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RESUMO

O hipotireoidismo subclinico ¢ definido pela presenga de nivel aumentado de
TSH e niveis normais de hormdnios tireoideanos. Podem ocorrer repercussdes clinicas,
com alteragdes cérdio-vasculares, musculo-esqueléticas, de perfil lipidico e estado de
humor. E questiondvel ainda se este quadro corresponde a um hipotireoidismo
"verdadeiro" em evolug&o, ou se é uma anormalidade bioquimica, sem disfun¢do de érgéo
alvo. Em 80% dos casos de hipotireoidismo subclinico, ha altera¢do de fungio tireoideana
por anticorpos IgG autoimunes, dirigidos principalmente contra a tireoperoxidase (TPO). O
objetivo deste estudo foi avaliar a subclassificagdo de IgG anti-TPO, a medida da sua
avidez (forga de ligagdo entre anticorpos e seus epitopos especificos) e a detectabilidade e
niveis de marcadores inflamatorios (IL-1, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-o. e neopterina) em
pacientes portadoras de hipotireoidismo subclinico (hs), comparando tais achados aos de
pacientes portadoras de hipotireoidismo estabelecido (he) e grupo controle (c). Foram
avaliadas amostras de soros de 95 pacientes do sexo feminino, 34 com hs, 33 com he e 28
pacientes com fungdo tireoideana normal, de acordo com os niveis de TSH e T4 livre. As
dosagens de TSH, T4 livre, a subclassificagdo de anti-TPO e as dosagens de marcadores
inflamatorios foram realizadas por método imunoenzimético (ELISA), enquanto que a
dosagem de anti-TPO foi feita por quimioluminescéncia. A comparagéo da distribui¢do das
variaveis nos tr€s grupos foi realizada através de testes ndo paramétricos e as andlises de
correlacdo pelo coeficiente de Spearman. Os niveis de TSH foram diferentes entre os
pacientes com hs e he (p=0,03), apesar de ambos elevados. Os niveis de T4 livre foram
diferentes entre os pacientes com hs e ¢ (p<0,001), ainda que ambos dentro da faixa
normal. Os niveis de anti-TPO e a medida da sua avidez ndo diferiram entre os grupos hs e
he. A subclassificagdo de IgG anti-TPO nos grupos de pacientes portadores de hs e he
mostrou maior percentual de positividade para IgG1 e IgG4, com positividade de IgG1 de
71% no grupo hs e 67% no grupo he, enquanto que a positividade de IgG4 foi de 97% no
grupo hs e 79% no grupo he A relagéo IgG1/IgG4 foi significativamente maior no grupo
de pacientes portadoras de he (p=0,008) IgG1 ¢ capaz de fixar complemento levando a
lesdo tecidual, enquanto que 1gG4 ndo o faz. Desta forma, o predominio de IgG1 sobre
IgG4 através da medida de sua relagdo, pode estar associado ao potencial de lesdo tecidual
em pacientes portadores de hs. A dosagem de marcadores inflamatérios mostrou-se
positiva em pequeno nimero de pacientes, com detectabilidade de TNF-o. em 8,8%, IL-6
em 14,7% e IL-10 em 3% dos pacientes com hs. O acompanhamento das pacientes
portadoras de hs permitira a correlagdo destes dados (positividade e niveis de IgG1 e IgG4,
bem como a sua relagdo) com a evolugdo clinica.
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SUMMARY

Subclinical hypothyroidism is defined by laboratory findings of an elevated
basal TSH concentration in the presence of normal thyroid hormones concentrations.
Several studies suggest that it may be associated with cardiovascular abnormalities,
alterations in muscle structure and function and psychiatric and neurological dysfunction.
It still remains controversial if it is a "true hypothyroidism" in evolution or if it is just a
biochemical abnormality. About 80% of the patients with subclinical hypothyroidism
presents autoimmune disease, with the presence of anti-TPO antibodies (IgG) in their
serum. The purpose of this study was to evaluate immunoglobulin G subclasses of anti-
TPO, its avidity and the presence of inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, IL-10, Interferon-
v, Tumoral Necrosis Factor-a. and neopterin) in patients with subclinical hypothyroidism.
Results were compared with findings in patients with overt hypothyroidism and control
group. We evaluated serum of 95 female patients, 34 with subclinical hypothyroidism, 33
with overt hypothyroidism e 28 with normal thyroid function, according to the TSH and
free T4 levels. TSH, free T4, IgG subclasses and cytokines levels were determined by
immunoenzymometric assays. Anti-TPO levels were determined by chemoluminometric
assay. Data were analyzed and compared by non-parametrical tests and Spearmann'’s rank
correlation. TSH levels were different in patients with subclinical and overt
hypothyroidism, in spite of the elevated levels in both. Free T4 levels were different in
subclinical hypothyroidism and control group, in spite of the normal levels in both. Anti-
TPO levels and its avidity were similar in subclinical and overt hypothyroidism. Anti-TPO
IgG subclasses were predominantly IgGl and IgG4 in subclinical and overt
hypothryoidism. IgG1 was detected in 71% of patients with subclinical hypothyroidism
and 67% of patients with overt hypothyroidism. IgG4 was detected in 97% of patientes in
the first group and 79% in the second. IgG1/IgG4 relation was different in the subclinical
and overt groups, it was significantly greater in patients with overt hypothyroidism.
Cytokines were detected in a very small number of patients. TNF-o. was detected in 8,8%
of the patients with subclinical hypothyroidism, IL-6 in 14,7% and IL-10 in 3%. Patients
with subclinical hypothyroidism will be followed, and, then, the descriptive date presented
here, will be evaluated according to their evolution.

ix



1. INTRODUCAO

O hipotireoidismo* é a sindrome clinica e bioquimica que resulta da produgdo
diminuida de horménios tireoideanos, T3 (triiodotironina) e T4 (tetraiodotironina), com
concentragdo sérica subnormal destes hormdnios e que responde ao tratamento com a sua

reposi¢do. Raramente é devida a resisténcia generalizada ao horménio tireoideano."

O Horménio Tireoestimulante, TSH, é o regulador fisiolégico mais importante da
secregio de hormédnio tireoideano. Esta regulagdo se faz por um sistema de
retroalimentacdio bidirecional, de vez que niveis anormalmente elevados de T3 e T4
suprimem a secregio de TSH e niveis baixos produzirdo aumento na sua secregfo. Este
aumento na secre¢io de TSH ¢é a anormalidade laboratorial mais precocemente detectada
em pacientes com hipotireoidismo primario. Quando o eixo hipotalamo-hipofise-tireoide
estd intacto e o sistema estd em equilibrio, ha uma relagdo inversa log-linear entre a
concentragdo sérica de TSH e T4 livre, de tal forma que redugdes lineares pequenas na
concentra¢io de T4 livre sdo associadas com aumentos exponenciais na concentragdo de
TSH.> A Associagio Americana de Tiredide define que uma diminui¢do no nivel de T4
livre e um aumento no nivel de TSH séricos estabelecem o diagndstico de hipotireoidismo

causado por insuficiéncia da glandula tiredide.*

A severidade do hipotireoidismo varia amplamente. Alguns pacientes ndo t€ém
sintomas ou sinais (ou minimos) e tém concentragdo sérica de T4 livre normal, mas
elevada concentragiio de TSH. Tal situagfo € definida como hipotireoidismo subclinico.
Em outros pacientes o hipotireoidismo é bem estabelecido, com sintomas e sinais
indicativos de fung¢dio anormal de um ou mais sistemas orgénicos, com concentragdes
subnormais de T4 livre, além do aumento de TSH.® Zulewski’, avaliando os sintomas e
sinais de pacientes com varios graus de hipotireoidismo, tentaram estabelecer um escore
clinico que demonstrasse correlagdo com o grau de comprometimento tireoideano. Tal

classificagfio, no entanto, nfo se mostrou eficaz para efeito de diagndstico, uma vez que

"Em dicionarios de termos médicos e de lingua portuguesa e em artigos médicos
nacionais observamos varias formas graficas para a palavra tiredide e suas correlatas, como:
tiredide, tirdide; tireoideano, tireoidiano, tiroideano, tiroidiano, tiréideo. Estudos de etmologia da
palavra sdo controversos quanto a grafia correta. Assim, optamos pela utilizagdo da grafia tiredide
e, para suas correlatas, tireoideano (a, os, as).
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houve significativa superposi¢do e variabilidade dos achados clinicos no hipotireoidismo
subclinico e estabelecido. Assim, as dosagens de T4 livre ¢ TSH permanecem como os
indicadores mais confidveis no estabelecimento do hipotireoidismo.>*® Os métodos
laboratorias atuais, de alta sensibilidade, permitem a detecg¢do de pequenas alteragdes nos
niveis de TSH muito precocemente, ainda na forma subclinica da doenga tirecoideana, com

alto grau de acuracia.®

O hipotireoidismo ocorre em todas as idades, sendo que sua freqiiéncia varia
dependendo da populagdo avaliada. Alguns estudos definem taxa de prevaléncia de 2 a

° Um dos maiores estudos de

3%, sendo dez vezes mais freqliente em mulheres.
prevaléncia, demonstrou que o hipotireoidismo foi encontrado em 2,6% da populagéo
feminina acima de 18 anos, aumentando esta freqiiéncia com a idade e chegando a 6 a 8%

em mulheres com mais de 60 anos.'®

A autoimunidade é a principal causa de hipotireoidismo, definida através da
presenga de anticorpos antitircoideanos, mais especificamente anticorpos anti-

tireoperoxidase.

Considerando a prevaléncia relativamente alta e a j4 comentada superposi¢do ¢
variabilidade de achados clinicos no hipotireoidismo subclinico, algumas questdes vém
sendo discutidas. Tais questdes se referem & justificativa para que sejam instituidos
programas de triagem, sua evolugfo, repercussdes clinicas com conseqiiéncias adversas e
tratamento com reposi¢do hormonal ou nd0."""" Uma vez que os niveis de hormédnios
tireoideanos estdo dentro da taxa normal, é questionavel a decisdo quanto ao tratamento.
Esta decisfo é habitualmente definida pela avaliagdo individual do médico assistente, a
partir de possiveis sintomas referidos pelo paciente e a correlagdo destes sintomas com
disfuncio tireoideana, além de parimetros laboratoriais que nem sempre sio definitivos na

orientagdo da conduta.

Neste estudo foram analisados pardmetros laboratoriais do hipotireoidismo
subclinico no que se refere a autoimunidade, na expectativa de se obter mais informagdes

sobre a sua fisiopatologia e possiveis indicadores de evolugio.
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1.1 Hipotireoidismo Subclinico

O hipotireoidismo subclinico é definido pelo achado de nivel aumentado de TSH
com niveis normais de hormodnio tireoideano em paciente assintomatico ou minimamente
sintomatico. A extrema sensibilidade do sistema de feedback negativo faz elevagéo do

TSH mesmo antes de o T4 livre ter seus niveis reduzidos para abaixo do normal.’

E valido fazer a ressalva para a questio da nomenclatura, uma vez que o termo
subclinico se refere, em principio, a auséncia de sintomas. Uma parcela significativa dos
pacientes apresenta queixas que podem estar associadas ao hipotireoidismo, muitas vezes o
que leva a solicitagdo do exame. Outros termos para definir o quadro tém sido propostos,
tais como insuficiéncia tireoideana minima, baixa reserva tireoideana, hipotireoidismo
minimamente sintomatico ou hipotireoidismo compensado’ .'%**** Na sua descrigio
inicial, por Bastenie, em 1967, na revista Lancet, foi denominado mixedema pré-clinico.
Esta nomenclatura variada, de certa forma reflete a controvérsia de se a alteragdo
representa uma forma discreta de hipotireoidismo, ou ¢ meramente uma anormalidade

bioquimica.16

Ainda que a investigagdo desta entidade sob a forma de screening seja
questionavel, o hipotireoidismo subclinico ¢ a condi¢do mais comum encontrada em testes
de fungio tireoideana. Este dado foi descrito por Helfand'!, a partir de meta-analise em que

avaliou 18 estudos de screening para disfungfo tireoideana publicados a partir de 1989.

As causas do hipotireoidismo subclinico sdo as mesmas do hipotireoidismo
estabelecido, estando especialmente vinculado & tireoidite autoimune, como parte da
historia natural da Tireoidite de Hashimoto, em que os pacientes apresentam anticorpos
antitireoideanos.'® O hipotireoidismo subclinico pode ocorrer ainda apos tratamento de
hipertireoidismo (com iodo radioativo ou cirurgia) e menos comumente por irradia¢do de

. . e . 24 . .
cabega e pescogo, uso de amiodarona, iodo, 11t10,23 interferon-o,,2* interleucina-2.%

e . A . , . re . z .
Apesar das divergéncias, neste estudo sera mantido o termo subclinico, considerando que ¢ como ainda
vem sendo referida a entidade nas publicagdes mais recentes.
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1.2 Prevaléncia e Evolu¢do do Hipotireoidismo Subclinico

Diversos estudos tém sido desenvolvidos no sentido de estabelecer a prevaléncia e

acompanbhar a evolugdo do hipotireoidismo subclinico.

Em estudo classico, realizado no noroeste da Inglaterra (Whickham Survey) foi
pesquisada disfungio tireoideana em 2779 individuos adultos entre 1972 e 1974, sendo que
além da dosagem de hormoénios tireoidanos foi pesquisada a presenca de anticorpos
antitireoideanos. Foi encontrada prevaléncia de hipotireoidismo subclinico de 7,5 a 18%
entre mulheres com mais de 18 anos (correspondendo os menores valores percentuais as
mais jovens, com prevaléncia progressivamente maior com o aumento da idade) e 1,8%

0 A partir dai, foram acompanhados 163 pacientes com aumento de TSH

dos homens."'
(entre 6 ¢ 10 mU/l) e/ou anticorpos antitircoideanos positivos, sem doencga tireoideana
estabelecida ou tratada, e reavaliados 2 e 4 anos apds. A incidéncia anual de
hipotireoidismo estabelecido foi de 2,5% para homens que apresentavam anticorpos
antitireoideanos ¢ TSH elevado na primeira avaliagdo. Para mulheres, a evolugéo foi de
0,4% dentre as que apresentavam anticorpos antitireoideanos e niveis normais de TSH, e
5% para aquelas com anticorpos antitireoideanos e niveis aumentados de TSH. Foi
observado que todos os pacientes que evoluiram para hipotireoidismo estabelecido tinham
anticorpos antitireoideanos positivos, mas nem todos que tinham anticorpos positivos
evoluiram para hipotireoidismo.26 No acompanhamento da Whickham Survey, em
publicagdes de seguimento por 10 e 20 anos de 1096 pacientes, a progressdo para

hipotireoidismo estabelecido ocorreu a taxa de 4,3% anualmente em individuos com

anticorpos antitireoideanos positivos e 2,6% em pessoas sem estes auto-anticorpos.”’

Em estudo semelhante, de acompanhamento de 22 pacientes com autoimunidade
tireoideana, foi observada incidéncia anual de hipotireoidismo estabelecido de 26% em
individuos com niveis de TSH aumentados e anticorpos antitireoideanos e 7,3% com

somente anticorpos presentes.”’

Em outro estudo, realizado no Colorado, em que 25862 adultos foram avaliados
para a pesquisa de disfungfo tireoideana, foi encontrada prevaléncia de 9,5% de TSH
elevado, considerando a populagdo total, homens e mulheres. Houve aumento desta

prevaléncia para 19% quando se consideravam individuos com idade acima de 74 anos.”*%

Rosenthal®! acompanhou 26 pacientes idosos com niveis de TSH > 4 mU/I por 4

anos e observou evolug¢fo para hipotireoidismo estabelecido em um tergo deles, sendo que
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tal evolugdio ocorreu em todos os que tinham niveis iniciais TSH maior do que 20 mU/l e

em 80% daqueles com titulos mais altos de anticorpos antitireoideanos.

Em um outro estudo de acompanhamento, por 16 anos, de pacientes com
hipotireoidismo subclinico, foi proposto haver duas evolugdes distintas, uma para
hipotireoidismo estabelecido e outra na qual ha manutencdo do padrdo bioquimico de
hipotireoidismo subclinico. Os autores tentaram explicar este segundo padrido de evolugdo
como resultante de possiveis altera¢cdes no controle do eixo hipotalamo-hip6fise-tiredide.
A concentragdo dos hormoénios no momento do diagndstico do hipotireoidismo subclinico

falhou em prever tal evolugio.*

Samuels® realizou um estudo de meta-andlise em que avaliou estudos de
seguimento de 2956 pacientes por 6, 10 e 20 anos, com ocorréncia de hipotireoidismo
estabelecido a taxa de 2,1% a 3,8% por ano em pacientes com anticorpos antitireoideanos

positivos e 0,3% em individuos sem anticorpos.

Segundo Adlin,** o hipotireoidismo subclinico seria mais comumente um estagio
precoce do hipotireoidismo estabelecido, sendo que a possibilidade desta evolugdo ocorrer

seria tanto maior quanto maior o valor de TSH e a detecgdo de anticorpos antitireoideanos.

Desta forma, o curso natural do hipotireoidismo subclinico tem demonstrado duas
evolugdes distintas. Em publicag@o mais recente, Kabadi®® descreveu estas duas evolugdes.
Uma para hipotireoidismo estabelecido, que o autor chamou de "hipotireoidismo
subclinico verdadeiro", com fatores etioldgicos bem definidos. A outra, com manuten¢io
do quadro laboratorial de hipotireoidismo subclinico, assintoméatico, definido como
eutireoidismo com "reset thyrostat" — um estado permanente sem progressdo para

hipotireoidismo estabelecido, provavelmente secundario a danos sutis a glandula tiredide.

1.3 Repercussdes clinicas do Hipotireoidismo Subclinico

Varios estudos descreveram alteragbes cardioldgicas no hipotireoidismo subclinico.
Di Bello®® demonstrou alteragdes estruturais no miocardio, através da avaliagiio por
videodensitometria ultrasonica, nem sempre detectadas por ecocardiografia convencional.
Estas alteragées foram quantitativamente relacionadas a perda de fung@do tireoideana,
podendo representar um sinal precoce de dano ao miocéardio. O comprometimento do

miocardio e disfungdo diastolica do ventriculo esquerdo também foram descritos por
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Biondi.*” O autor avaliou vinte ¢ seis pacientes portadores de hipotireoidismo subclinico,
sendo que dez deles foram reavaliados apos seis meses de reposi¢do com L-tiroxina. Foi
observado que a fungdo diastdlica apresentou melhora significativa, com reversdo a
normalidade pela terapia de reposi¢do. Varios estudos também demonstraram alteragio na
fungdo sistolica em repouso e pds-exercicio, com melhora ap6s a normalizagdo dos niveis
de TSH através da reposi¢do com L-tiroxina.***° Outros estudos, porém, ndo reproduziram
os achados de repercussdes do hipotireoidismo subclinico na fungdo cardiaca ou de

1341 A evolugio de pacientes portadores de

melhora com reposicdo hormona
hipotireoidismo subclinico apds angioplastia coronariana néo foi diferente da evolugdo de
grupo controle, sugerindo nfo ser esta entidade fator de risco para morbidade ou

mortalidade apés o procedimento.*

Além da alteragio miocérdica propriamente dita ja referida, a presenga de disfungéo
endotelial também foi demonstrada em grupo de pacientes com hipotireoidismo
subclinico.¥ Este achado, associado as alteragdes descritas no perfil lipidico, sugere ser o
hipotireoidismo subclinico fator de risco para doenga coronariana, e provavelmente
também para doenga arterial periférica, conforme descrito inicialmente por Bastenie,” e

i 4
confirmado por estudos mais recentes.>*+*’

Virios estudos demonstraram associagdo do hipotireoidismo subclinico com
alteragdes no perfil lipidico. Através da avaliagdo de fungdo tireoideana em grupo de
pacientes portadores de dislipidemia, foi descrita a ocorréncia de 10% de hipotireoidismo
subclinico em um grupo de mulheres.*® Tsimihodimos,*” em estudo semelhante, encontrou
prevaléncia de 4,4% de hipotireoidismo subclinico, com melhora nos pardmetros
bioquimicos da dislipidemia apds reposi¢do hormonal, em pacientes com niveis de TSH >
12 mU/, pré-tratamento. Em ambos os casos, foi demonstrada associagéo entre os achados.
Ayala®' demonstrou correlagio entre as alterages do perfil lipidico e os niveis de TSH,
ficando mais evidentes quando os niveis de TSH foram maiores que 12 mU/l. Alterag¢oes
pequenas, mas significativas nos niveis de LDL-colesterol em  pacientes que
apresentavam niveis de TSH entre 5 ¢ 10 mU/l também j4& foram descritas.?® Segundo
alguns autores, niveis elevados de LDL-colesterol e lipoproteinas evoluiram com melhora

- .. 4448
com a reposi¢do com L-tiroxina.®**

Apesar destes dados, a relagio entre hipotireoidismo e dislipidemia foi contestada
por alguns autores. Pirich,” através da avaliagio de 1922 individuos submetidos a

screening para dislipidemia, encontrou 1,1% de prevaléncia de hipotireoidismo subclinico,
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com 0,8% de ocorréncia em pacientes normocolesterolémicos e 1,4% em
hipercolesterolémicos. Ndo foi observada associagdo do hipotireoidismo subclinico com
efeitos adversos no que diz respeito a fator de risco cardiovascular. Assim como a
associagfio entre hipotireoidismo subclinico e dislipidemia, a reposi¢@io com L-tiroxina em
hipotireoidismo subclinico visando tratamento de dislipidemia ¢ questionada quanto ao seu

0 analisando a prevaléncia de dislipidemia em pacientes com

beneficio. Bogner,
hipotireoidismo subclinico e grupo controle, encontrou prevaléncia semelhante nos dois
grupos. Com relagdo a resposta ao tratamento, observou melhora no perfil lipidico, mas
normalizagio somente em 50% dos pacientes. Em outro estudo de intervengdo com
reposi¢io hormonal para pacientes portadores de dislipidemia e hipotireoidismo subclinico,
Tanis’! descreveu a redugiio dos niveis de colesterol total, embora estes continuassem

acima do normal.

Estado de humor, componentes afetivo e cognitivo, € memoria mostraram-se

2 A associagdio

alterados em pacientes portadores de hipotireoidismo subclinico.
observada entre hipotireoidismo subclinico e depressdo, faz com que seja considerado
como fator de risco para esta condi¢do.”® Melhora significativa do quadro depressivo com

v . . . 4
a reposi¢do com L-tiroxina foi observada.’*”

Alteracdes musculo-esqueléticas também foram relacionadas ao hipotireoidismo
subclinico. Beyer” determinou os niveis séricos de creatina quinase (CK) em pacientes
portadores de hipotireoidismo subclinico e estabelecido, observando niveis aumentados
também no hipotireoidismo subclinico, sugerindo haver algum grau de disfungdo no
metabolismo musculo-esquelético nesta condi¢do. Disfungdo muscular com achados
clinicos e bioquimicos foi descrita por Monzani.*® O autor avaliou os niveis de lactato e
piruvato em repouso e apds exercicio, em pacientes portadores de hipotireoidismo e grupo
controle. Foram descritos niveis mais altos de lactato apds exercicio no primeiro grupo.
Este achado sugere disfungdo oxidativa mitocondrial, ja reconhecida no hipotireoidismo
estabelecido. O autor observou que quanto maior o tempo de evolugdo da insuficiéncia
tircoideana, maior o grau de disfungio muscular demonstrado. Isto poderia explicar a

capacidade reduzida ao exercicio € a queixa freqiiente de fadiga.

Outros efeitos periféricos anormais tém sido relatados, como a lentificagdo de
relaxamento do reflexo Aquileu, de forma semelhante ao que ocorre no hipotireoidismo
estabelecido, sugerindo o comprometimento neuromuscular, inclusive com niveis elevados

. . x . - 57
de mioglobina, retornando aos padrdes normais com a reposigdo hormonal.”’ O
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comprometimento da velocidade de condugdo e de parametros eletrofisiologicos ndo foram

encontrados em grupos de pacientes com hipotireodismo subclinico.’®*

O hipotireoidismo subclinico também foi associado a distirbio de fun¢fo ovariana,
com a presen¢a de menorragia e infertilidade.® Também foi descrito aumento nos niveis
de prolactina, que pdde ser revertido com a terapia de reposig:z?lo.w’61 Este achado referente
a prolactina ndo foi confirmado por Bals-Pratsch,® que ndo encontrou diferengas entre
pacientes portadoras de hipotireodismo subclinico, estabelecido e grupo controle na
avalia¢do de infertilidade através dos pardmetros prolactina, LH e cortisol em mulheres
inférteis. Baseado neste estudo, o autor sugeriu que ndo se justificaria o uso de L-tiroxina

em hipotireoidismo subclinico visando manejo da infertilidade.

Ha divergéncias com relagdo a conduta frente ao hipotireoidismo subclinico, tanto
no que diz respeito a investigagdo, quanto ao tratamento.! 151719203463 Heifand e
Redfern,'! a partir de meta-analise de estudos de prevaléncia e seguimento de pacientes
portadores de hipotireoidismo subclinico, sugeriram que programas de screening nao
seriam, em principio, justificados. Segundo os autores, tal procedimento deve estar
vinculado ao fato de que resultados alterados em testes estariam associados a futuras
complicagdes, de forma que seguimento e tratamento precoce melhorariam a evolugo,
reduzindo o risco de complicagdes. Os beneficios do tratamento deveriam se sobrepor aos
efeitos adversos € aos riscos do tratamento a longo prazo. No hipotireoidismo subclinico
estas questdes ndo estdo ainda bem definidas, uma vez que estudos randomizados de
tratamento em pacientes sintomaticos sdo inconclusivos € pessoas assintomaticas ndo tém

demonstrado beneficio com a terapéutica.'

De um modo geral, foi proposto screening para mulheres acima de 50 anos,
sugerindo que sejam feitas avaliagdes periddicas em pacientes com fatores de risco para
disfungdo tireoideana, como sexo feminino, uso de drogas que comprometem a fungio
tircoideana por longo tempo, histéria familiar ou pessoal de doenga tireoideana,

611 Esta proposta foi feita

hipercolesterolemia, depressdo e histéria de doenga autoimune.
em consenso com as recomendagdes do American College of Physycian,19 American
Thyroid Association, Royal College of Physician € American Association of Clinical
Endocrinolog.gists.6 Da mesma forma que o screening, a intervengdo com reposi¢do
hormonal também vem sendo discutida, sugerindo que sejam considerados os fatores de

risco ja citados € o quadro clinico individualmente.>*** No tém sido observados efeitos
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adversos com a reposi¢do hormonal no que diz respeito a comprometimento dsseo ou

cardiovascular, desde que nfo haja indugfo de hipertireoidismo.'*'**

1.4 Hipotireoidismo Subclinico e Autoimunidade

O hipotireoidismo subclinico tem, assim como o hipotireoidismo estabelecido, a
autoimunidade como a sua principal causa de ocorréncia espontinea. A etiologia
autoimune da doenga tireoideana ¢ evidenciada pela presenga dos autoanticorpos
antitireoideanos, marcadores do processo autoimune na tiredide, conforme definido pela

65

correlagdo observada por Baker™ entre a presen¢a de anticorpos, mais especificamente

anti-TPO, e achados citologicos de tireoidite.

No que diz respeito a presenga de autoanticorpos e hipotireoidismo, foi descrita
correlagdo entre a positividade de anticorpos e o nivel de TSH, sendo observado que
quanto mais alto o nivel de TSH, mais prevalente a presenga de anticorpos.10
Aproximadamente 80 a 90% das mulheres com niveis de TSH > 12 mU/I apresentaram
autoanticorpos antitireoideanos, aumentando a incidéncia com a idade.>! Com niveis de

TSH entre 5 e 10mU/1, 60% dos pacientes apresentaram autoanticorpos antitireoideanos."

O papel dos anticorpos na patogénese de doengas autoimunes nio estad de todo
esclarecido, apesar de mais de 40 anos de estudo. Enquanto certos anticorpos sdo
causadores bem definidos da lesdo tecidual, alguns parecem ndo ter efeito nocivo, mesmo
sendo classicamente detectados no soro de pacientes com doenga autoimune, € tendo
assim, importincia diagndstica. A maioria dos anticorpos "nocivos" causam a morte da
célula-alvo por lise, enquanto que outros, particularmente aqueles dirigidos contra
receptores hormonais na superficie de células endécrinas, podem ter uma agdo tanto

estimuladora quanto bloqueadora destes receptores, causando anormalidades funcionais.®

O dano tecidual na doen¢a autoimune é mediado tanto por eventos de resposta
imune celular como humoral, com envolvimento de linfécitos T e B, processamento de
antigenos por macrofagos e células teciduais e secregdo de um grande numero de fatores
soluveis. No que diz respeito aos autoanticorpos e doenga autoimune enddcrina mais
especificamente, o dano a célula-alvo e tecidual pode ocorrer por: 1) formacdo de

complexos com o antigeno que podem fixar complemento e portanto iniciar processo
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inflamatoério; 2) efeito citotéxico na célula-alvo em uma reacéo envolvendo células "killer"
(K), conhecida como citotoxicidade mediada por célula dependente de anticorpo
(ADCC); 3) estimulagdo ou bloqueio de receptores hormonais, levando a hipo ou

hiperfuncéo celular; 4) estimulagéo ou bloqueio do crescimento celular.®

No estudo da patogénese da autoimunidade tireoideana, trés antigenos especificos
I3 . . . . . . * k%
classicos foram bem caracterizados: a tireoglobulina, a tireoperoxidase e o receptor de

TSH.%

A tireoperoxidase (TPO) é a enzima essencial na biossintese de hormonios
tireoideanos, expressa na superficie celular quando as vesiculas exociticas que carreiam
tircoglobulina se fundem com a membrana plasmatica apical para a liberagéo do coloide.
Peptideos da tireoglobulina e TPO sdo expressos na superficie das células foliculares
tireoideanas. Tal achado adquire particular relevincia em vista da descoberta de que
moléculas de classe II HLA (DR) estdo anormalmente presentes na superficie de células
tircoideanas de pacientes com Tireoidite de Hashimoto.®® A expressio simultdnea de
autoantigenos tireoideanos e moléculas DR em células foliculares foi proposta como
desencadeadora da autoimunidade tireoideana e responsével pela perpetuagéo do fendmeno

imune dirigido contra a glandula tiredide.”’

O anticorpo anti-tireoglobulina ¢ um marcador de autoimunidade tireoideana, mas
nfio tem um papel patogénico definido, por ndo ter efeito citotoxico.’” No estudo ja citado,
realizado por Baker,% foi descrita a correlagiio entre anticorpos antitireoideanos e achados
citolégicos de doenga tireoideana autoimune. Dos 65 pacientes portadores de Tireoidite de
Hashimoto, documentada citologicamente por pungdo aspirativa com agulha fina, 15
(23%) apresentaram anticorpos anti-tireoglobulina, enquanto que 61 (94%) apresentaram
positividade para anticorpo anti-TPO. Outros estudos descreveram esta menor freqii€ncia
de anticorpos anti-tircoglobulina do que anti-TPO, estando presentes em 14 a 23% dos
0.67.69

pacientes com Tireoidite de Hashimoto, em geral associados a anticorpos anti-TP

Pinchera®’ sugeriu que estes anticorpos nfo sejam normalmente fixadores de complemento

*'Até a década de 80, era feita referéncia ao antigeno microssomal e seu respectivo anticorpo (anti-
microssomal), cuja natureza permaneceu desconhecida até sua caracterizagfo, quando foi entfo definido
como sendo a tireoperoxidase.154'15'7 Considerando que esta bem estabelecida a relagdo antigéncia entre o
antigeno microssomal € a tireoperoxidase, neste estudo serd utilizada a denominagéo tireoperoxidase, mesmo
quando citada referéncia anterior & sua caracterizagdo.
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e, portanto, ndo causam dano celular direto. Este achado sugere que, na maioria dos casos,
a autoimunidade tireoideana pode ser diagnosticada somente pela medida de anti-TPO. A
dosagem de anticorpos anti-tireoglobulina, mesmo quando feita por método muito sensivel,
ndo forneceu informag¢Ges diagnosticas adicionais a medida isolada de anti-TPO.” Sua
medida ¢ apenas justificada em situacSes especiais, como tireoidite pds-parto e no

acompanhamento do cancer diferenciado da glandula tiredide.”"’

Anticorpos dirigidos contra o receptor de TSH (TRAb) podem ser do tipo
estimulador ou bloqueador da produgdo de AMPc dependente de TSH nas células
tireoideanas, tendo este ultimo sido descrito em tireoidite autoimune. Na tireoidite
autoimune, anticorpos bloqueadores do receptor de TSH sd3o detectaveis quase que
exclusivamente em pacientes hipotireoideos, sendo sua prevaléncia maior em
hipotireoidismo estabelecido (descrito em 10 a 20% dos casos) do que em insuficiéncia

3 Sua prevaléncia e niveis médios foram mais altos em

tireoideana subclinica.’
hipotireoideos com Tireoidite de Hashimoto sem bécio do que naqueles com Tireoidite de
Hashimoto com bocio, estando, assim, sua presenca relacionada ao desenvolvimento de

. . e . . 4
hipotireoidismo e atrofia tireoideana.”

Com relagdo ao anticorpo anti-tireoperoxidase, Mariotti”® estudou sua presenga em
715 individuos, 119 controles e os demais portadores de doengas tireoideanas,
considerando positivos niveis de anti-TPO acima de 10 U/ml. Foi encontrada positividade
de 99,3% nos portadores de Tireoidite de Hashimoto, 8,4% no grupo controle e 11,1% em
portadores de doenga tireoideana ndo autoimune, sendo observados titulos mais altos em
pacientes hipotireoideos néo tratados, e redugéio progressiva com o tratamento em 12 a 18
meses. Em outro estudo, Doullay’® definiu 88% de positividade de anti-TPO em portadores

de disfung¢fo tireoideana autoimune.

De um modo geral, considerando que a freqiiéncia de anticorpos anti-TPO € mais
elevada que anticorpos anti-tireoglobulina, e que seu papel imunopatolégico estd melhor
estabelecido, com correlagfo direta com achados histolégicos em casos de tireoidite,*
considera-se que sua detecgdo seja o pardmetro mais fidedigno para o diagndstico de
Tireoidite de Hashimoto.>’%">" Além disso, niveis elevados de anti-TPO apareceram

com maior freqiiéncia em pacientes que apresentam também elevagdo anormal de TSH.*

Altos titulos de anticorpos anti-TPO estdo presentes em torno de 90% dos pacientes
com tireoidite autoimune. Anticorpos anti-TPO sdo capazes de fixar complemento e iniciar

reagio inflamatoria e, portanto, podem ser citotoxicos as células tireoideanas.” Além deste



21

mecanismo, a leso tireoideana pode ser também decorrente de citotoxicidade mediada por

célula dependente de anticorpo.®®

O mecanismo pelo qual a TPO entra em contato com o sistema imunolégico e a
partir dai desencadeia a resposta imune ainda ¢ discutido. Em principio, a TPO estaria
restrita & membrana apical dos tirdcitos, sem contato com as células imunocompetentes. O
contato dos tirocitos com estas células seria mediado pela membrana baso-lateral. Desta
forma, haveria necessidade de ruptura da estrutura folicular para a ocorréncia desta
apresentacdo, quando na verdade, isto parece ser mais conseqiiéncia, do que mecanismo
inicial do processo autoimune. Zimmer'' através do estudo da localizagio ultra-estrutural
de TPO e anti-TPO, observando suas presengas em estruturas intracelulares (reticulo
endoplasmatico, vesiculas transportadoras e aparelho de Golgi, bem como na prépria
membrana basolateral), reforcou a afirmativa de que tirdcitos expressam moléculas HLA
de classe II, atuando como células apresentadoras de antigenos. Assim, complexos
formados por peptideos de TPO e moléculas HLA de classe II na membrana basolateral
podem iniciar a apresentagdo de TPO para linfocitos e a conseqiiente formagio de

anticorpos anti-TPO.

Quanto a forma de inicio da lesfo, o envolvimento de citotoxicidade mediada por
complemento foi estudada por Chiovato,”® que mediu o efeito citotoxico através de um
"percentual de lise especifica”" em pacientes portadores de tireoidite autoimune (Tireoidite
Atréfica e Tireoidite de Hashimoto), doenga ndo tireoideana e saudéaveis, demonstrando
atividade litica maior de anti-TPO em individuos portadores de hipotireoidismo subclinico
¢ estabelecido, quando comparados a individuos portadores de tireoidite autoimune, porém
eutireoideanos. Na Tireoidite Atrofica observou-se comprometimento da fungdo
tireoideana com a presenga de anticorpos bloqueadores do receptor de TSH.™ No grupo de
portadores de hipotireoidismo (subclinico e estabelecido), observou-se uma prevaléncia
significativamente maior da atividade litica de anti-TPO em portadores de Tireoidite de
Hashimoto, quando comparado a portadores de Tireoidite Atréfica. Parkes” verificou que
anticorpos presentes em soros de portadores de doenga tireoideana autoimune tinham
elevada capacidade de fixagdo do complemento, quando comparados aos soros de
portadores de doenga tireoideana ndo autoimune e individuos saudaveis. Em trabalho
posterior, Parkes®® demonstrou também que anticorpos anti-TPO com capacidade de fixar
complemento estavam envolvidos na patogénese da tireoidite pds-parto, relacionando a sua

presenga com a apresentagdo e progressdo da doenga.
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A citotoxicidade mediada por célula dependente de anticorpo (ADCC) € definida
como um dos mecanismos citotoxicos envolvendo ambos, imunidade celular e humoral,
dependendo de interagdes complexas entre células-alvo, anticorpos e células K efetoras.
Este mecanismo € o envolvimento de anti-TPO foi definido em doenga tireoideana
autoimune em estudo de Rodien,*' em que anticorpos anti-TPO mediaram ADCC de
maneira dose-dependente, enquanto que anticorpos anti-tireoglobulina ndo o fizeram. No
entanto, dos 34 pacientes avaliados, trés deles nfo apresentaram concordincia anti-
TPO/ADCC, sendo anti-TPO positivos, mas ADCC negativos. A imunidade mediada por
célula dependente de anticorpo em pacientes portadoras de disfungéo tireoideana pos-parto
foi estudada por Kuijpens82 que observou que mulheres com anticorpos anti-TPO
apresentavam anormalidades da imunidade celular distintas daquelas vistas em gestantes
normais, com percentual de células NK persistentemente mais baixo e percentual
aumentado de células T ativadas. Desta forma, testes de imunidade celular ou humoral

poderiam ser fator preditivo para a evolugéo de disfung¢fo tireoideana pds-parto.

Alguns autores discutiram o possivel efeito inibidor da atividade da tireoperoxidase
pelo anticorpo anti-TPO, comprometendo a sintese hormonal e conseqiientemente a fungéo
tireoideana, além de causar a inflamagéo da tiredide. Okamoto® sugeriu que anti-TPO nio
somente liga TPO, mas também inibe diretamente sua atividade, embora seus dados
tenham sido obtidos em experimento in vitro. Kohno® além de estabelecer prevaléncia de
6,4% de anti-TPO positivo em individuos saudéveis, também comparou a capacidade de
inibicdo da atividade da TPO por anticorpos anti-TPO nestes individuos com a de
portadores de tireoidite cronica, estabelecido por achados citolégicos. Foram encontradas
diferengas de especificidade de anti-TPO nos dois grupos, o que sugere que anti-TPO de
individuos saudéaveis ndo se liga aos epitopos relacionados aos sitios de combinagédo com o
substrato, nfo interferindo com a fungéo da enzima. Saller®* definiu a natureza heterogénea
dos Ac anti-TPO, estabelecendo que os Ac reagem com ao menos dois determinantes
antigénicos da molécula de TPO. Entretanto a avaliagdo direta da sua influéncia na
atividade da TPO n#o mostrou inibi¢do significativa da atividade enzimatica pelos soros de
portadores de doenga tireoideana. Segundo o autor, a ndio confirmagdo do efeito inibitorio
na atividade da TPO € um indicio de que ndo ha ligagdo direta de auto-anticorpos aos sitios
enzimaticos de TPO, indicando que nfo sdo fatores importantes na produgdo de disfuncdo

na doenga tireoideana autoimune.
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1.5 Papel das Subclasses de IgG Anti-TPO na Tireoidite Autoimune

Os anticorpos sdo moléculas proteicas referidas como imunoglobulinas (Ig),
compreendendo uma populag@o heterogénea de proteinas. Em humanos, hé cinco classes
principais de Ig: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, que diferem na composi¢do das suas cadeias

pesadas, mas néo nas suas cadeias leves.

A maioria dos autoanticorpos sdo das classes IgG e IgM.%  As subclasses de IgG
humanas sio definidas por diferengas estruturais nas suas cadeias pesadas e sua
distribuigdo no soro normal é 60,3-71,5% do total de IgG para IgG1, 19,4-31% para IgG2,
5,0-8,4% para 1gG3 e 0,7-4,2% para IgG4.85 As diferengas nas suas estruturas também
refletem diferengas nos seus papéis biologicos. Desta forma, foi definido que I1gG3 tem
maior capacidade de fixar complemento, sendo que esta capacidade diminui na ordem
IgG3>IgG1>IgG2>IgG4.150 Anticorpos IgG1 e IgG3 so mais eficientes do que IgG2 ou

IgG4, da mesma especificidade, para lisar eritrdcitos, por exemplo, por ADCC 2647

Os métodos laboratoriais correntemente disponiveis para a medida de anticorpos
anti-TPO nfo discriminam entre os isotipos de anticorpos que interagem com o sistema
complemento e aqueles que ndo o fazem.

Anticorpos anti-TPO foram predominantemente da classe I1gG em estudo de

8

Kotani.®® Varios estudos demonstraram que os anticorpos anti-TPO  sdo

predominantemente das subclasses IgGl e IgG4. A participagdo de IgG2 e IgG3 foi

demonstrada de forma muito discreta em poucos estudos.?**

O achado de que certo percentual de individuos saudaveis (6,4%) apresentaram
anticorpos antitircoperoxidase, nfo desenvolvendo, entretanto, comprometimento de
fungfo tireoideana, sugeriu que as especificidades de autoanticorpos anti-TPO em
individuos saudaveis sdo diferentes daquelas de pacientes com tireoidite autoimune, sendo

o papel de anti-TPO no soro de pacientes portadores de tireoidite diferente dos saudaveis.”

A comparagdo da subclassificagdo de IgG anti-TPO de pacientes portadores de
tireoidite e saudaveis foi realizada por Kohno,” que observou predominio de IgGl no

primeiro grupo e predominio de IgG4 no segundo grupo.

Guo™ também demonstrou, em estudo in vitro, que IgG1 anti-TPO, mas nfo IgG4,

pode mediar efeitos citotoxicos em células tireoideanas através de ADCC, reforgando a
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importancia da subclassificagdo de anticorpos anti-TPO e enfatizando que, mais do que
simples marcador de dano tireoideano, esses anticorpos desempenham um papel na

indugdo de disfungdo tireoideana in vivo.

Briones-Urbina,”® estudou grupos de gestantes estabelecendo que o
desenvolvimento de tireoidite pos-parto com hipotireoidismo coincidiu com titulos
siginificativamente mais altos de IgG1, discreto aumento de IgG2 e nenhuma alteragfo de
IgG3, quando comparado as gestantes eutireoideanas que apresentaram niveis mais baixos
de IgGl e mais altos de IgG4. Neste estudo ndo foi observada correlagdo entre a
subclassificacio de IgG com o tamanho do bdcio, quando presente, ou severidade da
doenga clinica. Jansson’ também observou a presenca de IgG1 e IgG4 na subclassificagéo
de anti-TPO em gestantes com tireoidite autoimune pds-parto, € demonstrou o predominio

da subclasse IgG1 nas pacientes que desenvolveram hipotireoidismo.

A presenga de anticorpos anti-TPO da classe IgE foi descrita por Guo,” que sugeriu
que pela sua baixa concentragdo, provavelmente ndo desempenham algum papel in vivo —
sua presenca, no entanto, sugeriu uma ligagdo entre doenga tircoideana autoimune e

resposta imune envolvendo células TH2.

1.6 Avidez de Anticorpos

Antigenos naturais, exceto pequenos haptenos, normalmente contém mais de um
determinante antigénico e portanto, ligam-se a mais de uma molécula de anticorpo. Um
tnico anticorpo, em condigdes normais, pode se ligar a um antigeno multivalente em
varios sitios de ligagdo. Para IgG, essa ligagdo pode envolver até dois sitios de ligagdo,
porque ha somente duas regides de combinagdo por molécula de anticorpo. Essa
intensidade total de ligagdo é chamada de avidez e geralmente ¢ muito mais forte que a
afinidade, termo referente a for¢a de ligagdo de um dado anticorpo a um unico epitopo.
Matematicamente, a intensidade da avidez aumenta quase que geometricamente com 0
aumento do numero de sitios de ligagdo. Assim, uma molécula de Ac de baixa afinidade
pode ligar-se muito fortemente a Ag multivalentes pois a somatdria de interagdes de baixa

afinidade pode gerar uma interagéo de alta avidez.”

Todas as fungdes biolégicas exercidas pelos anticorpos sdo realizadas com maior

eficiéncia quando eles tém alta avidez. A determinagfo da avidez de anticorpos tem se
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mostrado como um instrumento importante no diagndstico de doencas de origem

infecciosa, permitindo distinguir uma infec¢do primadria recente de uma infecgdo passada
. ~ . 100 L .

ou reinfec¢do, como no caso da rubéola, toxoplasmose e sarampo.” Os niveis e a avidez

1 . . ~ ,
na investigacdo de possivel

de anticorpos anti-TPO foram pesquisados por Wilson,'
associacdo destes achados com abortamentos de repeti¢do. A avidez dos anticorpos anti-
TPO das pacientes do grupo de estudo foi significativamente maior do que no grupo

controle.

Estes achados levam a hipétese de que em doengas autoimunes, além dos isotipos
de IgG, também a avidez destes autoanticorpos possa estar relacionada com o quadro

clinico, sendo valido pesquisar se sua determinagfo tem um interesse pratico.

1.7 Hipotireoidismo e Marcadores Inflamatorios

1.7.1 Citocinas

Estudos caso-controle e clinico-epidemioldgicos tém demonstrado elevacdo da
concentragdo sérica de marcadores inflamatdrios, indicando que mecanismos imunes e

inflamatérios sdo ativados na vigéncia das formas clinicas de disfungéo tireoideana.!**1%

A indugdo de uma resposta inflamatéria é mediada através de processos complexos,
iniciados pela liberagdo de proteinas soluveis, conhecidas como citocinas. Elas possuem
algumas caracteristicas em comum como agdo autdcrina, pardcrina ¢ enddcrina; efeito
redundante (citocinas diferentes tendo o mesmo efeito na mesma célula), sinergismo (uma
citocina pode aumentar o efeito de outra em determinada célula) e efeito pleiotropico (a
mesma citocina pode ter diferentes efeitos em diferentes células). Essas proteinas
participam de eventos que incluem a apresentagio antigénica, diferenciacdio na medula
6ssea, quimiotaxia, ativagdo celular, expressio de moléculas de adesdo e indugdo e
manutencgio das respostas de fase aguda e cronica. A natureza das citocinas secretadas

determina o tipo de resposta imunoldgica que pode ser humoral, celular ou alérgica.

Além das caracteristicas citadas acima, essas proteinas sdo produzidas por um curto
periodo de tempo apds a ativagio celular e possuem atividade em concentragbes muito
baixas (picomolar); algumas formas sfio expressas na membrana plasmadtica € outras

secretadas para a circulagdo. Além destes, outros fatores, tais como subprodutos
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decorrentes da ativacdo do sistema complemento, radicais oxidantes e proteinases sdo

produzidos no inicio dos processos inflamatérios.'®

A sintese destes mediadores leva a um aumento da expressdo de moléculas de
adesdo na superficie de células vasculares endoteliais no sitio de inflamacgo0.' Em
condigdes normais ha uma forte regulagdo da expressdo de moléculas de adesédo e de seus
contra-receptores. Uma falha deste controle contribui para o desenvolvimento de rea¢des
inflamatorias. Desta forma, a produg@o de citocinas inicia, mantém e regula a resposta

inflamatdria e sdo responsaveis pela intensidade da reag@o.

As citocinas mais precocemente produzidas, TNF-o, IL-1 e IL-6, tém um papel
central na indugdo de processos inflamatdrios, pois além de provocarem um aumento das
moléculas de adesdo, necessarias para o extravasamento de leucdcitos nos tecidos, podem

desencadear a formagdo em cascata de outras citocinas, como IL-4, IL-10, Interferon-y

(IFN-y) e quimiocinas.107

Alguns estudos recentes tém demonstrado a ativagdo de mecanismos imunes €
. , . , , . . . 108 - A s . .
inflamatdrios em sindromes clinicas tireoideanas.”~ A expressdo génica de citocinas e
receptores soluveis de citocinas foram detectados em niveis elevados nestas situagdes e

podem ter um papel importante na evolugédo das mesmas.'%

Além da produgdio de auto-anticorpos, a Tireoidite de Hashimoto ¢ uma doenga
autoimune caracterizada por infiltrado linfocitico da glandula tireéide. Na doenga
tireoideana autoimune ha aumento na densidade de moléculas MHC classe I e expressio
anormal de antigenos de classe 1'% Esta expressdo & essencial para a apresentagdo do
antigeno para as células T autorreativas, relevante para o inicio e/ou perpetuagdo das
reacdes. Existem evidéncias de que as doengas autoimunes Orgdo-especificas sejam
caracterizadas pela presenga, no oOrgdo-alvo, de células T helper 1 (Thl) e células T
citotoxicas, especificas para os auto-antigenos. As células foliculares tireoideanas
expressam abundantemente uma variedade de moléculas de superficie relevantes
imunologicamente na Tireoidite de Hashimoto, como antigenos MHC e moléculas de
adesdo. Citocinas produzidas por células Thl e células T citotoxicas estdo envolvidas de
forma importante na expresséo destas moléculas.'”® Linfécitos infiltrando a tiredide nesta
condicdo tém capacidade de secretar citocinas que por sua vez exercem ambos os efeitos,
direto e indireto sobre as células foliculares tireoideanas. A doenga tireoideana autoimune

destrutiva é uma condi¢do autoimune principalmente Thl-dependente, onde uma produgdo
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aumentada de citocinas pré-inflamatérias (IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6) tem sido
demonstrada por células epiteliais tireoideanas e/ou por linfécitos infiltrados na tireéide.'*
Na autoimunidade clinicamente estabelecida, hd evidéncia de que a atividade Thl-
dependente coexiste com produgdo de citocinas relacionadas a resposta Th2, mas,
especialmente na Tireoidite de Hashimoto, a resposta Thl se superpde aos efeitos anti-

inflamatérios dependentes de citocinas Th2, como IL-10."

Outras citocinas também ja foram relacionadas ao processo de autoimunidade
tireoideana. O interferon-gamma (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF), ambos
produzidos pelas proprias células tireoideanas na Tireoidite de Hashimoto, induzem a

14,11 ~
H416 o aumentam a expressdo de

expressdo de moléculas MHC de classe II em tirocitos
moléculas de adesdo em células foliculares tireoideanas. IL-1 e IL-6 inibem a expressdo do
gene da TPO e acumulo de AMPc em células tireoideanas humanas.'”!"'7 Além dos
linfocitos, as proprias células foliculares tireoideanas expressam IL-1, IL-6 e IL-8 in vitro,

117,118

e TNF é secretada por estas células in vivo. Observa-se que a propria célula

tireoideana tem potencial papel imunolégico na doenga autoimune, uma vez que expressa

moléculas de adesdo e citocinas, participando ativamente do processo de lesdo.'"?

Ajjan'!! analisou a expressdo génica de citocinas em amostras de tecido tireoideano
de 4 pacientes portadores de Tireoidite de Hashimoto através de RT-PCR e o
fracionamento dos linfocitos em subgrupos CD4+ ¢ CD8+. Foi encontrada expressdo de
IL-1a, IL-1PB, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y ¢ TNF-o. na maioria das amostras
estudadas. A expressdo génica de citocinas em doenga tireoideana autoimune também foi

2 comparando com a expressio em doenca tireoideana ndo-

estudada por Heuer,'
autoimune, demonstrando expressdo significativamente maior na doenga autoimune. A
comparagio, neste estudo, da expressdo de citocinas de pacientes com Doenga de Graves e
Tireoidite de Hashimoto, demonstrou maior expressio de resposta Th2 no primeiro grupo €
Thl no segundo grupo. Com relagéio as citocinas de um modo geral, observou-se uma
freqiiéncia mais baixa de expresséo génica em Doenga de Graves do que na Tireoidite de
Hashimoto, sugerindo que a diferenga de quadro clinico e patologico destas duas situagdes
de autoimunidade, se deve, ao menos em parte, a diferengas no perfil de citocinas intra-

. . 1
tireoideanas.'?

A IL-1 promove resposta de células T e a expressdo de moléculas de adesdo
intercelulares nas células foliculares tireoideanas. Paolieri'”® definiu o papel chave desta

citocina, mais especificamente IL-1p, na autoimunidade 6rgéo-especifica "destrutiva” pela
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perpetuagdo da reagdo autoimune através da apresentacdo eficiente do antigeno pelas
células foliculares tireoideanas, via moléculas co-estimuladoras (B7.1) € na indugdo de
dano tecidual via molécula de superficie (Fas), importante no processo de apoptose, ambas
presentes em tirdcitos. Rasmussen'? descreveu um modelo de agdo bifasico de IL-1 sobre
a célula tireoideana, através do qual, IL-1 em concentragdes moderadas e altas inibiu a
func¢do de células tireoideanas e em concentragdes baixas, estimulou sua fungdo. Desta
forma, haveria um papel de regulacéo fisiologica da fungfo celular e a IL-1 também atuaria
em condi¢Bes fisiopatoldgicas, contribuindo na sindrome da doenga ndo-tireoideana e

desenvolvimento de autoimunidade.

Com relagdo a IL-2, uma resposta imunoldgica que leva a sua produgéo, leva a
proliferagdo e ativagdo de células NK que pode ser o mecanismo de destrui¢éo tireoideana,
ja que células NK autdlogas ativadas por IL-2 lisam células foliculares tireoideanas in
vitro.'® O comprometimento de fun¢do tireoideana por IL-2 pode ainda ser devido a
liberagdo de outras citocinas, como IFN-y e TNF-a..!** Varios estudos relacionam IL-2 a
disfungdio tireoideana mas, em geral, referem-se ao uso terapéutico desta citocina em
pacientes com neoplasia maligna. Nestes estudos foi descrita a ocorréncia de
hipotireoidismo em 35% dos casos.”>'® O nivel sérico de IL-2 foi avaliado por
Komorowski'® em pacientes com hipotireoidismo primario demonstrando niveis mais
elevados no grupo hipotireoideo quando comparado a um grupo controle. Além da
associacdo descrita de IL-2 com o desenvolvimento de tireoidite, foi demonstrada maior
correlagdo desta evolugdo em pacientes com autoanticorpos antitireoideanos presentes preé-
tratamento.'2®

A IL-10 é uma citocina que suprime a imunidade mediada por célula e estimula a

1.]27

resposta imune humora O primeiro efeito ocorre por diversos mecanismos: inibigdo da

secregdo de IFN-y pelas células T na presenca de macr(')fagos/mon(’)citos,128 inibe a sintese

129.130
8,12

de citocinas inflamatérias como IL-1, TNF-a, IL-6, IL- além de suprimir a

expressdo espontinea e induzida por IFN-y de moléculas MHC de classe Il em células

131" Quanto ao efeito de estimulo a imunidade humoral, ocorre

apresentadoras de antigeno.
por aumento da expressdo de moléculas MHC de classe II em linfocitos B e estimulo a
proliferagdo destas células. La Vega|32 avaliou a expressdo de IL-10 em tiredides sadias,
com doenca "ndo-autoimune” e doenga autoimune, encontrando significativo aumento
desta citocina em pacientes com a ultima condigdo em comparagéo aos demais. Foram

observados niveis particularmente mais altos em duas situagdes: Doenga de Graves e
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Tireoidite de Hashimoto com eutireoidismo. Na Tireoidite de Hashimoto com
hipotireoidismo, com "estagio final de destrui¢do" dos tirdcitos, pouca expressdo de IL-10
foi encontrada, mesmo na presencga de intenso infiltrado de linfécitos T e B. Isto sugere
que, se IL-10 desempenha um papel na doenga tireoideana autoimune, sua participagio
seria relevante em estdgios mais precoces do processo de doenca — quando o processo
autoimune esta estabelecido, a expressdo de IL-10 diminui progressivamente, mesmo na
presenga do infiltrado linfomononuclear, permanecendo a ser explicado porque esta

121 também

citocina, potente inibidora de resposta Thl, ndo evitaria autoimunidade. Watson
descreveu a presenga de IL-10 em pacientes portadores de Tireoidite de Hashimoto e
Doenga de Graves, mas ndo em Bocio Multinodular, sugerindo seu papel na autoimunidade
tireoideana possivelmente através dos seus efeitos imunoestimuladores nas células B, e
portanto iniciando uma resposta humoral destrutiva. Se IL-10 desempenha um papel
funcional contra citocinas Thl nos estagios iniciais do processo de autoimunidade
tireoideana, ou se esta citocina esta envolvida no estimulo a produgéo de anticorpos pelas
células B, ainda permanece a ser esclarecido. Os atuais achados apontam para esse ultimo

ponto, ja que pacientes com niveis mais altos de anti-TPO também mostraram niveis mais

altos de IL-10.32

O TNF-a exerce vdarias a¢Bes nas células foliculares tireoideanas, como a
facilitacdo da apresentagdo de antigeno pelas células foliculares através do aumento da

expressdo de moléculas MHC de classe II induzida por INF-y, bem como aumento na

133 TNF-o tem, ainda, efeito inibitério na fungéo

4

expressdo de moléculas de adesdo.

tireoideana, bem como efeito citotoxico direto nos tirdcitos in vitro."?

A expressdo de IFN-y foi detectada em linfocitos intratireoideanos e células
foliculares tireoideanas em Tireoidite de Hashimoto ¢ Doenga de Graves, sugerindo um
papel desta citocina na doenga tireoideana autoimune.'?*"** A maior parte dos estudos
refere-se a associa¢do de IFN-a (que tem propriedades distintas de IFN-y) a disfungéo
tireoideana quando do seu uso terapéutico em hepatite C, descrevendo um quadro

transitdrio e autolimitado, habitualmente sem necessidade de interrupcéo do tratamento.**

Embora existam diversos trabalhos correlacionando citocinas inflamatdrias e
doengas tireoideanas, no que diz respeito ao nivel sérico, a maioria deles referiram-se ao
estudo de IL-6.19%!% [L-6 & ativadora de células B e T, e sua expresséo est4 associada com
o desenvolvimento de autoanticorpos;]36 também pode afetar diretamente os tirdcitos

inibindo sua fungdo.!!” Os dados, porém, sdo ainda inconclusivos, ja que muitos resultados
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sdo contraditorios.! 011135137 Acredita-se que a IL-6 presente em tecido tireoideano esta
relacionada as células foliculares tanto em tecidos associados a doenga autoimune como
"nfo-autoimune".'"® Sua secrecdo pelas células foliculares parece estar sob controle de
vérias substancias, especialmente TSH e IL-1. Esta citocina induz a maturagéo de células B
para produgéo de anticorpos, com aumento da sintese de IgG, IgM e IgA; também atua nas
células T, estimulando seu crescimento ¢ induzindo ndo somente sua proliferagdo, mas
também diferenciagdo de células T citotdxicas. Parece pouco provavel que IL-6 tenha
participagdo relevante no desencadeamento de reagdes intratireoideanas autoimunes.
Contudo, a IL-6 secretada pelas células foliculares, bem como pelos macréfagos e células
T, pode contribuir, através mecanismos paracrinos e/ou autécrinos, para manter a ativagdo
e estimulagdo de células T autoreativas, possivelmente em sinergismo com IL-1.°% A
demonstragdo de que IL-6 ¢ sintetizada constitutivamente por células tireoideanas, faz com
que sua determinag8o sérica possa ser um marcador util do processo destrutivo tireoideano,

. o A s . 1
ao menos em pacientes sem doenga sistémica concomitante. 3

1.7.2 Neopterina

A neopterina ¢ um marcador da atividade de macréfagos, células que tém um
importante papel em todos os estigios da inflamagdo. E derivada da degradagio da
guanosina trifosfato em macrofagos ativados por IFN-y e estd aumentada em varias
inflamagdes sistémicas, doengas infecciosas e em pacientes com aterosclerose.'*’ A
relagdo neopterina/disfungdo tireoideana tem sido estudada principalmente com relagéo a
Doenga de Graves, observando-se que seus niveis avaliados pré-dose terapéutica de Iodo-
131 foram mais altos nos pacientes que evoluiram com eutireoidismo do que naqueles cuja
evolugdo foi para hiper ou hipotireoidismo, acreditando-se que poderia ter valor

' A avaliagio dos niveis de neopterina em portadores de disfungdo

progn()stico.14
tireoideana comparados a grupo controle, mostrou ndo haver diferenga entre pacientes

. o1 T . 142 - ;. . , .
com tireoidite e individuos normais. "~ A correlag@o entre os niveis de neopterina e niveis
de anticorpos antitireoideanos, nfo foi demonstrada, sendo descritos niveis mais altos de

neopterina em pacientes com dosagem negativa para os anticorpos.'®?

Esta revisdo descreve alteragdes referentes a autoimunidade em pacientes
portadores de hipotireoidismo estabelecido e hipotireoidismo por tireoidite pés-parto, bem

como alteragdes nos niveis de marcadores inflamatdrios em pacientes com hipotireoidismo
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estabelecido. Nédo foram encontrados estudos referentes a estes marcadores no
hipotireoidismo subclinico — situagdo relativamente freqiiente e polémica no que diz
respeito & conduta. No presente trabalho serfio avaliados os niveis séricos de diferentes
marcadores inflamatérios € a subclassificagdo de IgG anti-TPO em pacientes com
hipotireoidismo subclinico, comparando os achados com os de pacientes portadores de

hipotireoidismo estabelecido e grupo controle.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Detectar a presenga e quantificar os niveis de marcadores imunoldgicos e inflamatorios

no Hipotireoidismo Subclinico

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os subtipos de IgG anti-TPO presentes em amostras de soro de pacientes

portadoras de hipotireoidismo subclinico por tireoidite autoimune

e Determinar a presenga e niveis de marcadores inflamatérios (TNF-o, IFN-y, IL-1, IL-
6, IL-10, neopterina) em amostras de soro de pacientes portadoras de hipotireoidismo

subclinico por tireoidite autoimune

e Determinar a relagio IgGl / IgG4 e a avidez de IgG anti-TPO em pacientes portadoras
de hipotireoidismo subclinico por tireoidite autoimune e estimar a magnitude da

associacdo entre estes achados com os niveis de TSH

e Comparar os dados obtidos dos pacientes portadores de hipotireoidismo subclinico por
tireoidite autoimune com os de pacientes portadores de hipotireoidismo estabelecido

por tireoidite autoimune e grupo controle

Em carater complementar, descrevem-se:
e As caracteristicas da avaliaggo clinica das pacientes submetidas ao estudo

e Dosagem de colesterol das pacientes submetidas ao estudo
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3. PACIENTES E METODO

3.1 Consideracgdes gerais - éticas

Esta pesquisa foi submetida a avaliagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, obtendo a aprovago deste
Comité em junho de 1999 (anexo 1). Participaram do estudo pacientes que concordaram
em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido, atendidas no Ambulatério de
Endocrinologia Geral do PAM — SUS, em Itajai — SC (anexo 2). Houve concordancia da
coordenagdo deste ambulatério, bem como autorizagdo da Secretaria da Saude da

Prefeitura Municipal de Itajai.

3.2 Desenho do estudo

Estudo transversal descritivo com componente analitico.

3.3 Populacio de estudo

Participaram do estudo 95 pacientes do sexo feminino com mais de 20 anos de
idade, atendidas no Ambulatério de Endocrinologia Geral do PAM - SUS, em Itajai - SC.
Com base nas dosagens de TSH, T4 livre e anticorpos anti-TPO e critérios de exclusdo,

foram distribuidas em um dos seguintes grupos:

- Grupo hipotireoidismo subclinico (hs): 34 pacientes com niveis séricos de TSH

elevado, T4 livre normal e positividade na dosagem sérica de anticorpos anti-TPO

- Grupo hipotireoidismo estabelecido (he): 33 pacientes com diagnéstico definido (com
base em niveis séricos de TSH elevado e T4 livre subnormal) e positividade na

dosagem sérica de anticorpos anti-TPO

- Grupo Controle (¢): 28 pacientes com niveis séricos de TSH e T4 livre normais.
No periodo de junho de 1999 a maio de 2000 foram atendidas no Ambulatério de
Endocrinologia Geral do PAM — SUS, em Itajai-SC, 52 pacientes do sexo feminino

portadoras de hipotireoidismo subclinico (apresentando & avaliagdo laboratorial niveis
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elevados de TSH e niveis normais de T4 livre) ¢ 44 pacientes portadoras de
hipotireoidismo estabelecido (com diagnostico definido a partir de niveis elevados de TSH
e niveis subnormais de T4 livre). Dezoito das 52 pacientes portadoras de hipotireoidismo
subclinico, ndo participaram do estudo em fungéo dos critérios de excluséo:

a) 3 pacientes tinham antecedente de tireoidectomia por Bocio Multinodular (por

questdo estética em 1 caso e sintomas compressivos em 2 casos);

b) 1 paciente tinha antecedente de dose terapéutica de Iodo radioativo por Doenga de

Graves;

¢) 1 paciente fazia uso de Amiodarona;

d) 3 pacientes apresentavam quadro infeccioso associado quando do atendimento;

e) 10 pacientes ndo apresentavam anticorpos anti-TPO.

As pacientes portadoras de hipotireoidismo subclinico definido em avaliagdo inicial
foram submetidas a nova dosagem de TSH e T4 livre 30 dias apds, antes da sua incluséo
no estudo, com o objetivo de se afastar possivel flutuagdo que pode ocorrer na secrecgéo de
TSH com valor elevado isoladamente. Em somente uma paciente foi observado nivel
normal de TSH na segunda dosagem.

Das 44 pacientes portadoras de hipotireoidismo estabelecido, 11 foram excluidas pelos
seguintes achados:

a) antecedente de cirurgia tireoideana (2 casos);

b) antecedente de dose terapéutica de lodo radioativo (2 casos);

¢) presenca de neoplasia maligna de mama (1 caso);

d) quadro infeccioso associado quando do atendimento (4 casos)

e) duas pacientes ndo apresentavam anticorpos anti-TPO.

Vinte e sete das 33 pacientes portadoras de hipotireoidismo estabelecido incluidas no
estudo eram recém-diagnosticadas. Seis pacientes tinham hipotireoidismo diagnosticado ha

menos de 60 dias, em reposi¢do hormonal.

3.4 Critérios de exclusiao
- antecedente de doenga tireoideana ou qualquer alteragdo da glandula tire6ide presente,

exceto pelos achados laboratoriais citados ou bdcio difuso a palpagdo

- uso recente (90 dias) de drogas que podem interferir com a secregdo de TSH, levando

ao seu aumento, a saber agentes contendo lodo (xaropes, contrastes iodados,
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amiodarona) ou antagonistas dopaminérgicos (metoclopramida, domperidone,
clorpromazina, clomifene, haloperidol, cimetidina, espironolactona), bem como

agentes anti-depressivos (Li)
- presenca de doengas cronicas
- presenga de infec¢Ges recentes (sintomas até ha 15 dias da coleta do sangue)

- presenca de neoplasias malignas

3.5 Coleta de dados

Os dados de anamnese e exame fisico das pacientes foram coletados pelo
pesquisador, obtidos através de questiondrio apds validagfo; e exame clinico, em consulta
médica, sem a utilizagdo de instrumentos ou exames complementares (anexo 3). Aos
sintomas e sinais de hipotireoidismo questionados e avaliados (adaptados do estudo de
Zulewski’) foram relacionadas as categorias 0 e 1, sendo assim determinado, conforme a
resposta e observagio negativa ou afirmativa:

0 - ndo
1-sim
Apos a consulta médica, as pacientes foram encaminhadas ao laboratério para

coleta de sangue.

3.6 Preparo das amostras de soro

Foi coletada uma amostra de 10 ml de sangue de cada paciente, com vacutainer.
Apébs coagulagdo, as amostras de soro foram separadas por centrifugagdo a 1500 rpm,
durante 10 minutos. De cada amostra, foram separadas aliquotas que foram imediatamente
congeladas a — 83°C, permanecendo assim até o momento de utilizagdo. As coletas foram
feitas no Laboratorio da Unimed Litoral, em Itajai — SC, onde foram realizadas as dosagens
de TSH, T4 livre € colesterol. A dosagem de anti-TPO foi realizada no Laboratério Santa
Luzia, em Florianopolis. A subclassificagdo de anti-TPO, determinagdo da avidez de
anticorpos anti-TPO e dosagem de marcadores inflamatérios foram realizadas no
Laboratério de Imunologia e Parasitologia / MIP da Universidade Federal de Santa

Catarina.
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3.6.1 Dosagem de TSH e T4 livre:

As dosagens de TSH e T4 livre foram feitas por ensaios imunoenzimaticos
(Microparticles Enzyme Immunoassay), através de kit comercial (AXxSYM® - Abbott).
Como pardmetro de normalidade foram utilizados os valores de 0,47 — 5,0 uU/ml para o

TSH e de 0,71 — 1,85 ng/dl para o T4 livre.

3.6.2 Dosagem de colesterol

As dosagens de colesterol foram feitas por determinag@o enzimatica, através de kit
comercial — Colesterol Enzimatico PAP (Biolab®). Como parimetro de referéncia foram

utilizados os valores de 140 a 270 mg/dl.

3.6.3 Dosagem de anticorpos anti-TPO:

As dosagens foram realizadas através de ensaio imunométrico por
quimioluminescéncia, através de kit comercial (IMMULITE®). Como parametro de
normalidade foi utilizado o valor de até 35 U/ml (cut-off obtido em estudo no qual 92% dos

individuos normais avaliados apresentavam valores inferiores ao referido).

3.6.4 Caracterizacio das subclasses de anticorpos anti-TPO:

Ensaio imunoenzimatico indireto - ELISA

A caracteriza¢do dos subtipos de IgG anti-TPO foi realizada com base no teste
padronizado por Piza et al.'® Placas de 96 orificios (NUNC-Immuno Plate MaxiSorp
Surface cod. 442404) foram sensibilizadas com 100yl de Tireoperoxidase Humana
(Advanced ImmunoChemical Inc., USA - Cat. # TPOhl), diluida em tampéo
Carbonato/Bicarbonato 0,05M, pH 9,6, na concentragdo de 10ug/ml de TPO. O bloqueio
foi feito com 200l de tampao Tris-NaCl com 0,5% de gelatina durante 30 minutos a 37°C.
Apbs o bloqueio as placas foram lavadas em tampdo PBS-Tween. Os soros foram
diluidos em tampdo PBS-Tween 0,5% de gelatina. A dilui¢do do soro variou para cada
conjugado conforme estabelecido por titulagdo prévia. Cem microlitros de soro diluido
foram adicionados nos orificios, cada amostra foi feita em duplicata. As placas foram
incubadas durante uma hora a 37°C e em seguida lavadas em tampédo PBS-Tween. Foram

adicionados 100ul do conjugado em cada orificio, diluidos em tampdo PBS-Tween-BSA
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pH 7,0 conforme a titulagdo previamente estabelecida. As placas foram incubadas durante

1 hora a 37°C e em seguida lavadas em tampdo PBS-Tween .

A adicdo do substrato-cromogeno foi feita com 100ul de orto-fenilenodiamina
(OPD) diluida em tampéo citrato pH 5,6 contendo 0,1% de peréxido de hidrogénio a 30
volumes. As placas foram mantidas em temperatura ambiente ao abrigo da luz durante 25
minutos. A reacgdo foi bloqueada pela adigio de 50 pl de solugdo de 4cido sulfurico 4N. A
leitura das placas foi realizada em leitor de ELISA Titertek Mulitskan MCC/340, com

comprimento de onda de 492nm. Os resultados foram expressos em absorbéncia (DO).

Os niveis normais para IgGl, I1gG2, 1gG3 e IgG4 anti-TPO foram determinados a
partir da dosagem no soro das pacientes do grupo controle (25 pacientes do sexo feminino
sem a presenga de anticorpos anti-TPO). Baseado nos valores de D.O. deste grupo, para
cada subtipo de IgG anti-TPO foram estabelecidos arbitrariamente pontos de corte (cut-
off). Os calculos foram feitos pelos valores de p25-1,5(p75-p25) e p75+1,5(p75-p25), que
correspondem a 95% dos valores, tal qual a média + 2DP. Assim, para IgG1, os limites
foram 0,0025 a 0,2265; para IgG2 de 0,0000 até 0,1038; para 1gG3, de 0,000 até 0,1353 e
para IgG4 de 0,000 até 0,0666. Foram considerados positivos os soros com dosagens acima

deste valor superior.

Apesar das avaliagdes dos subtipos de IgG anti-TPO terem sido realizadas sempre
com método imunoenzimatico, cada subtipagem exigiu uma padronizagdo individualizada.
Foram utilizadas diferentes diluigdes do soro e anticorpos anti-subtipos de IgG. Desta
forma, para que os valores absolutos de D.O. pudessem ser comparaveis, foi definido um
indice (I) em que ao maior valor de D.O. obtido para cada subtipo, foi atribuido o valor
1,0. Todos os demais valores foram, entdo, calculados como a porcentagem

correspondente. Assim, a relagdo IgG1/IgG4 pdde ser estabelecida a partir deste indice.
Titulacio de IgG1 anti-TPO

A sensibilizagdo e o bloqueio foram feitos como descritos anteriormente. As
amostras de soro foram diluidas 1:400 em PBS-Tween-gelatina. Nesse ensaio foi utilizado
um anticorpo monoclonal (mAb), de fluido ascitico de camundongo, clone 8c/6-39
(SIGMA 1-2513) . O mAbD anti-IgG1 humana também foi diluido a 1:400 em tampéo PBS-
Tween 0,5% de gelatina. Foram adicionados 100ul do anticorpo nos orificios, as placas
foram incubadas 1 hora a 37°C e em seguida lavadas em tamp@o PBS-Tween. Em seguida

foi adicionado o conjugado polivalente anti-imunoglobulina de camundongo (G,AM),
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marcado com peroxidase, produzido em cabra (SIGMA A-0412). Este conjugado foi
diluido a 1:5000 em PBS-Tween-BSA. A revelagdo e leitura foram feitas como j4 descritas

anteriormente.
Titulagiio de IgG2 anti-TPO

O ensaio foi feito do mesmo modo que para a titulagdo de IgGl, com os soros
testados na diluicdo de 1:400 exceto que como anti-soro, foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-IgG; Humana, de fluido ascitico, clone SH-21. (SIGMA 1-7010) diluido
a 1:2.500 em PBS-Tween-gelatina.

Titulacio de IgG3 e IgG4 anti-TPO

O ensaio foi feito do mesmo modo que para a titulacdo de IgGl e IgG2, sendo
utilizados os anti-soros monoclonais anti-IgGG3 humana, de fluido ascitico, clone HP-6050.
(SIGMA 1-7260) e anti-IgG4 humana, também de fluido ascitico, clone HP-6025 (SIGMA
I-7385) ambos diluidos a 1:2.500, em PBS-Tween-gelatina.

3.6.5 Determinagio da avidez de IgG (Tratamento com uréia 8M)

A sensibilizagdo, bloqueio e adi¢do das amostras de soro foram feitos como ja
descrito no item 3.6.4. A avaliagdo de avidez de IgG foi feita conforme descrito por
Hedman'® com algumas modificagdes. Apés a incubagdo do soro durante uma hora, o
contetdo das placas foi desprezado e as mesmas foram incubadas por 5 minutos a 37°C
com 200ul de PBS-Tween contendo Uréia 8M. Este procedimento foi repetido mais duas
vezes. Em seguida as placas foram lavadas com PBS-Tween e prosseguiu-se o ensaio,
incubando-se as placas por mais uma hora com uma mistura dos anti-soros anti-IgGl,
IgG2, 1gG3 e IgG4, nas mesmas diluigdes especificadas anteriormente, quando utilizados
individualmente. A fase final foi realizada de maneira idéntica aos ensaios anteriores.
Como controle, simultaneamente foram feitos ensaios com 0s mesmos soros, mas ao invés
de incubagdo com Uréia 8M utilizou-se tampéo de lavagem.

O indice de avidez (IA.) foi calculado segundo a equagéo:

DO COM UREIA
IA. (%)= X 100
DO SEM UREIA
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3.6.6 Dosagem dos marcadores inflamatérios:

A dosagem de citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-10) foi realizada por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) através de kits comerciais, com resultados expressos em pg/ml.
Foram utilizados kits comerciais da marca R&D Sistems (EUA) para IL-1a. (cat. n°.
DLAS0, lote 9918173), IL-6 (cat. N°. D6050, lote 991041), IL-10 (cat. N°. D1000, lote
200220), TNF-o (cat. n° DTAS0, lote 991026) e IFN-y (cat. n°. DIF00, lote 9919405).

O procedimento foi rigorosamente realizado seguindo as instrugdes descritas no

manual de cada kit e os soros foram testados em duplicatas.

As placas foram previamente sensibilizadas com anticorpos monoclonais contra as
citocinas especificas. Apos reidratacdo, foram acrescentadas as amostras de soro € os
padrdes de citocinas, em volumes de 200 pl. Em seguida as placas foram incubadas por 2
horas a temperatura ambiente. Apds incubagio, o conteudo foi desprezado e as placas
lavadas quatro vezes com tampdo de lavagem. Foram entdo acrescentados 200 pl de
conjugado em cada orificio, que consistiu de anticorpo monoclonal contra a citocina
pesquisada, marcado enzimaticamente. Apos 2 horas de incubag@o a temperatura ambiente,
o conjugado foi desprezado e as placas lavadas novamente mais 4 vezes com tampéo de
lavagem. Em seguida foram adicionados 200 pl da solugfo de substrato/cromégeno em
cada orificio. Nesta fase foi observada a formagdo de cor, nos soros positivos € nos
controles; apos 20 minutos a reagfo foi interrompida com solugdo 4acida (acido sulfurico
4N). A leitura da absorbancia (DO) das placas foi realizada em leitor de ELISA (Bio-Tek
Instruments inc. mod. EIx800 U.S.A.), com comprimento de onda de 450nm e com

correcdo de comprimento a 570 nm.

Cdlculo_das concentragdes: Apds estabelecimento das médias das leituras de DO das

duplicatas de cada amostra de soro e dos padrdes, e subtragdo dos valores do “branco”,
foram criadas através de computador curvas-padrdo, utilizando software para célculo de
regressdo linear. Nas abscissas foram colocados os valores de concentragfio das citocinas €
nas ordenadas, os valores de absorbancia. Os valores de cada amostra foram obtidos por

extrapolagdo direta. Os resultados sdo expressos em pg/ml.

Os niveis de neopterina também foram determinados por método imunoenzimatico
ELISA, através de kit comercial da marca Immuno Biological Laboratories - IBL

(Alemanha-Hamburgo - N° cat. RE59321, N° lote ENO139). As placas vieram

previamente sensibilizadas com neopterina. Foram entéo pipetados 10ul dos padrdes, das
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amostras e dos controles. Em seguida foram adicionados 100ul de conjugado-enzimatico e
50ul de soro anti-neopterina. As placas foram entdo mantidas a temperatura ambiente,
durante 90 minutos, sob agitagdo. O anti-soro liga-se a neopterina que estd no fundo da
placa e na que eventualmente estd presente na amostra (ensaio de competigdo). O
conjugado enzimatico liga-se no anticorpo que est4 ligado a neopterina do fundo da placa
ou a presente na amostra, durante o tempo de incubag@o de 90 minutos. Junto com a
lavagem da placa, os anticorpos que ndo se ligaram a neopterina adsorvida ao fundo dos
orificios da placa sdo desprezados. Foram finalmente acrescentados 200 pl da solugdo com
substrato e procedeu-se nova incubagdo por 10 minutos. Em seguida as placas foram lidas
em comprimento de onda de 450 nm, e a concentragdo das amostras foram calculadas

conforme descrito para os ensaios com citocinas.

3.7 Analise Estatistica

Os dados foram processados em planilhas do Excel 2000 e a andlise estatistica
executada nos programas SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) e Statistica

98.

Os dados descritivos foram apresentados como média + desvio-padrdo (DP),

mediana e amplitude de variag@o.

A comparagio da distribui¢do das variaveis nos trés grupos de estudo foi realizada
através de teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis), seguido da comparago da distribuigéo
das variaveis a cada dois grupos, através de teste também ndo paramétrico (Mann-Withney
test). A busca de correlagdes entre as variaveis nos grupos portadores de hipotireoidismo
subclinico e hipotireoidismo estabelecido foi realizada através de analises ndo

paramétricas, expressas pelo coeficiente de correlagdo de Spearman.

As variaveis relacionadas aos sintomas e sinais das pacientes foram categorizadas e
a difereng¢a entre os grupos foram analisadas através de teste de qui-quadrado - X?

(Pearson).

Os valores de p menores do que 0,05 (nivel de significancia = 5%) foram

considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

Os resultados serfo representados graficamente através de boxplots e histogramas.
Os boxplots apresentam a distribui¢do dos valores tomando a mediana como referéncia. A
mediana € representada pela linha ou quadrado no interior da “caixa”, a qual representa os
valores do intervalo inter-quartil. Este intervalo, por sua vez, refere-se aos valores
compreendidos entre os percentis 25 e 75. As “cercas” representam os limites superior e
inferior. O limite superior € calculado pela soma do valor do percentil 75 com uma vez e
meia o valor do intervalo inter-quartil, sendo tragado somente até o valor maximo existente
no banco de dados, que se encontra neste limite. O limite inferior, por analogia, é calculado
segundo a subtracdo de uma vez e meia o intervalo inter-quartil do percentil 25, sendo
tragado até o valor minimo existente no banco de dados. Os valores fora dos limites
superior e inferior séo representados por circulos, que representam um “outlier” (valor
distante da mediana, e portanto, raro).

Na descrigéo dos resultados, tanto no texto, como em figuras e tabelas, os grupos de
estudo foram designados através das siglas hs, he e ¢, referindo-se aos grupos de pacientes
portadores de hipotireoidismo subclinico, hipotireoidismo estabelecido e grupo controle,

respectivamente.

4.1 Caracteristicas da populacio submetida ao estudo

Na tabela I sdo apresentadas as distribuicdes das idades das pacientes incluidas
neste estudo. A média de idade em anos ndo diferiu no grupo controle (43,43 + 11,45) das
encontradas no grupo portador de hipotireoidismo subclinico (42,68 *+ 10,64) e
hipotireoidismo estabelecido (38,67 £ 11,03), com p>0,05. Todas as pessoas dos trés

grupos foram do sexo feminino.
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IDADE (anos) hs he

N % N % N %
21a30 3 8,82 10 30,30 3 10,71
31a40 11 32,35 7 21,21 10 35,71
41 a 50 11 32,35 12 36,36 5 17,85
51a60 8 23,52 4 12,12 8 28,57
61a70 1 2,94 2 7,14
TOTAL 34 100 33 100 28 100

4.2 Caracteristicas da anamnese e exame fisico

As caracteristicas da anamnese das pacientes sdo apresentadas na tabela II. Todas

as pacientes dos grupos hs apresentaram algum dos sintomas investigados. Os sintomas
referidos com maior freqiiéncia foram fadiga (82,35%) e obstipagdo (82,35%). Todas as
pacientes do grupo he também apresentaram algum dos sintomas investigados, sendo os
mais freqlientes também fadiga (51,51%) e obstipagio (45,45%). O achado de exame fisico

encontrado com maior freqiiéncia no grupo hs foi pele seca (81,81%). No grupo he a pele

seca também foi o achado mais freqiiente (51,51%), seguida de alteragéio no relaxamento

do reflexo Aquileu (45,45%). A freqiiéncia de ocorréncia de achados de exame fisico esta

apresentada na tabela III. No grupo ¢, exceto pelos sintomas fadiga e sonoléncia (com

ocorréncia em 39,28% e 32,14%, respectivamente), os demais dados de anamnese € exame

fisico foram detectados com freqiiéncia inferior a 22%.
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SINTOMAS hs he

N* % N* %
Fadiga 28 82,35 17 51,51
Sonoléncia 21 61,76 13 39,39
Intolerancia ao frio 23 67,64 13 39,39
Queda de cabelo 12 35,29 14 42,42
Sintomas depressivos 15 44,11 9 27,27
Ganho de peso 20 58,82 8 24,24
Obstipacdo 28 82,35 15 45,45
Dores generalizadas 20 58,82 11 33,33
Alteragdo de voz 0 0 2 6,06

*N corresponde ao niimero de pacientes com resposta afirmativa aos sintomas questionados.

Tabela III — Caracteristicas do exame fisico das pacientes dos grupos hs ¢ he

CARACTERISTICAS hs he

DO EXAME FiSICO N* % N* %
Pele seca 27 79,41 17 51,51
Extremidades frias 26 76,47 16 48,48
Edema 7 20,58 88 24,24
Bradipsiquismo 13 38,23 12 36,36
Bécio 27 79,41 12 36,36
Alt. Reflexo Aquileu 14 41,17 15 45.45

*N corresponde ao numero de pacientes com achados clinicos positivos.

A andlise comparativa da ocorréncia dos sintomas entre os grupos hs ¢ he,

mostrou diferengas estatisticamente significantes de freqiiéncia para os sintomas fadiga,

intolerancia ao frio, ganho de peso, obstipa¢do e dores generalizadas. Com relagdo aos

achados de exame fisico, houve diferenca quanto a presenga de pele seca, extremidades

frias e bocio. A comparagfo das variaveis de anamnese e exame fisico esta apresentada na

tabela IV.
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Tabela IV — Comparacdo das varidveis da anamnese e exame fisico entre os grupos

hs ¢ he
VARIAVEIS hs he X2 P+
sim nio sim nio

Fadiga 28 6 17 16 7,67 0,0055
Sonoléncia 21 13 13 20 3,44 0,0633
Intolerancia ao frio 23 11 13 20 5,55 0,0184
Queda de cabelo 12 22 14 19 0,36 0,5433
Sintomas depressivos 15 19 9 24 2,09 0,1477
Ganho de peso 20 14 8 25 8,39 0,0037
Obstipacdo 28 6 15 18 10,46 0,0012
Dores generalizadas 20 14 11 22 4,48 0,0342
Alteragdo de voz 0 34 2 31 2,12 0,1446
Pele seca 27 7 17 16 6,11 0,0133
Extremidades frias 26 8 16 17 5,88 0,0152
Edema 7 27 8 25 0,13 0,717

Bradipsiquismo 13 21 12 21 0,02 0,8753
Boécio 27 7 12 21 13,29 0,0002
Alt. Reflexo Aquileu 14 20 15 18 0,13 0,7181

* X* (Pearson)
** Valores de p < 0,05 estdo representados em negrito.

Nas pacientes portadoras de hipotireoidismo subclinico foi observada correlagdo
positiva entre a presenga de alteragdo do reflexo Aquileu com os niveis de TSH e anti-TPO
(r=0,38 ¢ r=0,43, respectivamente).

No grupo de pacientes portadoras de hipotireoidismo estabelecido, a correlagdo
positiva entre a presen¢a de sintomas e niveis de TSH foi observada com relacfo a fadiga e
intolerancia ao frio (r=0,36 e r=0,46, respectivamente). Para os niveis de T4 livre foi
observada correlagdo negativa com os sintomas fadiga (r=-0,53), sonoléncia (r=-0,52),
intolerancia ao frio (r=-0,42), sintomas depressivos (r=-0,51), dores generalizadas
(r=-0,45), edema (r=-0,49), bradipsiquismo (r=-0,51), bocio (r=-0,47) e alteragdo do
reflexo Aquileu (r=-0,75). No que diz respeito aos niveis de anti-TPO, foi observada

correlagdo positiva com a presenga de bradipsiquismo (r=0,42).
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4.3 Dosagem de colesterol

Os niveis de colesterol foram diferentes entre os grupos hs e ¢ (médias de 226,5
mg/dl £+ 35,69, e 203,86 *+ 39,99, respectivamente com p<0,001) e entre os grupos he e ¢
(média de 251,12 mg/dl £+ 81,65 para o grupo he, com p<0,001). Nao houve diferen¢a
estatisticamente significante entre os niveis de colesterol nos grupo hs ¢ he. Os valores
médios de colesterol estdo descritos na tabela V. A figura 1 representa a distribui¢do das

dosagens de colesterol nos trés grupos estudados.

Tabela V — Descri¢do da anélise dos niveis de colesterol nos trés grupos de estudo

COLESTEROL (mg/dl)
hs he c
média 226,5 251,12 203,86
dp 35,69 81,65 39,99
min 155 137 121
max 318 565 304
mediana 228,5 241 206
N 34 a3 28
650 T —r

550

450

COLESTER (mg/dl)

250 l
Non-Qutlier Min

i ‘ Bl 75%

350 ¢
I Non-Outlier Max

150 1 25%
o Median
o Qutliers
50

hs he ¢ # Extremes

Figura 1- Niveis de colesterol nos grupos hs, he e ¢, com valores de p<0,001 entre o grupo ¢
e os demais e p= 0,347 entre os grupos hs ¢ he
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4.4 Caracterizacio de hipotireoidismo subclinico e estabelecido —

dosagem de TSH e T4 livre

4.4.1 TSH

Os niveis médios de TSH encontrados nos trés grupos estudados estio
representados na tabela VI. Os niveis mais elevados foram vistos no grupo he (29,66
uwU/ml + 34,20), seguido do grupo hs (10,05 pU/ml + 6,05) e grupo ¢ (1,5 uU/ml £ 1,03).
Foram encontradas diferengas entre os trés grupos, com p=0,033 entre hs ¢ he ¢ p<0,001

entre ¢ e os demais. A figura 2 representa a distribuigdo das dosagens de TSH.

Tabela VI — Descrigdo da andlise dos niveis de TSH nos trés grupos avaliados

TSH (WU/ml)
hs he c
média 10,0577 29,662 1,5225
dp 6,0509 34,202 1,0309
min 5,21 0,06 0,56
max 28,38 100 4,81
mediana 8,156 12,84 1,2385
N 34 33 28
100 + ———
80
E ol
3
E
z
- 40 |
2 “I_ Non-Outlier Max
20 | ] Non-Outlier Min
! Bl 75%
25%
_# o Median

0 A R
hs he ¢ o Qutliers

Figura 2 - Distribui¢do dos niveis de TSH nos grupos hs, he e ¢, em pU/ml. Valor de p=0,033
entre os grupos hs e he, e p<0,001 entre o grupo ¢ e os demais.
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4.4.2 T4 livre

Com relagdo ao T4 livre (FT4), também foram observados niveis significativamente
diferentes nos trés grupos. Os menores valores foram observados no grupo he (0,72 ng/dl &
0,36), seguido do grupo hs (0,92 ng/dl + 0,15) e grupo ¢ (1,12 ng/dl + 0,20), com p=0,003
entre os grupos hs e he e p<0,001 entre ¢ e os demais. A tabela VII apresenta os niveis
médios de T4 livre nos trés grupos estudados. A distribuigdo dos niveis de T4 livre estd

representada na figura 3.

Tabela VII — Descri¢do da andlise dos niveis de T4 livre nos grupos avaliados

T4 LIVRE (ng/dl)
hs he [
média 0,9265 0,7258 1,1224
dp 0,1513 0,367 0,2088
min 0,74 0,07 0,8
max 1,41 1,5 1,8
mediana 0,89 0,62 1,108
N 34 33 28
20}
16 0
5 12}
5
“osl
—T_ Non-Outlier Max
Non-Outliar Min
B 75%
04 ¢ T 25%
o Median
o Outliers
o8 hs he B ¢ # Extremes

Figura 3 - Distribui¢do dos niveis de T4 livre nos grupos hs, he e ¢ em ng/dl; com valores
de p=0,003 entre os grupos hs e he e p<0,001 entre o grupo ¢ e os demais.



4.5 Anticorpos anti-TPO

A andlise dos niveis de anti-TPO mostrou ndo haver diferenga estatisticamente
significante entre os grupos hs (600,28 U/ml + 347,75) e he (645,46 U/ml £ 369,49). Os
valores médios das dosagens de anti-TPO estdo descritos na tabela VIII. Para as trés
pacientes do grupo ¢ que apresentaram positividade na dosagem de anti-TPO, o valor
médio foi de 290,66 U/ml, significativamente mais baixo do que a média nos demais

grupos. A distribuigdo dos valores de anti-TPO nos trés grupos estudados esté representada

na figura 4.

Tabela VIII — Descri¢do da andlise dos niveis de anti-TPO nos grupos de estudo

ANTI-TPO (U/ml)

hs he [
média 600,28 645,46 42 .64
dp 347,75 369,49 99,53
min 41,6 66,2 10
max 1000 1000 438
mediana 590,5 813 10,6
N 34 33 28
1000
800
?
3 o0}
o
i
S am | e
< = —I_ Non-Outlier Max
Non-Qutlier Min
Wl 75%
el 25%
# o Median
el o Outliers
u hs he o # Extremes

Figura 4 - Distribui¢do dos niveis de anti-TPO nos grupos ¢, hs ¢ he, em U/ml. Valor de
p=0,6 entre os grupos hs ¢ he.
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4.6 Avidez de anticorpos anti-TPO

Os indices de avidez de anticorpos anti-TPO (IgG total) nos grupos hs ¢ he nio
foram diferentes, com média de 50,30% + 19 e 58,67% =+ 23,39, respectivamente, como
representado na figura 5. Das 34 pacientes do grupo hs, 21 (62%) apresentaram avidez
superior a 40%, enquanto que no grupo he, 24 (76%) apresentaram avidez superior a 40%.
As 3 pacientes do grupo ¢ apresentando anticorpos anti-TPO apresentaram avidez inferior

a 40%. Na tabela IX estio demonstrados os valores médios da medida de avidez.

Tabela IX — Descri¢do da anélise da medida da avidez de IgG anti-TPO

AVIDEZ (%)

hs he c*
média 50,3 58,67 34,53
dp 19,06 23,39 26,78

min 17,81 24,89 31
max 93,55 100 38,07
mediana 48,05 59,39 34,53

N 34 33 28

*Valores obtidos a partir das 3 pacientes com dosagem positiva de anti-TPO

100
80 +
.. 80f
£
N
1]
a
Z 40
—I_ Non-Outlier Max
20 Non-Outlier Min
Il 75%
25%
o Median
0 H
hs he 0 Outliers

Figura 5 - Distribui¢do da medida de avidez, em %, dos anticorpos encontrados nos grupos hs ¢ he.



4.7 Subclassificagdo de anticorpos IgG Anti-TPO

As médias das dosagens de cada subtipo de IgG anti-TPO sdo apresentados na
tabela X. N@o houve diferenca estatisticamente significante nos niveis de subtipos das IgG
anti-TPO entre os grupos hs e he. A média para IgG1 foi de 0,3642 + 0,2156 no grupo hs
e 0,3818 + 0,2228 no grupo he. A média para IgG4 foi de 0,5738 + 0,3448 no grupo hs e
0,4297 £ 0,3554 no grupo he. As figuras 6, 7, 8 € 9 mostram a distribui¢do dos niveis de

cada subtipo de IgG anti-TPO nos trés grupos estudados.

Tabela X — Niveis médios dos subtipos de IgG anti-TPO

Subclasses de GRUPOS
IgG anti-TPO hs he
média 0,3648 0,3818
IgG1 dp 0,2156 0,2228
mediana 0,293 0,291
média 0,0878 0,0845
IgG2 dp 0,036 0,0303
mediana 0,076 0,081
média 0,1745 0,1575
IgG3 dp 0,0969 0,1385
mediana 0,162 0,116
média 0,5738 0,4296
IgG4 dp 0,344 0,3554
mediana 0,596 0,374
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Figura 6 - Distribui¢do dos niveis de IgG1 nos grupos hs e he, em D.O. ; p= 0,749
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Figura 7 - Distribuigéo dos niveis de IgG2 nos grupos hs e he, em D.O.; p=0,975
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Os percentuais de positividade para cada subtipo de IgG, a partir dos valores
normais obtidos através do grupo controle, estdo representados na figura 10. Os subtipos
mais freqientemente observados foram IgG1 e IgG4. No grupo hs IgG1 foi positiva em 24
pacientes (71%) e IgG4 em 33 pacientes (97 %). No grupo he IgG1 foi positiva em 22
pacientes (67%) e IgG4 em 26 pacientes (79%). O percentual de positividade para IgG3 foi
de 59% no grupo hs e 39% no grupo he. IgG2 foi positiva em menos de 30% dos pacientes
dos dois grupos.

120

100 4

| Jlelek]

positividade (%)

Figura 10 - Percentual de positividade de subtipos de IgG anti-TPO nos grupos hs e he

Como descrito na metodologia, para que os valores absolutos de D.O.
pudessem ser comparéaveis, foi definido um indice (I). A distribuicdo dos valores dos

indices para cada subtipo de IgG anti-TPO nos grupos hs e he estd representada na figura
11.
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Figura 11 - Distribui¢o dos indices atribuidos para os subtipo de IgG anti-TPO
nos grupos he ¢ hs

A partir do I calculado, foi estabelecida a relagdo IgG1/1gG4 para os grupos hs e
he, sendo obtidos os dados representados na figura 12. O valor médio da relagdo
IgG1/IgG4 pelo I foi de 8,46 = 37,79 para o grupo hs e 12,42 £ 47,09 para o grupo he,
tendo esta diferenca siginificdncia estatistica com p = 0,008. Houve dois valores extremos
(extremos altos), um em cada grupo de estudo (hs e he), que foram excluidos somente na

representagdo gréfica.
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Figura 12 - Quadro comparativo da relagdo IgG1/IgG4 pelo I para os
grupos he e hs; valor de p=0,008.

4.8 Marcadores inflamatdrios

Os niveis de citocinas ndo diferiram entre os trés grupos. IL-1 e IFN-y ndo foram
detectadas nos soros testados. Vinte das 95 pacientes apresentaram dosagem positiva para
marcadores inflamatérios. Em 9 pacientes foi detectada a presenga de TNF-o, 3 pacientes
eram do grupo hs, 2 pacientes do grupo he e 4 pacientes do grupo ¢. Treze pacientes
apresentaram dosagem positiva para IL-6, 6 delas do grupo hs, 2 do grupo he e 5 pacientes
do grupo ¢. Uma paciente em cada grupo apresentou dosagem positiva para [L-10. A
prevaléncia da presenga de citocinas séricas nos grupos estudados estd descrita na tabela
X1. Os dados referentes as dosagens de marcadores inflamatdrios estdo descritos na tabela
XII. A positividade para mais de uma citocina em um mesmo paciente foi observada em
somente uma paciente do grupo hs (positividade para TNF-o e IL-6), uma paciente do
grupo he (positividade para TNF-o. e IL-6) e trés pacientes do grupo controle (positividade
para TNF-a e IL-6). As médias dos niveis de citocinas nas pacientes que apresentaram

dosagens positivas, ndo foram diferentes de forma significativa entre os trés grupos.
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Tabela XI — Freqiiéncia da presenga de citocinas séricas nos trés grupos de estudo

CITOCINAS
GRUPO N TNF-alfa IL-6 IL-10
hs 34 3 (8,8%) 5(14,7%) 1 (3%)
he 33 2 (6%) 2 (6%) 1 (3%)
c 28 4 (14,3%) 5(17,8%) 1 (3,6%)
TOTAL 95 9 (9,47%) 12 (12,6%) 3(3,15%)
Tabela XII - Niveis de citocinas nos grupos de estudo.
GRUPOS CITOCINAS (pg/ml)
TNF-o IL-6 1L-10
2.457* 3714
1.878
11.318
43.562
hs 65,3
49,4
70,6
11,3
322,6
0, 6,5
he 1.467
8,3
5.669
1.478 194
0,852 388,6
34.959 30,71
c 4.002
30,22
2.943
50,39

* Valores em negrito representam positividade de mais de uma citocina em uma mesma paciente

Os niveis médios de neopterina ndo foram diferentes entre os trés grupos de estudo

com média de 9,445 + 3,119 no grupo hs, 9,719 + 2,659 no grupo he e 9,826 + 3,231 no
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grupo c¢. Estes dados estdo representados na figura 13. Na tabela XIII estdo descritos os

valores médios de neopterina nos trés grupos de estudo.

Tabela XIII — Descri¢do da andlise dos niveis de neopterina nos trés grupos estudados

NEOPTERINA
hs he c
média 9,445 9,719 9,826
dp 3,119 2,659 3,231
min 2,7 5,2 2,8
max 17,8 7.9 20,2
mediana 9.4 9,3 9,5
N 34 33 28
30
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Figura 13 - Distribui¢@o dos niveis de neopterina nos grupos ¢, hs ¢ he

4.9 Correlacoes

Através de andlises ndo paramétricas, expressas pelo coeficiente de correlagdo de
Spearman foi pesquisada a correlagio entre as varidveis estudadas. Nos pacientes
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portadores de hipotireoidismo subclinico foi observada correlagdo positiva entre os niveis
de TSH tanto com os niveis de anticorpos anti-TPO (1=0,352; p=0,041), como com a
medida da sua avidez (r=0,610; p<0,001). Foi observada também correlagdo positiva entre
os niveis de anti-TPO e a medida da avidez (r=0,444; p=0,008). Houve correlagio negativa
entre os niveis de T4 livre e os niveis de anticorpos anti-TPO (r=-0,533; p<0,001), bem
como com a medida da sua avidez (r=-0,410; p=0,012) e correlagdo positiva entre os niveis
de T4 livre e os niveis de TNF-a (r=0,555; p<0,001). Ndo houve correlagdo entre os niveis
de TSH ou anti-TPO com a relagdo IgG1/IgG4, definida pelo I, ou com os niveis de
citocinas. No grupo de pacientes portadores de hipotireoidismo estabelecido ndo foi
observada correlagdo entre os niveis de TSH, anticorpos anti-TPO e avidez. Neste grupo
observou-se correlagdo negativa entre os niveis de T4 livre ¢ TSH (r=-0,666; p<0,007) e
correlagdo positiva entre os niveis de T4 livre e TNF-a (r=0,430; p=0,013). Houve
correlagdo negativa também entre os niveis de TSH e TNF-a (r=-0,368; p=0,042). Ainda
neste grupo he, entre as citocinas, houve correlagdo positiva entre os niveis de TNF-a e IL-
6 (r=0,431; p=0,015) ¢ entre os niveis de TNF-a e neopterina (1=0,369; p=0,041).

Os gréficos referentes as corrrelagdes descritas para o grupo hs estdo disponiveis no

anexo 3.
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5. DISCUSSAO

Considerando a extrema sensibilidade do eixo hipotdlamo-hipéfise-tiredide no que
diz respeito a regulagdo da produgfio hormonal, e os métodos mais sensiveis de dosagens
de TSH e T4 livre, o achado de doenga tireoideana subclinica vem sendo cada vez mais
frequiente. Como no hipotireoidismo subclinico tem-se niveis de hormonios tireoideanos
dentro do normal, a decis@o quanto a tratar ou nfo ¢ habitualmente definida pela avaliago
individual do médico assistente, a partir de possiveis sintomas referidos pelo paciente e os

parametros laboratoriais atualmente disponiveis, que nem sempre definem a indica¢do ou

nio de tratamento.

Ha divergéncias com relagdo ao manejo j4 que os pardmetros clinicos sdo
subjetivos, como discutido por Zulewski.” O autor observa que manifesta¢des clinicas tidas
como classicas de hipotireoidismo ocorrem com menor freqiiéncia em pacientes
hipotireoideos (50-64%) do que descrito anteriormente, enquanto pacientes apresentando
fungdo tireoideana normal referem com relativa freqiiéncia sintomas tipicos de
hipotireoidismo. Desta forma, a conduta frente ao achado de hipotireoidismo subclinico
tem sido amplamente discutida ''1&1819346364 A parAmetros laboratoriais que
pudessem ser indicadores da evolugfo da doenga, seriam de grande importéncia clinica.

Neste estudo, em fungdo da maior prevaléncia de hipotireoidismo subclinico em

10,144,145

mulheres, conforme referido em estudos prévios, s6 foram incluidas pacientes do

sexo feminino.

Nao houve diferenga entre as médias de idade das pacientes dos grupos hs, hee c.
Desta forma, este pardmetro ndo interferiu com os resultados encontrados. Observamos
que as pacientes incluidas no estudo, portadoras de nivel sérico de TSH acima do normal,
atendidas seqiiencialmente no ambulatério referido, tiveram idade média de 43 anos no
grupo hs e valor ainda mais baixo, de 38 anos, no grupo he. Considerando os dados de
literatura, em que se descreve a prevaléncia de TSH elevado significativamente maior a

10.28,143-146 htivemos uma

partir de 50 anos, e aumentando progressivamente com a idade,
faixa etaria mais baixa atendida no periodo do estudo. Os estudos citados descrevem tal

prevaléncia maior em idosos a partir de testes de screening, o que ndo ocorreu com todas
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as pacientes do presente estudo. Algumas delas tiveram seus exames solicitados por
suspeita de disfungéio tireoideana a partir dos sintomas referidos. Estes dados estdo de
acordo com os de Samuels,* que em estudo de meta-andlise, revisa os sintomas ¢ sinais de
hipotireoidismo em jovens e idosos, encontrando maior ocorréncia dos sintomas sugestivos
de hipotireoidismo em pacientes mais jovens (menos de 56 anos). E possivel que no
presente estudo, a populagdo mais sintomatica tenha sido mais investigada.

No que diz respeito a avaliagdo clinica, neste estudo foi observada maior
prevaléncia de sintomas associados ao hipotireoidismo nas pacientes com quadro
subclinico do que estabelecido, com diferenca estatisticamente significante para grande
parte dos sintomas. Este grupo de sintomas compreende fadiga, intolerancia ao frio, ganho
de peso, obstipagdo, dores generalizadas, pele seca, extremidades frias e inclusive a
presenca de bécio.

Apesar da menor ocorréncia de sintomas nas pacientes portadoras de
hipotireoidismo estabelecido, observou-se correlagdo entre a presenga de fadiga,
sonoléncia, intolerdncia ao frio, sintomas depressivos, dores generalizadas, edema,
bradipsiquismo, bocio ¢ alteragdo do reflexo Aquileu, com os parametros bioquimicos de

avaliacdo de fungdo tireoideana (correlagdo negativa com niveis de T4 livre).

Para as pacientes portadoras de hipotireoidismo subclinico, apesar da maior
ocorréncia de sintomas, da totalidade destes, sé a alteragdo do reflexo Aquileu demonstrou
correlagdo com pardmetros bioquimicos (niveis de TSH e anti-TPO).

Os sintomas e sinais de pacientes com varios graus de hipotireoidismo foram

. .7 n , . . . ..
avaliados por Zulewski.” O autor propde um escore clinico a partir dos sintomas € sinais

descritos por Billewicz'"

comparando a ocorréncia dos achados em pacientes com
hipotireoidismo e grupo controle. O estudo de Zulewski’ demonstrou que a prevaléncia de
sintomas tipicos de hipotireoidismo como pele seca, intolerdncia ao frio e edema, descritas
anteriormente com freqiiéncia entre 90 e 97%, foi observada somente em 50 a 64% dos
pacientes. Além disto, é feita referéncia ao fato de que alguns sintomas de hipotireoidismo
podem ser comuns em eutireoideanos. Ainda neste estudo de Zulewski,” foi observado que
alguns pacientes com hipotireoidismo bioquimico severo, tinham sinais clinicos discretos,
enquanto que pacientes com altera¢gdes bioquimicas minimas, tinham manifestagdes
clinicas severas. Estes dados sugerem que o hipotireoidismo tecidual, em o¢rgdos-alvo

periféricos deve ser diferente para cada paciente. Quando avaliada a associagdo, o escore

clinico mostrou melhor correlagdo com os pardmetros que sugerem hipotireoidismo
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tecidual, como tempo de relaxamento do reflexo Aquileu e colesterol total, do que com
hormdnios tireoideanos circulantes e TSH.

Doucet'*® descreveu que os achados tipicos de hipotireoidismo s3o menos comuns
em idosos (principalmente com relagdo a ganho de peso, intolerdncia ao frio e dores /
parestesias). O fator idade, no presente estudo, ndo parece justificar a menor ocorréncia de
pacientes sintomaéticas no grupo he, tendo em vista que as pacientes apresentavam faixa

etaria mais baixa.

Os niveis de TSH e T4 livre foram diferentes nos trés grupos estudados, mesmo
entre os grupos hs e he. No grupo he, seis pacientes eram pré-diagnosticadas, ja em
reposi¢do hormonal, com niveis de TSH ndo elevados quando da coleta de sangue para este
estudo. Os niveis de TSH e T4 livre nos grupos hs e he se mantiveram diferentes mesmo
com a manuteng¢do destas pacientes com TSH n#o elevado, no grupo he, na analise
estatistica. Niveis de TSH mais elevados foram observados, como seria de esperar, nas
pacientes portadoras de hipotireoidismo estabelecido. Com relagdo aos niveis de T4 livre,
deve-se observar que apesar de, por defini¢do, pacientes portadores de hipotireoidismo

ro s . 9
subclinico apresentarem niveis normais,'"!>1%18!

estes foram, no presente estudo,
significativamente mais baixos do que no grupo controle, tendo-se a média de 0,9 ng/dl e
1,12 ng/dl, respectivamente (p<0,001), sendo esta diferenga maior do que entre os grupos
hs e he (p=0,03). E possivel que niveis de T4 livre em pacientes portadores de
hipotireoidismo subclinico, apesar de estarem dentro da faixa normal, estejam diminuidos
e reflitam uma redugfo significativa para aquele individuo — tal redugfo poderia justificar a
sintomatologia apresentada por parte destes pacientes e as repercussdes clinicas que vém
sendo demonstradas.

Entre as 52 pacientes que apresentavam hipotireoidismo subclinico, 18 ndo
participaram do estudo: 8 delas apresentavam fatores de "agressdo” a glandula tiredide,
como definido pelos critérios de exclusdo e 10 apresentavam dosagem negativa de anti-
TPO. Neste estudo, a prevaléncia de anti-TPO em pacientes portadoras de hipotireoidismo
subclinico foi de 77%. Por outro lado, no grupo das pacientes portadoras de
hipotireoidismo estabelecido, dentre as 35 pacientes, somente duas (6%) nfo apresentavam
anticorpos anti-TPO. No grupo controle foram observadas 3 pacientes (10,7%) com
positividade na dosagem de' anti-TPO; a prevaléncia encontrada no presente estudo €

semelhante a descri¢Ses prévias.®>*> O valor médio de anti-TPO nestes 3 casos foi de

290,66 U/ml, valor siginificativamente menor do que a média dos outros grupos.
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Todas as pacientes deste estudo com TSH > 12 pU/ml apresentaram anticorpos
anti-TPO. Com niveis de TSH entre 5 e 12 pU/ml, foi observada positividade em 74,35%
das pacientes. Estes resultados sio semelhantes aos de outros estudos. Rosenthal,’’
observou 80% de positividade de anticorpos antitireoideanos em pacientes com niveis de
TSH > 20mU/l. Tunbridge,'® faz referéncia a positividade de autoanticorpos relacionando
ao nivel de TSH, a partir de estudo em que hd 60% de positividade para anticorpos
antitireoideanos com niveis de TSH entre 5 e 10 mU/l e 80 a 90% com niveis de TSH > 12
mU/]. No presente estudo, além da positividade de anticorpos associada aos niveis de TSH
foi observada também, correlagio entre os niveis de TSH e os niveis de anti-TPO. Esta
correlagdo positiva entre os niveis de TSH e anti-TPO foi observada somente no grupo hs
(p=0,041). E possivel que tal achado néo tenha sido encontrado no grupo he, pelo fato dos

niveis de TSH, neste grupo, serem homogeneamente mais altos.

Os niveis de TSH e presenca de anticorpos anti-TPO tém sido associados a
evolugdo da doenga. Varios estudos descrevem correlagdo entre a progressdo para
hipotireoidismo e o valor inicial de TSH 273031145149 Vanderpump®’ e Rosenthal®' fazem
referéncia ao fato de que além do nivel inicial de TSH, a presen¢a de anticorpos

antitireoideanos, mais especificamente anti-TPO, aumenta a taxa de progressdo.

As taxas de progressio demonstradas do hipotireoidismo subclinico para
hipotireoidismo estabelecido sdo varidveis, sendo -descritas taxas de 2,5 a 26% ao

27,30,14
ano. ,30,149

A partir destes estudos, pode ser observado que pacientes apresentando
anticorpos antitircoideanos ndo evoluem necessariamente para hipotireoidismo
estabelecido. Além disto, ¢ observada em 6 a 10% da populag@o saudavel, a presenca de
anticorpos anti-TPO sem comprometimento de fungo tireoideana.®>’> Pode-se supor,
portanto, que hd um subgrupo de portadores de anticorpos anti-TPO que ndo faz leséo da
glandula tiredide. Desta forma, ¢ mantida fungfio tireoideana preservada sem achados
bioquimicos anormais, ou é desenvolvido hipotireoidismo subclinico que ndo evolui para
hipotireoidismo estabelecido. E possivel que estas diferentes evolugdes sejam
determinadas por padrdes funcionalmente diferentes de anticorpos anti-TPO, tais como

diferengas na expressdo dos isotipos, capacidade de fixar complemento ou desencadear

ADCC.

A média da medida da avidez de anti-TPO, definida como a intensidade de ligagdo
do anticorpo ao antigeno, ndo foi diferente entre os grupos hs e he. Entretanto, no grupo

hs, 13 pacientes (38%) apresentaram avidez inferior a 40%, enquanto que no grupo he 8
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pacientes (24%), apresentaram avidez inferior a 40%. Todas as 3 pacientes do grupo ¢ com
anticorpos anti-TPO apresentaram avidez inferior a 40%. Wilson'" pesquisou a avidez de
anticorpos anti-TPO em pacientes com abortamentos de repeti¢do, encontrando avidez
significativamente maior nestas pacientes do que no grupo controle. No presente estudo,
nas pacientes do grupo hs foi observada correlaggo positiva entre a medida da avidez e os
niveis de TSH (r= 0,60; p<0,001) e entre a medida da avidez e niveis de anti-TPO (r= 0,48;
p= 0,008), bem como correlag@o negativa com os niveis de T4 livre (1=-0,41; p<0,001).
Apesar do nimero de pacientes avaliadas no presente estudo ser pequeno e ndo haver
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos, ha indicagdo de que a menor

avidez observada em algumas pacientes, sugeriria menor componente de lesdo.

A subclassificagdo de IgG anti-TPO no grupo portador de hipotireoidismo
subclinico demonstrou maior percentual de positividade para IgG1l (71%) e 1gG4 (97%),
seguidos de IgG3 e IgG2. Nido foram encontrados estudos avaliando a subclassificagdo de
IgG anti-TPO na literatura em pacientes portadores de hipotireoidismo subclinico. Em
relagdo aos subtipos de IgG anti-TPO encontrados para os pacientes portadores de
hipotireoidismo estabelecido, houve também maior positividade para IgG1 (67%) e 1gG4
(79%). Embora com percentuais diferentes, outros autores encontraram distribuigdo de
subclasses de IgG anti-TPO semelhantes em condigdes de Tireoidite de Hashimoto com
hipotireoidismo estabelecido e em hipotireoidismo associado a tireoidite pés-parto. Em
estudo realizado em 13 pacientes portadores de Tireoidite de Hashimoto, hipotireoideos,
foram encontrados anticorpos anti-TPO das subclasses IgG1l (49%) e IgG4 (38%), sendo
que em somente 1 paciente, foram encontrados anticorpos também 1gG3.%? McLachlan,”
avaliando 7 pacientes portadores de Tireoidite de Hashimoto em reposigdo hormonal
(foram avaliados também 21 pacientes portadores de Doenca de Graves) descreveu
percentuais semelhantes de IgG1 e IgG4, com predominio evidente de IgGl (>80% de
IgGl1), exceto por 1 paciente que apresentou predominio de IgG4 (52% de 1gG4). Os
autores fizeram o acompanhamento dos pacientes por periodo de 2 a 4 anos, observando
que apesar de flutuagdes nos niveis de anticorpo, o padrdo de distribui¢ido das subclasses
permaneceu relativamente constante para um determinado paciente, sugerindo uma
"capacidade individual de reconhecimento de autoantigeno". Achados divergentes dos
apresentados foram descritos por Weetman.”> Estudando 9 pacientes portadores de
hipotireoidismo autoimune, foi observada a presenga significativa de IgG2, em detrimento

de IgG4. O autor supde que o valor de IgG4 vinha sendo superestimado nos estudos



64

anteriores, sendo a diferenga atribuida a limitagdes metodologicas especificas do teste de
ELISA.

A distribui¢do de subclasses de anti-TPO em 9 pacientes portadores de Tireoidite
de Hashimoto também foi estudada por Kohno,”® comparando com 6 individuos saudaveis,
que observou predominio de IgG1 no primeiro grupo e IgG4 no segundo. Também foi
avaliada a subclassificagdo de IgG anti-TPO no acompanhamento de gestantes no periodo
pos-parto. A mesma observacdo quanto as porcentagens de IgGl e IgG4 sdo feitas e €
estabelecida associagdo de desenvolvimento de hipotireoidismo com o predominio de
IgG1.7%® Nestes estudos os autores propdem que, da mesma forma que na tireoidite
autoimune pos-parto, a subclassificagdo de anti-TPO poderia ser usada para a predi¢do de

outras variantes de doenga tireoideana autoimune.

Pode-se observar que as subclasses IgG1 e IgG4 sédo as habitualmente encontradas,
e que em casos de hipotireoidismo por Tireoidite de Hashimoto e tireoidite pds-parto,
situagdes com lesdo tecidual tireoideana definida, ha predominio de IgGl sobre IgG4.
Considerando que os anticorpos anti-TPO sejam responsaveis pela destrui¢do das células
epiteliais tireoideanas, a subclasse IgG1 pode ser potencialmente mais destrutiva pela sua

4% ¢ também maior

capacidade superior de fixar complemento comparada a IgG
capacidade de induzir ADCC.%?* Desta forma, caso seja possivel estabelecer uma relagdo
direta entre a subclasse de IgG e a capacidade do anticorpo mediar destrui¢@o da tiredide, a
subclassificagdo de IgG anti-TPO poderia ser usada para ajudar a predizer o

desenvolvimento de doenga estabelecida.

Nizo ha referéncias a estes dados com relagdio ao hipotireoidismo subclinico. Os
achados do presente estudo, com percentual de positividade maior para IgG4 no grupo hs
do que he, e niveis discretamente mais elevados de IgG4 no grupo hs, podem estar
associados ao menor componente de lesdo tecidual e ao quadro ndo estabelecido de
hipotireoidismo. A limitag¢do do presente estudo quanto ao tempo de conclusfio, s6 permitiu
a descrig¢@o dos dados obtidos. As pacientes portadoras de hipotireoidismo subclinico serdo
acompanhadas com avaliagdes de fungfio tireoideana periddicas para observagdo da
evolugdo do quadro e a possivel associagdo desta evolucdo com os achados aqui descritos.
E possivel, que com o acompanhamento destas pacientes, possa vir a ser feita associagdo

da evolugdo para hipotireoidismo estabelecido com niveis mais altos de IgG1.

A ado¢do de um indice (I) para expressio dos resultados da subclasificagdo dos

anticorpos anti-TPO, adaptado de Fukuma,” permitiu que fossem comparados os niveis
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das diferentes subclasses destes anticorpos. No presente estudo, a relagdo IgGl / IgG4,
utilizada por diversos autores como pardmetro de avaliagfo, a partir do I, foi maior no
grupo he do que hs, refletindo a presenga proporcionalmente maior de IgG1 do que IgG4
no primeiro grupo. Resultados semelhantes foram descritos quando pacientes saudaveis
foram comparados com portadores de tireoidite crénica, com relagio IgGl / IgG4
significativamente maior no segundo grupo.96 Da mesma forma que inferido
anteriormente, € possivel que a evolugdo dos pacientes portadores de hipotireoidismo
subclinico possa estar associada ao seu perfil de isotipos de IgG anti-TPO, e que pacientes
com relacdo IgGl / IgG4 mais elevada possam ter mais chance de evolugdo para

hipotireoidismo estabelecido.

Os mecanismos envolvidos na regulacdo da produgdo de subclasses de IgG
autoimunes ndo estdo completamente esclarecidos. Estudos da produgdo de anticorpos a
antigenos exodgenos indicam que a restri¢do de subclasse depende de vérios fatores, tais
como do padrio de resposta desencadeada (Thl X Th2), das citocinas derivadas de c€lulas

T, da forma como o antigeno € apresentado e da natureza do antigeno.

Com relagdo a avaliagdo de marcadores inflamatoérios, no presente estudo, o
percentual de positividade das dosagens de citocinas foi pequeno e semelhante nos trés
grupos estudados, dificultando compara¢des. De maneira geral, foram encontrados niveis
mais baixos nos pacientes hipotireoideos, e niveis semelhantes entre os portadores de

hipotireoidismo subclinico e controle.

Nio foi detectada presenga de IL-1 em nenhuma das pacientes estudadas. Apesar de
estarem descritas suas intera¢des com a célula folicular tireoideana e envolvimento no
complexo de comunica¢do intercelular,'” ndo foram encontradas outras referéncias
descrevendo niveis séricos de IL-1 e sua associagio com disfuncio da glandula tiredide. E

possivel que a baixa detectabilididade desta citocina se deva ao fato de ter sido dosada IL-

1o e ndo IL-1B, uma vez que esta tltima é a forma predominantemente soltvel."”’

O IFN-y também n#o foi detectado em nenhuma das amostras testadas. Nao foram
encontradas na literatura referéncias aos niveis séricos enddgenos de IFN-y associados a
disfun¢do tireoideana. H4, no entanto, relagdo descrita entre o uso terapéutico de IFN-a

(com propriedades distintas de IFN-y) e disfungdo tireoideana, sendo observados niveis

. .. . . N 24
flutuantes de anticorpos antitireoideanos nesta condigdo.
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Os niveis de TNF-a foram significativamente mais baixos em pacientes do grupo
he do que nos grupo hs ¢ ¢. O niimero de pacientes com niveis detectiveis de TNF-a foi
bastante modesto, com 3 pacientes (8%) no grupo hs, 4 pacientes (14%) no grupo ¢ e 2
pacientes (6%) no grupo he, o que dificulta associagdes com outros pardmetros avaliados.
No entanto, foi observada correlagdo positiva entre os niveis de TNF-o e T4 livre, nos dois
grupos de pacientes portadores de hipotireoidismo estudados. Conforme observado na
figura 6 do anexo IV, esta correlagdo no grupo hs é devida a somente um ponto, o que a
torna questionavel. Chopra152 estudando os niveis de TNF-a em portadores de Doenga Néao
Tireoideana (Sindrome do Eutireoideano Doente), também encontrou esta correlagdo
positiva entre os niveis de TNF-a e os niveis de T4 livre. Nas pacientes do grupo he houve
corrrelagdo negativa entre os niveis de TNF-a. e TSH. Estes achados poderiam sugerir um
efeito protetor de TNF-a,, porém os mecanismos fisiopatoldgicos que pudessem justificar

tal relagcdo ndo sdo ainda conhecidos.

Em relagdo a dosagem de IL-6, 5 pacientes de cada grupo, hs ¢ ¢ (15% e 18%
respectivamente) ¢ 2 pacientes (6%) do grupo he, apresentaram niveis detectaveis, sendo
que a média dos niveis dos dois pacientes do grupo he, foi significativamente mais baixa
do que nos outros grupos. Foi observada corrrelagdo positiva entre os niveis de IL-6 e
TNF-o nas pacientes do grupo he. O aumento dos niveis séricos de IL-6 em situagdes de
tireotdite subaguda e tireoidite induzida por amiodarona, fot descrito como situagdes de
ocorréncia transitéria'®® e a presenga de IL-6 em tecido tireoideano, tanto em doenga
autoimune como “ndo-autoimune” também j4 foi demonstrada.''®*> Apesar de ter sido
sugerido que a secrecdo de IL-6 pelas células foliculares estd sob controle de TSH, ndo
foram encontradas referéncias a associagdo de niveis séricos desta citocina com o TSH e

no presente estudo néo foi observada tal correlagéo.

IL-10 foi detectada em um paciente de cada grupo de estudo. O nivel maior foi
encontrado no grupo hs, seguido dos grupos he e ¢. La Vega'*? descreveu menor expressio
génica de IL-10 em tirdcitos nos quadros de Tireoidite de Hashimoto com hipotireoidismo
estabelecido, a que se referiu como em "estagio final de destruigdo”. Tal fato sugere que a
participa¢do de IL-10 na patogénese seria mais relevante em estagios mais precoces do
processo de doenga, com redugdo da expressdo génica em estdgio mais avangado.
Desta forma, poder-se-ia supor que os niveis séricos pudessem ter a mesma correlagéo, a
partir da observag@o neste estudo, de nivel mais baixo nos pacientes hipotireoideos. E

possivel que a detecgdo de IL-10 mais elevado em paciente do grupo hs, possa
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corresponder a uma fase inicial de lesdo. N3o houve associagdo dos niveis de IL-10 com os
niveis de anti-TPO em nenhum dos grupos, contrariamente ao que descreve La Vega.'*?
Deve-se salientar, porém, que a limitagfo de detectabilidade em somente 1 paciente € as
diferentes técnicas de avaliag@io utilizadas (ELISA x RT-PCR) dificultam a comparagio

entre os estudos.

A presenca de expressdo de genes para citocinas / marcadores inflamatérios em
células tireoideanas foi descrita em varios estudos.!'"?*!2! O baixo percentual de detecgdo
de citocinas séricas no presente estudo talvez possa se dever a agfo autdcrina e paracrina
destas substéncias, que podem exercer sua acdo de forma local, sem necessariamente ter

interferéncia com seus niveis séricos.

Nao houve diferengas entre as dosagens de neopterina nos trés grupos de estudo.
Estes dados estéo em concordancia com os achados de Wagner,'** que descreveu no haver
diferenca entre os niveis de neopterina em pacientes com tireoidite e saudaveis. No
presente estudo ndo foi observada correlagdo entre os niveis de neopterina e os niveis de
anti-TPO, como descrito por Kondera-Anasz,'* que demonstrou haver correlagio negativa

entre eles.

O presente estudo descreve a medida da avidez e a subclassificagdo de IgG anti-
TPO, bem como os niveis séricos de marcadores inflamatérios em pacientes portadores de
hipotireoidismo subclinico. Foi relevante a observacdo de predominio de IgGl e IgG4
neste grupo de pacientes com maior percentual de positividade para IgG4. Vale ressaltar a
diferenca observada na relag@o IgG1/1gG4 entre as pacientes portadoras de hipotireoidismo
subclinico e estabelecido, com relagdo menor no primeiro grupo. Este estudo €
essencialmente descritivo. O acompanhamento das pacientes portadoras de hipotireoidismo
subclinico submetidas ao estudo tornara possivel a analise destes dados a luz da sua

evolucdo.
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6. CONCLUSOES

A subclassificagdo de IgG anti-TPO nas amostras de soro das pacientes
portadoras de hipotireoidismo subclinico demonstrou a presenga de subtipos
IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4, com predominio de IgGl e IgG4, semelhante ao
encontrado para o grupo de pacientes portadoras de hipotireoidismo
estabelecido. No hipotireoidismo subclinico foi observado maior percentual de

positividade para IgG4.

A relagdo IgG1/IgG4 de IgG anti-TPO foi significativamente menor no grupo
de pacientes portadoras de hipotireoidismo subclinico do que no grupo de

pacientes portadoras de hipotireoidismo estabelecido.
N3ao houve correlagio entre a relagdo IgG1/IgG4 e os niveis de TSH.

Nzo houve diferenca entre as medidas de avidez de anticorpos anti-TPO em
pacientes portadoras de hipotireoidismo subclinico e pacientes portadoras de

hipotireoidismo estabelecido.

Os niveis séricos de marcadores inflamatérios foram de muito pequena
ocorréncia nas pacientes portadoras de hipotiroeidismo subclinico,
hipotireoidismo estabelecido e grupo controle, com detectabilidade de IL-6 em
14,7% das pacientes, TNF-o. em 8,8% e IL-10 em 3% das pacientes portadoras

de hipotireoidismo subclinico.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Caracterizagdo Imunolégica do Hipotireoidismo Subclinico

O hipotirecidismo é uma doenca que atinge principalmente mulheres e é resultante da diminuicdo
da produgdo de horménios pela glandula tiredide. A falta destes horménios faz com que as
pessoas apresentem mudangas de humor, alteragdes musculares e 6sseas e algumas vezes
ainda problemas no coragdo. Na maioria dos casos o tratamento &€ muito simples, bastando para
isso que os pacientes tomem medicamentos contendo estes hormonios. Muitas vezes, antes
mesmo de as pessoas apresentarem alguns sintomas de doenga, algumas substancias
encontradas no sangue ja estao alteradas, indicando que, com grande probabilidade, a doenca ira
se manifestar posteriormente. Neste estudo, pretendemos estudar uma destas substancias com
mais detalhes. E um anticorpo que agride a propria glandula que produz estes horménios. Existem
varios tipos destes anticorpos e pretendemos neste estudo verificar qual ou quais tipos e com que
forca eles se ligam a glandula. Para isso estamos convidando a senhora, juntamente com outras
89 mulheres para participar desta pesquisa.

Procedimento: Caso a senhora concorde, sua participagdo consistird em fornecer um pouco de
sangue (10ml) no primeiro dia em que for atendida. Seu sangue sera analisado e dependendo das
quantidades de horménios encontradas, a senhora sera incluida em um dos seguintes grupos: 1-
Pessoas com niveis de hormdnios normais; 2- Pessoas com niveis de horménios levemente
alterados e 3 — Pessoas com niveis de horménios muito alterados.

Possiveis desconfortos e potenciais beneficios: A senhora podera se beneficiar desta
pesquisa, pois caso nossas hipéteses sejam verdadeiras, o seu tratamento comecara antes que a
doenga se estabeleca. Além disso, estara auxiliando outros individuos que futuramente
apresentem estes mesmos problemas. Asseguramos que seu nome nunca sera utilizado em
nenhum momento dos trabalhos. As possiveis complicagdes que podem acontecer durante ou
apos a coleta de sangue sao dor no local ou formagdo de hematoma — sendo que se isto
acontecer, a senhora tera toda a assisténcia necessaria.

Participacao e confidencialidade: A participagdo das pacientes neste estudo & confidencial e
nenhum nome sera divulgado em qualquer tipo de publicagdo. As pacientes serdo identificadas
apenas pelas iniciais do nome e sobrenome e/ou nimero. Queremos deixar bem claro que esta
participagéo é voluntaria, podendo n&o participar caso nao o queira. O mesmo tratamento lhe sera
oferecido, participando ou nao do estudo. A senhora ndo tem obrigacdo em participar. Caso
aceite participar, podera se retirar da pesquisa no momento que desejar, bastando para isto
comunicar a pesquisadora médica responsavel.

Por favor pense bem nas condigbes de participagdo no estudo, nos procedimentos ja
mencionados e faga todas as perguntas que desejar; esclarega todas as suas duvidas. Caso
aparega alguma duvida, a senhora podera sempre durante o estudo perguntar a sua médica.

CONSENTIMENTO
Eu recebi uma copia e li (ou leram para mim) as informagbes acima descritas. Foram explicados
para mim os procedimentos deste estudo. Sei que posso perguntar o que desejar e compreendo
exatamente o que acontecerd, incluindo os possiveis riscos, desconfortos e beneficios com a
participacdo neste estudo.
Sou livre para retirar-me deste estudo a qualquer momento.
Eu concordo com a minha participacao neste estudo.

Nome da paciente: ..o,
ASSINAIUTA: ...,
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HIPOTIREOIDISMO SUBCLINICO

NUmero: .....ccooveeeee.
N OITIE: et e et e e e data de nasc. ........ [ [
ENAETEGO: ..ttt bbbttt a ettt b et b b et
Fone:.....coovoieiiieeee PIONtUATIO:...c.veeerieiereeieeneene
Data: oo,

Avaliago de sintomas e sinais no momento do primeiro atendimento

0 — resposta negativa ao ser inquirido / ndo observagéo ao exame fisico
1 — resposta positiva ao ser inquirido / observagéo ao exame fisico

............. fadiga (letargia, cansaco, indisposi¢io)

............. sonoléncia

............. intoleréncia ao frio (comparativamente aos pares)

............. queda de cabelo

............. sintomas depressivos (desinteresse, apatia, tristeza, indiferenga, choro freqiiente)
............. ganho de peso

............. obstipacdo

............. dores generalizadas

............. pele seca
............. extremidades frias

............. lentificagdo do tempo de relaxamento do reflexo Aquileu, conforme observado ao
exame fisico
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AVIDEZ COM NIVEIS DE TSH E T4 LIVRE NO GRUPO DE PACIENTES
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Figura 2 - Correlagao entre os niveis de TSH e a medida da avidez de IgG anti-TPO
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Figura 3 — Correlagao entre os niveis de anti-TPO e a medida da sua avidez
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ANEXO 5

DADOS GERAIS REFERENTES AS ANALISES LABORATORIAIS
REALIZADAS



Tabela geral contendo os dados referentes as dosagens dos soros das pacientes estudadas,
registrando as segintes variaveis: pac (nimero da paciente), id (idade), gr (grupo: hs-hipotireoidismo
subclinico, he-hipotireoidismo estabelecido, c-controle), aTPO (anti-TPO), col (colesterol), IgG1,
19G2, 19G3, IgG4, avidez, IL-1, TNF-a (TNF-alfa), IL-6,IFNg (IFN-gama), IL-10 e neop (neopterina).

TSH

fT4

pac |id |gr aTPO jcol. [1gG1 [1gG2 | IgG3 | 1gG4 |avidez |IL-1 TNF-a | IL-6 |{IFNg |IL-10 |neop
1|23fhs 8.16| 1.04| 1000} 155| 0.518| 0.116| 0.071| 0.155] 32.47| O 0 0 0 0 8.9
5|48he| 44.569| 0.49] 880| 259| 0.559| 0.126; 0.09| 0.921| 57.39( O 0 0 0 0l 7.5
11]40lhs 7.83] 0.97] 809|241| 0.773| 0.198} 0.398| 0.115] 5495 O 0 0 0 0] 11.9
12|42lhe| 26.062| 0.57| 66.2| 161| 0.261| 0.082| 0.136| 0.039] 68.84] 0 0 0 0 0l 10.2
13{60/hs 5.83) 0.84| 41.6/229] 0.166| 0.062| 0.08| 0.001| 5547 O 0 0 0 0] 7.14
18{21lhe| 8.22]| 0.61| 1000} 234| 0.422| 0.111| 0.642| 1.234| 6168 0 0 0 0 0 9.6
19{56lhs| 7.005/ 0.74] 473|155| 0.384| 0.096} 0.118[ 0.11| 57.76| 0 0 0 0 0 96
21(50lhs| 18.45/ 0.75( 1000| 203| 0.397| 0.17| 0.168| 1.315| 93.55] 0| 1,878 0 0 0} 11.2
22(43lhs | 14.089 0.8| 1000| 195| 0.329| 0.067) 0.192{ 0.689| 67.89] O 0 0 0 0 91
24/45he| 6.306{ 0.61| 236 160[ 0.204| 0.041| 0.04| 0.022] 50.8] 0 0 0 0 0 93
27|60hs| 7.452| 1.09] 258|290| 0.23|0.092| 0.16| 0.829; 50.23| 0 0 0 0 0 27
28|44|hs| 8.319 1.07| 183 245| 0.234| 0.064/ 0.405| 0.319| 27.38) O 0 0 0 0| 10.7
29/42hs| 5511 1.07] 207|228 0.175| 0.048| 0.105; 0.57| 31.12] O 0 0 0 0] 121
33| 32he 100] 0.22[ 144 345/ 0.169| 0.05] 0.116| 0.374| 36.19] O 0 0 0] 5669, 9.9
34[33jhs | 14.706| 0.84| 1000| 267} 0.408| 0.064] 0.291| 1.162| 72.86] O 0 0 0 0} 11.7
41|51|hs| 6.963| 0.77| 1000] 265| 0.815} 0.155| 0.22| 0.809| 66.51| 0 0| 494 0 0l 94
45|44|hs | 26.872| 0.83] 1000| 244| 0.816} 0.109| 0.081| 0.496| 71.83 0 0 0 0 0 5.1
47|54hs| 5.628| 0.97] 626|212] 0.294| 0.067| 0.349{ 0.143| 28.62] O 0 0 0 0 7.2
48|47lhs| 6.117| 0.85| 849{ 190] 0.157) 0.081| 0.085| 0.529| 2866 O 0 11.3 0 0 7.6
49|32lhs| 8.731| 1.02] 212210} 0.267;0.093| 0.2 0.183| 3865 O 0| 70.6 0 0| 14.6
50[46|hs | 5.066| 0.95 407|215 0.32| 0.114] 0.061| 0.775| 4564/ O 0 0 0 0| 87
51|38he| 57.837| 0.562| 1000| 245/ 0.291| 0.061| 0.041| 0.015| 55.41| O 0 83 0 0l 12.8
53/53|hs | 10.127, 0.83] 717/ 206| 0.178| 0.072| 0.152| 0.446| 31.12| 0] 2,457| 371.4 0 0 8
55|34jhs| 8.904| 0.84] 162|205| 0.221]| 0.067| 0.215| 0.7 4588/ O 0 0 0 0} 11.3
56(47lhs| 7.871) 0.78] 913/253/ 0.413] 0.1/ 0.264| 0.742| 5325 0 0 0 0 0 9.3
57{38hs| 10.27| 1.25 332|238| 0.106| 0.035| 0.129| 0.721] 41.48) O 0] 322.6 0 0 96
60|52lhs| 8.152| 1.21] 326|249| 0.196| 0.066| 0.164| 0.954] 5255 0 0 0 0} 11,32 9.7
61|24/hs | 28.384| 0.89] 231]235| 0.379| 0.08| 0.109} 0.622| 62.86| O 0 0 0 0l 55
63| 36/hs 12.9} 0.89] 1000j{217| 0.838( 0.133] 0.121| 1.022| 69.47] 0 0 0 0 0l 6.3
64|43hs| 6.301] 0.79] 286|241| 0.25/0.069] 0.21} 0.631| 3484 0 0 0 0 0| 12.7
65|33lhs; 14.77] 0.9 1000[222| 0.744| 0.116| 0.283] 0.192| 4529 O 0 0 0 0l 11.1
66} 26|hs 5.8 1.41| 48.9| 185/ 0.292| 0.069| 0.165| 0.381| 39.52| 0| 43,56 0 0 0l 11.9
70]48lhe| 22.115( 0.63| 581| 275| 0.205/ 0.064| 0.087| 0.43| 39.73] 0 0 0 0 0| 6.6
72| 35]hs 7.03) 1.01] 303} 262| 0.423| 0.065| 0.073| 0.746] 37.08 0 0 0 0 0 38
73|62|hs 13.5| 0.85| 1000] 272| 0.38| 0.113] 0.328| 1.213] 63.52] 0 0| 65.3 0 0] 17.8
74|33|hs 9.5 0.81] 913] 245/ 0.176| 0.054] 0.147/ 0.838] 89.8) 0 0 0 0 0 6.9
75|33he 100] 0.43] 1000| 289] 0.54| 0.07)0.244) 0.54] 436/ O 0 0 0 0 6.9
76| 31}hs 7.21 0.92] 442|175/ 0.237) 0.073/ 0.135 0.5{ 2462 0 0 0 0 0 91
78|57jhs| 8.883] 0.83] 1000[ 318| 0.661) 0.079| 0.167/ 0.794] 386| O 0 0 0 0l 94
80/49he| 19.019] 0.34] 316|257} 0.699| 0.089| 0.083| 0.194| 2489 O 0 0 0 0 95
81/44|he| 13.516| 0.58| 1000| 245] 0.794| 0.072| 0.134] 1.021| 6117 0 0 0 0 0 8.9
82/30lhe | 55.034| 0.07| 1000| 281} 0.757} 0.154| 0.157} 1.085| 59.71| O 0 0 0 0 93
85[38he| 8.767] 0.5 1000| 197| 0.932| 0.116| 0.265} 0.916] 72.31] 0 0 0 0 0 7.5
86(34ic | 0.827] 1.1 10{ 271] 0.125| 0.048| 0.12} 0.006 0 0 0 0 0 9.5
87|32}hs 5.34{ 0.91] 315|229 0.192| 0.067| 0.046} 0.333| 17.81] 0 0 0 0 0} 10.6




88| 32|c 1.021] 1.17 10| 172| 0.047{ 0.027] 0.002{ 0.021 0 0 0 0 0 83
89|61|c 1.182[ 1.1 10] 185| 0.115{ 0.063| 0.019] 0.031 0 0 0 0 0 89
90(36jc 1.917) 1.23[ 10.2| 158 0.117) 0.083| 0.017| 0.001 0 0 0 0 0 94
81|25he| 9.205| 0.69] 813[ 188| 0.276| 0.079| 0.142| 0.614] 59.39] 0 0 0 0 0f 9.8
93|42ic 1.212/ 0.86] 10.1] 174| 0.088{ 0.043| 0.069( 0.024 0 0 0 0 0 10
94|40ic 1.08; 0.82] 34.6[ 253[ 0.086} 0.029| 0.103] 0.05 0 0 0 0 0 9.5
96(42|c 1.265 0.8 438|213 0.1]0.039 0.02[ 0.047 3 0 0 0 0 0| 20.2
98| 55ic 1.024{ 1.27 23| 151| 0.067| 0.017] 0.048| 0.002 0 0 0 0 0] 13.7
99| 59|c 0.795| 0.99] 12.4| 217] 0.092| 0.054] 0.015{ 0.001 0 0 0 0 0] 11.6
100[31]c 2.072| 0.99] 12.3| 184| 0.177| 0.063| 0.074| 0.007 0| 1,478 194 0 0l 13.9
101|56jhe} 2.243| 1.13| 893[ 382} 0.321} 0.116| 0.045| 0.523| 31.47] 0 0 0 0 0l 131
102} 29|c 1.418] 1.07| 15.2| 198] 0.065| 0.026] 0.058| 0.015 0 0 0 0 0} 10.6
103|23[c 0.166] 1.27] 334|217| 0.094| 0.045| 0.052| 0.161] 38.07] 0 0 0 0 0} 10.4
104{40|c 1.378{ 1.07 10] 230} 0.141] 0.043] 0.069| 0.012 0 0 0 0 0 8.7
105| 36ic 1.266 1.14] 10.3| 239| 0.117] 0.061] 0.031| 0.006 0 0 0 0} 2,943 2.8
107|37|c | 2.088] 1.19 10| 224; 0.042| 0.011] 0.055| 0.029 0 0 0 0 0| 10.8
108|39ic 1.022| 1.14 10} 245! 0.09| 0.045| 0.099| 0.004 0 0 0 0 0 99
109 36|c 1.025| 1.06 10| 213| 0.099] 0.023] 0.021| 0.0086, 0 0 0 0 0 6.9
111{34jhe| 24.816] 0.6] 1000! 177| 0.384{ 0.136| 0.295| 0.843{ 77.55| O 0 0 0 0l 5.8
112/42ihe| 10.491| 0.92] 1000] 212[ 0.646| 0.141| 0.117) 0.596| 86.67] O 0 0 0 0 91
114{57|c 0.743{ 1.61}] 23.8| 200] 0.124j 0.036| 0.061| 0.026 0 0} 30.22 0 0f 144
116|57|he| 16.302] 0.62] 433[ 305| 0.335| 0.078| 0.065/ 0.194| 31.81] 0 0 0 0 0 9.2
118[27|he| 0.839] 1.23; 887|200/ 0.491] 0.1| 0.36/ 0.087| 30.64

120|58he| 0.065| 1.27] 308[ 351 0.209| 0.043| 0.083{ 0.373] 319 0 0 0 0 0| 886
122[46lhe| 12.297| 0.67| 497| 244 0.184] 0.038| 0.066| 0.203| 41.11] O 0 0 0 0 76
123|50jhe | 80.122| 0.32] 1000{ 362| 0.841| 0.114| 0.385/ 0.801] 85.73] 0 0 0 0 0] 12.8
124|21}he 7.88) 0.96] 129 205| 0.129| 0.046| 0.051( 0.257] 37.33( O 0 0 0 0 7.9
125{44ihe| 0.453| 1.14] 1000} 191] 0.479| 0.092] 0.372{ 0.461| 4245 0 0 0 0 0| 93
126[42|c 1.844] 0.8 12.1}121] 0.085[ 0.052[ 0.086] 0.011 0} 0.852| 388.6 0 0| 6.9
127|54{c 2.227] 1.1 100j 162 0.066| 0.019| 0.018| 0.008

128|51lc | 4.141] 1.14 10} 212/ 0.103] 0.019] 0.004| 0.02 0l 4,002 0 0 0] 6.3
129|50ic 1.323{ 1.11] 12.4{143] 0.143| 0.054| 0.04} 0.004 0 0 0 0 0 11.8
130[52|c 0.606] 1.07| 13| 235| 0.135[ 0.028| 0.053| 0.024 0 0 0 0 0] 8.5
131]41jc 2.126] 0.91 10; 188} 0.165( 0.054| 0.222| 0.045 0 0| 50.39 0 0 9.5
13261 0.664| 1.18 10| 216/ 0.182| 0.008| 0.079| 0.038 0} 34,96| 30.71 0 0 7.9
133[29jhe| 0.51] 1.55] 523|200/ 0.383| 0.091| 0.054| 0.284| 64.39| 0| 1,467 0 0 0] 19.1
134|55|c 0.56] 1.2 10| 188| 0.169 0] 0.041] 0.039 0 0 0 0 0] 10.2
137|32he| 6.417 1.1] 75.8[ 137| 0.197| 0.055| 0.087| 0.019| 88.26; 0 0 0 0 0 8.9
138|45|he| 6.709; 1.27] 235| 254( 0.193| 0.051| 0.028| 0.001 84/ O 0 0 0 0 97
139/23lhe| 0.96| 1.4] 772[211] 0.215; 0.065| 0.203) 0.442| 84.95 0| 0.26] 6.5 0 0 12
140/33jhe| 12.84| 0.65] 190| 213| 0.183] 0.074| 0.051| 0.027| 122.29

141|45jhe| 30.724| 0.74] 1000} 234| 0.264| 0.105/ 0.362| 0.314| 28.9] 0 0 0 0 0 99
143|27lhe| 9.64| 0.91| 1000| 565| 0.359] 0.086( 0.152| 0.712 61 0O 0 0 0 0] 124
145|27he 100] 0.6] 248|203| 0.236] 0.094( 0.062| 0.082| 52.73] O 0 0 0 0| 11.5
147{57lhe| 84.888| 0.27| 73.3} 264[ 0.154| 0.068| 0.134] 0.01| 101.31| O 0 0 0 0l 11.4
151}46jhs | 21.271| 0.83] 800} 210{ 0.162/ 0.041{ 0.047| 04| 814 O 0 0 0 0| 6.3
152 30/he 100] 0.34] 1000| 241 0.288| 0.081| 0.05{0.546| 60.77] O 0 0 0 0f 52
153[44hs| 13.786| 0.95] 555} 195[ 0.273{ 0.089| 0.195| 0.075| 57.69] O 0 0 0 0l 14.2
154/67)c | 4.812] 1.8{ 11.7, 304| 0.238| 0.005| 0.029| 0.02 0 0 0 0 0l 7.9
155|24|c 2.826/ 1.13| 10.9} 195 0.224| 0.046| 0.08] 0.065 0 0 0 0 0 6.8

Para efeito de analise estatistica, em fungdo do software utilizado, a virgula esta substituida por ponto e vice-versa.



