e 707 mulheres) foi composta por participantes do Amish Family Diabetes Study, idade
de 45,5 £ 0,6 anos (média = DP). Nao foi encontrada associagdo entre este polimorfismo e a
funcao tireoidiana.

Ja numa grande metandlise de estudos de associagdo do genoma para fun¢ao tireoidiana,
realizada com 72.167 individuos entre 35 e 75 anos, foi encontrada associacdo desse
polimorfismo com incremento no nivel de T4l (18). As frequéncias alélicas foram semelhantes
aquelas encontradas no presente estudo e em bancos de dados internacionais (alelo selvagem
“T” 64% e alelo polimorfico “C” 36%) (18). No presente estudo, divergindo desse resultado, a
presenca do alelo polimorfico esta associada a nivel mais baixo de T4l.

O polimorfismo rs225014 também ja foi associado a desfechos clinicos negativos, como
hipertensao arterial (117,114), resisténcia a insulina e DM2 (87,110,115), osteoartrite (118) e
transtorno bipolar (119). No entanto, parece haver vantagem heterozigotica em algumas
situagoes. Beltrao e colaboradores realizaram uma coorte para investigar possivel associacao
entre esse polimorfismo e mortalidade intra-hospitalar por COVID-19, em pacientes adultos
(idade mediana 62; 48-74 anos), admitidos entre junho e agosto de 2020 (120). Parametros
bioquimicos, fun¢do tireoidiana, comorbidades e escore de gravidade foram também estudados.
No total, 220 pacientes (130 do sexo masculino e 90 do sexo feminino) foram agrupados de
acordo com o genotipo: alelo selvagem em homozigose (n=79), alelos em heterozigose (n=119)
e alelo polimorfico em homozigose (n=23). O gendtipo heterozigoto foi associado a uma
reducdo de 47% no risco de mortalidade intra-hospitalar (120). Na populagdo do presente estudo
de mulheres idosas eutireoidianas, ndo foi encontrada associacdo desse polimorfismo com as

seguintes comorbidades: diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica e dislipidemia.
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No presente estudo, ndo foi encontrada associacao entre o polimorfismo rs2235544 do gene
DIOI e niveis séricos hormonais relacionados a fun¢do tireoidiana, divergindo de alguns
estudos previamente publicados (121,122,102). Panicker e colaboradores demonstraram que
este polimorfismo est4 associado a relagdo T31 : T4l circulante tanto na populaciao de pessoas
em reposi¢do hormonal da tireoide, quanto na populacdo em geral (121). Analisaram
inicialmente uma coorte com 552 individuos (460 do sexo feminino, 92 do sexo masculino),
comidade de 57,2 + 10,8 anos (média + DP) em terapia substitutiva de T4 (121). Demonstraram
associacdo entre alelo selvagem deste polimorfismo (“C”) e ganho de fun¢do da DIOI com
consequente aumento da relagdo T31 : T4l e diminuig¢do de T4l, sem efeito sobre TSH (121).
Tais associacOes foram confirmadas por metanalise de dados de estudos adicionais com
amostras de base populacional pelos autores, apds exclusdo de individuos com doenca
tireoidiana: Exeter Family Study of Childhood Health (EFSOCH), n=877, 100% homens, idade
média 32,7 + 5,9 anos; Invecchiare in Chianti (InCHIANTI), n=1200, 55,2% mulheres e 44,8%
homens, idade média 68,4 + 15,5 anos; Depressdo e Doenca da Tireoide (DEPTH), n=436,
76,8% mulheres e 23,2% homens, idade média 43,6 + 15 anos (121).

Porcu e colaboradores realizaram uma metanalise com GWAS, incluindo 18 estudos para
TSH, com 26.420 individuos eutireoidianos, ¢ 15 estudos para T4l, com 17.520 individuos
eutireoidianos (123). Foi demonstrada associagdo entre SNPs rs753760 (gene PDEI10A) e
rs157158 (gene GLIS3), com TSH; rs2235544 (gene DIOI) e 157045138 (gene FOXEL), com
T4l (123). Resultados de outros GWAS confirmaram a associagdo entre alguns SNPs do gene
PDEI10A e nivel de TSH (73,17,124).

Nesse outro GWAS, Zhan e colaboradores avaliaram 1.346 chineses de etnia Han e
encontraram associagdo entre os SNPs rs753760 (gene PDE10A) e rs1571583 (gene GLIS3),
com nivel de TSH (70). Teumer e colaboradores, numa grande metandlise d¢ GWAS para
fungdo tireoidiana, testaram 8 milhdes de variantes genéticas em 72.162 individuos (18). Entre
as 109 variantes genéticas associadas de maneira independente a funcdo tireoidiana, foi
identificado um novo transportador de HT (SLC17A4). O SNP 1s9356988 no gene SLC1744
foi associado ao T4l. Além deste, outros SNP foram associados ao T41, como o rs978055 (gene
DIO2) e 15225014 (gene DIO2) (18). Nao foram encontradas, no presente estudo, associagdes
entre esses polimorfismos e parametros séricos da tireoide.

Os polimorfismos de nucleotideo Unico sdo variagdes frequentes de genes que apresentam
pequeno efeito no fenodtipo. Para evidenciar melhor associag@o entre polimorfismos genéticos

e fendtipos, sdo necessario grandes estudos genéticos de associagdes. Além disso, devido a
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pequena contribuicdo no fenotipo de cada polimorfismo, a analise de um conjunto de
polimorfismos para determinado fendtipo terd maior contribui¢do clinica a partir dos escores
de risco poligénico. A principal limitacdo deste estudo foi o tamanho da amostra que,
provavelmente, impactou na auséncia de associagdes entre alelos polimérficos e niveis
hormonais, além de dificultar uma analise mais complexa de um conjunto de polimorfismos e
fenotipo especifico. Fatores ambientais, como ingestdo de iodo, e individuais, como sexo, idade
e massa corporal, afetam a funcdo tireoidiana (6) e seria importante fazer uma analise

multivariada com tais determinantes.
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10 CONCLUSAO

Neste estudo, realizado com populagdo geriatrica de mulheres eutireoidianas, encontraram-
se frequéncias alélicas dos polimorfismos genéticos congruentes com aquelas da populagao
global, europeia, africana e brasileira.

Encontrou-se associagdo entre dois polimorfismos de genes associados a fungao tireoidiana
e a niveis de TSH e T4l. No primeiro deles, rs12885300 do gene DIO2, a presenca do alelo
polimdrfico em homozigose ou em heterozigose esta associada a niveis mais elevado de TSH,
sugerindo algum impacto desse polimorfismo no ponto de ajuste do eixo HHT. No segundo,
15225014 do gene DIO2, a presenga do alelo polimorfico em homozigose ou em heterozigose
esta associada a niveis mais baixos de T4. Nos demais polimorfismos selecionados, nao foi
encontrada associagdo com niveis séricos de T31, T4l e TSH.

Nao se encontrou também associagao entre polimorfismo rs225014 do gene DIO?2 e diabetes

mellitus, hipertensdo arterial sistémica ou dislipidemia.
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11 PERSPECTIVAS

As descobertas de novas variantes genéticas associadas a func¢ao tireoidiana por GWAS
podem melhorar a nossa compreensdo sobre a regulacdo e disfuncdo dos hormonios

tireoidianos. Abrem espago também para o uso potencial desses marcadores na pratica

clinica, contribuindo com a medicina de precisao
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12 TRABALHOS GERADOS DURANTE O CURSO DE POS-GRADUACAO
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APENDICE — Mini Avaliacdo Nutricional

MINI AVALIACAO NUTRICIONAL (MNA)

Preencher a primeira parte deste questionario, indicando a resposta. Somar os pontos da
triagem. Caso o escore seja igual ou inferior a 11, concluir o questiondrio para obter a avaliagao

do estado nutricional.

Triagem

A) Nos tltimos meses houve diminui¢do da ingesta alimentar devido a perda de apetite,
problemas digestivos ou dificuldade para mastigar ou deglutir?

0 — diminui¢do severa da ingesta
1 — diminui¢do moderada da ingesta
2 — sem diminuicao da ingesta

B) Perda de peso nos ultimos meses

0 — superior a 3 kg

1 — ndo sabe informar
2—entre 1 e3 kg

3 — sem perda de peso

C) Mobilidade

0 — restrito ao leito ou a cadeira de rodas
1 — deambula mas ndo ¢ capaz de sair de casa
2 —normal

D) Passou por algum estresse psicologico ou doenca aguda nos ultimos trés meses?

0 —sim
2 —nao

E) Problemas neuropsicologicos

0 — deméncia ou depressdo graves
1 — deméncia leve
2 — sem problemas psicologicos

F) indice de massa corporal (IMC = peso (kg) / estatura (m2))

0-IMC<19
1 -19<IMC <21
2-21<IMC<23
3-IMC>23
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Escore de triagem (maximo de 14 pontos)
12 pontos ou mais — normal, desnecessario continuar a avaliacdo
11 pontos ou menos — possibilidade de desnutri¢ido, continuar a avaliaciao

AVALIACAO GLOBAL
G) O paciente vive em sua propria casa (ndo em casa geriatrica ou hospital)

0 —nao
1 —sim
H) Utiliza mais de trés medicamentos diferentes por dia?

0 — sim
1 —nao

I) Lesoes de pele ou escaras?

0 —sim
1 —ndo

J) Quantas refeicoes faz por dia?

0 — uma refeigao
1 — duas refei¢des
2 — trés refeicdes

K) O paciente consome:

— Pelo menos uma porgao diaria de leite/derivados (queijo/iogurte)? Sim( ) Nao( )
— Duas ou mais por¢des semanais de legumes ou ovos? Sim () Nao ()

— Carne, peixe ou aves todos os dias? Sim () Nao ()

0,0 — nenhuma ou uma resposta sim
0,5 — duas respostas sim
1,0 — trés respostas sim

L) O paciente consome duas ou mais porg¢oes diarias de frutas ou vegetais?

0 —sim
1 —ndo

M) Quantos copos de liquidos (agua, suco, café, cha, leite) o paciente consome
por dia?

0,0 — menos de trés copos
0,5 — trés a cinco copos
1,0 — mais de cinco copos

N) Modo de se alimentar

0 — ndo consegue se alimentar sozinho



1 — alimenta-se sozinho, porém com dificuldade
2 — alimenta-se sozinho sem dificuldade

0) O paciente acredita ter algum problema nutricional?
0 — acredita estar desnutrido

1 — ndo sabe dizer

2 — acredita ndo ter problema nutricional

74

P) Em comparacio a outras pessoas da mesma idade, como o paciente considera sua

propria satude?

0,0 — ndo muito boa

0,5 — ndo sabe informar
1,0 — boa

2,0 — melhor

Q) Circunferéncia do braco (CB) em cm

0,0-CB <21
0,5-21<CB <22
1,0-CB>22

R) Circunferéncia da panturrilha (CP) em cm

0-CP<31
1 -CP =31

Avaliacio global (maximo 16 pontos) =
Escore de triagem =
ESCORE TOTAL (maximo 30 pontos) =

AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL
De 17 a 23,5 pontos — Risco de desnutri¢ao
Menos de 17 pontos — Desnutrido
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo da associacio entre hipotireoidismo e Sarcopenia em idosos da Universidade

Aberta a Terceira Idade — UATI

Essas informagdes estdo sendo fornecidas para a sua participagdo voluntdria neste
estudo do Instituto de Ciéncias da Saude, que pretende avaliar nos idosos da UATI —
Universidade Aberta da Terceira Idade: 1) A associacdo entre hipotireoidismo e a sarcopenia
em idosos de Salvador; 2) Verificar o quantitativo de sarcopenia em idosos frageis e nao-
frageis; 3) Medir a quantidade dos hormodnios da tireoide (TSH, T4 Livre e T3 livre),
determinando a prevaléncia de idosos com hipotireoidismo (franco e subclinico); 4) Medir o
anticorpo antiperoxidase (ATPO) e o anticorpo antitireoglobulina (AATG), determinando a
medida de prevaléncia de autoimunidade e tireoidite de Hashimoto (TH) na populagdo de
idosos; 5) Determinar se a coexisténcia de hipotireoidismo subclinico/franco e sarcopenia
associa-se ao pior desempenho funcional quando comparado a sarcopenia isolada (em
individuos eutireoidianos); 6) Mensurar o contetido de iodo na urina dos idosos participantes e
determinar a prevaléncia do excesso e da deficiéncia grave, moderada e leve de iodo, em
conformidade com os pontos de corte definidos pela Organizagdo Mundial da Saude — OMS;
7) Verificar se existem associagdes entre esses hormonios e critérios de fragilidade do idoso
(ou seja, diminui¢do da capacidade de fun¢des como forca, mobilidade, gasto de energia —
conhecidos como idosos frageis).

O(a) Sr(a) sera contatado na propria instituicdo de Geriatria (UATI) e convidado a
participar da pesquisa apos assinar esse termo de consentimento livre e esclarecido. Todos os
pacientes serdo avaliados clinicamente com exame fisico para estimar sua for¢a muscular e o
seu grau de fragilidade (isso significa: sua perda de peso, for¢a e fun¢do musculares com o
envelhecimento) e coleta de sangue para dosagens laboratoriais. Os testes sdo simples e
orientados por profissionais de satide especializados e treinados.

A coleta para o exame de sangue ocorrerd uma unica vez, porém serdo analisadas as
amostras em duas etapas distintas, as quais consistem na dosagem de Glicemia, Creatinina,
Testes de Fungao da Tireoide: TSH (Hormdnio estimulador da Tireoide); T4L (Tiroxina livre);

T3L (Triiodotirinina Livre); T3 reverso; ATPO (anticorpo antiperoxidase); AATG (anticorpo
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anti-tireoglobulina), Miostatina, avaliagdo do DNA para investigagdo de polimorfismo
(alteragdo genética) e avaliagdo da Concentracao de lodo da urina. Para a realizagdo do exame
de urina, serdo coletadas duas amostras, em coletores descartdveis apropriados, que serao
entregues durante a pesquisa. Esses exames serdo necessarios para investigar se voc€ possui a

Sarcopenia, altera¢do na tireoide ou deficiéncia de algum nutriente.

A Sarcopenia ¢ uma doenga que causa muitas alteragcdes no organismo do idoso, como
a fraqueza e a diminuicao da autonomia na realizagao de atividades do dia a dia. Além disso, a
Sarcopenia ¢ uma doenga envolve a perda dos musculos, da for¢a e a piora do desempenho
muscular. De modo geral, pode-se dizer que torna os idosos mais fragilizados, prejudicando seu
estilo de vida e tornando-os mais dependentes da ajuda de terceiros, além de facilitar o

surgimento de outras doengas associadas.

A coleta do seu sangue sera realizada no DNA laboratorio, situado no bairro do Cabula,
ao lado da UNEB, local climatizado e com a devida estrutura de satde para realizacao da coleta
de sangue e urina. A pungdo da veia do brago, para a retirada de uma pequena amostra de
sangue, serd realizada com material esterilizado e descartavel, para as dosagens necessarias, em
momentos apropriados, realizado por profissional treinado para coletas de sangue. Durante a
coleta sanguinea, vocé podera sentir uma pequena dor no local. Poderd ocorrer formagao de
uma mancha temporaria no local da retirada do sangue (hematoma). E recomendado comprimir
o local apds coleta e ndo carregar peso no braco em que foi colhido o sangue, durante o dia do
exame, para que ndo haja risco de sangramento imediato ou posterior a coleta. Caso haja alguma
intercorréncia (sangramento excessivo do local da coleta de sangue) havera profissional de
saude habilitado no DNA Laboratorio para fornecer a devida assisténcia em saude para a
contenc¢ao do sangramento ou mal estar, se ocorrer.

Todos os idosos participantes realizardo testes de desempenho fisico como: Teste de
equilibrio (estatico/parado em pé); Teste de Marcha (caminhada curta rapida de 4 metros); Teste
da Cadeira (sentar e levantar 5 vezes) e o Teste de 400 metros (caminhada longa de 20 voltas).
Ambos os testes fisicos serdo cronometrados e auxiliados por um profissional fisioterapeuta,
podendo ser interrompido a qualquer momento, caso o Sr (a) sinta-se cansado ou com tontura.
Serao tomadas medidas de precaugdo, evitando-se quedas ou tropegos, porém o risco podera
existir na execugdo dos testes de caminhadas. O teste seré realizado em espaco da UATI/UNEB,
com piso plano, livre de obstaculos, identificados e com objetos/ materiais de seguranga.

A bioimpedancia ¢ um exame de composi¢do corporal e sera realizado em todos os

pacientes durante a coleta de dados. Esse exame serve para avaliar sua porcentagem de gordura
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e de massa magra (ou seja, osso ¢ musculo) e ndo ¢ necessaria a administragdo de nenhum
contraste oral ou venoso. Sera necessario o jejum de 8 horas para a realizagdo desse exame.
Nao podera realizar o exame de bioimpedancia o idoso que for portador de marcapasso no
coracdo por ser um aparelho elétrico.

Aqueles idosos que apresentarem diminui¢ao no percentual/quantidade de massa magra
(musculo) serdo encaminhados para realizar um exame semelhante a um RaioX, porém mais
completo, que apresenta a composicdo corporal que ¢ a DEXA. Este exame de imagem
detalhado sera realizado apds a andlise do exame de bioimpedancia e ndo tera custo algum para
o idoso participante. Sendo possivel sera realizada também uma ultrassom muscular da perna
do participante, apos a realizagdo da DEXA, no mesmo dia e horario agendado. Os exames de
imagem (DEXA e ultrassom) serdo realizados em uma clinica conveniada a pesquisa
(DIAGNOSON). O endereco e o agendamento do exame serdo informados com antecedéncia
ao idoso para ser realizado no dia de sua escolha e conveniéncia, conforme disponibilidade da
clinica.

Todos os idosos que apresentarem o diagndstico de Sarcopenia e/ou Hipotireoidismo,
assim como alguma disfungao tireoidiana ou do estado nutricional serdo convocados para a
apresentacdo desses resultados alterados. Receberdo a orientagdo, para a busca do tratamento,
em servigo publico de saude do municipio. Os dados obtidos com o exame fisico (avaliagao
nutricional), os exames laboratoriais (sangue e urina) e de imagem (bioimpedancia, ultrassom
muscular e DEXA) serdo utilizados em publicacdes cientificas e dissertagdes de mestrado de
alunos inscritos nos programas de pos-graduagdo em Processos Interativos dos Orgdos e
Sistemas do Instituto de Ciéncias da Satde — UFBA. Os dados obtidos ndo poderdo ser
utilizados para outros fins, que ndo sejam os acima mencionados.

Os resultados de exames e a avaliagdo do seu prontudrio somente serdo vistos pelos
pesquisadores envolvidos nesse projeto e outros profissionais que possam a vir a ter algum
relacionamento de atendimento ou de cuidados com o Sr° (a). Nunca haverad qualquer tipo de
discriminacao contra o Sr°(a).

O Sr°(a) podera se retirar da pesquisa a qualquer momento, se assim desejar. Sua
identidade sera preservada. Nao teré custo financeiro em nenhuma fase do estudo, nem com os
exames. Todos serdao gratuitos para o Sr° (a). Também ndo havera nenhum tipo de retribuicao
financeira pela sua participagdo. O Sr° (a) terd direito ao acesso a todos os resultados dos
exames realizados durante a pesquisa.

A Resolugdo CNS N° 466 de 2012 (item IV.3) define que os participantes da pesquisa

que vierem a sofrer qualquer tipo de dano resultante de sua participacao na pesquisa, t€ém direito
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a indenizagdo. Desta forma, asseguramos por meio deste, que o Sr°(a) participante da pesquisa
tem direito a indenizagdo em caso de danos decorrentes do estudo, se houver. Na oportunidade,
salientamos que todas as medidas de cuidado e precaugdo serdo estabelecidas durante os
atendimentos e coleta de dados, a fim de evitarmos tais danos na satide e vida dos participantes.
Os testes e exames sdo simples e seguros para a sua realizagdo. Serdo sempre acompanhados
por um profissional de satide capacitado para o atendimento (médico, nutricionista, bidlogo,
fisioterapeuta, educador fisico, técnico em analise clinica, técnico de enfermagem e estudantes
de Graduacdo da area de salde treinados e supervisionados por um desses profissionais
formados).

O TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (esse documento que se 1€)
serd impresso em duas vias originais e todas as paginas deverao ser rubricadas, ficando uma
retida com o pesquisador responsavel/pessoa por ele delegada e a outra com o Sr°(a)
participante de pesquisa/responsavel legal (conforme determina a Resolugdo CNS n°® 466 de
2012, item IV.5).

Os pesquisadores deverdo prestar informagoes, esclarecer davidas, e examina-lo antes
e durante a realizacdo do trabalho e sempre que se fizer necessario. O Sr° (a) tera direito a
receber os resultados obtidos com a pesquisa, a qualquer momento, quando assim desejar.

Em caso de duvidas, vocé poderd entrar em contato com o Prof. Dr. Helton Estrela
Ramos (tel: 71 99195-2979), Nut. Aline dos Anjos Santana (71 98506-1095) responsavel pela
pesquisa.

Também em caso de duvida, o(a) Senhor(a) podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Satide da Universidade Federal da Bahia
(CEP/ICS/UFBA). O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) busca defender os interesses dos
participantes de pesquisa. O CEP ¢ responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos
éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. O Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS/UFBA) esta
localizado na Avenida Reitor Miguel Calmon, s/n, - Instituto de Ciéncias da Saude — 4° andar,
Vale do Canela. Horario de funcionamento: De Segunda-feira a Sexta-feira das 07hOOmin as
17h30min. Telefone: (71) 3283-8951. E-mail: cepics@ufba.br.

Os resultados da pesquisa serdo entregues quando for finalizada assim como os

resultados dos exames realizados durante a pesquisa quando forem concluidos.
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CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes sobre o estudo
citado acima, que li ou foram lidas para mim.

Eu discuti com o Dr. Helton Estrela Ramos ou a Nut. Aline dos Anjos Santana ou algum
profissional de satide auxiliar da pesquisa, sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim, quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade de meus dados e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo ¢ isenta de despesas
e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento nesta Instituicao.

UFBA, SALVADOR-BA, / /

Nome do paciente

Data / /

Assinatura do paciente

Se paciente analfabeto, semianalfabetos ou portador de deficiéncia auditiva ou visual:

Nome do representante legal

Data / /

Assinatura do representante legal

Data / /

Assinatura do pesquisador
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