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Resumo

RESUMO

Bedin MR. Associacdo dos polimorfismos -318C/T, CT60 e A49G do gene
CTLA4, R620W do gene PTPN22 e A946T do gene IFIH1 em pacientes
pediatricos com doenca autoimune tireoidiana e diabetes mellitus tipo 1
[Dissertacéo]. Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2013.

As doencas autoimunes da tireoide (DAIT) representadas, principalmente pela
doenca de Graves (DG) e tireoidite de Hashimoto (TH), apresentam causas
multifatoriais, incluindo fatores genéticos e ambientais. Diversos genes estao
envolvidos, entre eles CTLA4, PTPN22 e mais recentemente IFIH1,
principalmente quando associados a diabetes mellitus tipo 1 (DM1).
OBJETIVOS: Determinar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos: -
318C/T, A49G e CT60 do CTLA4, R620W do PTPN22 e A946T do IFIH1 em
pacientes pediatricos portadores de DG, TH e DM1 associado a TH e em uma
populacdo controle normal, e determinar a associagdo com caracteristicas
clinicas e laboratoriais. MATERIAL E METODOS: Foram estudados 142
pacientes menores de 21 anos ao diagnostico. Os dados clinicos e laboratoriais
foram obtidos em prontuario. A genotipagem foi realizada por PCR em tempo
real de todos os polimorfismos. Dados clinicos e laboratoriais como sexo, idade
de inicio, bocio, anticorpos anti-GAD, I1A2 e IAA e niveis de TRAb e anti-TPO
foram analisados. RESULTADOS: Sessenta e dois pacientes foram
diagnosticados com DG, com idade média ao diagndstico (IMD) de 10,8 + 4,4
anos, sendo 43 do sexo feminino; TH esteve presente em 44 pacientes, sendo
37 meninas, com IMD de 10,3 (= 2,9 anos); e 36 pacientes com DM1 associado
a TH, sendo 21 meninas, com IMD de 6,2 (£ 4,0 anos) no momento do
diagnostico de DM1 e de 11,6 (+ 4,6 anos) ao diagnoéstico de TH. O grupo
controle foi constituido por 81 individuos sem diabetes, funcdo tireoidiana
normal e auséncia de anticorpos antitireoidianos. Todos os polimorfismos
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. O polimorfismo -318C/T ndo esteve
associado com nenhum dos grupos. O alelo de risco G do polimorfismo A49G
foi mais frequente em pacientes com TH (p=0,047) e o gendtipo patogénico
(AG e GG) foi mais frequente em pacientes com DG (p=0,049). O alelo de risco
G do polimorfismo CT60 foi mais frequente apenas em pacientes com DG
(p=0,035). O alelo de risco T do polimorfismo R620W foi mais frequente em
pacientes com DM1 associado a TH (p=0,043). O alelo de risco T do
polimorfismo A946T foi mais frequente em pacientes com DM1 associado a TH
(p=0,009), assim como o genatipo patogénico (CT e TT) quando comparado ao
grupo controle (p=0,007). Quando agrupamos todas as DAIT, observamos
associacdo com A49G (p=0,024) e R620W (p=0,047). Quando agrupamos
apenas pacientes com TH, encontramos diferenca no A49G (p=0,018) e no
A946T (p=0,041). O polimorfismo CT60 foi associado com menor duracao da
terapia medicamentosa no grupo DG (p=0,004), mas ndo com 0s niveis de
TRADb ou presenca de bocio. No DM1 com HT, o alelo de risco do A49G foi
mais frequentemente encontrado no sexo masculino (p=0,04); R620W foi
relacionado com a presenca de bdcio (p=0,03), enquanto A946T foi associado
com niveis de anti-TPO mais baixos (p=0,047). Os niveis de anti-GAD, 1A2 e
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IAA ndo foram associados aos polimorfismos. CONCLUSAQ: Encontramos
associacdes genéticas diferentes entre os pacientes com DAIT, sugerindo que
as criancas possuem provavelmente padrdes genéticos distintos, apesar do
menor tempo de exposicao a fatores ambientais.

Descritores: 1.Doenca de Graves/genética 2.Doenca de Hashimoto/genética
3.Diabetes mellitus tipo 1 4.Polimorfismo genético 5.Pediatria 6.Doencas
autoimunes/imunologia 7.Doencas da glandula tireoide/imunologia
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SUMMARY

Bedin MR. Association of -318C/T, A49G and CT60 polymorphisms of CTLA4
gene, R620W of PTPN22 gene, and A946T of IFIH1 gene in pediatric patients
with autoimmune thyroid disease and type 1 diabetes mellitus [dissertation].
Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013.

Autoimmune thyroid diseases (AITD) represented by Graves' disease (GD) and
Hashimoto's thyroiditis (HT), have multifactorial causes, including genetic and
environmental factors. Several genes are involved, including CTLA4, PTPN22
and more recently IFIH1, especially when associated with type 1 diabetes
(T1D). OBJECTIVES: To determine the allelic and genotypic frequencies of the
polymorphisms: -318C/T, A49G and CT60 of CTLA4, R620W of PTPN22 and
A946T of IFIH1 in pediatric patients with GD, HT and T1D associated with HT
and in a control population and determine association with clinical and
laboratory features. MATERIAL AND METHODS: We studied 142 patients
under 21 years at diagnosis. Clinical and laboratory data were obtained from
medical records. Genotyping was performed by real time PCR for all
polymorphisms. Clinical and laboratory data were analyzed, such as gender,
age of onset, goiter, anti-GAD, IA2 and IAA levels and TRAb and anti-TPO
levels. RESULTS: Sixty-two patients were diagnosed with GD, with mean age
at diagnosis (MAD) of 10.8 + 4.4 years, 43 females; HT was present in 44
patients, 37 girls, MAD 10.3 (£ 2.9 years) and type 1 diabetes associated with
HT was present in 36 patients, 21 girls, MAD 6.2 (+ 4.0 years) at diagnosis of
T1D and 11.6 (+ 4.6 years) at diagnosis of HT. Control group consisted of 81
subjects without diabetes, normal thyroid function and absence of antithyroid
antibodies. All polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium. The
polymorphism -318C/T was not associated with any of the groups. The risk
allele G of A49G polymorphism was more frequent in patients with HT
(p=0.047) and the pathogenic genotype (AG and GG) was more frequent in
patients with GD (p=0.049). The risk allele G of CT60 polymorphism was more
frequent only in patients with GD (p=0.035). The risk allele T of R620W
polymorphism was more frequent in patients with T1D associated with HT
(p=0.043). The risk allele T of A946T polymorphism was more frequent in
patients with T1D associated with HT (p=0.009), as well as the pathogenic
genotype (CT and TT) compared to control group (p=0.007). When all AITD is
grouped, we observed association with A49G (p=0.024) and R620W (p=0.047).
Only when patients with HT are grouped, we found differences in A49G
(p=0.018) and A946T (p=0.041). CT60 polymorphism was associated with a
shorter duration of drug therapy on GD group (p=0.004), but no association with
TRAD levels or presence of goiter were found. In T1D with HT, the risk allele of
A49G was more often found in males (p=0.04); R620W was associated with
presence of goiter (p=0.03), while A946T was associated with anti-TPO levels
(p=0.047). The anti-GAD, IAA and IA2 levels were not associated with any
polymorphisms. CONCLUSION: We found different genetic associations among
patients with AITD, suggesting that children are likely to have distinct genetic
background, despite shorter exposure to environmental factors.



Summary
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

-318C/T

A49G

A946T
AIRE
anti-GADG65

anti-1A2

anti-TPO
anti-Tg

APCs

APECED

C1858T

CT6e0

CTLA4

DCs

DM1

substituicdo de citosina por timina na posicdo 318 da regiao
promotora do gene CTLA4

substituicdo de adenina por guanina na posicédo 49 do éxonl do
gene CTLA4

mudanca de alanina por treonina no cédon 946
regulador da autoimunidade, do inglés “autoimmune regulator”
anticorpo antienzima descarboxilase do &acido glutamico 65

anticorpo antiproteina de membrana com homologia as tirosino

fosfatases ou antiantigeno 2 do insulinoma
anticorpo antitireoperoxidase
anticorpo antitireoglobulina

células apresentadoras de antigenos, do inglés “antigen

presenting cell”

do ingles, “Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidiasis

Ectodermal Dystrophy”

substituicdo de citosina por timina na posicdo 1858 do gene
PTPN22

substituicdo de guanina por adenina na posicdo +6230 na
extremidade 3’ do gene CTLA4

antigeno-4 associado ao linfocito-T citotoxico, do inglés “cytotoxic

T-lymphocyte-associated antigen 4”

células dendriticas, do inglés “dendritic cells”

Diabetes mellitus tipo 1



DAls
DAI
DAIT
DAT
DG
dsRNA
FADD

HLA

IC 95%
IAA
ICA
IFN-y
IKK-i
IL-1

IFIH1

IPEX

IPS-1
LGP2
LB

LT

Abreviaturas

doencas autoimunes

doenca autoimune

doencas autoimunes da tireoide

drogas antitireoidianas

doenca de Graves

do inglés “Double-strended RNA”

do inglés “Fas-associated death domain containing protein”

antigeno leucocitario humano, do inglés “human leukocyte

antigen”

intervalo de confianca de 95%

anticorpos anti-insulina

anticorpo anti-ilhotas de Langerhans citoplasmatico

interferon gama

do inglés “Inducible IkB kinase”

interleucina 1

do inglés “interferon-induced helicase”

sindrome de desregulacdo imunoldgica, poliendocrinopatia e

enteropatia ligada ao X, do inglés “imune dysregulation,

polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked”

do inglés “IFN-B promoter stimulator-1”

do inglés “laboratory of genetics and physiology 2”
linfocitos B

linfécitos T



LT-CD4+

LT-CD8+

LYP

MHC

NAP1

NIS

NOD

OR

PCR

PKR

PTPN22

R620W

RIG-I

SINTBAD

SPA1l

SPA2

SPA3

TBK1

TCR

TH

TNF-a

TSHR

Abreviaturas

linfocito T auxiliar
linfocito T citotoxico
do inglés “lymphoid tyrosine phosphatase”

complexo principal de histocompatibilidade, do inglés “Major

histocompatibility complex”

do inglés “nucleossome assembly-associated protein 1”
transportador deiodeto de sddio

diabético ndo obeso, do inglés “non-obese diabetic”

razao de chances, do inglés “odds ratio”

reacdo em cadeia pela polimerase

do inglés “Protein Kinase R”

do inglés “Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22"
troca de uma arginina por um triptofano no codon 620

do inglés “retinoic acid-inducible gene 1”

do inglés “similar to NAP1 TBK1 adaptor”

sindrome poliglandular autoimune tipo 1

sindrome poliglandular autoimune tipo 2

sindrome poliglandular autoimune tipo 3

do inglés “TANK-binding kinase 1”

receptor da célula T, do inglés “T-Cell Receptor”

tireoidite de Hashimoto

fator de necrose tumoral alfa, do inglés “tumor necrosis factor”

Receptor de TSH, do ingés “thyroid-stimulating hormone receptor”



Abreviaturas

TLRs do inglés “Toll-like receptors”
TRAD anticorpos contra o Receptor de TSH
TSH hormonio estimulador de tireoide, do inglés “Thyroid stimulating

hormone”
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INTRODUCAO
1. DOENCAS AUTOIMUNES

Nas doencas autoimunes, 6rgao especificas e sistémicas, observam-se
perda da capacidade do sistema imunolégico do individuo em distinguir o que é
préprio (self) daquilo que ndo € proprio (non-self). Essa capacidade é
denominada autotolerancia. A perda da autotolerancia pode ter causas
intrinsecas ou extrinsecas. As causas intrinsecas estdo sob o controle genético
individual. Geralmente estdo associadas a polimorfismos de moléculas de
histocompatibilidade, sistema complemento e receptores Toll-like (TLRS),
linfécitos com atividade regulatéria e citocinas, além de fatores hormonais. As
causas extrinsecas estao relacionadas a fatores ambientais, como infeccdes
bacterianas e virais, exposicdo a agentes fisicos e quimicos como luz

ultravioleta, pesticidas e drogas *.

As doencas autoimunes (DAI) sdo multifatoriais, tendo os fatores
genéticos grande participacdo. Além da segregacdo familiar, a taxa de
concordancia para DAI é maior em gémeos monozigoticos do que em
dizigoticos. Porém, mesmo em um individuo geneticamente susceptivel,

geralmente é necessario um “gatilho” para que a autorreatividade ocorra.

As associacoes entre infeccdes e aparecimento de DAI séo frequentes.
Infeccbes podem desencadear a perda da autotolerancia por varios
mecanismos. Entre eles podemos citar o dano tecidual e a necrose celular, que
expdem epitopos presentes em autoantigenos ou ainda permitindo a ativacéo
de células imunocompetentes direta ou indiretamente ao antigeno. A apoptose
€ de grande importancia na manutencdo da tolerancia central e periférica e
também no controle das populacdes linfocitarias geradas no curso de uma
resposta imune. Células apoptoticas devem ser rapidamente removidas por
fagdcitos, macréfagos e células dendriticas (DCs), impedindo a exposicao

persistente de autoantigenos.

A formacdo de complexos imunes circulantes compostos de antigenos
préprios e de anticorpos especificos produz doencas autoimunes sistémicas,

como o ldpus eritematoso sistémico. Em contraste, respostas com
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autoanticorpos ou células T contra antigenos préprios com distribuicdo tecidual
restrita levam as doencas 6rgédo especificas, como o diabetes mellitus tipo 1
(DM1).

O inicio das DAIs costuma se associar a infec¢cdes ou ser precedido por
elas. As lesBes de autoimunidade ndo se devem ao préprio agente infeccioso,
mas resultam de respostas imunolégicas do hospedeiro, que podem ser
desencadeadas ou desreguladas pelo microrganismo. Infec¢bes de tecidos
podem induzir respostas imunoldgicas locais que recrutam leucdcitos para 0s
tecidos e resultam na ativacdo das células apresentadoras de antigenos
(APCs) teciduais. Essas APCs expressam coestimuladores e secretam
citocinas, que ativam a célula T, resultando na quebra da tolerancia das células
T. Dois tipos de mecanismos principais promovem o desenvolvimento das
DAIs: os microorganismos infecciosos podem conter antigenos que reagem de
maneira cruzada com antigenos proprios, resultando em reac¢des contra estes;
ou 0s microorganismos podem ativar receptores semelhantes aos TLRs,
levando a producdo de citocinas ativadoras dos linfocitos ou em células B e
consequentemente, producéo de autoanticorpos 2.

A imunidade inata representa uma resposta rapida e estereotipada a um
namero grande, mas limitado, de estimulos. E representada por barreiras
fisicas, quimicas e bioldgicas, por células especializadas e moléculas soluveis
presentes em todos os individuos. A imunidade inata ndo depende de contato
prévio com imundgenos ou agentes agressores e ndo se altera qualitativa ou
guantitativamente apds o contato. As principais células efetoras da imunidade
inata sdo: macrofagos, neutréfilos, DCs e células Natural Killer. Os principais
mecanismos na imunidade inata sdo: a fagocitose, a liberacdo de mediadores
inflamatorios, a ativacdo de proteinas do sistema complemento, bem como a
sintese de proteinas de fase aguda, assim como citocinas e quimiocinas 3.

Em contraposicdo a resposta inata, a resposta imune adaptativa ou
adquirida depende da ativacdo de células especializadas, os linfocitos, e de
moléculas soluveis por eles produzidas. As principais caracteristicas da
resposta adaptativa sao: a especificidade e diversidade de reconhecimento, a
memoria, especializacdo de resposta e a tolerancia a componentes do proprio

organismo. Embora as principais células envolvidas na resposta imune
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adquirida sejam os linfécitos, as APCs desempenham papel fundamental em
sua ativacao, apresentando antigenos associados ao major histocompatibility

complex (MHC) para as células T 3.
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2. DOENCAS AUTOIMUNES DA TIREOIDE: DOENCA DE GRAVES E
TIREOIDITE DE HASHIMOTO

As doencas autoimunes da tireoide (DAIT) sdo um grupo de desordens
orgdo-especificas que estdo entre as DAl humanas mais comuns, afetando
cerca de 5% da populacdo em geral. Nesse grupo, destacam-se a doenca de
Graves e a tireoidite de Hashimoto. As duas doencas tém caracteristicas
comuns com outras DAI, como a susceptibilidade genética com segregacao
familiar e a presenca de intenso infiltrado linfomonocitario *. Outras DAIT
incluem a tireoidite pos-parto e tireoidite induzida por drogas, como interferon e

amiodarona.

2.1. DOENCA DE GRAVES

A doenca de Graves (DG) afeta aproximadamente 0,5% da populagéo
em geral e é a principal etiologia da tireotoxicose °. Em criancas e
adolescentes, € também a causa mais comum de tireotoxicose, sendo
responsavel por 10 a 15% dos disturbios da tireoide ®. Sua prevaléncia varia
entre 0,1/100.000 nas criancas e aumenta para até 3/100.000 na adolescéncia,
com pico entre 11 e 15 anos, acometendo 4 a 5 vezes mais 0 sexo feminino.
Na maioria dos pacientes com DG, linfocitos B (LB) e linfécitos T (LT) sdo
dirigidos aos trés antigenos da tireoide, tireoglobulina (Tg), tireoperoxidase
(TPO) e receptor de TSH (TSHR), bem como contra uma variedade de
antigenos menores, como o transportador de iodeto de sodio (NIS). O TSHR é
o principal autoantigeno na DG e os autoanticorpos conhecidos como TRAb
(thyrotropin receptor antibody) se ligam ao TSHR nas células foliculares,
causando hiperplasia da glandula, estimulando sua funcéo e tireotoxicose " &
Os demais antigenos da tireoide apenas refletem o processo autoimune na

tireoide.

Algumas manifestacdes clinicas que ocorrem em adultos com DG séo
raras em criancas, como a oftalmopatia de Graves, o mixedema pré-tibial e a
fibrilacdo atrial. Nas criancas, o bocio geralmente é pequeno e chama a
atencao a piora no rendimento escolar e o sono pouco regenerador, que se

associa a fadiga e letargia durante o dia. Em alguns casos pode haver perda de
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peso, aceleracdo do crescimento linear e diminuicdo de massa Ossea. A

oftalmopatia de Graves, quando ocorre, normalmente é leve °.

O diagnéstico laboratorial da DG ¢é confirmado pelo achado de
concentracfes séricas elevadas de T3 e T4 e concentracdes diminuidas de
TSH. A cintilografia com iodo radioativo mostra uma glandula difusamente
aumentada de tamanho, hipercaptante com distribuicdo uniforme do
radiofarmaco. A medida de TRADb é elevada em 90% das criangas com DG. Os
anticorpos antitireoperoxidase (anti-TPO) e antitireoglobulina (anti-Tg) também
podem estar presentes em até 80% das criancas, porém, ndo sao especificos
para avaliacdo da DG *°.

2.2. TIREOIDITE DE HASHIMOTO

A tireoidite de Hashimoto (TH) é a DAIT que mais ocorre em criangas e
adolescentes. Sua incidéncia aumenta nas fases iniciais da adolescéncia,
ocorrendo 4 a 8 vezes mais frequentemente no sexo feminino. Raramente se
manifesta antes dos 4 anos de idade. Como na DG, h4d a quebra da
autotolerancia do sistema imunologico, onde estdo também incluidas causas
genéticas e ambientais. As APCs expandem o processo imune levando o
autoantigeno aos linfocitos na glandula tireoide; estes linfocitos, sensibilizados
por diferentes antigenos tireoidianos, acumulam-se em grande quantidade e
infiltram o parénquima da glandula. A destruicdo ou manutencao da integridade
dos foliculos determina a expressdo fenotipica da doenca. Quando ocorre a

destruicdo da glandula, ha apoptose celular, produzindo o hipotireoidismo **.

Se 0 processo autoimune € leve, a tireoide € de tamanho normal e
contém infiltrados dispersos de linfécitos. Os foliculos da tireoide envolvidos por
esse infiltrado aparecem atréficos, perdendo parte ou a totalidade de seu
coléide. Um pequeno numero de células plasmaticas é misturado com
linfécitos. Quando os focos de envolvimento sdo maiores e mais numerosos, as
células foliculares sofrem metaplasia para células oxifilicas e pode haver
formacédo de pseudonddulos pelo infiltrado linfocitico e fibrose. Nos casos mais
avancadosde tireoidite autoimune, pouco ou nenhum parénquima normal é

visivel. O exame microscépico mostra que muitos foliculos sdo pequenos, a
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quantidade de coldide é diminuida e os infiltrados de linfocitos, células
plasmaticas e macrofagos sdo extensos. As células T sdo mais frequentes
entre as células epiteliais e no tecido intersticial longe defoliculos linféides.
Podem ser observadas células gigantes inflamatérias espalhadas pelos
foliculos danificados. A quantidade de tecido conjuntivo na glandula aumenta
frequentemente. Algumas células foliculares aparecem atréficas ou danificadas,
muitas sdo hiperpladsicas ou metaplasicas (células oncocitico ou Hurthle;
metaplasia escamosa). A glandula geralmente € pequena e o hipotireoidismo

esta frequentemente presente *%.

A principal caracteristica clinica, nas criangas com TH, é o aumento do
volume cervical. Entretanto, a tireoidite atrofica também pode estar presente.
As criancas com TH podem apresentar baixa estatura ou velocidade de
crescimento progressivamente diminuida, com aumento do peso em relacéo a
altura causados pelo hipotireoidismo. Pode ocorrer atraso no desenvolvimento

puberal ou mesmo puberdade precoce, nos casos de hipotireoidismo grave 3.

O diagnéstico laboratorial da TH baseia-se na dosagem de anti-TPO
e/ou anti-Tg positivos; T4 livre e total podem estar normais em fases iniciais da
doenca. Na evolucdo para o hipotireocidismo, ha o aumento de TSH e
diminuicdo dos horménios tireoidianos. Na ultrassonografia, a glandula pode

apresentar um parénquima heterogéneo e hipoecogénico ' *°,

2.3. DAIT ASSOCIADA A OUTRAS DOENCAS AUTOIMUNES

DAIT é componente das sindromes poliglandular autoimune. A sindrome
poliglandular autoimune tipo 1 (SPAl1) ou APECED (Autoimmune Poly
Endocrinopathy Candidiasis Ectodermal Dystrophy) apresenta heranca
autossbmica recessiva e € causada por mutacdes no gene regulador de
autoimunidade (AIRE). E caracterizada por hipoparatireoidismo, doenca de
Addison e candidiase mucocutanea crénica, que comecam na infancia ou inicio
da adolescéncia. Outras desordens autoimunes como DM1, anemia perniciosa
e hipogonadismo ocorrem em 15% a 30% dos pacientes. O hipotireoidismo

autoimune é relativamente raro e afeta cerca de 5% dos pacientes. O

desenvolvimento da DG é extremamente raro *2.
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A sindrome poliglandular autoimune tipo 2 (SPA2) é caracterizada pela
presenca de doenca de Addison associada a DAIT (TH ou DG) e/ou DM1.
Outras DAIs também podem fazer parte da SPA2, entre elas alopécia, vitiligo,
hepatite crbénica, hipogonadismo hipergonadotréfico e hipofisite. A sindrome
poliglandular autoimune tipo 3 (SPA3) muitas vezes € considerada uma
variacdo da tipo 2 e é caracterizada pela presenca de DAIT (TH ou DG)
associada a pelo menos umas das seguintes: DM1, gastrite atréfica, vitiligo,
alopécia, miastenia grave ou outras desordens autoimunes orgao-especificas.
Definicbes adicionais de sindromes poliglandulares tém sido sugeridas pois
elas englobamum amplo espectro clinico de doengcas com uma apresentacao
altamente variavel desde as primeiras manifestaces™.

Um estudo na Holanda mostrou que as DAIT podem ter expressdes
clinicas diferentes. A doenca autoimune acometendo as adrenais apresentava
maior associa¢ao com TH (9%) do que com a DG (3,3%, p=0.001), assim como
a agressao autoimune as células beta pacreaticas foi mais frequentemente
associada em pacientes com TH (25,4%) do que em pacientes com DG
(15,6%, p=0,001). Os pacientes com TH apresentaram maior frequéncia de
doenca autoimune adrenal e gastrica (5,3%) do que os pacientes com DG
(1,2%, p=0,001). Esses achados indicam que a TH e a DG diferem na
expressao clinica e potencialmente na expressdo autoimune, levando a nao
considerarmos a DAIT como uma Unica entidade clinica *°.

Outro disturbio ainda mais raro é a sindrome de desregulacdo
imunoldgica ou poliendocrinopatia e enteropatia ligada ao X (IPEX). Esta é uma
doenca devastadora em lactentes do sexo masculino com deficiéncia de
crescimento devido a enteropatia autoimune. Cerca de 50% e 90% dos homens
afetados desenvolvem hipotireoidismo autoimune e DM1 no primeiro ano de
vida respectivamente. IPEX é causada por mutacbes no gene FOXPS3,
localizado no cromossomo Xpll. FOXP3 é expresso em LT e é fundamental
para o desenvolvimento de células T reguladoras, sem as quais nao é possivel

ocorrer ativacéo e proliferacdo de LT-CD4+ (linfécito T auxiliar) *°.
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2.4. DAIT ASSOCIADA A DIABETES MELLITUS TIPO 1

Quinze a 30% dos portadores de DM1 apresentam DAIT *’. Mantovani et
al., em Minas Gerais, avaliaram 383 pacientes com DM1, com idade entre 0,9 e
25 anos e duracdo média do diabetes de 9,3 + 5,8 anos. Os anticorpos
antitireoidianos foram detectados em 16,7% desses pacientes, particularmente
no sexo feminino. A prevaléncia de TH aumentou com a idade e estava
diretamente relacionada com a presenca de outras DAl como doenca celiaca,

lapus e vitiligo *8.

O DM1 tem inicio quando ocorre um desequilibrio nos mecanismos de
tolerdncia aos antigenos proprios resultando em insulite, com infiltrado
inflamatorio composto de LT e LB, macrofagos e DC. Os LT-CD4+ ativados
agem no processo da insulite determinando reacdes inflamatérias e secrecéo
de citocinas, como interleucina 1 (IL-1), interferon y (IFN-y) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), culminando com a morte das células-beta pancreaticas.
Os LT-CD4+ também funcionam como células auxiliares ativadoras dos LT-
CD8+ e LB produtores de autoanticorpos.

O periodo de autoimunidade ativa, ou periodo pré-diabético
assintomatico, ou fase subclinica, precede o DM1 e pode ter duracéo de varios
anos, sendo evidenciado pela presenca de autoanticorpos contra antigenos
das células-beta e pela perda progressiva da capacidade secretora de insulina.
Na manifestacdo clinica de DM1, restam apenas 10% das células-beta. As
demais células das ilhotas pancreédticas ndo sado atingidas e persistem
produzindo glucagon (células-alfa) e somatostatina (células-delta). O antigeno
especifico da célula-beta, que é alvo inicial do sistema imune, ndo esta
definido, mas os autoanticorpos contra varios componentes das células-beta,
presentes no soro de pacientes diabéticos com diagndstico recente e de
individuos que posteriormente desenvolvem a doenca, sdo importantes
marcadores da sua progressao. A producdo de anticorpos pelos LB parece nao
ser apenas secundaria a destruicdo das células-beta e ao estimulo pelos LT.
As células-beta também agem como apresentadoras de antigeno, necessarias

a expansao eficiente dos LT-CD4+ autorreativos. Assim, no DM1, além da
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tolerancia pelos LT, ha também a perda da tolerancia pelos LB, que expressam
imunoglobulinas autorreativas.

Os marcadores humorais mais frequentes da agressdo imune sdo 0s
anticorpos anti-insulina (IAA), anti-ilhotas de Langerhans citoplasmatico (ICA),
anti-enzima descarboxilase do acido glutamico 65 (anti-GADT65) e antiproteina
de membrana com homologia as tirosinofosfatases ou antiantigeno 2 do
insulinoma (anti-IA2) (Tabela 1). Os autoanticorpos sao raros na populacao

controle ndo diabética (2% a 5%) *°.

Tabela 1 - Frequéncia dos autoanticorpos em pacientes com DM1

Autoanticorpos Idade

0-9 anos 10-19 anos 20-39 anos

IAA 78% 43% 29%
ICA 86% 84% 60%
Anti-GAD 65 64% 80% 78%
IAA ou ICA 91% 92% 65%
IAA ou ICA ou Anti-

91% 98% 85%
GAD

Idade
<15 anos 20-40 anos >40 anos

Anti-IA2 86% 45% < 30%

IAA: anticorpo anti-insulina; ICA: anticorpo anti-ilhota de Langerhans; anti-GADG65:
anticorpo  antidescarboxilase do acido glutdmico 65; anti-IA2: anticorpo
antitirosinafosfatase *°.

O IAA é um anticorpo tipo IgGl de alta afinidade que reconhece
epitopes da insulina e pro-insulina. O IAA tem predominio em criancas,
particularmente no sexo masculino, sendo menos frequente em adultos. Como
pode ser também encontrado no soro de pacientes em uso de insulina nao
serve como marcador de autoimunidade, somente no inicio da terapéutica
(apds 7 a 10 dias).

Anti-GADG5 é frequentemente associado a outras doencgas autoimunes e
sua presenca nao necessariamente implica progressédo rapida para DMI.

Apresenta sensibilidade de 70% a 80% para o diagnostico de diabetes
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autoimune, independentemente da idade. O anticorpo anti-IA2 é o mais comum
entre individuos jovens (até 15 anos de idade) e indica rapida progressao para
o diabetes manifesto.

Criangas que desenvolvem DM1 até os 10 anos de idade apresentam os
sinais de autoimunidade precocemente até os 2 anos de idade com répida
progressdo para a presenca de multiplos autoanticorpos. Correspondem a 4%
dos filhos de pais com DM1 e 6% das criangas com HLA (human leukocyte
antigen) de alto risco. Aguelas que desenvolvem autoanticorpos mais
tardiamente tém evolucdo mais lenta para a presenca de multiplos anticorpos e

diabetes e menor frequéncia de IAA 1% %,

2.5. DAIT ASSOCIADA A ALTERACOES CROMOSSOMICAS

Alteracbes cromossdmicas estdo associadas com distUrbios da tireoide.
Pacientes com sindrome de Down (trissomia do cromossomo 21) tém uma alta
prevaléncia de tireoidite de Hashimoto afetando de 15% a 20%. Entretanto, a
DG ocorre com menor frequéncia, com uma prevaléncia de 1% a 2%. A
sindrome de Turner, que é caracterizada pela perda total ou parcial do
cromossomo X no sexo feminino também esta associada com DAIT. Cerca de
15% dos pacientes com sindrome de Turner tém hipotireoidismo autoimune e

30% a 40% apresentam altas concentracdesde anticorpos antitireoidianos.

A sindrome de Di George, causada pela delecdo de um gene ou de um
grupo de genes adjacentes ao cromossomo 22qll(del22gl1l), é caracterizada
por malformacéao cardiaca, hipoplasia do timo, hipoparatireoidismo e anomalias

faciais. A sindrome esta associada com a DG em até 20% dos casos™?.

10
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3. SUSCEPTIBILIDADE GENETICA PARA DAIT

A maioria das DAI é poligénica e os individuos afetados herdam
multiplos polimorfismos genéticos, sugerindo que 0s genes causadores
influenciam os mecanismos de imunorregulacdo e autotolerancia. Os loci de
susceptibilidade podem conter dezenas de genes.

Assim como em outras DAl em que a suscetibilidade genética é
fundamental, nas DAIT também se procura uma base genética. A
susceptibilidade genética das DAIT é demonstrada em estudos com gémeos.
Um estudo com gémeos dinamarqueses incluiu dados de gémeos nascidos
entre 1870 e 1920 e novos dados de gémeos nascidos 1953 e 1976.
Agrupando as 2 coortes havia oito pares de gémeos monozigéticos e um par
de gémeo dizigdticos com DG. A taxa de concordancia para DG foi de 0,35
(95% CI, 0,21-0,50) para os pares monozigoéticose de apenas 0,03 (95% CI,
0,01-12) para o par dizigoético (p=0,02). A analise dos dados mostrou que 79%
das causas para o desenvolvimento de DG nos gémeos podem ser atribuiveis
a fatores genéticos e fatores ambientais que ndo sdo nado compartilhados pelos

gémeos e poderiam explicar os 21% restantes .

3.1. Sistema HLA (human leukocyte antigen)

Varios estudos demonstram a associac¢ao do HLA classe Il com a DG. A
frequéncia de DR3 em pacientes caucasianos com DG é de aproximadamente
40 a 50% e na populacdo em geral, 15 a 30% (OR=4). A frequéncia de HLA
DQA1*0501 também € maior em pacientes com DG (73,4% versus 42,7% em

pacientes controles caucasianos; p=0,0001) % % 24,

Em DM1, tanto na doenca humana quanto no modelo de camundongo
NOD (diabético ndo obeso), foram identificados mais de 20 loci de
susceptibilidade, principalmente os localizados na regidao do HLA l6cus IDDM1.
Estes genes contribuem em aproximadamente 50% para a susceptibilidade

genética para o DM1 22627,

O MHC é composto pelos genes do complexo HLA e compreende mais
de 120 genes localizados no cromossomo 6, dos quais mais de 20% estéo

associados a imunidade. A associacdo entre DAI e genes do MHC reflete o

11
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importante papel dessas moléculas no direcionamento da resposta imune. Por
seu papel na apresentacdo de antigenos, o MHC estabelece um elo entre a
resposta inata e a resposta adaptativa.

O MHC compreende genes agrupados em classe | e classe I,
separados pelos genes classe Il (Figura 1). A regido classe Ill é responsavel
por proteinas importantes na resposta imune. As moléculas de classes | e Il
estdo envolvidas com a apresentacdo de peptideos patogénicos aos LT e a
resposta imune adaptativa. As moléculas de classe |, expressas na maioria das
células somaticas, estéo relacionadas ao processamento e a apresentacao de
antigenos intracelulares. S&o compostas por duas cadeias polipeptidicas
ligadas ndo covalentemente, codificadas pelos genes A, B e C do cromossomo
6 (cadeia a) e o gene do cromossomo 15 (cadeia 2-microglobulina). Uma vez
gue esses genes apresentam codominéancia, cada individuo pode apresentar
de trés a seis diferentes tipos de moléculas de HLA de classe | na superficie de
suas células, codificadas pelos alelos maternos e paternos dos genes HLA-A, B
e C. As moléculas de classe | apresentam peptideos endogenos para os LT-
CD8+, isto é, peptideos derivados de proteinas autélogas no citoplasma. Na
regido classe Il também estdo localizados genes que codificam diversas
proteinas citosélicas associadas ao transporte e ao processamento de
antigenos. As moléculas dessa regido sdo expressas em um grupo de células
do sistema imune, que incluem mondcitos/macréfagos, DCs, epiteliais timicas,
LB e LT ativados, atuando no processamento e na apresentacédo de proteinas
extracelulares. Estas sdo entdo degradadas quando capturadas pelas APCs e
0s peptideos resultantes ligam-se as fendas de ligacéo peptidica das moléculas
de classe Il (Figura 2). Tais complexos serdo reconhecidos como proprios ou
nao proprios pelos TCR (toll like receptor) antigeno especificos, determinando
a resposta imunoldgica a ser desenvolvida.

As cadeias a e B das moléculas de classe Il sdo codificadas pelos
genes das familias HLA-DR, DP e DQ, os genes de maior susceptibilidade ao
diabetes mellitus. Diferentes alelos desses genes podem ser combinados,
conferindo tanto um efeito de predisposi¢cdo como de protecdo a doenca. Em
geral, uma cadeia a de um tipo, por exemplo, DR, associa-se com a cadeia 8

do mesmo tipo, mas pode haver pareamento heterélogo, de modo que,

12
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dependendo do grau de homozigose ou heterozigose, um individuo pode
apresentar na superficie de suas APCs entre 10 e 20 diferentes moléculas de
classe Il. Na nomenclatura dos genes de classe Il, a primeira letra indica a
classe (D); a segunda, a familia (M, O, P, Q, R); e a terceira, a cadeia A (a) ou
B (B). Os genes individuais de cada uma dessas familias sdo diferenciados por
nameros, e a nomenclatura completa de uma variante alélica é precedida por
um asterisco. Por exemplo, HLA-DRB1*0101 significa o alelo 0101 do gene 1,
gue codifica a cadeia B da molécula de classe |l da familia DR . As moléculas
HLA de classe Il apresentam para os LT peptideos exdgenos, isto €, derivados
da protedlise de proteinas ndo autélogas nos fagolisossomos . No caso do
gene DR, os alelos DR3 e DR4 podem ser considerados de susceptibilidade ao
DM1, sendo esta maior se os alelos forem observados em heterozigose
(DR3/DR4) do que em homozigose (DR3/DR3 ou DR4/DR4); o alelo DR2
exerce um papel protetor. Da mesma forma funcionam os alelos do gene DQ e
h& uma tendéncia para as pessoas que herdam DR3 ou DR4 a herdar os alelos
do gene DQ considerados de risco, aumentando a chance de desenvolvimento

da doenca. Os alelos protetores dos genes DR e DQ também tendem a ser

herdados conjuntamente 2328 29,
( ) - ) Cromossomo 6
HLA
DF' DM LMP TAP D@ DR
T 6o &
B 2 B1A1 B1 E4/5 C4 C2 HE|

<= il (1] A £ i

Regido centromerica

1
o

Regido telomérica
. S PN A
Classe Il Classe Il Classe |

i Y
J

Flgura 1 - Estrutura génica do MHC humano: genes HLA classe | (HLA-A, B e C), de
classe Il (HLA-DR, DQ e DP) e os da classe IlI *°.
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= / Molécula
HLA classe I

Peptiden
antigénico

T Receptor
cel-T

Cel-T Helper

Figura 2 - Interacdo do complexo da molécula HLA de classe Il com o peptideo
antigénico e o TLR *°.

Muitos outros genes sao suspeitos de predispor a autoimunidade,
principalmente quando ligados ao desenvolvimento do DM1, da TH e da DG;
entre eles pode-se citar o gene CTLA4 (antigeno 4 associado ao linfocito T
citotoxico), o PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) e o
IFIH1 (interferon-induced helicase), também conhecido como melanoma

differentiation-associated 5 — MDA-5 ou Helicard gene.

3.2. GENES DE SUSCEPITBILIDADE
3.2.1. CTLA4

O gene CTLA4 ¢é considerado um importante regulador da
autoimunidade, localizado no cromossomo 2933, é constituido por 4 éxons e 3
introns. O gene codifica uma proteina formada por 149 aminoéacidos (aa),
expressa exclusivamente na superficie de LT-CD4+ e LT-CD8+ ativados.
Juntamente com CD28 (outra molécula coestimuladora expressa na superficie
das células T ativadas), o CTLA4 desempenha importante funcédo na resposta
dos LT aos antigenos *°.

A ativacdo do LT inicia-se quando o TCR antigeno especifico se liga ao

antigeno, que esta acoplado a uma molécula do MHC classe Il na superficie da

14
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APC. Para continuar a ativacdo é necessario um segundo sinal estimulador,
representado pela interacdo do CD28 com seus ligantes B7.1 (CD80) e B7.2
(CD86). Dessa maneira, ha a transmissao dos sinais de estimulo e producao
de uma variedade de citocinas. A expressdo dos ligantes B7.1 e B7.2 esta
aumentada na membrana dos LB ativados. Na auséncia deste sinal, a ligacao
antigeno-receptor ndo é efetiva, causando apoptose da célula T. O CTLA4 se
liga as moléculas B7, porém, inibe o sinal de ativacdo celular. O CTLA4 tem

maior afinidade pelas moléculas B7 do que o CD28 (Figura 3) 332

A interacdo do CTLA4 do LT com B7 da APC funciona como um
regulador imune negativo bloqueando a ativacao linfocitaria através de dois
possiveis mecanismos. Um dos mecanismos é a sinalizagdo negativa em
resposta a ativacdo do TCR, que ocorre nos estagios iniciais da resposta imune

3% 3% O outro

guando as expressdes de CTLA4 e B7 estdo limitadas
mecanismo é pela competicéo entre o CTLA4 e o CD28 pela ligacdo ao B7 que
ocorre na superficie celular. A ligacdo de B7 ao CTLA4 leva ao término da
resposta imune pela limitacdo da sinalizacdo mediada pelo CD28, anergia e
apoptose da célula T ¥ *. O funcionamento defeituoso do CTLA4 pode estar
envolvido na autoimunidade como visto no camundongo deficiente de CTLA4,
gue apresenta uma doenca letal autoimune linfoproliferativa extensa. Esse
achado reforca a importancia do CTLA4 na manutencdo da tolerancia imune

periférica e, consequentemente, na autoimunidade 3%,

Interagoes entre a APC e o linfécito T

+ativagao
__ B7(CD80/86) OIiYE- Pativacso

Reconhecimento

T Cell

Figura 3 - Interacéo entre APC e o LT, levando a ativacdo ou inibicdo da resposta
R 19
imune .
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O significado dos polimorfismos no gene CTLA4 ainda ndo esta claro
na DAIT. Diversos estudos tém demonstrado dados conflitantes em relacéo a
associacao desses polimorfismos com DG e TH. Vérios polimorfismos tém sido

estudados (Figura 4), dentre eles:

e  Substituicdo de citosina por timina na posi¢céo -318 na regiao promotora
(-318C/T; rs5742909). Essa alteracéo diminui a atividade promotora e a
expressdo do gene 394

e Substituicdo de guanina para adenina na posicao 49 do exon 1 (A49G;
rs231775), levando a troca do aminoacido alanina por treonina no cédon
17. Essa troca acarretaria a diminuicdo da glicolisacdo e da expresséo
do CTLA4 na superficie celular **;

e  Substituicdo de guanina por adenina na posi¢ao +6230 na extremidade
3'UTR (CT60; rs3087243). Essa troca diminuiria a expressdo do RNA

mensageiro do CTLA4 3% 4114243,

Dominio de
Ligacdo
Promotor ',
¢ 311(:"“ —— e S (CTE0)
—SLUTR__ 1 2 T 3 4 TUTE
| I I |
Peptideo de Dominio Regiio
sinalizacio Transmembrana Citoplasmdtica

{A19G)

Figura 4 - Representacao esquematica dos dominios codificados e a localizacdo dos
principais polimorfismos no gene CTLA4 *.

Em uma populacdo proveniente da cidade de Campinas (SP), a
presenca do alelo T na regido promotora -318 do CTLA4 néo foi associada a
maior susceptibilidade a DG (p=0,12); quando foi estudado o mesmo
polimorfismo na oftalmopatia de Graves foi observado que o gendétipo CT era
mais frequente entre pacientes com oftalmopatia do que naqueles sem esse
acometimento (p=0,005) e que o género masculino (p=0,01), o tabagismo (p=
0,001) e o bécio (p=0,01) eram fatores de risco para o desenvolvimento da

oftalmopatia de Graves; o gendtipo CT foi considerado fator de risco para o
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desenvolvimento de oftalmopatia principalmente para o sexo masculino
(p=0,01; OR=7,59, IC=1,55-37,23) *°.

Um estudo na Turquia demonstrou que criangas com TH apresentavam
maior frequéncia do gendtipo CT regido promotora -318 do CTLA4 quando
comparada ao grupo controle (16,4% versus 8,9% respectivamente), porém,
nao foi estatisticamente significante (p=0.32) *.

Em uma populagdo na Eslovénia, pacientes com DG, apresentaram a
frequéncia do gendtipo GG no polimorfismo A49G significativamente maior
quando comparada aos controles, 13,8% e 5,1%, respectivamente *’. A
presenca do alelo G no polimorfismo A49G esteve associada ao risco de
recorréncia da DG apds o tratamento com drogas antitireoidianas (DAT) por um
periodo que variou de 1 a 3 anos *. Um estudo brasileiro mostrou que o
genotipo GG no polimorfismo A49G néo contribuiu para o aparecimento da DG
em 44 criangas e 72 adultos “®. J4 em criancas com TH, o mesmo estudo
citado anteriormente, na Turquia, mostrou associacdo do gendtipo A/G do
polimorfismo A49G, sendo que o risco de apresentar TH foi 4,6 vezes maior

quando comparado ao grupo com genétipo A/A °.

A associacdo do polimorfismo A49G do CTLA4 com DM1 foi
exaustivamente estudada em populacfes de diferentes regides. Demonstrou-
se associacdo em estudos realizados na Espanha, Itdlia, Franca, China,
Coréia, Marrocos, Bélgica, Japao e em populacdes americanas e mexicanas. A
mesma nao foi observada na Inglaterra, Alemanha e Checoslovaquia. A
associacdo com DM1 parece depender da distribuicdo do alelo na populacéo

19

estudada e da incidéncia da doenca . Em uma populacdo iraniana, o

polimorfismo A49G esteve associado com o desenvolvimento de DML,

4 No Brasil, em um estudo da

principalmente em individuos mais jovens
FMUSP, Gamberini et al. ndo observaram associacao de dois polimorfismos do
gene CTLA4 (A49G e -318C/T) com DM1 *°. Em estudo realizado com 279
pacientes e 151 controles normais por Hauache et al. também ndo observaram
associacdo do polimorfismo A49G em 126 diabéticos °.

Em um trabalho recente de meta-analise, observou-se associagao

significativa de DG e TH com a presenca do alelo G no polimorfismo CT60 (OR
17
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1,45 e 1,64 respectivamente) em diversas populacdes *2. Em uma populacdo
da Eslovénia, o gendtipo GG do polimorfismo CT60 foi significativamente maior
nos pacientes com DG quando comparado aos controles (40,7% e 25,6%,
respectivamente) *’. Na populacéo japonesa, a presenca do alelo G do CT60
esteve associada a DG (84% e 72,6% em pacientes e controles). Por outro
lado, quando estudado em pacientes com TH, o alelo G teve uma frequéncia
tdo alta quanto no grupo controle (76,3% e 72,6%, respectivamente), sugerindo
fraca associacdo com a TH *%. Entretanto, a frequéncia do genétipo GG foi
significativamente mais alta em pacientes com diagnéstico de DM1 associado a
TH quando comparado aos controles em uma populagédo japonesa (65,5% e
55,2% respectivamente), sendo a associacdo ainda maior quando esses

pacientes tinham anticorpo anti-ilhota positivo *.

Dessa forma, a associacdo dos polimorfismos no gene CTLA4 com a
susceptibilidade as DAIT e DM1 permanece ainda duvidosa em diferentes

populacdes, incluindo a brasileira.

3.2.2. PTPN22

O gene PTPN22 esta localizado no cromossomo 1pl13 e codifica uma
proteina tirosina fosfatase de 807 aa, expressa primariamente nos tecidos
linfoides, chamada lymphoid tyrosine phosphatase (LYP). A LYP é uma
proteina intracelular importante no controle negativo da ativacéo dos LT através
da desfosforilacéo de proteinas envolvidas na sinalizacdo em cascata do TCR.

A forma predominante da LYP nos humanos é uma proteina de 105 k-
Da com um dominio catalitico N-terminal com alto grau de homologia com
outras tirosinas fosfatases. Sabe-se que na porcdo C-terminal da proteina ha
uma sequéncia de quatro prolinas, denominada P1-P4, que se ligam ao
dominio SH3 (Src homology 3) da tirosina quinase CsK, que suprime a familia
das SRC quinases fosforilando a por¢do C-terminal da proteina. A ativacdo do
TCR leva a desfosforilacdo da tirosina-cinase LCK em Y505 pela fosfatase de
membrana CD45, que seguida de autofosforilagdo LCK em Y394 € um evento
precoce na ativacdo das células T (Figura 6). A ligacdo do PTPN22 com CsK
remove o fosfato em Y394 e refosforila Y505, provocando a modulagéo

negativa da sinalizacdo do receptor de célula T >,
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A substituicdo de citosina por timina na posicao 1858 (C1858T,;
rs2476601) no gene PTPN22 resulta na substituicdo de uma arginina altamente
conservada por um triptofano (R620W) no dominio de ligagdo com o SH3 da
tirosina quinase Csk, envolvido na modulacao negativa do receptor de célula T
(Figuras 5 e 6) °. Estudos in vitro mostram que a variante W620 liga-se menos
eficazmente ao Csk, sugerindo que o LT que expressa esse alelo pode
apresentar uma resposta imune exacerbada **. O camundongo deficiente de
PTPN22 mostra desregulacdo seletiva no compartimento de células T efetoras
e de memdéria, com aumento da proliferacdo celular e uma resposta precoce e
exagerada das células T (Figura 7) >’

Varias outras doencas autoimunes tém associagdo com este
polimorfismo, dentre elas: Lupus eritematoso sistémico, artrite reumatodide,
artrite idiopatica juvenil e vitiligo ®

1858

CAACTGCTCCAAGGATAGATGATGAAATCCCCCCTCCACTTCCTIGTA T GGACACCTGAATCATTTATTGTGGTTGAGGAAGCTG

... Pro - Pro - Pro - Leu - Pro - Val - Al'g - Thr - Pro - Glu - Ser - Phe ...
Trp
[ Exon 14 ]

Figura 5 - Representacao do exon 14 do gene PTPN22, identificando a troca de C por
T na posicdo 1858 do gene, levando a substituicdo do aminoacido arginina por
triptofano (Modificado de Dultz G.)*.

A
., A 9— Receptor de Célula T

l é [ P’I‘PN 22}
csn
Y 505 Y ,@7 /‘

LCK inativo LCK ativo
(célula T em repouso) (célula T ativada)

Figura 6 - Mecanismo de interac&o entre PTPN22 e CsK , que leva a inibicdo da
ativacdo da célula T pela remoc¢éo de um grupo fosfato ativado (Modificado de
Gregersen PK.) *°
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(A) PTPN22*R620

Antigenos [=>)
proprios >
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@ * i Apoptose de células T auto-reativas

timdcitos )

-

Selegado de células T com baixa
afinidade para o sistema MHC

Morte de células Tcom
nenhuma afinidade para o

(B) PTPN22*W620 sistema MHC

Antigenos

Apoptose de células T fortemente
reativas

i A Selecdo de células T auto
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afinidade para o sistema MHC
timacitos

o

‘ Selecdo de células T auto reativas
com baixa afinidade para o sistema
MHC
p
* Morte de células T com nenhuma
afinidade para o sistema MHC

Figura 7 - Modelo de como a variante W620 pode mudar a sele¢do timica, permitindo
gue células T autorreativas sobrevivam e entrem na circulacdo. A seta marrom dentro
do timécito mostra a intensidade do sinal do TCR (Modificado de Bottini N.) .

Existem controvérsias sobre a associacdo do polimorfismo R620W do
PTPN22 com as DAIs, provavelmente devido as diferentes caracteristicas
genéticas de cada populacdo estudada. Velaga et al. encontraram o alelo T
patogénico em 13,8% de seus pacientes com DG e em 7,8% de seu grupo
controle, sugerindo que a presenca de W620 pode estar relacionada ao
aparecimento da DG °*. Em uma populacdo da Poldnia foi relatada a
associacao do alelo T com DG (pacientes 19,3% e controles 12,6%; OR 1,7 e
p<0,0008) 2. Em contraste, ndo houve diferenca na frequéncia do alelo T entre
pacientes com DAIT e controles em uma populagcdo Tunisiana (1% e 2.6%,

respectivamente) ® e também em uma populacdo do Jap&o ®.
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O polimorfismo R620W é originalmente descrito como fator de risco
para DM1, independente do HLA ®. Em um estudo realizado nesta Instituigéo
(FMUSP) foi observado associacéo do alelo T com DM1 (17,9% versus 9,5%
dos controles; OR 2,069). Ja o gendtipo C/C foi considerado protetor (OR 0,5)
% Em estudo alemao, a frequéncia do alelo T foi maior em pacientes com o
diagnéstico de DM1 com DAIT (23,6%) quando comparada a pacientes com
diagnéstico de DAIT isolada (8,6%) e controles (8%) *°. Curiosamente, a
associacao do alelo T foi encontrada de forma mais expressiva na combinacao
DM1 e TH, do que na combinacdo DM1 e DG, uma vez que € reconhecida a
associacao do alelo T a DG quando ndo associado ao DM1.

Consequentemente, semelhante ao CTLA4, o PTPN22 parecer ser
mais um candidato em potencial para o desenvolvimento de DAIT.
Polimorfismo neste gene nao foi ainda estudado em populacdo brasileira

portadora de DG ou TH com inicio na infancia ou adolescéncia.

3.2.3. IFIH1

As infeccbes virais como indutores da autoimunidade tém sido
estudadas desde a década de 1980. Acredita-se que a autoimunidade ocorre

principalmente de duas maneiras:

e Através de uma reacdo cruzada entre o antigeno viral e as células do

hospedeiro que se tornam alvo do processo de autoimunidade;

e Através da ativacdo das células autorreativas devido aos efeitos
inflamatdrios induzidos pelo virus que causam dano tecidual e liberacao

dos antigenos, alvo do sistema imunolégico.

Os RNAs virais de cadeia dupla (dsRNA — Double-stranded RNA)
representam um intermediario durante a replicacdo dos virus em células
infectadas. O primeiro passo para a deteccdo dos dsRNA depende da PKR
(Protein Kinase R) que inibe a replicacdo viral em células infectadas. A
segunda proteina estimulada pelo dsRNA é a 2’-5’-oligodenilato sintase, que
promove a degradacao do RNA viral e consequentemente a apoptose da célula
infectada (Figura 8). Alguns sistemas de reconhecimento incluem mecanismos

mediados pelos TLRs presentes na membrana plasmatica e que detectam
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patdgenos extracelulares. A recente caracterizacdo da familia dos receptores
DexD/H box containing RNA helicase tem definido um novo mecanismo
antiviral independente dos TLR ©’.

DNA Viral de cadeia dupla
MDA5 ! 2 -5' oligoadenilato I
sintase
IFN-a t
¥
2-5' oligoadenilato + ATP
PKR ~\nvac:lo imune de
células dendrmcas
A 4
AL'TOI.\IU\'IC]]) ADE RNase L
NFkp 1 —
A liberacio de matenal apoptotico [degradagao do R-\'\J
ativa a resposta auto imune e células
dendriticas a produzirem IFN - /

i
Caspase PTOSE

Figura 8 - Mecanismo de autoimunidade sugerido a partir da deteccdo do RNA viral
(Modificado de Chistiakov D.A) ©’

Recentes estudos tém mostrado associacdo do locus IFIH1-GCA-
KCNH7 com vérias doencas autoimunes, entre elas DM1, esclerose multipla,
artrite reumatéide e DG. Essa regido gendmica contém o gene IFIH1, que
codifica um receptor citoplasmatico para RNA viral. A funcdo deste receptor €
detectar o RNA viral e desencadear apoptose dessas células infectadas. O
IFIH1 pertence a familia dos DexD/H box-containing RNA helicase, que
também inclui outros 2 membros, RIG-I e LGP2 (laboratory of genetics and
physiology 2). O IFIH1 est& localizado no cromossomo 2g24.3 e codifica uma
proteina que possui dois dominios altamente conservados: o dominio N-
terminal “recrutador” de caspase (CARD - N-terminal caspase recruitment
domain) e o dominio C-terminal DexH/D RNA helicase relacionado ao RIG-I

(retinoic acid-inducible gene 1). Juntamente com RIG-1 e o CARD, o IFIH1 (ou
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MDA5) desencadeia a producao de interferon regulamentar fator-3 (IRF-3),
IRF-7 e NFkB (Figuras 9 a 11).0 LGP2 é um regulador negativo que interfere
no reconhecimento do RNA viral por IFIH1 e RIG-1 ¥,

IFIH-1 e RIG-I iniciam a cascata de sinalizacdo pela interacdo do
dominio N-terminal CARD com IPS-1 (IFN-B promoter stimulator-1). IPS-1 se
liga aos membros da familia TRAF (TRAF2, TRAF3 E TRAF6). Células com
deficiencia em TRAF3 tém deficiéncia na producédo de alguns interferons e a
resposta a infeccdo viral é comprometida. TRAF3 recruta duas proteinas
quinases: TBK1 (TANK-binding kinase 1) e IKK-i (Inducible kB kinase). As
duas quinases formam um complexo com as TRAF associado ao ativador de
NFkB (TANK), ao NAP1 (nucleossome assembly-associated proteinl) e ao
SINTBAD (similar to NAP1 TBK1 adaptor). Estes complexos fosforilam IRF-3 e
IRF-7 que se translocam para o0 nucleo para induzir a expressao dos
interferons. Adicionalmente, FADD (Fas-associated death domain containing
protein) interage com caspase-8 e caspase-10 e IPS-1 e induz a producédo de
NFkB relacionada a producéo de citocinas inflamatérias (Figura 9). A ativacéo
inapropriada dessas proteinas poderia ter um efeito na autoimunidade ®’. Foi
observado que camundongos deficientes em IFIH1 sdo susceptiveis a infeccéo
por picornavirus, sugerindo que IFIH1 é importante para ativar a resposta
contra a infeccdo viral. Esse fato € de interesse devido a evidéncia da

importancia da infeccéo viral no aparecimento do DM1 .

Cada helicase € individualmente responsavel por desencadear a
resposta imunoldgica para cada tipo de virus. RIG-1 é responséavel por sinalizar
a resposta para o paramixovirus, os virus influenza A e B e virus da hepatite C,
enquanto o IFIH1 é responsavel por sinalizar a resposta para 0s picornavirus e

paramixovirus (mais que o RIG-I).
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, 3 Virus do Nilo Ocidental
Picornavirus Virus da Dengue
ds RNA
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1PS-1
4% 1
Ub§ RAF3
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Caspase-8/10 = ~
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(IL-1, IL6, IL-12, TNF-a) IFNs Tipo I(IFN-a, IFN-§)

Figura 9 - Reconhecimento do RNA viral mediado por IFIH1 (MDA5) seguido de
resposta inata (Modificado de Chistiakov D.A) ©'.

A cromossomo 2q24.3 100 kb
- <
GCG FAP
B 151990760 (Ala946Thr)
5) 3
| i 1
- ——iH—H—H
exon 1 2 3 5 6 78 9/‘11 1213 14‘16
—
1011 15 10kb
C I 151990760 (Ala946Thr)
CARD1 CARD2 dominio helicase dominio C-terminal
N\ e ——
7 1 200 260 l 448 695 l 833 1025 a.a.
ligagao IPS-1 ligagdo ATP ligagdo acido nucleico

Figura 10 - (A) Organizacdo genémica do cromossomo 2q 24.3: genes IFIH1, glucagon
(GCQG), proteina de ativacao do fibroblasto (FAP-a), grancalcin (GCA) e do canal de
potéssio e da subfamilia H (KCNH7); (B) e (C) Estrutura do gene IFIH1 e localizagédo
do polimorfismo (Modificado de Chistiakov D.A) ®'.
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Célula B —— “ -
Cslula T CD8+
Deastruigio da Célula B
Dibetes Melitus Tipo 1

Figura 11 - Representacéo do processo de infecgéo viral e a resposta de interferon no
DML1. Na infeccao viral, o IFIH1 é ativado nas células pancreaticas produtoras de
insulina, aumentando os niveis de interferon. Ocorre entéo a inibicdo da replicacédo
viral, mas também aumenta a expressao de moléculas MHC-I. As células T
reconhecem as moléculas MHC-I na superficie, danificando a célula pancreatica até a
destruicao, resultando em DM1 (Modificado de Von Herrath M.) .

Recentemente, um estudo realizado por Smyth et al. mostrou que o
polimorfismo no éxon 14 do gene IFIH1 estd associado a DM1. Este
polimorfismo leva a troca de C por T na posi¢cédo 3058, causando a mudanca de
alanina por treonina no codon 946 (A946T, rs1990760) (Figura 10). E possivel
observar uma correlacdo positiva associada ao alelo A em aproximadamente
10.000 pacientes com DM1 representados por pai, mée e filho com a doenca’.
Em populacdes hangara e finlandesa com DM1, o alelo A é significativamente
mais comum nos doentes do que nos controles (OR: 1,235; IC: 1,083-1,408; p=
0,002)".

Liu et al. encontraram um aumento na expressao de IFIH1 em células
mononucleares periféricas, que apresentavam este polimorfismo, associado a
alto risco de DM1 2. Em contrapartida, em uma populacdo belga ndo foi
possivel observar diferenca significativa na presenca do alelo A entre os

pacientes com DML e os controles 3.
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Sutherland et al. também descreveram a presenca do alelo A em 66%
dos pacientes com DG e em 57% do grupo controle (OR: 1,47 e IC: 1,23-
1,76)*. Por outro lado, Penna-Martinez et al. ndo observaram diferenca
significativa entre as frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo A946T
entre pacientes com DG, TH e o grupo controle . O achado de uma possivel
associacdo do alelo patogénico do IFIHL com DG, sem indicios de ser
desencadeada por infeccao viral, sugere que o IFIH1 pode ter um efeito na
imunorregulacdo endégena nao relacionada com o receptor para 0 RNA viral.

Considerando que as frequéncias dos polimorfismos variam de acordo
com a populacéo estudada e com a necessidade de replicar os estudos para
confirmar ou descartar as associacdes, esse trabalho propds estudarmos
genes sabidamente envolvidos na DAIT em pacientes acometidos em uma fase

precoce, na infancia e adolescéncia.

26



Objetivos

OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Determinar a frequéncia alélica de polimorfismos nos genes CTLA4
(-318C/T, A49G e CT60), PTPN22 (R620W) e IFIH1 (A946T) em pacientes
pediatricos portadores de doenca de Graves, tireoidite de Hashimoto e DM1
associado a tireoidite de Hashimoto e comparar com uma populagdo controle

normal,
2. Comparar as frequéncias dos polimorfismos entre os grupos;

3. Relacionar as variacbes genotipicas com caracteristicas clinicas e
laboratoriais dos pacientes.
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CASUISTICA E METODOS
PACIENTES

Todos o0s pacientes selecionados apresentaram o diagnostico de
doenca de Graves, tireoidite de Hashimoto e DM1 até os 21 anos de idade. Os
pacientes foram avaliados através de questionario, exame clinico e revisédo de
prontuario médico (Anexo 1). O periodo de coleta de dados foi de agosto de
2009 até dezembro de 2011.

Os pacientes ou responsaveis legais foram esclarecidos quanto aos
objetivos e procedimentos desse projeto e assinaram o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (Anexo 2).

Este Projeto teve aprovacdo do Comité de Etica da CAPPesq nimero
1101/08 e apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a pesquisa do estado de
Séo Paulo numero 1737-7 (Anexo 3).

Fizeram parte do estudo, pacientes provenientes de quatro servicos:

Ambulatério do Servico de Endocrinologia Pediatrica do Instituto da

Crianca (ICr), Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP;

e Ambulatério de Diabetes do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP (HC-FMUSP),

e Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica da Universidade Estadual de

Campinas (Unicamp),

e Ambulatério de Endocrinologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (HC-FMRPUSP).

Os pacientes foram divididos em 3 grupos, além do grupo controle:

e Grupo 1: pacientes com DG documentada pelas caracteristicas clinicas
(b6cio difuso e exoftalmia) e a presenca de horménios tireoidianos
elevados (tireotoxicose), TSH suprimido (TSH < 0,05 mU/L) e/ou TRAb

elevado (> 20%) °.
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e Grupo 2: pacientes com TH, determinada pela presenca de anticorpo
anti-TPO a qualquer tempo (> 100 U/L), associado ou ndo a
hipotireoidismo e/ou bécio e/ou atrofia tireoideana .

e Grupo 3: pacientes com DM1 associado a TH, demonstrado pela
ocorréncia de hiperglicemia, com cetoacidose ao diagnéstico e presenca
de anticorpos anti-GAD, IA2 e IAA, com anti-TPO presente (valores >
100 U/L) a qualquer tempo, apresentando ou ndo hipotireoidismo e/ou
bécio e/ou atrofia tireoidea.

e Grupo 4: grupo controle constituido de individuos adultos (> 18 anos)
com fungéo tireoidiana normal, auséncia de anticorpos anti-TPO e
auséncia de DM1, que ja fazem parte de um banco de amostras
coletadas e armazenadas (CAPPesq 0561/07).

Para fins de comparagédo denominamos grupo de doencas autoimunes
da tireoide (DAIT), todos os pacientes estudados (grupos 1+2+3) e grupo de

tireoidite de Hashimoto agrupado, todos os pacientes dos grupos 2 e 3.

Foram excluidos do estudo pacientes sem determinacdo do inicio da
doenca e diagnostico apdés os 22 anos de idade, assim como pacientes
portadores de cromossomopatia (sindrome de Down, sindrome de Turner,
entre outras), doencas tireoidianas ou diabetes causadas por etiologia ndo
autoimune (uso de drogas, hipotireoidismo congénito, hipotireoidismo central,

nesidioblastose pods tratamento, entre outras).

DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES SELECIONADOS

Foram avaliados em todos os pacientes: género, caracteristicas de cor
da pele, idade ao diagnostico das doencas, bocio e exoftalmia, e presenca de

outras DAI referidas na familia.
Dosagens hormonais e autoimunidade:

Foram dosados T4 livre (T4L), TSH e anti-TPO usando kits comerciais

por fluoroimunoensaio ou quimioluminescéncia. O anticorpo contra o receptor
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do TSH (TRAb) foi dosado através de radioimunoensaio (RSR, Cardiff,
Inglaterra) (Tabela 2).

Os autoanticorpos anti-GAD e I|A2 foram dosados através de
radioimunoensaio (RSR, Cardiff, Inglaterra) e IAA através de radioimunoensaio.

EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE SANGUE PERIFERICO

O DNA genbmico foi extraido a partir de amostra de sangue periférico
(10 mL) coletado em tubo contendo EDTA utilizando o método salting out. O
sangue foi incubado em solucao de lise de glébulos vermelhos (114 mM cloreto
de amoénia; 1 mM carbonato de amoénia) durante 30 minutos a 4°C. Apoés este
periodo, a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm/15 minutos/4°C. O
sobrenadante foi descartado e o botdo de células dissolvido em solucéo
tampéao (100 mMNaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8) contendo 1%
de SDS e 0,2 mg/mL de proteinase K e incubando-se a 37°C durante a noite.
No dia seguinte, foram acrescentados 1,2 mL de NaCl e a amostra foi
centrifugado 3.000 rpm/15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido para um tubo falcon utilizando pipeta Pasteur, adicionando-se duas
vezes 0 volume de etanol absoluto gelado. O tubo foi invertido até completa
precipitacdo do DNA, o qual “floculou” no etanol. O DNA foi entdo removido
com anzol de vidro e lavado com etanol 70% (4 vezes) e por ultimo com etanol
absoluto. O pellet de DNA seco a temperatura ambiente, foi transferido para um
tubo tipo eppendorf onde foi homogeneizado em cerca de 1 mL de TE (10 mM
Tris-HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA pH 8,0). O DNA extraido foi conservado a -4°C

até a sua utilizacao.

AVALIACAO DOS POLIMORFISMOS ATRAVES DA TECNICA DE
GENOTIPAGEM

Os polimorfimos estudados -318C/T, A49G, CT60 (gene CTLA4),
R620W (gene PTPN22) e A946T (gene IFIH1) foram genotipados por PCR em
tempo real utilizando ensaios TagMan® (Applied Byosistem, Foster City, CA,

EUA) disponiveis comercialmente (Tabela 2).
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No sistema de genotipagem TagMan®, 0s ensaios s&0 compostos por
duas sondas, especificas para cada alelo polimérfico, e um par de
oligonucleotideos que flanqueia essas sondas. Cada sonda € construida
contendo um corante reporter fluorescente em sua extremidade 5 (VIC® e
FAM™ respectivamente para as sondas dos alelos 1 e 2, azul e vermelho) e
um corante silenciador (quencher) em sua extremidade 3" (Tabela 3). Enquanto
a sonda estid intacta, a proximidade do quencher reduz a emissdo de
fluorescéncia do corante reporter. Em presenca da sequéncia alvo ocorre o
anelamento da sonda ao DNA, que € posteriormente clivada durante a
amplificagdo por PCR, levando, com isso, a liberacdo do quencher a emissao
do sinal fluorescente pela molécula reporter.

Tabela 2 - Identificacdo dos polimorfismos, incluindo seus respectivos ensaios de

genotipagemTagMan® , dos genes CTLA4, PTPN22 e IFIH1 estudados nos pacientes
com DG, TH e DML1.

Gene Polimorfismo SNP Ensaio TagMan®
CTLA4 -318 C/IT rs5742909 ID C_27834180_10
A49G rs231775 ID C_2415786_20
CT60 rs3087243 ID C_3296043_10
PTPN22 R620W rs2476601 ID C_16021387_20
IFIH1 A946T rs1990760 ID C 2780299_30

SNP: single nucleotide polimorphism; ID: identificacdo do ensaio

Tabela 3 - Correlagcdo com o sinal de fluorescéncia na técnica de genotipagem
TagMan® utilizada.

Fluorescéncia Indicacao
Corante VIC® - azul Homozigose para o alelo 1
Corante 6FA —vermelho Homozigose para o alelo 2
Ambos os corantes Heterozigose para alelo 1 e 2

A reacao foi realizada contendo 2,5 yL de TagMan® Universal PCR

Master Mix (AppliedBiosystems,EUA), 0,15 uL de cada ensaio TagMan®
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genotyping assays (Applied Biosystem, EUA) diluido em 0,15 uL de TE, 3uL de
agua mili-Q, 10 ng de DNA, numa concentragdo de 10 ng/uL. A PCR em
tempo real foi feita no equipamento StepOne Plus® (Life Technologies, Foster

City, CA, EUA), utilizando as condi¢des descritas na Tabela 4.

A presenca ou auséncia de um alelo (discriminacdo alélica) foi
determinada com o auxilio do software StepOne Plus® (Life Technologies,
Foster City, CA, EUA), ja incluso no sistema e de acordo com a fluorescéncia
gerada no final da reacdo de PCR (Figura 12) ou pela curva de amplificacéo

das amostras (Figura 13).

Tabela 4 - Condi¢Bes da reacao de genotipagem por PCR em tempo real.

Etapa Tempo Temperatura
10 min 95 °C
Desnaturacao 15 seg 92 °C
Anelamento 1 min 60 °C x 40 ciclos
Extenséo 1 min 60 °C
] . .
] R '.._ "'-.a'

14
el |

Figura 12 - Exemplo de gréafico de discriminagéo alélica através do sistema TagMan®.
@ Alelo 2: homozigoto, Alelos 1/2: heterozigoto, @ Alelo 1: homozigoto

A genotipagem por PCR em tempo real foi realizada conforme descricéo
e amostras aleatérias foram submetidas a sequenciamento automatico,

confirmando os resultados obtidos.
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Figura 13 - Curva da amplificacdo de amostras submetidas a genotipagem através do
sistema TagMan®. (A) Homozigoto para o alelo 1, (B) Heterozigoto (1/2), (C)
Homozigoto para o alelo 2, (D) Controle negativo da reacao.

ANALISE DA FREQUENCIA DOS ALELOS E GENOTIPOS

Avaliamos a frequéncia de cada variante alélica de cada polimorfismo
nos diferentes grupos, assim como a presenca do alelo patogénico no genaotipo
de cada paciente. Denominamos genoétipo patogénico a presenca do alelo
patogénico em homo ou heterozigose e gendétipo ndo patogénico, a presenca

do alelo ndo patogénico em homozigose.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + DP. As frequéncias dos
alelos e a frequéncia dos genétipos foram determinadas em cada grupo, DAIT
(grupos 1+2+3) e tireoidite de Hashimoto agrupado (grupos 2+3) e comparado
ao grupo controle. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado para cada
polimorfismo através do teste qui-quadrado. As comparacdes de cada variavel
entre os grupos 1, 2 e 3 foram feitas através do teste de Fisher, qui-quadrado e
Mann-Whitney quando apropriado. Valores de p<0,05 foram considerados
significantes e calculados através do programa SPSS com auxilio de
estatistico.
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RESULTADOS
CASUISTICA

De setembro de 2009 a setembro de 2011, foram realizadas as coletas
de dados e de DNA. Nossa casuistica compreendeu:

e Grupo 1: 62 pacientes com doenca de Graves, sendo provenientes do
ICr 21 pacientes, HC-FMUSP 9 pacientes, Unicampl3 pacientes e HC-
FMRP-USP 19 pacientes;

e Grupo 2: 44 pacientes com tireoidite de Hashimoto, sendo provenientes
do ICr 41 pacientes e do HC-FMUSP 3 pacientes;

e Grupo 3: 36 pacientes com DM1 associado a tireoidite de Hashimoto,
sendo provenientes do ICr 17 pacientes e os demais do HC-FMUSP.

e  Grupo controle: 81 individuos

Os dados clinicos de cada grupo estudado estdo apresentados na
tabela 5.

1. GRUPO 1: DOENCA DE GRAVES

Do total de 62 pacientes com DG, 68% (n=43) eram do sexo feminino,
com idade média ao diagnostico de 11,4 anos (DP+4,4 anos), variando de 3 a
21 anos (mediana=10,5 anos). Ao diagndstico, 43 pacientes apresentaram TSH
< 0,05 mU/L e 35 apresentavam TRAb positivo. Os demais pacientes
apresentaram claramente, em algum momento de sua evolucdo, TSH
suprimido e/ou T4L elevado e tireotoxicose clinica. A média de T4L ao
diagndstico foi 6,52 ng/dL. A presenca de oftalmopatia clinica foi observada em
62% (n=39). Glandula aumentada pela avaliacdo de ultrassonografia,
caracterizando a presenca de bocio, foi diagnosticada em 44,4% dos pacientes
(n=28) °.

A média de tempo de uso de DAT foi de 35,4 meses, variando de 1
més até 132 meses durante a coleta de dados. Radioiodoterapia (RIT) foi
realizada em 40% dos pacientes (n=25), que receberam dose média de 17

mCi. A média de tempo do inicio do tratamento com DAT até a realizacdo do
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tratamento definitivo com RIT foi de 44 meses (DP=25 meses). Apenas 3
pacientes necessitaram de nova dose de RIT por recidiva da doenca. A
primeira dose de RI empregada nestes pacientes com recidiva foi de 9, 10 e 10
mCi, seguida de uma segunda dose de 30, 20 e 20 mCi respectivamente.
Nenhum paciente foi submetido a tratamento cirargico.

Quatro pacientes apresentavam diagnoéstico de outra doenca
autoimune (DAI) concomitante: dois pacientes apresentavam vitiligo, um
paciente com hepatite autoimune e um com lUpus eritematoso sistémico. Seis
pacientes apresentavam histéria familiar de DAIT em parente de 1° grau, com a
mae acometida por DG (n=3) e por TH (n=3).

2. GRUPO 2: TIREOIDITE DE HASHIMOTO

Do total de 44 pacientes com TH, 37 pacientes (84%) eram do sexo
feminino, com média de idade ao diagndstico de 10,3 anos (DP£2,9 anos),
variando de 4,4 a 17,5 anos (mediana=10,3 anos). Vinte e dois pacientes
(50%) apresentavam TSH > 10 mUI/L ao diagndstico. A média de TSH ao
diagnostico foi 34,8 mUI/L (variacdo de 1,7 a 150 mUI/L). O nivel de anti-TPO
variou de 100 até maior que 3.000 U/mL. Dez pacientes (22,7%) apresentavam
a glandula aumentada quando avaliada por ultrassonografia, caracterizando
bécio "°. Somente 3 pacientes (14%) apresentavam-se em eutireoidismo e sem
0 uso da levotiroxina no momento do estudo. Os valores de anti-TPO destes
pacientes foram 722, 110 e 144 U/mL no momento do diagndstico e estdo em
seguimento.

Seis pacientes (13,6%) apresentavam outra DAI concomitante a
tireoidite de Hashimoto: alopécia (n=2), hepatite autoimune (n=1), artrite
reumatéide juvenil (n=1), vitiligo (n=1) e uma paciente apresentava alopecia
associada ao vitiligo. Antecedentes familiares de DAIT foram relatados em 19
parentes de primeiro grau de 13 pacientes com TH, sendo 1 caso de mae com

DG, 12 irmdos e 5 maes e 1 pai com TH.

3. GRUPO 3:DM1 ETH

Do grupo de 36 pacientes com DM1 associado a TH, a média de idade

do diagnéstico de DM1 foi 6,2 anos (DP+4 anos), variando de 0,6 a 13,9 anos,
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enquanto a média de idade do diagnostico da TH foi de 11,6 anos (DP+4,6
anos), variando de 1 a 20,1 anos. Seis pacientes (16,6%) apresentavam bocio
guando avaliados por ultrassonografia. Dez pacientes (27,7%) apresentavam
TSH > 10 mUI/L ao diagnéstico. Os valores de anti-PO variaram de 183 até
maior que 3.000 U/mL. Oito pacientes (22%) estavam em eutireoidismo,
apresentavam niveis elevados de anti-TPO (entre 130 mUI/L e 3000 mUI/L) e
nao utilizavam levotiroxina no momento do estudo. Um paciente apresentou
diagnéstico de doenca celiaca concomitante e um paciente apresentou
insuficiéncia adrenal secundaria devido a hipofisite. Dois pacientes tinham
histéria familiar de hipotireoidismo autoimune (méae e irmao).

Com relacdo aos anticorpos relacionados ao DM1, 44,4% dos
pacientes (n=16) apresentaram anti-GAD positivo; 30,5% (n=11) apresentaram
anti-lIA2 positivo e 55,5% (n=20) apresentaram IAA positivo.

4. GRUPO CONTROLE

O grupo foi constituido por 81 individuos, provenientes do Banco de
Sangue do Hospital do Servidor Publico Estadual. Todos apresentavam funcao
tireoidiana normal, anticorpos antitireoidianos negativos e auséncia de DM1. A
média de idade foi 34 anos (DP£10 anos), variando de 19 até 56 anos. Trinta e

trés individuos eram do sexo masculino (40,7%).

A frequiéncia do sexo feminino foi maior em todos os grupos estudados.

A tabela 5 mostra os dados clinicos de cada grupo estudado.

N&o observamos diferenca significativa ao compararmos sexo entre 0s
grupos 1 e 2, entre os grupos 1 e 3 e entre os pacientes com doenca de

Graves e tireoidite de Hashimoto agrupado (grupos 1+2+3).

Comparando a idade do diagnéstico da DAIT, ndo houve diferenca
entre 0os pacientes com doenca de Graves (grupo 1) em comparagdo com
tireoidite de Hashimoto (grupo 2) ou DM1 associado a tireoidite de Hashimoto
(grupo 3). Nao observamos diferenca estatistica na idade ao diagnostico entre

os pacientes dos grupos 2 e 3 (Figura 14).
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Tabela 5 - Dados clinicos dos grupos estudados.
Doenca de Tireoidite de DM1 + Tireoidite
) ] Controles
Graves Hashimoto de Hashimoto
NUmero de pacientes 62 44 36 81
Idade ao diagnéstico 10,8+ 4,4 10,3+2,9 DM1: 6,2+ 4 34+10
(xx DP em anos) TH: 11,6 +4.6
Variacao 3-21 4,4-17,5 0,6-13,9 19-56
1-20,1
Sexo F:M 43:19 377 21:15 48:33
Raca 44:18 28:16 28:8 73:8
(brancos:néo brancos)
Bécio ao exame fisico 42/62 14/44 6/36
Doenca autoimune 42 & o
associada
Antecedentes familiares 6/62° 19/44° 2/36'
de DAIT
% Lupus eritematoso sistémico (n=1), vitiligo (n=2), hepatite autoimune (n=1); b Hepatite

autoimune (n=1), artrite reumatoide juvenil (n=1), vitiligo (n=2), alopécia areata (n=3); ° Doenca

celiaca (n=1) e hipofisite autoimune (n=1);

¢ Tireoidite de Hashimoto (n=3) e doenca de Graves (n=3); ° Tireoidite de Hashimoto (n=18),
Doenca de Graves (n=1); "tireoidite de Hashimoto (n=2).
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T T T
Doenga de Graves Tireoidite de Hashimoto DM1+Tireoidite

Diagnostico

Figura 14 - Distribuicdo da idade do diagndstico dos pacientes com doenca de Graves,
tireoidite de Hashimoto e DM1 associado a tireoidite de Hashimoto (teste de Mann-
Whitney).

Os valores de anti-TPO nos grupos 2 e 3 apresentaram mediana de
704 e 799 U/mL, respectivamente e ndo apresentaram diferenca significativa
(p=0,886) (Figura 15).
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Figura 15 - Distribuicdo dos valores de anti-TPO nos grupos 2 (tireoidite de Hashimoto)
e 3 (DM1 associado a tireoidite de Hashimoto). A linha tracejada representa a mediana
encontrada.

40



Resultados
Genotipagem

EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM

A extracdo de DNA foi realizada em todos os pacientes e controles a
partir de leucocitos obtidos de sangue periférico. Todas as amostras

apresentaram qualidade para a realizagcéo da genotipagem.

A genotipagem por PCR em tempo real foi realizada conforme descricédo
e amostras aleatérias foram submetidas a sequenciamento automético,

confirmando os resultados obtidos.
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FREQUENCIAS DOS POLIMORFISMOS ESTUDADOS
Todos os polimorfismos estudados estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg.
1. POLIMORFISMOS DO GENE CTLA4
As tabelas 6, 7 e 8 mostram as frequéncias encontradas dos genaétipos e

dos alelos nos respectivos grupos.

N&o encontramos associacdo do alelo patogénico (T) e dos gendtipos
patogénicos (CT e TT) dos polimorfismos -318C/T do CTLA4 em todos 0s grupos

estudados em comparacéo ao grupo controle (tabela 6).

Tabela 6 - Frequéncias do polimorfismo -318C/T do CTLA4 nos grupos estudados de
acordo com os alelos e genotipos.

Alelo Alelo nédo Genotipo Gendtipo ndo
patogénico patogénico p patogénico patogénico p
) (©) (CTeTT) (CO)

DAIT 27 (9,5%) 257 (90,5%) 0,41 25 (17,6%) 117 (82,4%) 0,299
DG 9 (7,2%) 115 (92,8%) 0,87 9 (14,5%) 53 (85,5%) 0,705
TH 11 (12,5%) 77 (87,5%) 0,12 10 (22,7%) 34 (77,3%) 0,131
DM1+TH 7 (9,7%) 65 (90,3%) 0,43 6 (16,6%) 30 (8,4%) 0,530
TH

agrupado 18 (11,2%) 142 (88,8%) 0,16 16 (20%) 64 (80%) 0,187
Controle 11 (6,2%) 151 (93,8%) 10 (12,3%) 71 (87,7%)

DAIT: doenca autoimune da tireoide; DG: doenca de Graves; TH: tireoidite de Hashimoto;
DM1+TH: DM1 associado a tireoidite de Hashimoto, TH agrupado: grupos 2+3; teste qui-quadrado

Encontramos associacéo do alelo patogénico (G) do polimorfismo A49G do
CTLA4 em todos os grupos estudados, exceto no grupo 1 (doenca de Graves)
(tabela 7). Entretanto, a associacdo do genotipo patogénico sO foi observada
guando consideramos o grupo DAIT (grupos 1+2+3) e os pacientes do grupo 1
(doenca de Graves), atribuindo um risco 1,9 e 1,3 vezes, respectivamente (tabela
7 e figuras 16 e 17).
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Tabela 7 - Frequéncias do polimorfismo A49G do CTLA4 nos grupos estudados de

acordo com alelos e genatipos.

. . Gendtipo
Alelo Alelo ndo p Gendtipo . p
nao
patogénico  patogénico OR patogénico . OR
patogénico
(G) (A) [95% IC] (AG e GG) [95% IC]
(AA)

DAIT 120 158 (55,7%) 0,016 97 (68,3%) 45 (31,7%) 0,024

1 0 1 0 L 0 .

(44,3%) [1,356; 1,049-1,752] [1,905; 1,086- 3,340]
0,049
DG 53 (42,7%) 71 (57,3%) 0,082 43 (69,3%) 19 (30,7%) [1,306: 1,004-1,700]
0,047
TH 40 (45,4%) 48 (54,6%) 30 (68,2%) 14 (31,8%) 0,102
[1,389; 1,011-1,910]
0,055
DM1+TH 33 (45,8%) 39 (54,2%) 24 (66,6%) 12 (33,4%) 0,171
[1,401; 1,003-1,957]

™ 87 (54,3%) 73 (45,7%) 0.018 54 (67,5%) 26 (32,5%) 0,062
agrupado e e [1,395; 1,056-1,842] =7 270 '
Controle 53 (32,7%) 109 (67,3%) 43 (53,1%) 38 (46,9%)

DAIT: doenca autoimune da tireoide; DG: doenca de Graves; TH: tireoidite de Hashimoto;
DM1+TH: DM1 associado a tireoidite de Hashimoto, TH agrupado: grupos 2+3; teste qui-quadrado

160
140
120
100
80
60
40

Numero de alelos - A49G do gene
CTLA4

20

180 +

p=0,016

p=0,018
p=0,082
p=0047 1 055

Alelo patogénico (G)

B Alelo ndo patogénico (A)

DAIT DG TH DM1+TH TH Controle

agrupado

Figura 16 - Frequéncia dos alelos patogénico (G) e ndo patogénico (A) do polimorfismo
A49G do CTLA4 nos grupos doenca autoimune da tireoide (DAIT), doenca de Graves
(DG), tireoidite de Hashimoto (TH), DM1 associado a TH (DM1+TH) e tireoidite agrupado
(TH agrupado) e grupo controle (teste qui-quadrado).
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CTLA4

Figura 17 - Frequéncias dos gendétipos patogénicos (AG e GG) e ndo patogénico (AA) do
polimorfismo A49G do CTLA4 nos grupos doenca autoimune da tireoide (DAIT) e doenca
de Graves (DG) e grupo controle (teste qui-quadrado).

Encontramos associacao do alelo patogénico (G) do polimorfismo CT60 do
CTLA4 apenas com o0 grupo 1 (doenca de Graves) (tabela 8 e figura 18).
Entretanto, ndo observamos associacdo do genotipo patogénico em todos os

grupos estudados quando comparados ao grupo controle (tabela 8).

Tabela 8 - Frequéncias do polimorfismo CT60 do CTLA4 nos grupos estudados de
acordo com alelos e gendtipos.

Alelo Alelo ndo p Gendtipo Gendtipo ndo p
patogénico patogénico OR patogénico patogénico
(G) (A) [95% IC] (AG e GG) (AA)
DAIT 188 (66,2%) 96 (33,8%) 0,085 128 (90,1%) 14 (9,9%) 0,397
DG 87 (70,2%) 37 (29,8%) 0,035 58 (93,5%) 4 (6,5%) 0,270*
[1,209; 1,016-1,439]

TH 60 (68,2%) 28 (31,8%) 0,115 40 (81%) 4 (9%) 0,572*
DM1+TH 41 (57%) 31 (43%) 0,877 30 (83,3%) 6 (16,7%) 0,662
TH 101 (63,1%) 59 (36,9%) 0,349 70 (87,5%) 10 (12,5%) 0,839
agrupado
Controle 94 (58%) 68 (42%) 70 (86,4%) 11 (13,6%)

DAIT: doenca autoimune da tireoide; DG: doenca de Graves; TH: tireoidite de Hashimoto;
DM1+TH: DM1 associado a tireoidite de Hashimoto, TH agrupado: grupos 2+3; teste qui-
guadrado; teste exato de Fisher.
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Frequénciados alelos - CT60 do gene

CTLA4
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Figura 18 - Frequéncia dos alelos patogénico (G) e ndo patogénico (A) do polimorfismo
CT60 do CTLA4 no grupo doenca de Graves (DG) e grupo controle (p=0,035, teste qui-

guadrado).
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2. POLIMORFISMO R620W DO GENE PTPN22

Encontramos associacdo do alelo patogénico (T) do polimorfismo

R620W do PTPN22 no grupo 3 (DM1 associado a tireoidite de Hashimoto) e no

grupo representado por DAIT (grupos 1+2+3) (tabela 9 e figura 19). Entretanto,

guando analisamos os genotipos patogénicos (CT e TT), nenhuma associacao

significante foi encontrada com todos os grupos estudados (tabela 9).

Tabela 9 - Frequéncias do polimorfismo R620W do PTPN22 nos grupos estudados de
acordo com alelos e gendtipos.

Alelo Alelo n&o P Gendtipo Gendtipo n&o p
patogénico  patogénico OR patogénico ~ Patogénico
M ©) [95% IC] (CTeTT) (Co)

DAIT 21 (7,4%) 263 (92,6%) 0,047+ 19 (13,4%) 123 (86,6%) 0,102*
[2,736; 0,957-7,823]

DG 9(7,3%) 115 (92,7%) 0,093+ 9(14,5%)  53(85,5%) 0,085*

TH 5 (5,7%) 83 (94,3%) 0,299* 5 (11,4%) 39 (88,6%)  0,291*

DM1+ TH 7(9,7%) 65 (90,3%) 0,043+ 5(13,9%)  31(86,1%) 0,150*
[3,597; 1,088-11,893]

TH 12 (7,5%) 148 (92,5%) 0,073 10 (12,5%) 70 (87,5%)  0,124*

agrupado

Controle 4(2,7%) 144 (97,3%) 4 (5,4%) 70 (94,6%)

DAIT: doenca autoimune da tireoide; DG: doenga de Graves; TH: tireoidite de Hashimoto;
DM1+TH: DM1 associado a tireoidite de Hashimoto, TH agrupado: grupos 2+3; Teste qui-
guadrado; *Teste exato de Fisher
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Figura 19 - Frequéncias de alelos patogénico (T) e ndo patogénico (C) do polimorfismo
R620W do PTPN22 nos grupos doenca autoimune da tireoide (DAIT), DM1 associado
a TH (DM1+TH) e grupo controle (teste exato de Fisher).
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3. POLIMORFISMO A946T DO GENE IFIH1

Resultados
Frequéncia do polimorfismo do gene IFIH1

O alelo patogénico (T) do polimorfismo A946T do IFIH1 foi associado ao

grupo 3 (DM1 associado a tireoidite de Hashimoto) e ao grupo tireoidite de

Hashimoto agrupado (grupos 2+3) (tabela 10 e figura 20). Os genotipos

patogénicos (CT e TT) atribuiram um risco 1,4 vezes maior para grupo 3 (DM1
IC: 1,138-1,810)

associado a tireoidite de Hashimoto) (p=0,007; OR: 1,435;

(tabela 10 e figura 21).

Tabela 10 - Frequéncias do polimorfismo A946T do IFIH1 nos grupos estudados de

acordo com alelos e gendtipos.

Alelo Alelo ndo p Genotipo Genotipo p
patogénico patogénico OR patogénico nao OR
(M © [95% IC] (CTeTT)  patogénico [95% IC]
(CC)
DAIT 145 (51%) 139 (49%) 0,110 100 (70,4%) 42 (29,6%) 0,129
DG 55 (44,3%) 69 (557%) 0,550 41 (66,1%) 21 (33,9%) 0,467
TH 41 (46,6%) 47 (53,4%) 0,383 28 (63,6%) 16 (36,4%) 0,698
DM1+TH 43 (59,7%) 29 (40,3%) 0,009 31 (86,1%) 5 (13,9%) 0,007*
[1,467; 1,114-1,932] [1,435; 1,138-1,810]

TH 84 (53,5%) 76 (47,5%) 0,041 59 (74,7%) 21 (26,3%) 0,073
agrupado [3,597; 1,088-11,893]
Controle 57 (40,7%) 83 (59,3%) 42 (60%) 28 (40%)

DAIT: doenca autoimune da tireoide; DG: doenga de Graves; TH: tireoidite de Hashimoto;
DM1+TH: DM1 associado a tireoidite de Hashimoto, TH agrupado: grupos 2+3; Teste qui-

guadrado; *Teste exato de Fisher.
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Figura 20 - Frequéncias dos alelos patogénico (T) e n&do patogénico (C) do
polimorfismo A946Tdo IFIH1 no grupo DM1 associado a TH (DM1+TH), tireoidite
agrupado (TH agrupado) e grupo controle (teste qui-quadrado).
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Figura 21 - Frequéncias dos gendétipos patogénicos (CT e TT) e ndo patogénicos (CC)
do polimorfismo A946Tdo IFIH1 nos grupos DM1 associado a TH (DM1+TH) e grupo
controle (teste exato de Fisher).

Quando comparamos as frequéncias dos alelos e gendtipos entre os

grupos, observamos diferenca apenas do genoétipo patogénico do polimorfismo

A946T do gene IFIH1, quando comparados os grupos 1 e 3 e 0s grupos 2 e 3

(p=0,031 e p=0,023, respectivamente) (tabela 11 e Figuras 22 e 23).
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Tabela 11 - Andlise estatistica (valores de p) comparando as frequéncias dos alelos e
genaotipos entre os grupos estudados.

Doenca de Graves Doenca de Graves Doenca de Graves TH
VS VS VS VS
Tireoidite de DM1+Tireoidite de Tireoidite de DM1+TH
Hashimoto Hashimoto Hashimoto
agrupada
-318C/T  Alelo 0,198 0,544 0,255 0,580
Genotipo 0,277 0,776 0,395 0,500
% A49G Alelo 0,695 0,674 0,628 0,962
5 Genotipo 0,898 0,783 0,814 0,886
CT60 Alelo 0,758 0,061 0,214 0,143
Genotipo 0,716* 0,164* 0,269* 0,333*
PTPN22  Alelo 0,782* 0,544 0,938 0,378*
Genotipo 0,637 0,932 0,726 0,747*
IFIH1 Alelo 0,747 0,038 0,173 0,098
Gendtipo 0,791 0,031 0,324 0,023

Teste qui-quadrado; *teste exato de Fisher
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Figura 22 - Frequéncias dos gendétipos patogénicos (CT e TT) e nao patogénicos (CC)
do polimorfismo A946Tdo IFIH1 no grupo doenca de Graves (DG) comparado ao
grupo com DM1 associado a TH (DM1+TH) (teste exato de Fisher).
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Figura 23 - Frequéncias dos genétipos patogénicos (CT e TT) e nao patogénicos (CC)
do polimorfismo A946Tdo IFIH1 no grupo tireoidite de Hashimoto comparado ao grupo
DM1 associado a TH (DM1+TH) (teste exato de Fisher).
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Frequéncia dos polimorfismos — valores de p

As tabelas 12 e 13 resumem os valores estatisticos de p para os genotipos e
alelos de todos os polimorfismos estudados em comparacao ao grupo controle.

Tabela 12 - Valores estatisticos de p para os genétipos e alelos dos polimorfismos
318C/T, A49G e CT60 do CTLA4 em comparacéo ao grupo controle.

318C/IT A49G CT60
alelo gendtipo alelo gendtipo alelo genotipo

DAIT 0,41 0,299 0,016 0,024 0,085 0,397
DG 0,87 0,705 0,082 0,049 0,035 0,168
TH 0,12 0,131 0,047 0,102 0,115 0,572*
DM1+TH 0,43 0,53 0,055 0,171 0,877 0,662
TH

agrupado 0,16 0,187 0,018 0,062 0,349 0,839

DAIT: doenca autoimune da tireoide; DG: doenca de Graves; TH: tireoidite de Hashimoto;
DM1+TH: DM1 associado a tireoidite de Hashimoto, TH agrupado: grupos 2+3; Teste qui-
guadrado; *Teste exato de Fisher.

Tabela 13 - Valores estatisticos de p para 0s genaétipos e alelos dos polimorfismos
R620W do PTPN22 e A946T do IFIH1 em comparacao ao grupo controle.

R620W A946T
alelo gendtipo alelo genaotipo
DAIT 0,047* 0,102* 0,11 0,129
DG 0,093* 0,085* 0,55 0,467
TH 0,299* 0,291* 0,383 0,698
DM1+TH 0,043* 0,150* 0,009 0,007*
TH agrupado 0,073* 0,124~ 0,041 0,073

DAIT: doenca autoimune da tireoide; DG: doenca de Graves; TH: tireoidite de Hashimoto;
DM1+TH: DM1 associado a tireoidite de Hashimoto, TH agrupado: grupos 2+3; Teste qui-
guadrado; *Teste exato de Fisher.
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ASSOCIACAO DOS POLIMORFISMOS COM CARACTERISTICAS CLINICAS
E LABORATORIAIS

1. DOENCA DE GRAVES

N&o observamos associacdo dos polimorfismos estudados com sexo
dos pacientes com DG (tabela 14). A idade média ao diagnéstico foi de 11,4
anos (tabela 7) e ndo observamos associa¢gdo com os polimorfismos estudados
(tabela 15). A exoftalmopatia esteve presente em 39 pacientes (63%) e néo
esteve associada aos polimorfismos estudados (tabela 16). A presenca de
bécio também néo esteve associada aos polimorfismos estudados (tabela 17).
Os valores de TRab foram determinados em 35 dos 62 pacientes e nao
observamos diferenca entre o genétipos ou alelos patogénico e ndo patogénico
no grupo com DG (tabela 18). Vinte e cinco pacientes dos 62 (40%) realizaram
radioiodoterapia; sendo que 81% sao representados pelos pacientes com
genotipo patogénico que nao realizaram RIT com p=0,015 (tabela 19 e figuras
24 e 25). Houve associacédo do alelo patogénico do polimorfismo CT60 com
menor tempo de duracao do tratamento medicamentoso (p=0,004) (Figura 26).
A tabela 20 mostra um resumo dos dados clinicos e laboratoriais avaliados
para cada polimorfismo estudado nos pacientes com DG.

Tabela 14 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com o0 sexo dos
pacientes com doenca de Graves.

Sexo Alelo Alelo ndo p Gendtipo  Gendtipo ndo P
patogénico  patogénico patogénico patogénico
-318CIT M 1(2,6) 37(97,4) 0,273* 1(5,2) 18 (94,8) 0,169
F 8(9,3) 78 (90,7) 8 (18,6) 35 (81,4)
<
<
|:' A49G M 17 (44,7) 21 (55,3) 0,765 15 (79) 4 (21) 0,375*
© F 36 (41,8) 50 (58,2) 28 (65,1) 15 (34,9)
CT60 M 26 (68,4) 12 (31,6) 0,778 18 (94,7) 1(5,3) 1,00*
F 61 (70,9) 25 (29,1) 40 (93) 3(7)
PTPN22 M 3(7,9) 35 (92,1) 1* 3(15,8) 16 (84,2) 1,00*
F 6 (7) 80 (93) 6 (14) 37 (86)
IFIH1 M 17 (44,7) 21(55,3) 0,955 11 (57,9) 8 (42,1) 0,362
F 38 (44,2) 48 (55,8) 30 (69,7) 13 (30,3)

M: masculino; F: feminino; Teste qui-quadrado; * teste exato de Fisher
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Tabela 15 - Associacdo dos polimorfismos estudados de acordo com a idade ao
diagndstico da doenca de Graves.

Alelo Alelo ndo p Genotipo Gendtipo nao P
patogénico  patogénico patogénico patogénico

-318 C/IT 9 115 0,609 9 53 0,595
I
2 A49G 53 71 0,570 43 19 0,175
O

CT60 87 37 0,099 58 4 0,373

PTPN22 9 115 0,069 9 53 0,060

IFIH1 55 69 0,912 41 21 0,994

Teste de Mann-Whitney

Tabela 16 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com a presenca de
exoftalmopatia nos pacientes com doenca de Graves.

Exoftalmo- Alelo Alelo ndo p Gendtipo  Gendtipo ndo
patia patogénico  patogénico patogénico patogénico
-318 C/IT Presente 709 71 (91) 0,482* 7(17,9) 32 (82,1) 0,464*
Ausente 2 (4,3) 44 (93,7) 2 (8,7) 21 (91,3)
2
5 A49G Presente 32 (41) 46 (59) 0,615 26 (66,6) 13 (33,4) 0,550
Ausente 21 (45,6) 25 (54,4) 17 (74) 6 (26)
CT60 Presente 54 (69,2) 24 (30,8) 0,768 36 (92,3) 3(7,7) 1,00*
Ausente 33 (71,7) 13 (28,7) 22 (95,6) 1(4,4)
PTPN22 Presente 5(6,4) 73 (93,6) 0,725* 5(12,8) 34 (87,2) 0,715*
Ausente 4 (8,7) 42 (91,3) 4 (17,4) 19 (82,6)
IFIH1 Presente 33 (42,3) 45 (57,7) 0,550 26 (66,6) 13 (33,4) 0,907
Ausente 22 (47,8) 24 (52,2) 15 (65,2) 8 (34,8)

Teste qui-quadrado; * teste exato de Fisher.
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Tabela 17 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com a presenca de
bdcio nos pacientes com doenca de Graves.

Bécio Alelo Alelo nédo p Genotipo Gendtipo nao p
patogénico patogénico patogénico patogénico
-318 C/IT Presente 5 (6) 79 (94) 0,468 5(11,9) 37 (88,1) 0,453*
Ausente 4 (10) 36 (90) 4 (20) 16 (80)
I
5 A49G Presente 36 (42,8) 48 (57,2) 0,970 28 (66,6) 14 (34,4) 0,509*
Ausente 17 (42,5) 23 (57,5) 15 (75) 5 (25)
CT60 Presente 61 (72,6) 23 (27,4) 0,407 41 (97,6) 1(2,4) 0,095*
Ausente 26 (65) 14 (35) 17 (85) 3(15)
PTPN22 Presente 6 (7,2) 78 (92,8) 1,9000 6 (14,3) 36 (85,7) 1,000
Ausente 3(7,5) 37 (92,5) 3(15) 17 (85)
IFIH1 Presente 37 (44) 47 (56) 0,920 27 (64,3) 15 (35,7) 0,657
Ausente 18 (45) 22 (55) 14 (70) 6 (30)

Teste qui-quadrado; * teste exato de Fisher.

Tabela 18 - Associacao dos polimorfismos estudados de acordo com os valores de
TRab em 35 pacientes com doenca de Graves.

Alelo Alelo ndo p Genotipo Gendtipo ndo P
patogénico patogénico patogénico patogénico

-318 C/IT 2(2,8) 68 (97,2) 0,230 2 (5,7) 33(94,3) 0,227
< A49G 33(47,1) 37 (52,9) 0,742 27 (77,1) 8 (22,8) 0,623
é CT60 47 (67,1) 23 (32,9) 0,229 33(94,3) 2 (5,7) 0,776
$)

PTPN22 5(7,1) 65 (92,9) 0,538 5(14,3) 30 (85,7) 0,524

IFIH1 27 (38,5) 43 (61,5) 0,781 21 (60) 14 (40) 0,787

Teste de Mann-Whitney
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Tabela 19 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com a realizacéo de
radioiodoterapia.

Radioiodo Alelo- Alelo nzflo p Genotho Genotlpo.nao p
terapia patogénico patogénico patogénico patogéenico
-318 C/IT Sim 5 (10) 45 (90) 0,482 5 (20) 20 (80) 0.465*
N&o 4 (5,4) 70 (94,6) 4 (10,8) 33 (89,2)
X
2 A49G Sim 16 (32) 34 (68) 0,047 13 (52) 12 (48) 0.015
O
N&o 37 (50) 37 (50) 30 (81) 7 (19)
CT60 Sim 35 (70) 15 (30) 0,974 23 (92) 2 (8)
N&o 52(70,2) 22 (29.8) 35 (94,6) 2 (5,4) 1*
PTPN22 Sim 3 (6) 47 (94) 0,738 3(12) 22 (88)
N&o 6 (8,1) 68 (91,9) 6 (16,2) 31(83,8) 0,644
IFIHL Sim 20 (40) 30 (60) 0,422 16 (64) 9 (36)
N&o 35(47,3) 39 (52,7) 25 (67,6) 12(32,4) 0771
a0 Alelo A49G
p=0,047 O Alelo patogénico (G)
- W Alelo ndo patogenico (A)
2
G
% 30-
2
<
8 20
o= 1 |
RIT N&o RIT

Tratamento com radiciodo (RIT)
Figura 24 - Frequéncia dos alelos patogénico (G) e ndo patogénico (A) do

polimorfismo A49G do CTLA4 nos pacientes com doenca de Graves que receberam
ou néo radioiodoterapia (RIT).
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A49G

[ Genétipo patogénico (AG e GG)
W Gendtipe nao patogénica (AA)

0=

p=0.015

Namero de genotipos - A49G do gene CTLA4

I ]
RIT Nio RIT

Radiviodoterapia

Figura 25 - Frequéncia dos gendtipos patogénicos (AG e GG) e nao patogénico (AA)
do polimorfismo A49G do CTLA4 nos pacientes com doenca de Graves que
receberam ou néo radioiodoterapia (RIT).
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Figura 26 - Associacao do tempo de uso de DAT em pacientes do grupo 1 (DG) de
acordo com o alelo ndo patogénico e patogénico do polimorfismo CT60 do gene
CTLAA4.

57



Resultados
Associacdo dos polimorfismos com doenca de Graves

Tabela 20 - Associacao dos polimorfismos estudados com os dados clinicos e
laboratoriais nos pacientes com doenca de Graves.

Polimorfismo Sexo ldade ao Exoftalmopatia Presenga TRAb RIT
(gendtipo) diagndstico de Graves de bdcio
< -318 C/IT NS NS NS NS NS NS
<
= A49G NS NS NS NS NS 0,015
(@)
CT60 NS NS NS NS NS NS
PTPN22 NS NS NS NS NS NS
IFIH1 NS NS NS NS NS NS

TRAD: anticorpo contra o receptor de TSH. RIT: tratamento com radioiodo. NS: n&o significativo
estatisticamente. Testes Mann-Whitney, qui-quadrado e exato de Fisher.
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Associacdo dos polimorfismos com tireoidite de Hashimoto

2. TIREOIDITE DE HASHIMOTO

N&o identificamos associagao de todos os polimorfismos estudados com

sexo, idade ao diagnéstico, presenca de bocio e valores de anti-TPO dos

pacientes com tireoidite de Hashimoto (grupo 2) (Tabelas 21 a 25).

Tabela 21 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com o0 sexo dos
pacientes com TH.

Sexo Alelo Alelo ndo p Gendtipo  Genotipo nédo p
patogénico  patogénico patogénico patogénico
-318 C/IT M 3(21,4) 11 (78,6) 0,372* 3 4 0,322*
F 8 (10,8) 66 (89,2) 7 30
I
l:l A49G M 3(21,4) 11 (78,6) 0,777* 3 4 0,184*
© F 37 (50) 37 (50) 27 10
CT60 M 9 (64,3) 5(35,7) 0,760* 6 0,513*
F 51 (68,9) 23 (31,1) 34 3
PTPN22 M 2 (14,3) 12 (85,7)  0,178* 2 5 0,173*
F 3(4) 71 (96) 3 34
IFIH1 M 6 (42,8) 8 (57,2) 0,760 4 3 0,692*
F 35 (47,3) 39 (52,7) 24 13
M: masculino; F: feminino; Teste qui-quadrado; * teste exato de Fisher
Tabela 22 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com a idade do
diagnéstico de tireoidite de Hashimoto.
Alelo Alelo ndo p Genotipo Gendtipo ndo p
patogénico patogénico patogénico patogénico
-318 CIT 11 77 0,760 10 34 0,778
2
2 Ad9G 40 48 0,247 30 14 0,594
@)
CT60 60 28 0,014 40 4 0,108
PTPN22 5 83 0,716 5 39 0,709
IFIH1 41 47 0,133 28 16 0,331

Teste de Mann-Whitney
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Tabela 23 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com a presenca de
bdcio nos pacientes com tireoidite de Hashimoto.

Bécio Alelo Alelo ndo p Gendtipo  Gendtipo ndo p
patogénico  patogénico patogénico patogénico
-318 Presente 4 (14,3) 24 (85,7)  0,729* 4 (28,5) 10 (71,5) 0,692*
Ausente 6(11,1) 48 (88,9) 5(18,5) 22
I
2 A49G Presente 15 (53,6) 13 (46,4) 0,344 12 (85,7) 2 (14,3) 0,156*
© Ausente 23 (42,6) 31 (57,4) 16 (59,2) 11 (40,8)
CT60 Presente 21 (75) 7 (25) 0,437 13 (92,8) 1(7,2) 1,000*
Ausente 36 (66,6) 18 9 (33,4) 24 (88,9) 3(11,1)
PTPN22 Presente 1(3,5) 27 (96,5)  1,000* 1(7,1) 13 (92,9) 1,000*
Ausente 3(5,5) 51 (94,5) 3(11,1) 24 (88,9)
IFIH1 Presente 16 (57,1) 12 (42,9) 0,211  11(78,5) 3(21,5) 0,305*
Ausente 23 (42,6) 31 (57,4) 16 (59,2) 11 (40,8)
Teste qui-quadrado; * teste exato de Fisher.
Tabela 24 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com os valores de
anti-TPO nos pacientes com tireoidite de Hashimoto.
Alelo Alelo ndo p Genotipo Gendtipo ndo p
patogénico patogénico patogénico patogénico
-318 C/IT 11 77 0,130 10 34 0,225
>
o A49G 40 48 0,973 30 14 0,648
(@)
CT60 60 28 0,957 40 4 0,742
PTPN22 5 83 0,757 5 39 0,751
IFIH1 41 47 0,17 28 16 0,219

Teste de Mann-Whitney
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Tabela 25 - Associacao dos polimorfismos estudados com os dados clinicos e
laboratoriais dos pacientes com tireoidite de Hashimoto.

Polimorfismo s ldade ao  Presenca  Anti-TPO
exo
(gendtipo) diagndstico  de bdcio

< -318 C/T NS NS NS NS
<

- A49G NS NS NS NS
O

CT60 NS NS NS NS

PTPN22 NS NS NS NS

IFIH1 NS NS NS NS

Anti-TPO: anticorpo anti-tiroperoxidase. NS: ndo significativo estatisticamente. Testes Mann-

Whitney, qui-quadrado e exato de Fisher.
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3. DM1 ASSOCIADO A TIREOIDITE DE HASHIMOTO

Resultados
Associacdo dos polimorfismos com DM1 + tireoidite de Hashimoto

Observamos associacdo tanto do alelo quanto do genétipo néo

patogénico do polimorfismo A49G do CTLA4 com o sexo feminino em

pacientes com DM1 e tireoidite de Hashimoto (p=0,041 e p=0,040,

respectivamente) (Tabela 26, figuras 27 e 28). A idade ao diagndstico nao

esteve associada aos polimorfismos estudados (Tabela 27). O alelo e o

gendtipo ndo patogénico R620W do PTPN22 foram associados a auséncia de

bécio (p=0,03 e p=0,04, respectivamente) (tabela 28). O gendtipo patogénico

do polimorfismo A946T do IFIH1 foi associado a menores valores de anti-TPO

(p=0,047) (tabela 29, figura 29). Nao houve associa¢céo dos polimorfismos com

0s anticorpos anti-GAD, IA2 e IAA (tabela 30). A tabela 31 mostra um resumo

dos dados clinicos e laboratoriais avaliados para cada polimorfismo estudado

nos pacientes com DM1 associado a TH.

Tabela 26 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com 0 sexo dos

pacientes com DM1+TH.

Sexo Alelo Alelo ndo p Genotipo Genotipo p
patogénico  patogénico patogénico nao
patogénico
-318C/IT M 4 (13,3) 26 (86,7) 0,440 3 (20) 12 (80) 0,677*
F 3(7,1) 39 (92,9) 3(14,3) 18 (85,7)
2
= A49G M 18 (60) 12 (40) 0,041 13 (86,6) 2 (13,4) 0,040*
© F 15 (35,7) 27 (64,3) 11 (52,4) 10 (47,6)
CT60 M 21 (70) 9 (30) 0,059 14 (93,3) 1(6,7) 0,367*
F 20 (47,6) 22 (52,4) 16 (76,2) 5 (23,8)
PTPN22 M 5 (16,6) 25 (83,4) 0,120* 4 (26,6) 11 (73,4) 0,138*
F 2 (4,8) 40 (95,2) 1(4,7) 20 (95,3)
IFIH1 M 17 (56,7) 13 (43,3) 0,655 12 (80) 3 (20) 0,630
F 26 (61,9) 16 (38,1) 19 (90,4) 2 (9,6)

M: masculino; F: feminino; Teste qui-quadrado; * teste exato de Fisher
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DM1 associado a tireoidite de Hashimoto

Figura 27 - Frequéncias de alelos patogénico (G) e ndo patogénico (A) do
polimorfismo A49G do CTLA4 no grupo DM1 associado a tireoidite de Hashimoto
(grupo 3) de acordo com o sexo (teste exato de Fisher).
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Figura 28 - Frequéncias dos gendétipos patogénicos (AG e GG) e ndo patogénico (AA)
do polimorfismo A49G do CTLA4 no grupo DM1 associado a tireoidite de Hashimoto
(grupo 3) de acordo com sexo (teste exato de Fisher).
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Tabela 27 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com a idade do
diagnostico de DM1 associado a tireoidite de Hashimoto.

Alelo Alelo nédo P Gendtipo  Gendtipo nao p
patogénico  patogénico patogénico patogénico
-318 C/IT 7 65 0,593 6 30 0,831
I
- A49G 33 39 0,901 24 12 0,650
(@]
CT60 41 31 0,864 30 6 0,407
PTPN22 7 65 0,517 5 31 0,506
IFIH1 43 29 0,526 31 5 0,680
Teste de Mann-Whitney
Tabela 28 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com a presenca de
bocio nos pacientes com DM1 associado a tireoidite de Hashimoto.
Bdcio Alelo Alelo ndo P Genotipo Gendtipo ndo p
patogénico  patogénico patogénico patogénico
-318 C/T  Presente 2 (16,6) 10(83,4) 0,276* 1 (16,6) 5(83,4) 1,000
Ausente 2 (5,9) 32 (94,1) 2 (11,7) 15 (88,3)
2
2 A49G Presente 4 (33,3) 8 (66,7) 0,091 3 (50) 3 (50) 0,089
© Ausente 22 (64,7) 12 (35,3) 15 (88,2) 2 (11,8)
CT60 Presente 6 (50) 6 (50) 0,370 5(83,4) 1 (16,6) 1,000
Ausente 22 (64,7) 12 (35,3) 15 (88,3) 2(11,7)
PTPN22  Presente 4 (33,3) 8 (66,7) 0,03* 3 (50) 3 (50) 0,04*
Ausente 2 (5,9) 32 (94,1) 1(5,9 16 (94,1)
IFIH1 Presente 5 (41,6) 7 (58,4) 0,170 5(83,4) 1 (16,6) 1,000
Ausente 23 (67,6) 11 (32,3) 15 (88,2) 2(11,8)

*Teste exato de Fisher
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Tabela 29 - Associacdo dos polimorfismos estudados de acordo com os valores de

Resultados
Associacdo dos polimorfismos com DM1 + tireoidite de Hashimoto

anti-TPO dos pacientes com DML1 associado a tireoidite de Hashimoto.

Alelo Alelo nédo p Genotipo Gendtipo nao p
patogénico patogénico patogénico patogénico
-318 C/T 6 64 0,527 5 30 0,813
A49G 33 37 0,357 24 11 0,568
3
5 CT60 40 30 0,305 29 6 0,455
PTPN22 7 63 0,107 5 30 0,478
IFIH1 42 28 0,613 30 5 0,047

Teste de Mann-Whitney

40007
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Anti-TPO (U/mL)
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DM1+ tireoidite de Hashimoto

p=0,047

Genodtipo ndo patogénico

IFIH1

Genotipo patogénico

Figura 29 - Distribuicdo dos valores de anti-TPO dos pacientes do grupo 3 (DM1 +
tireoidite de Hashimoto) de acordo com o genétipo ndo patogénico e patogénico do

polimorfismo IFIH1.
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Tabela 30 - Associacdo dos polimorfismos estudados de acordo com os valores de

anti-GAD, IA2 e IAA dos pacientes com DM1 associado a tireoidite de Hashimoto.

Alelo Alelo ndo Genotipo Ge:gélpo
patogénico patogénico p  patogénico o P

R (©) (CTeTT) pat?gg;"co
318C/T  Anti-GAD 7 43 0,68 6 19 0,41
A2 6 44 0,59 5 20 0,30
IAA 6 36 0,55 5 16 0,56
A49G Anti-GAD 24 26 0,83 16 9 0,83
IA2 25 25 1 17 8 0,48
IAA 23 19 0,18 16 5 0,56
CT60 Anti-GAD 32 18 0,36 22 3 0,16
A2 32 18 0,90 22 3 0,80
IAA 28 14 0,30 19 2 0,74
PTPN22  Anti-GAD 4 46 0,11 3 22 0,16
A2 4 46 0,67 3 22 0,80
IAA 4 38 0,63 3 18 0,67
IFIH1 Anti-GAD 29 21 0,79 21 4 0,61
A2 29 21 0,72 21 4 0,65
IAA 24 18 0,83 18 3 0,67

Tabela 31 - Associacao dos polimorfismos estudados e os dados clinicos e
laboratoriais nos pacientes com DM1 associado a tireoidite de Hashimoto.

Polimorfismo ldade a0  Presenca _
i Sexo ) o o Anti-TPO
(gendtipo) diagndstico  de bécio
< -318 C/IT NS NS NS NS
<
- A49G 0,04 NS NS NS
(@)
CT60 NS NS NS NS
PTPN22 NS NS 0,03 NS
IFIH1 NS NS NS 0,047

Anti-TPO: anticorpo anti-tiroperoxidase. NS: ndo significativo estatisticamente. Testes Mann-
Whitney, qui-quadrado e exato de Fisher.
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Associagéo dos polimorfismos com tireoidite de Hashimoto agrupado

4. TIREOIDITE DE HASHIMOTO AGRUPADO

Ao agruparmos 0s grupos 2 e 3 e analisarmos os polimorfismos
estudados, o alelo ndo patogénico e o genoétipo ndo patogénico do
polimorfismo PTPN22 estiveram associados ao sexo feminino (p=0,020 e
p=0,023, respectivamente) (Tabela 32 e figuras 30 e 31). A idade ao
diagnéstico e a presenca de bdécio ndo apresentaram associacdo com 0S
polimorfismos estudados em todos os pacientes com tireoidite de Hashimoto
(Tabelas 33 e 34). O gendtipo patogénico do polimorfismo IFIH1 esteve
associado a valores menores de anti-TPO (Tabela 35 e figura 32). A tabela 36
mostra um resumo dos dados clinicos e laboratoriais avaliados para cada

polimorfismo estudado nos pacientes com tireoidite de Hashimoto agrupado.

Tabela 32 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com o0 sexo dos
pacientes com tireoidite de Hashimoto (grupos 2+3).

Sexo Alelo Alelo nédo p Genotipo Genotipo p
patogénico  patogénico patogénico nao
patogénico
-318C/IT M 7 (15,9) 37 (84,1) 0,251 6 (27,2) 16 (72,8) 0,317
F 11 (9,5) 105 (90,5) 10 (17,3) 48 (82,7)
2
£ A49G M 21 (47,7) 23 (52,3) 0,742 16 (72,8) 6 (27,2) 0,539
© F 52 (44,8) 64 (55,2) 38(655) 20 (34,5)
CT60 M 30 (68,2) 14 (31,8) 0,414 20 (90,9) 2(9,1) 0,719*
F 71 (61,2) 45 (38,8) 50 (86,2) 8 (13,8)
PTPN22 M 7 (15,9) 37(84,1)  0,020* 6 (27,2) 16 (72,8)  0,023*
F 5 (4,4) 111 (95,6) 4 (6,9) 54 (93,1)
IFIH1 M 23 (52,3) 21 (47,7) 0,972 16 (72,8) 6 (27,2) 0,898
F 61 (52,6) 55 (47,4) 43 (74,1) 15 (25,9)

M: masculino; F: feminino; Teste qui-quadrado; * teste exato de Fisher
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Figura 30 - Frequéncias dos alelos patogénico (T) e ndo patogénico (C) do
polimorfismo R629W o PTPN22 no grupo tireoidite de Hashimoto agrupado de acordo
com sexo (teste exato de Fisher).
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Figura 31 - Frequéncias dos genétipos patogénicos (CT e TT) e ndo patogénico (CC)
do polimorfismo R629W do PTPN22 no grupo de pacientes tireoidite de Hashimoto
agrupado de acordo com sexo (teste exato de Fisher).
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Tabela 33 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com a idade do
diagndstico de tireoidite de Hashimoto agrupado (grupos 2+3).

Alelo Alelo ndo P Genotipo Gendtipo ndo p
patogénico patogénico patogénico patogénico

-318 C/IT 18 142 0,728 16 64 0,904
I
= A49G 73 87 0,487 54 26 0,906
O

CT60 101 59 0,084 70 10 0,122

PTPN22 12 148 0,503 10 70 0,422

IFIH1 84 76 0,104 59 21 0,475

Teste de Mann-Whitney

Tabela 34 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com a presenca de
bécio nos pacientes com tireoidite de Hashimoto (grupos 2 e 3).

Bdcio Alelo Alelo ndo P Genotipo Genotipo p
patogénico  patogénico patogénico nao
patogénico
-318 C/IT Presente 6 (15) 34 (85) 0,321 5 (25) 15 (75) 0,492
Ausente 8 (9,1) 80 (90,9) 7 (15,9) 37 (84,1)
2
= A49G Presente 19 (47,5) 21 (52,5) 0,703 15 (75) 5 (25) 0,773*
O
Ausente 45 (51,1) 43 (48,9) 31 (70,4) 13 (29,6)
CT60 Presente 27 (67,5) 13 (32,5) 0,860 18 (90) 2 (10) 1,000*
Ausente 58 (65,9) 30 (34,1) 39 (88,6) 5(11,4)
PTPN22 Presente 5(12,5) 35 (87,5) 0,284 4 (20) 16 (80) 0,244
Ausente 5(5,7) 83 (94,3) 4 (9,1) 40 (90,9)
IFIH1 Presente 21 (52,5) 19 (47,5) 0,981 16 (80) 4 (20) 0,547*
Ausente 46 (52,3) 42 (47,7) 31(70,4) 13 (29,6)

Teste qui-quadrado; * teste exato de Fisher.
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Tabela 35 - Frequéncia dos polimorfismos estudados de acordo com os valores de
anti-TPO dos pacientes com diagnéstico de tireoidite de Hashimoto (grupos 2 e 3).

Alelo Alelo ndo P Gendtipo  Gendtipo nao p
patogénico  patogénico patogénico patogénico

-318 C/IT 17 141 0,403 15 64 0,403
I
= A49G 73 85 0,530 54 25 0,996
O

CT60 100 58 0,468 69 10 0,755

PTPN22 12 146 0,154 10 69 0,467

IFIH1 83 75 0,174 58 21 0,042

Teste de Mann-Whitney

Anti-TPO (U/mL)

4000

3000

20007

1000

Tireoidite de Hashimoto agrupado

p=0,042

L

T
Genotipo ndo patogénico

IFIH1

T
Genotipo patogénico

Figura 32 - Distribuicdo dos valores de anti-TPO dos pacientes com tireoidite de
Hashimoto agrupado (grupos 2+3) de acordo com o genétipo ndo patogénico e
patogénico do polimorfismo IFIH1.
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Tabela 36 - Associacao dos polimorfismos estudados com os dados clinicos e
laboratoriais dos pacientes com tireoidite de Hashimoto agrupado (grupos 2 +3).

Polimorfismo ldade a0  Presenca ,
- Sexo ] o o Anti-TPO
(gendtipo) diagnostico  de bdcio
< -318 C/T NS NS NS NS
<
- A49G NS NS NS NS
(@)
CT60 NS NS NS NS
PTPN22 0,023 NS NS NS
IFIH1 NS NS NS 0,042

Anti-TPO: anticorpo anti-tiroperoxidase. NS: ndo significativo estatisticamente. Testes Mann-
Whitney, qui-quadrado e exato de Fisher.
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DISCUSSAO

A doencga autoimune da tireoide envolve principalmente a tireoidite
cronica linfocitica ou tireoidite de Hashimoto e a doenca de Graves. Como séo
doencas geneticamente complexas, diversos genes de suscetibilidade sao
postulados como participantes no envolvimento da tireoide. Como pode existir
uma sobreposicdo clinica entre as doencas da tireoide, alguns genes
estudados sdo comuns e caracteristicamente todas as doengas autoimunes
apresentam infiltrado linfocitico. Este estudo propds estudar os polimorfismos
genéticos mais conhecidos (CTLA4 e PTPN22) e um recentemente relatado
(IFIH1), porém em pacientes pediatricos, faixa etéria menos frequentemente
acometida pela DAIT.

1. DADOS CLINICOS

A média de idade do diagnostico de DAIT foi semelhante entre os grupos

1 e 2, e maior no grupo 3 (tabela 5).

Como nos adultos, observamos predominio do sexo feminino em todos
0s grupos. Nossa casuistica observou predominio da raca branca, através de

identificacdo do préprio paciente ou familiar (tabela 5).

Em nossa casuistica, os pacientes com doenca de Graves (grupo 1)
apresentaram longo tratamento com DAT até o tratamento definitivo com
radioiodo (44 + 25 meses). O tratamento inicial com DAT em criancas deve ser
proposto por 1 a 2 anos '’. O tratamento definitivo com radioiodo deve ser
realizado com cautela em criancas menores que 5 anos de idade e em criancas
entre 5 e 10 anos, a dose aceitavel de radioiodo é de 10 mCi '"* "8, Avaliamos 4
pacientes menores que 5 anos de idade, sendo que apenas dois receberam
tratamento com radioiodo apés 96 e 44 meses de tratamento medicamentoso,
atingindo idade de 12 e 7 anos no momento do tratamento definitivo. Vinte e
oito pacientes estavam entre 5 e 10 anos ao diagnostico e apenas 9 receberam
radioiodoterapia. Como o0s pacientes eram provenientes de diferentes servicos,
ndo havia uma padronizagdo quanto a indicacdo da dose e tempo do

tratamento definitivo com radioiodo. Nenhum paciente com doenca de Graves
72



Discusséao

bY

foi submetido a tireoidectomia como opcao de tratamento definitivo.
Provavelmente devido a maior facilidade em administrar radioiodo, os bdcios
ndo eram volumosos e mesmo devido a caréncia de cirurgides experientes

para esta abordagem.

A presenca de outra doenca autoimune associada a doenca de Graves
foi baixa (6%), pois ndo houve uma pesquisa sistematica de outras doencas
autoimunes, mas apenas a coleta de informa¢des em prontuarios e através de

familiares.

A oftalmopatia de Graves foi diagnosticada pelo exame fisico e foi
observada em 62% dos pacientes, apresentando-se com uma porcentagem
maior que a encontrada na literatura que descreve até 33% dos pacientes com

menos de 18 anos apresentando oftalmopatia *°.

Metade dos pacientes do grupo com tireoidite de Hashimoto (grupo 2)
apresentaram hipotireoidismo evidente (TSH>10 muUl/L), sendo observado
apenas 27,7% no grupo de DM1 associado a TH. A avaliacdo da funcéo e da
autoimunidade tireoidiana deve ser realizada em todos os pacientes com DM1,
devido a uma maior prevaléncia de TH nestes pacientes ®. A presenca de
outras doencas autoimunes foi mais observada em pacientes com TH,
entretanto nenhum caso de insuficiéncia adrenal autoimune foi encontrado,
afastando a possibilidade de se tratar de doenca poliglandular autoimune tipo Il
40 envolvimento de familiares com DAIT também foi maior no grupo 2, por se
tratar de uma doenca prevalente na populacdo adulta, proximo de 2% na

populacdo adulta feminina e 0,2% na masculina *3.

2. POLIMORFISMOS

2.1. CTLA4

A andlise do polimorfismo -318C>T do gene CTLA4 ndo mostrou
diferenca estatistica entre os grupos 1, 2 e 3 e 0 grupo controle (tabela 6).
Entretanto, estudo brasileiro realizado por Santos et al. encontrou associagéo

do gendtipo CT e do alelo T patogénico com a oftalmopatia de Graves
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principalmente em pacientes do sexo masculino, mas foi realizado em
pacientes adultos com DG *°. Estudo na Turquia, em criancas com TH,
encontrou a frequéncia do gendétipo CT mais alta quando comparada ao grupo
controle (16,4% versus 8,9%, p=0,32), porém sem significancia estatistica *°,

semelhante a nossa casuistica (22,7% versus 12,3%, p=0,131).

Todos os dados clinicos e laboratoriais dos grupos 1, 2 e 3 ndo foram
associados ao polimorfismo -318C>T, tanto ao alelo patogénico T quanto ao
genotipo patogénico, mesmo considerando as doencas agrupadas (DAIT e TH
agrupada). Apesar da substituicdo da citosina por timina na posicdo -318
diminuir a atividade promotora e a expressdo do gene CTLA4, este

polimorfismo ndo apresentou associacdo com DAIT em nossa casuistica %
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A frequéncia do alelo patogénico (G) do polimorfismo A49G do gene
CTLA4 foi estatisticamente maior em todos 0sS grupos, exceto no grupo 2
(doenca de Graves). E descrito uma frequencia maior do alelo e do genoétipo
patogénico em pacientes com DG e poderia também estar relacionado a

gravidade e persisténcia da doenca ** %%

Entretanto, ndo encontramos
associacao deste polimorfismo com presenca de exoftalmopatia ou valores de
TRab (tabelas 16 e 18) %% 8% # Em estudo brasileiro de criancas com doenca
de Graves, a frequéncia do polimorfismo A49G néo foi diferente entre criancas
avaliadas e controle (36% vs 30%, respectivamente) e os autores também néao
encontraram relacdo com os parametros clinicos e laboratoriais de pior
prognéstico na DG “*8. Quando analisamos o genétipo patogénico (AG e GG), a
frequéncia nos pacientes com DG foi significativamente maior (p=0,049), sendo
também maior quando agrupamos todas as DAIT (p=0,024) (tabela 7), ndo
ocorrendo nos demais grupos isoladamente. Entretanto, os parametros clinicos
e laboratoriais analisados para DG, continuam a ndo apresentarem associacao
com este polimorfismo. Apenas a frequéncia de tratamento com radioiodo foi
maior nos pacientes com o alelo ou o gendétipo ndo patogénico do polimorfismo
A49G (tabela 19, figuras 23 e 24), mostrando a principio ndo ser um fator
agravante da doenca. Nos demais grupos estudados, encontramos apenas

associacdo do alelo e do gendtipo patogénico com o sexo masculino nos
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pacientes do grupo 3 (tabela 26). Em estudos realizados em pacientes
diabéticos tipo 1, sem tireoidite de Hashimoto associada, ndo observou-se

associagdo com este polimorfismo % !

. Ikegami et al. analisaram 1.114
pacientes, 769 com diabetes e 345 com doenca tireoidiana autoimune
associada e evidenciaram que o polimorfismo A49G esteve associado a DM1
complicado com a DAIT, sugerindo a importancia de classificarmos o DM1 de

acordo com a presenca ou auséncia de DAIT associada *.

O alelo patogénico (G) do polimorfismo CT60 do gene CTLA4 foi mais
frequente apenas no grupo com DG (p=0,035) (tabela 8), confirmando a alta
frequéncia deste alelo em diversas populacbes de pacientes com DG,
chegando a 60% a frequéncia do alelo patogénico ** °* 8% Em pacientes com
TH também foi descrita maior frequéncia, mas com risco menor de
desenvolvimento da doenca. Em nosso estudo, ndo identificamos associagao
nos demais grupos. Petrone et al. observaram associacdo do alelo G em
pacientes com DG e exoftalmopatia quando comparados aos controles, mas
nao houve diferenca entre os pacientes com e sem exoftalmopatia de Graves
8 Observamos uma associacdo do alelo patogénico com menor tempo de
duracdo do tratamento medicamentoso (p=0,004, figura 26), podendo indicar
maior gravidade da tireotoxicose ou maior falha no tratamento, levando o
clinico a indicar o tratamento definitivo mais rapidamente. Para elucidacéao,
seria necessario padronizarmos a droga usada e um tempo fixo de seguimento
para melhor interpretacdo da importancia deste polimorfismo. Portanto, até o
momento, a presenca do alelo patogénico sugere apenas a presenca da DG,
mas ndo parece ter relacdo com parametros clinicos de gravidade da DG
(como valores de TRab, idade mais precoce, exoftalmopatia) ou com outras
DAIT. Ao compararmos o alelo e o gendétipo patogénico do CT60 entre DG e o0s

demais grupos, ndo encontramos diferenca nas frequéncias (tabela 11).

2.2. PTPN22

O presente estudo ndo demonstrou associacdo do polimorfismo R620W

do gene PTPN22 com pacientes com doenca de Graves e 0s parametros
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clinicos e laboratoriais da doenca (tabelas 14 a 20). Skérka et al. encontraram
associacdo com a idade de inicio da DG mais precoce (mediana de 20,8 anos),
mas sua casuistica inclui pacientes de 6 até 78 anos, com mediana de 42,5
anos 2. Chabchoub et al. estudaram pacientes com doenca de Graves e
tireoidite de Hashimoto e ndo demonstraram associacéo, tanto separadamente
como agrupados em DAIT 3, Entretanto, quando agrupamos todos 0s nossos
pacientes (DAIT), encontramos associacéo deste polimorfismo, mas apenas na
presenca do alelo patogénico e ndo do gendtipo patogénico (p=0,047, tabela
9). Ichimura et al. n&o identificaram o alelo patogénico do polimorfismo R620W
do PTPN22 em sua populacéo japonesa de pacientes com DG e também no
grupo controle ®* ®*. Em nossa casuistica, a frequéncia do alelo patogénico foi
baixa em todos os grupos estudados e no controle (tabela 9), sendo
significativa nos pacientes com DM1 associado a TH (grupo 3; p=0,043). Dultz
et al. também encontraram uma frequéncia maior do alelo patogénico (T) em
pacientes com o DM1 associado a tireoidite de Hashimoto (23,6%) quando
comparada aos pacientes com diagndéstico de DAIT isolada (8,6%), somente
DM1 (10,7%) e aos controles (8%) *°. Os autores indicam que o alelo
patogénico T deste polimorfismo seria um fator de risco importante para o
desenvolvimento de DAIT e DM1 em um mesmo paciente e juntamente com 0s
achados clinicos e laboratoriais poderia ser um parametro a mais a oferecer
risco de desenvolvimento das doencas autoimunes. Em nossa casuistica,
observamos associacdo do polimorfismo apenas com a auséncia de bécio no
grupo 3, relacionando tanto o alelo quanto o gendtipo nédo patogénico (p=0,03 e
p=0,04, respectivamente, tabela 28), ndo demosntrando ser um fator a mais de

risco na associacdo de DM1 e DAIT *.

23. |IFIH1

No presente estudo, encontramos associacdo entre o0 polimorfismo
A946T do gene IFIH1 e o grupo de pacientes com DM1 e TH (grupo 3), tanto o
alelo patogénico (T) quanto o genotipo patogénico (CT e TT) (Tabela 10,
p=0,009 e p=0,007, respectivamente). Ao compararmos com 0s grupos 1 e 2,
0s gendtipos do polimorfismo também estiveram associados ao grupo 3 (DM1
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associado a TH), reforcando a diferenca deste subgrupo de DAIT (Tabela 11,
p=0,031 e 0,023, respectivamente). Ndo so este polimorfismo rs1990760, mas
outros do IFIH1 parecem estar associados a maior susceptibilidade de
desenvolvimento de DM1 "% . Sutherland et al. determinaram em 602
pacientes com DG uma associacdo moderada, mas significativa [OR 1,47 (IC
1,23-1,76); p=1,9 x 10™°] com este polimorfismo "*. Entretanto, Penna-Martinez
et al. ndo obtiveram os mesmos resultados para DG e para TH "°. Nenhum
destes estudos avaliou isoladamente pacientes menores de 21 anos. O
genotipo patogénico esteve associado com menores valores de anti-TPO no
grupo 3 (p=0,042, tabela 29 e figura 29), podendo indicar maior destruicdo da
glandula tireoidiana, levando a atrofia e consequentemente menor exposi¢cao
de antigenos; ou os valores menores de anti-TPO no grupo 3 poderiam indicar
um diagnostico mais precoce, pelo conhecimento de desenvolvimento de DAIT
em pacientes com DMI1. Ressaltamos que a concentracdo de anti-TPO é

extremamente variavel e ndo estd associada a hipofungdo da glandula.
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CONCLUSOES

Determinamos as frequéncias alélicas e gendtipos dos polimorfismos -
318C/T, A49G e CT60 do CTLA4, R620W do PTPN22 e A946T do IFIH1
em criangcas e adolescentes com doenca de Graves, tireoidite de
Hashimoto e diabetes mellitus tipo 1 associado a tireoidite de Hashimoto

através de genotipagem em tempo real.

Determinamos as frequéncias dos polimorfismos e observamos
diferenca do polimorfismo A946T do IFIH1 entre os grupos com doenca
de Graves e tireoidite de Hashimoto em comparacdo ao grupo DM1
associado a tireoidite de Hashimoto (p=0,031 e p=0,023,

respectivamente).

Estabelecemos associacdo dos polimorfismos com os dados clinicos e

laboratoriais em todos 0s grupos.
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ANEXOS
Anexo 1- QUESTIONARIO Data /[ /

DOENCA AUTOIMUNE DA TIREOIDE

Nome

RG Telefone (__)

DNA numero: __

Data de nascimento __ /[ Sexo []feminino [ ] masculino

Cor[]branca[] negra[] amarela[] parda

Idade cronoldgica: Data: / /
Estatt _  DP:__

Peso: DP:

IMC: DP:

Antecedentes pessoais:

Doencas autoimunes associadas:

[] Vitiligo — idade diagnéstico

[ ] Artrite Reumatéide — idade diagndstico

[ 1 LES — idade diagnéstico

[] Outras:

[ ] Tabagismo
Antecedentes familiares:

[ ] Hipertireoidismo: grau de parentesco:

[ ] Hipotireoidismo: grau de parentesco:

[ ] Outras doencas autoimunes: grau de parentesco:

Coleta de DNA do Familiar:

TIREOIDE

Idade ao diagndstico da tireoidopatia:

TSH ao diagnéstico: Anti TG :
T4l ao diagndstico: Anti TPO:
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Tratamento atual:

Tratamento da doenca de Graves:

[ ] Radioiodoterapia Dose: ___mCiData__/ [

Tempo total de uso de DAT:

DIABETES TIPO 1
Idade diagnostico
Anticorpos: Anti GAD:

Anti 1A2:

IAA:

Exame Fisico:
[]EXOFTALMIA  []sim []n&o

[1BOCIO Volume total

Complicacédo do DM [ Indo

Exames laboratoriais:

[ ]sim: qual:

/

Anexo 1

[]1CirurgiaData _/ [/

Data: /
Peptideo C:
PA

Data

IC (anos)

T3

T4

TaL

TSH

Anti-TG

Anti-TPO

Trab

USG

Tratamento
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Anexo 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO -HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ... SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO......./........ l.....

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.): .....ccuuveivereeeriiiiiiiiieee e ieeeeeeees
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......ccoiiiiiiieieeeeeeeiiiinnnn SEXO: Mo Fo

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “ESTUDO DE POLIMORFISMOS DOS
GENE CTLA-4, PTPN22 E IFIH1 EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM DOENCA
DE GRAVES, TIREOIDITE DE HASHIMOTO E DM1 ASSOCIADO A TIREOIDITE DE
HASHIMOTO".

2. PESQUISADOR: SUEMI MARUI
CARGO/FUNCAO: MEDICO INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 70248
UNIDADE DO HCFMUSP: INSTITUTO DA CRIANCA — HC - FMUSP

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO oX RISCO MEDIO O
RISCO BAIXO O RISCO MAIOR O

4. DURACAO DA PESQUISA : 2 ANOS
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO -HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivo(s): essas informagfes serdo fornecidas para sua
participacdo voluntaria neste estudo, que visa ao estudo genético para melhor
esclarecimento da doenca de seu filho(a) (Doenca de Graves ou Tireoidite de
Hashimoto), relacionada ao problema de tireoide dele (a);

2 — Para o inicio deste trabalho colheremos 5 ml de sangue do antebraco, para 2 tubos
de coleta de material (total de 10ml de sangue);

3 — O risco da coleta se resume a possibilidade de hematoma (“roxo”) ou dor no local
da coleta, como em qualquer outra coleta de sangue ja realizada por seu filho (a). Esta
serA a Unica coleta extra de material, as demais coletas serdo para o
acompanhamento rotineiro da doenca, que continuara independente de sua decisédo
de participar ou néo deste trabalho;

4 — S6 poderemos concluir o resultado da pesquisa quando o estudo estiver terminado
e pudermos comparar os resultados de todos 0s pacientes que se submeteram ao
exame; antes disso ndo teremos como esclarecer qualquer resultado;
5 — Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas;

O principal investigador da pesquisa € Dra Suemi Marui que pode ser
encontrado no Instituto da Crianca, Telefone 3069-8537. Se vocé tiver alguma
consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-
6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 - E-mail:
cappesq@hcnet.usp.br;

6 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar
de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
Instituicdo;

7 - Ao voluntario é concedido o direito de confidencialidade; as informacdes obtidas
serdo analisadas em conjunto com outros voluntarios, ndo sendo divulgada a
identificacdo de nenhum dos mesmos;
8 — Ao voluntario é concedido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados
parciais das pesquisas ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

9 — Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para 0 participante em
gualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa;

10 - O pesquisador e 0 executante assumem o compromisso de utilizar os dados e o
material coletado somente para pesquisa,
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que i
ou que foram lidas para mim, descrevendo o projeto: “ESTUDO DE POLIMORFISMOS
DOS GENE CTLA-4, PTPN22 E IFIH1 EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM
DOENCA DE GRAVES, TIREOIDITE DE HASHIMOTO E DM1 ASSOCIADO A
TIREOIDITE DE HASHIMOTO”.

Eu discuti com Dra Suemi Marui sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o estudo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido no meu atendimento
neste Servico.

Assinatura do paciente / representante legal; Data / /

Assinatura da testemunha; Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Para o responséavel do projeto) - Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria
o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a
participacdo neste estudo.

Dra Suemi Marui — CRM 70248; Data / /
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Anexo 3

Anexo 3 — Aprovacéo pela CAPPesq

re

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S@o Paulo, em sessGo de 20/05/2009, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 1101/08, intitulado: "ESTUDO DO POLIMORFISMO DO GENE
CTLA-4 EM CRIANGAS E ADOLESCENTES COM DOENGA DE GRAVES E TIREOIDITE DE
HASHIMOTO" apresentado pelo Departamento de PEDIATRIA, inclusive o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Sadde n° 194, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra "c”).

Pesquisador (a) Responsavel: Dr Durva Damiani
Pesquisador (a) Executante: Mdrcia Regina Bedin
CAPPesq, 21 de Maio de 2009

e N it

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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Anexo 4

Anexo 4 — Aprovagao pela CAPPesq para troca de titulo

Ao
APROVACAO

A Comiss@o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessdo de 07.04.10, APROVOU
as modificacoes abaixo mencionadas referente Protocolo de Pesquisa n°
1101/08, infitulado: "ESTUDO DO POLIMORFISMO DO GENE CTLA-4 EM
CRIANGAS E ADOLESCENTES COM DOENCA DE GRAVES E TIREOIDITE DE
HASHIMOTO ", apresentado pelo Departamento de PEDIATRIA.

- Mudanga de titulo para - “Estudo de polimorfiimos dos gene CTLA-4,
PTPN22 e IFIH1 em crian¢as e adolescentes com Doenca de Graves,
Tireoidite de Hashimoto e DM1 associado a Tireoidite de Hashimoto”

- Inclusdo do estudo de 2 genes relacionados as patologias da tiredide
propostas (Doenca de Graves e Tireoidite de Hashimoto): PTPN22 e IFIH1
(A946T)

- Inclusdo de um grupo de pacientes com diabetes mellitus tipo 1
associado a tireoidite de Hashimoto, devido a associacdo dos
polimorfismos citados a essas patologias

- Novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Pesquisador (a) Responsavel: DR. DURVAL DAMIANI

Pesquisador (a) Executante: DRA. MARCIA REGINA BEDIN
CAPPesq, 07 de abril de 2010

%—,-A-’"
PROF. DR. EDUARDO MASSAD

Presidente
ComissGo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 255, 5° andar -
CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail: cappesg@hcnet.usp.br
matc
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