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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicolégica
Universidade Federal de Santa Maria

MELHORA DOS MARCADORES SANGUINEOS INFLAMATORIOS
EM PACIENTES COM HIPOTIREOIDISMO EM TRATAMENTO COM
LEVOTIROXINA

AUTORA: Roseane Cardoso Marchiori
ORIENTADOR: Jodo Batista Teixeira da Rocha
Santa Matria, 17 de abril de 2015.

Introducdo: Alguns estudos sugerem que 0s pacientes com hipotireoidismo apresentam
inflamacéo sistémica e estresse oxidativo aumentado e consideram que esses fatores
podem contribuir para o risco aumentado de aterosclerose e doenca cardiovascular
aterosclerética nesses pacientes. Poucos avaliaram o efeito do tratamento do
hipotireoidismo sobre marcadores inflamatérios e de estresse oxidativo, com resultados
conflitantes. Objetivos: O objetivo desse estudo foi investigar o efeito da terapia de
reposicdo com levotiroxina sobre os marcadores inflamatérios e de estresse oxidativo em
pacientes com hipotireoidismo. Métodos: Foram incluidos pacientes com diagndstico
recente de hipotireoidismo, ainda sem tratamento. Foram analisados o0s seguintes
parametros sanguineos, em condi¢cdes basais, aos 6 e doze meses de tratamento com
levatiroxina: hormdnio estimulante da tireoide (TSH), tiroxina livre (FT4), proteina C-reativa
de alta sensibilidade (hs-CRP), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-
10), interferon-gama (INF-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), substancias reativas do
acido tiobarbittrico (TBARS), atividade da enzima acido aminolevulinico desidratase (0-ALA-
D), grupos tiois ndo-proteico e total (NP-SH e T-SH), colesterol total (TC), colesterol
lipoproteina de alta densidade (HDL-C), colesterol lipoproteina de baixa densidade (LDL-C)
e triglicerideos (TG). Foi usado o modelo de Equacédo de Estimativas Generalizadas (GEE)
para analisar o efeito do tratamento (basal, aos seis e doze meses de seguimento) sobre as
variaveis mencionadas acima. O status do hipotireoidismo (evidente ou subclinico) foi
incluido como confundidor em todas as andlises. Foi feita andlise adicional GEE post hoc
para comparagdo tempo a tempo. Resultados: Houve reducgéo significativa nos niveis de
TSH ao longo do tempo (P<0.0001) (niveis iniciais em média 32.4 plU/mL e 10.5 plU/mL aos
doze meses). Houve aumento significativo do FT4 ao longo do tratamento (P<0.0001)
(niveis iniciais basais em média 0,8 ng/dL e 2.7 ng/dL aos 12 meses). Houve modificacdo
significativa nos niveis de interleucinas ao longo do tempo, com aumento significativo da IL-
10 (P<0.0001) e reducao significativa da IL-1 (P<0.0001), IL-6 (P<0.0001), INF-y (P<0.0001)
e TNF-a (P<0.0001). Nao houve diferenga significativa nos niveis de hs-CRP ao longo do
tempo (P<0.284). Houve reducao significativa dos niveis de NP-SH (P<0.0001) durante o
acompanhamento. Conclusdes: Houve reducdo de marcador de estresse oxidativo,
reducdo de citocinas pré-inflamatérias e elevagdo de citocina anti-inflamatéria em pacientes
com hipotireoidismo em uso de levotiroxina. Essas modificacdes podem ter relevancia
clinica devido a hipétese de que inflamacéo e estresse oxidativo podem contribuir para o
desenvolvimento de aterosclerose e doengas cardiovasculares nesses pacientes.

Palavras-chave: Hipotireoidismo. Inflamag&o. Estresse oxidativo. Aterosclerose. Tireoidite
de Hashimoto. Levotiroxina.
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Introduction: Some studies suggest that patients with hypothyroidism have systemic
inflammation and increased oxidative stress and consider these factors may contribute to the
increased risk of atherosclerosis and atherosclerotic cardiovascular disease in these
patients. Few studies have evaluated the effect of treatment of hypothyroidism on
inflammatory markers and oxidative stress, with conflicting results. Background: The aim of
this study was to investigate the effect of levothyroxine replacement therapy on biomarkers
of oxidative stress and systemic inflammation in patients with hypothyroidism. Methods:
Patients with recently diagnosed primary hypothyroidism due to Hashimoto’s thyroiditis who
were not taking levothyroxine were included. The following blood parameters were measured
at pre-treatment, at six and twelve months of levothyroxine: thyroid stimulating hormone
(TSH), free thyroxine (FT4), high sensitive C-reactive protein (hs-CRP), interleukin-1 (IL-1),
interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), interferon gamma (INF-y), tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), activity of the aminolevulinic
acid dehydratase enzyme (6-ALA-D), nonprotein and total thiol (NP-SH and T-SH) groups,
total cholesterol (TC), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low density lipoprotein
cholesterol (LDL-C) and triglycerides (TG). Generalized estimating equation (GEE) modeling
was used to analyze the effect of treatment (at baseline, six and twelve month of follow-up)
on the variables mentioned above. The hypothyroidism status (overt or subclinical
hypothyroidism) was included as a confounder in all analyses. An additional GEE post hoc
analysis was made with intent to compare time by time. Results: There was a significant
decrease in TSH levels over time (P<0.0001) (initial levels were on average 32.4 plU/mL and
10.5 plU/mL at 12 months). There was a significant increase in FT4 (P<0.0001) over
treatment (initial levels were on average 0,8 ng/dL and 2.7 ng/dL at 12 months). There were
significant changes in interleukin levels over time, with significant increase in IL-10
(P<0.0001) and significant decrease of IL-1 (P<0.0001), IL-6 (P<0.0001), INF-y (P<0.0001)
and TNF-a (P<0.0001). No significant difference in hs-CRP levels over time was found
(P<0.284). There was a significant reduction of NP-SH levels (P<0.0001) during follow-up.
Conclusions: This study observed reduction of oxidative stress biomarker, reduction of pro-
inflammatory cytokines and increase of anti-inflammatory cytokine in hypothyroid patients
treated with levothyroxine. These modifications may have clinical relevance because the
hypothesis that inflammation and oxidative stress may contribute to the development of
atherosclerosis and cardiovascular disease in these patients.

Keywords: Hypothyroidism. Inflammation. Oxidative stress. Atherosclerosis. Hashimoto's
thyroiditis. Levothyroxine.
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APRESENTACAO

No item 1, INTRODUCAO, esta descrita a delimitacdo do tema e um breve
referencial tedrico. Os objetivos estdo organizados no final da introducgéo.

No item 2, OBJETIVOS, estédo descritos os objetivos, geral e especificos.

No item 3, REVISAO BIBLIOGRAFICA, esta descrita uma revisdo da
literatura sobre os temas trabalhados nesta Tese.

No item 4, estdo descritas as JUSTIFICATIVAS do estudo.

Os RESULTADOS e a DISCUSSAO estéo dispostos na forma de manuscrito,
submetido a publicacdo na revista The BMC Endocrine Disorders, organizado no
item 5. O manuscrito esta descrito na integra, contendo as secdes introducéo,
materiais e métodos, resultados, discusséo e referéncias bibliogréaficas.

No item 6, CONCLUSOES, sdo apresentadas as conclusdes gerais do
presente trabalho.

No item 7 PERSPECTIVAS, estdo expostos a relevancia do estudo e as
possiveis consequéncias no manejo clinico.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as cita¢cdes que
aparecem nos itens 1 e 3 (Introducéo e Revisdo Bibliogréfica).

No item ANEXOS, estdo dispostos o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e a Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Santa Maria.



1 INTRODUCAO

Hipotireoidismo primario € o quadro clinico e laboratorial decorrente da
deficiéncia parcial ou total da acdo dos hormonios tireoidianos. E uma doenca
comum, potencialmente grave, de diagnostico clinico dificil, muitas vezes
negligenciado, pois suas manifestacbes ndo sdo nem sensiveis nem especificas
(ROBERTS; LADENSON, 2004). Entretanto, é prontamente diagnosticada através
de exames laboratoriais e facilmente tratavel.

O diagnostico é feito pelas medidas de tirotropina sérica ou hormoénio
estimulante da tireoide (TSH) e tiroxina livre (FT4). Assim, niveis elevados de TSH
em conjunto com niveis reduzidos de FT4 caracterizam o hipotireoidismo evidente
(OH), enquanto niveis elevados de TSH com niveis de FT4 ainda dentro da faixa de
normalidade caracterizam o hipotireoidismo subclinico (SCH) (GARBER, 2012). E
uma condicdo particularmente prevalente em pessoas do sexo feminino e em faixa
etaria mais avancada (CANARIS, 2000) e tem como principal situacdo causal a
tireoidite autoimune ou tireoidite de Hashimoto (GARBER, 2012).

O OH é amplamente reconhecido por seus efeitos sobre os diferentes
sistemas organicos, levando ao hipometabolismo e significativas repercussdes
clinicas e neuropsiquiatricas. Dentre elas, se destaca o importante maior risco dos
pacientes desenvolverem aterosclerose e doencas cardiovasculares (CAPPOLA;
LADENSON, 2003; CROWLEY, 1977; STEINBERG, 1968).

Nos ultimos anos, um grande numero de estudos prospectivos de coortes
populacionais (GUSSEKLOO, 2004; IMAIZUMI, 2004, McQUADE, 2011; RODONDI,
2005; SGARBI, 2010; WALSH, 2005) e algumas meta-analises (OCHS, 2008;
RAZVI, 2008; RODONDI, 2006; SINGH, 2008; VOLZKE, 2007) observaram alguns
resultados conflitantes sobre relacdo entre SCH, doenca cardiovascular e
mortalidade. Entretanto, em uma meta-analise de 11 estudos prospectivos, com
55.287 participantes individuais, foi observada uma forte associagéo entre SCH e
risco de doenca cardiovascular, bem como com maior mortalidade por doenca
cardiovascular aterosclerotica, independente dos fatores de risco tradicionais para
aterosclerose (RODONDI, 2010).
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Muitos mecanismos podem contribuir para esse aumento de risco para
aterosclerose e doenca cardiaca coronariana nos pacientes com SCH. A
semelhanca do que ocorre no OH, também o SCH pode se associar a fatores de
risco tradicionais (dislipidemia, hipertensdo), bem como novos fatores de risco para
aterosclerose: elevacdo de homocisteina e proteina C-reativa (CRP), disfuncéo
endotelial e anormalidades da coagulacdo (COOPER; BIONDI, 2012).

Aterosclerose é uma doenca inflamatéria (ROSS, 1999). Citocinas pro-
inflamatorias influenciam a captacao de colesterol para dentro da parede arterial e
contribuem para a formacdo e desenvolvimento da placa de ateroma (HANSSON,
2005; LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2011), para sua desestabilizacdo (inibem a
formacdo da capsula fibrosa estavel, agridem o colageno) e iniciam a formacédo do
trombo (AMENTO, 1991; HANSSON, 1989, LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2009).
Estresse oxidativo (OS) pode mediar a reacgdo inflamatéria e a aterosclerose,
promovendo dano ou apoptose das células endoteliais (LIBBY; DI CARLI;
WEISSLEDER, 2010) e eroséao da placa de ateroma (SUGIYAMA, 2004).

A inflamacdo de baixo grau observada nos pacientes com hipotireoidismo
pode ser um dos fatores que contribuem para a disfuncédo endotelial (TADDEI, 2003,
2006; TUREMEN, 2011) e para maiores niveis de OS (NANDA; BOBBY; HAMIDE,
2011; TADDEI, 2003, 2006). Placas de ateroma de pacientes com SCH sem
tratamento apresentaram marcada atividade inflamatéria e maiores niveis de OS, em
comparacao com as placas de ateroma dos controles. Essa hiperatividade imune se
associou com um fenétipo de instabilidade das placas ateroscleréticas nesses
pacientes (MARFELLA, 2011).

Existem evidéncias de que o tratamento com levotiroxina pode contribuir para
a estabilizacdo da placa de ateroma, através da inibicdo da ruptura da placa
dependente da imunidade inata (MARFELLA, 2011) e existem evidéncias indiretas
do beneficio potencial da levotiroxina nos pacientes com SCH, observados em
estudos de coorte baseados em populacdes (RAZVI, 2012; RODONDI, 2008).

Poucos estudos avaliaram o efeito do tratamento do hipotireoidismo sobre os
marcadores de OS, com resultados conflitantes (BASKOL, 2007; BHIMTE, 2012;
GERENOVA; GADJEVA, 2007; KEBAPCILAR, 2007; MEHMETCIK; BECER;
AKBEY, 2012) e sobre marcadores de inflamacéo sistémica, também com resultados
conflitantes (DIEZ, 2002; GUCLU, 2009, MARFELLA, 2011).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os mediadores sanguineos inflamatérios e de estresse oxidativo nos
pacientes com hipotireoidismo em condi¢cbes basais e avaliar as modificagées ao

longo do tratamento com levotiroxina.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar os niveis séricos de TSH, FT4 nos pacientes com
hipotireoidismo primario, em condigbes basais e aos seis e doze meses de
tratamento. Determinar os niveis de anticorpo antiperoxidase (antiTPO Ab) e
anticorpo anti tireoglobulina (antiTG Ab) apenas em condicdes basais.

- Nos pacientes com hipotireoidismo, avaliar os niveis sanguineos de
marcadores inflamatérios: proteina C-reativa (CRP), interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6), interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina-10 (IL-10), em condi¢cBes basais e verificar as modificacbes observadas
nesses niveis aos seis e doze meses de tratamento com levotiroxina.

- Nos pacientes com hipotireoidismo, determinar os niveis sanguineos das
substéancias reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS), do grupo tiol total (T-SH),
grupo tiol ndo-proteico (NP-SH) e atividade da enzima acido aminolevulinico
desidratase (8-ALA-D) em niveis basais e avaliar as modificacbes observadas aos
seis e doze meses de tratamento com levotiroxina.

- Nos pacientes com hipotireoidismo, determinar o0s niveis séricos de
colesterol total (TC), colesterol lipoproteina de alta densidade (HDL-C), colesterol
lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e triglicerideos (TG) em condi¢des basais e
avaliar as modificacbes observadas nesses niveis aos seis e doze meses de

tratamento com levotiroxina.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fisiologia da tiredide

A glandula tireoide produz, armazena e secreta dois hormonios: triiodotironina
(T3) e tetraiodotironina ou tiroxina, ou T4. A matéria prima para sintese dos
hormonios é o iodo, que é captado da circulagdo sanguinea ativamente, por meio de
um mecanismo de bomba (ROBERTS; LADENSON, 2004). Em seguida, o iodo é
oxidado pelo peroxido de hidrogénio na presenca da enzima tiroperoxidase e é
imediatamente organificado, ligado a tirosina, um amino&cido produzido na propria
célula folicular da tireoide (KIM; LADENSON, 2014). Ao final do processo de sintese,
os dois horménios séao formados, T3 e T4, contendo, respectivamente, trés e quatro
atomos de iodo. Os horménios ficam armazenados no Iumen do foliculo tireoidiano,
ligados a tiroglobulina, uma glicoproteina de alto peso molecular, principal
constituinte do coloide (GUYTON; HALL, 2006; KIM; LADENSON, 2014).

Para a secrecdo hormonal, pequenas fracdes de coloide sao fagocitadas no
polo apical da célula, sofrem a acdo de enzimas proteoliticas lisossomais e a
secrecdo para a circulacdo sanguinea se faz na porcao basolateral do tirécito
(GUYTON; HALL, 2006, TORTORA; GRABOWINSKI, 2006). Em condi¢cbes normais,
a tireoide produz e secreta uma quantidade muito maior de T4 do que de T3. No
tecido periférico, especialmente no figado e nos rins, o T4 perde um atomo de iodo,
localizado no anel externo da sua molécula pela acdo da enzima 5 deiodase,
transformando-se em T3, que é o hormonio ativo (KIM; LADENSON, 2014). Apenas
20% do T3 circulante tém origem direta da secrecdo pela tireoide, 80% vem da
deiodacédo periférica do T4. A meia-vida do T4 é de oito dias, enquanto a do T3 é de
aproximadamente 8 horas. Em realidade, o T4 funciona como um pré-horménio,
como uma reserva hormonal circulante e a conversao periférica de T4 em T3 € um
mecanismo fisioldgico que regula a acdo hormonal (GUYTON; HALL, 2006).

Os hormonios tireoidianos circulam, em grande parte, ligados as proteinas
séricas transportadoras (TORTORA, GRABOWINSKI, 2006). Setenta e cinco por

cento a 80% do T3 e 70% do T4 circulam ligados a globulina ligadora da tiroxina,
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cerca de 20% do T3 e do T4 ligam-se a albumina; aproximadamente 10% do T4 e
muito pouco do T3 ligam-se a pré-albumina (KIM, LADENSON, 2014, GUYTON,
HALL, 2006). Em condi¢cBes normais, apenas 0,3% do T3 e 0,03% do T4 circulam
sob a forma livre (FT3 e FT4), que é a forma metabolicamente ativa. A forma livre e
a forma ligada as proteinas estdo em equilibrio dindmico, mantendo trocas
constantes (GUYTON; HALL, 2006).

7

O funcionamento da tireoide € regulado pelo TSH, que estimula todos os
passos da sua atividade: divisdo celular, trofismo glandular, captacdo de iodo,
sintese e secrecdo hormonal. Por outro lado, a secrecdo de TSH pela hipoéfise ou
glandula pituitéaria é controlada pelos proprios hormdnios tireoidianos, através de um

mecanismo de retroalimentacdo, como exposto na figura 1.
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Figura 1 — Eixo hipotalamo - hipdfise - tireoide.

Fonte: Adaptado de Robins & Cotran (2009).



22

A acdo dos hormdnios sobre a hipdéfise é o principal fator que regula a sua
secrecao: a diminuigdo da concentragdo de T3 e T4 provocara um aumento de TSH,;
0 aumento dos niveis de hormdnios tireoidianos induzira diminuicdo ou inibicdo da
liberacéo de TSH (BRENTA, 2013; GUYTON; HALL, 2006; KIM; LADENSON, 2014).

3.2 Epidemiologia e patogenia do hipotireiodismo

A tireoide é uma das maiores glandulas enddcrinas do corpo e o papel dos
horménios por ela produzidos € regular o metabolismo corporal e afetar o
desenvolvimento e o funcionamento de outros sistemas do organismo. O hormdnio
tireoidiano se liga a receptores que sdo membros da superfamilia dos receptores
nucleares, regulando a expressdo dos genes responsivos ao hormonio tireoidiano
(KIM; LADENSON, 2014). Como exemplos, o hormdénio aumenta a expressao do
receptor de LDL-C, resultando em sua degradacdo; aumenta a contratilidade dos
midcitos através da alteracdo da cadeia pesada de miosina, aumenta a frequéncia
cardiaca através da alteracdo da despolarizacdo e repolarizacdo do nd sinoatrial
(GUYTON; HALL, 2006). Outros efeitos fisiolégicos incluem agilidade mental,
impulso ventilatorio, motilidade gastrointestinal e renovacdo 6ssea (KIM;
LADENSON, 2014). No periodo fetal e na infancia, os hormonios tireoidianos sao
imprescindiveis para o desenvolvimento do sistema nervoso central, para o
crescimento e a maturacao 6ssea (KIM; LADENSON, 2014; GUYTON; HALL, 2006).

Hipotireoidismo € o quadro clinico e laboratorial decorrente da deficiéncia total
ou parcial da acdo dos horménios tireoidianos e pode ser classificado conforme o
nivel responsavel pela disfuncdo em primario, quando houver doenca afetando a
propria glandula tireoide; secundario, quando for de causa hipofisaria e terciario,
guando for consequente a um problema no hipotdlamo (ROBERTS; LADENSON,
2004; WOEBER, 2000). O hipotireoidismo primario corresponde a mais de 95% dos
casos e é o0 objeto de estudo deste trabalho.

Hipotireoidismo primario pode ser classificado em hipotireoidismo evidente
(OH) ou subclinico (SCH). Um valor elevado de TSH, em combina¢do com um valor
de FT4 abaixo do normal, caracteriza o OH, enquanto SCH é caracterizado por um
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nivel sérico de TSH acima do limite superior de referéncia, em combinacdo com
nivel normal de FT4. (BRENTA, 2013; GARBER, 2012).

O hipotireoidismo evidente ocorre em 0,3% da populacdo geral, atingindo
1,7% em individuos com mais de 65 anos e até 2% em mulheres com mais de 60
anos de idade (CANARIS, 2000; HOLLOWELL, 2002; PARLE, 1991; SAWIN, 1985).
A prevaléncia de SCH na populacdo geral é de aproximadamente 4,3 % a 10%,
sendo maior em mulheres e idosos (CANARIS, 2000; HOLLOWELL, 2002; PARLE,
1991; VANDERPUMP, 1995), atingindo 20% em mulheres com mais de 65 anos e
até 16% dos homens e 21% das mulheres com mais de 74 anos de idade
(CANARIS, 2000).

As taxas de prevaléncia observadas no Brasil sdo semelhantes (SICHIERI
2007; SGARBI, 2010). Em uma amostra representativa de 1220 mulheres adultas da
cidade do Rio de Janeiro, a prevaléncia de TSH elevado foi de 12,3% e atingiu
19,1% entre mulheres com mais de 70 anos de idade (SICHIERI, 2007). Em outro
estudo, envolvendo uma populacdo de 1110 nipobrasileiros maiores de 30 anos de
idade, sem histéria de doenca tireoidiana ou uso de medicacdo, a prevaléncia de
SCH foi de 8,7%. Entretanto, em um estudo epidemiolégico com amostra de 1373
idosos residentes em area pobre de Séo Paulo, a prevaléncia de OH foi de 5,7%,
(sendo de 5,9% no sexo feminino e 5,4% no sexo masculino), enquanto a
prevaléncia de SCH foi de 6,5% (6,7% no sexo feminino e 6,1% no sexo masculino),
evidenciando ndo haver diferenca nas taxas de prevaléncia de acordo com o género,
como observada nos demais estudos (BENSEGNOR, 2011). Também foi observado
que somente 9% dos homens tinha conhecimento desse diagndstico, em
comparagéo com 40% das mulheres (BENSEGNOR, 2011).

A causa mais comum de hipotireoidismo primario, tanto o OH como o SCH, é
a tireoidite crbnica autoimune, também conhecida como tireoidite de Hashimoto
(BRENTA, 2013; GARBER, 2012; WOEBER, 2000). Caracteriza-se pela infiltracao
difusa da glandula com linfécitos T sensibilizados, niveis séricos elevados de
anticorpos antitireoide, evidéncia de bocio ou atrofia glandular e disfuncéo tireoidiana
frequente, em graus variados (GARBER, 2012). As células T induzem apoptose das
células foliculares, destruicdo progressiva da arquitetura glandular e consequente
disfuncgéo, o hipotireoidismo (figura 2) (WEETMAN, 2004). A etiologia da tireoidite de
Hashimoto ainda ndo é conhecida, mas a interacdo entre susceptibilidade genética e

fatores ambientais parece ser importante para iniciar o processo de autoimunidade
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(SGARBI; MACIEL, 2009). A presenca de anticorpos antitireoide confirma a tireoidite
autoimune como causa do hipotireoidismo (WOEBER, 2000; ROBERTS;
LADENSON, 2004).
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Figura 2 — Patogenia da tireoidite de Hashimoto.

Fonte: Adaptado de Robins & Cotran (2009).

O mecanismo exato da progressao da tireoidite ainda ndo esta esclarecido.
Citocinas provavelmente tém papel importante na modulacéo das respostas imunes
que afetam o equilibrio entre manutencdo da autotolerdncia e iniciagdo da
autoimunidade. Na tireoidite de Hashimoto, a resposta autoimune é mediada
principalmente por citocinas Thl, como TNFa, INFy e IL-2, que participam da
patogénese de uma forma danosa (AJJAM, 1996, 1997; CATUREGLI, 2000; CHEN,
2007). A IL-1B esta presente em abundancia na tireoidite de Hashimoto e seu papel
€ sugerido tanto para a perpetuacao da reacdo autoimune como para a inducédo do
dano tecidual (PAOLIERI, 1999). A 1I-10 pode tanto suprimir como promover as

respostas imunes (de WAAL MALEFYT, 1991) e alguns autores sugerem que ela
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promove a resolugcdo da tireoidite autoimune experimental, pelo menos em parte,
através da producdo de células T CD8+ (FANG; SHARP; BRADLEY-MULLEN,
2008).

Entretanto, o papel das citocinas na tireoidite de Hashimoto € confuso e nao é
independente nem exclusivo de outros mediadores imunes: uma citocina regulatoria
pode tanto favorecer a indugcdo de tolerancia contra a doenga autoimune ou
favorecer a ativagcdo ou a exacerbacdo das respostas autoimunes (WEETMAN,
2003; RASMUSSEN; BENDTZEN; FELDT-RASMUSSEN, 2000; GANESH, 2011,
ZALETEL, 2011).

3.3 Aterosclerose e inflamacgéo

As doencas cardiovasculares ateroscleroticas, que englobam as doencas
cardiacas, cerebrais e vasculares, sao a principal causa de mortalidade e morbidade
nos Estados Unidos da América (GO, 2014) e € a causa numero um de morte no
mundo, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (GLOBAL ATLAS ON
CARDIOVASCULAR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2011).
Hipotireoidismo é uma doenca prevalente e tanto o OH como o SCH podem
determinar efeitos deletérios ao sistema cardiovascular (BIONDI, 2002; KLEIN;
OJAMAA, 2001). Muitos mecanismos podem estar envolvidos nesse problema, entre
eles, se destaca a tendéncia desses pacientes desenvolverem aterosclerose
rapidamente progressiva (STEINBERG, 1968).

Aterosclerose é um processo cronico, que evolui ao longo de anos e a
inflamacéo sistémica tem papel fundamental em sua patogenia, atuando em todas
as suas fases, desde o recrutamento inicial de leucécitos até a eventual ruptura da
placa aterosclerética instavel, como exibido na figura 3. (LIBBY, 2002; LIBBY; DI
CARLI; WEISSLEDER, 2010; LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2011; LIBBY; RIDKER,;
MASERI, 2002; ROSS, 1999; WILLERSON; RIDKER, 2004).
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Figura 3 — Participacdo da inflamacdo em todos os estdgios da aterosclerose. A:
geracédo da placa. B: desenvolvimento da placa. C: ruptura da placa.

Adaptado de Libby; Ridker; Maseri (2002).

Provavelmente a inflamacdo também proporciona a via que liga os
mecanismos da aterosclerose: as alteracdes dos fatores de risco tradicionais e as
modificagdes na biologia da parede arterial, que daréo inicio a aterosclerose e suas
complicacbes (LIBBY, 2012).

Na patogenia da aterosclerose, as citocinas intermedeiam a relacdo entre as
células inflamatérias e as células da parede dos vasos (figura 4). Citocinas,
mediadores e proteinas influenciam a captacao de colesterol para dentro da parede
arterial e contribuem para a geragdo e o0 acumulo da placa aterosclerdtica
(HANSSON, 2005; LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2011). Além disso, a inflamagé&o
esta também envolvida na desestabilizacdo da placa e na promocao da trombose
(AMENTO, 1991; HANSSON, 1989; LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2009).

Numerosos biomarcadores circulantes que refletem esses processos
inflamatorios e metabdlicos e as vias envolvidas na progresséo da aterosclerose se
associam com risco aumentado de um evento coronariano agudo (BUCKLEY, 2009;
WANG, 2011) e podem ser ferramentas Uteis para predicdo de aterosclerose e de
eventos cardiovasculares (VASAN, 2006; WELSH; PACKARD; SATTAR, 2008).
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Figura 4 — Interacdo mediada por citocinas entre as células inflamatérias e as células
das paredes dos vasos.

Fonte: Adaptado de Libby (2012).

A proteina C-reativa (CRP) é um dos marcadores mais estudados na
populacdo geral. Pode demonstrar a inflamacdo proveniente de uma variedade de
causas e tem sido usada para avaliar o risco cardiovascular em individuos saudaveis
e em pessoas com varias doencas estabelecidas (BUCKLEY, 2009; DANESH, 2000;
RIDKER, 1997; RIDKER, 2000a; RIDKER, 2003; TSIMIKAS; WILLERSON, RIDKER,
2006). Alguns autores sugerem que a CRP, além de ser um marcador inflamatorio,
possa ser um mediador da aterosclerose, contribuindo diretamente para a disfuncéo
endotelial, através da reducdo da producao de 6xido nitrico (NO) e da sub-regulacéo
da expressao da enzima NO sintetase endotelial (KHREISS, 2004; LIBBY; RIDKER,
2004; PASCERI; WILLERSON; YEH, 2000; VENUGOPAL, 2000; VERMA, 2002).

A maior parte da evidéncia epidemiologica sobre a relevancia das citocinas
como marcadores inflamatoérios foi obtida com a IL-6 (ABEYWARDENA, 2009;
DANESH, 2008; KAPTOGE, 2014, LINDMARK, 2001; RIDKER, 2000b.). Niveis
cronicamente elevados de IL-6 soluvel se associam com doenca cardiaca
coronariana, de maneira semelhante aos principais fatores de risco ja estabelecidos
(DANESH, 2008). O papel causal da IL-6 na doenca cardiaca coronariana € ainda
incerto, mas ja foi considerado por alguns estudos (IL6 GENETICS CONSORTIUM
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AND EMERGING RISK FACTORS COLABORATION, 2012; THE INTERLEUKIN-6
RECEPTOR MENDELIAN RANDOMISATION ANALYSIS (IL6R MR)
CONSORTIUM, 2012).

Interleucina-1 (IL-1), interferon-gama (INF-y) e Fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) tém papel importante no desenvolvimento e na desestabilizacdo da placa
aterosclerotica. Podem modificar o acumulo da matriz durante a aterogénese,
através da estimulacdo ou da supressdo de colageno e proteinas pelas células
musculares lisas dos vasos (AMENTO, 1991; DANESH, 2008; HANSSON, 1989;
RIDKER, 2000c). Existem indicios substanciais de que a inibicdo da IL-1 pode
reduzir eventos vasculares recorrentes em uma populagao de alto risco (RIDKER,
2011). O uso de Canakinumab, um anticorpo monoclonal que neutraliza a IL-1f,
reduziu significativamente os niveis de marcadores inflamatérios (IL-6), sem produzir
grandes efeitos sobre os niveis de LDL-C e HDL-C (RIDKER, 2012). Esses dados
obtidos em experimentos de prevencdo de doencga cardiovascular em fase 3
sustentam a hipoétese inflamatoria da aterosclerose (RIDKER, 2012). Em pacientes
com angina pectoris estavel, os marcadores sistémicos de INF-y predisseram o
prognostico em longo prazo, independentemente dos niveis de CRP e de outros
fatores de risco tradicionais (PEDERSEN, 2011). Citocinas anti-inflamatorias, como a
IL-10, contrabalancam as vias inflamatdrias (LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2011).

Alguns autores recentemente observaram gue niveis circulantes de diferentes
citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL18, TNF-a) em pessoas inicialmente saudaveis se
associaram de maneira exponencial com o risco para doenca cardiaca coronariana
(KAPTOGE, 2014). Essas associagOes foram altamente independentes dos fatores
de risco tradicionais e dos fatores emergentes de risco para doenga cardiovascular
aterosclerdtica. Os mesmos autores sugeriram que, para cada nivel basal de IL-6,
IL-18 e TNF-a, maior que um desvio-padréo, o risco de infarto do miocardio néo fatal
ou de morte por doencga cardiaca coronariana foi 10-25% maior (KAPTOGE, 2014).
Esses dados reforcam a hipdtese inflamatoria da doenca cardiovascular
aterosclerdtica e abre uma expectativa positiva pela crescente pesquisa sobre
citocinas como alvo potencial de novas drogas (KAPTOGE, 2014).

Ha evidéncias de que pacientes com doencas inflamatoérias cronicas, como a
artrite reumatoide, apresentam maior incidéncia de doencas cardiovasculares e
morbidade cardiovascular (HANSSON; HERMANSSON, 2011; SYMMONS;

GABRIEL, 2011), o que também reforcaria o papel da inflamacdo na promocao da
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aterosclerose. Dados nao randomizados a partir de registros de medicamentos
biolégicos sugerem que a terapia de bloqueio do TNF-a poderia reduzir o risco
cardiovascular nesses pacientes (Mc KELLAR, 2009). Alguns autores, entretanto,
nao observaram menor incidéncia de infarto do miocardio em pacientes com artrite
reumatoide em tratamento com anti-TNF-a, quando comparados com 0s pacientes
com artrite reumatoide em tratamento com medicamentos convencionais (DIXON,
2007). Contudo, aqueles pacientes com artrite reumatoide que apresentaram
supressdo da doenca articular com a terapia anti-TNF-a apresentaram menor risco
de infarto do miocardio, em comparacdo com o0s pacientes nao-respondedores
(DIXON, 2007).

Estresse oxidativo e a producdo de ROS podem mediar a inflamacao e a
aterosclerose, promovendo dano ou apoptose de células endoteliais (LIBBY; DI
CARLI; WEISSLEDER, 2010). O &cido hipocloroso, derivado dos macrofagos
mieloperoxidase positivos no subendotélio da placa ateromatosa, pode participar da
sindrome coronariana aguda, promovendo a trombogenicidade e a erosdo da
superficie da placa (SUGIYAMA, 2004).

Niveis séricos de substancias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS) foram
fortemente preditivos de eventos cardiovasculares em pacientes com doenca arterial
coronariana estavel, independentemente dos fatores de risco tradicionais e de
marcadores inflamatorios (WALTER, 2005). O nivel plasmatico de grupo tiol oxidado
e reduzido foi preditor independente para a presenca de aterosclerose precoce em
pessoas saudaveis, achado que reforca o papel do OS na patogenia da
aterosclerose bem como salienta o papel desse marcador em identificar
precocemente os individuos assintométicos com risco de doenga cardiovascular
aterosclerotica (ASHFAQ, 2006).

O ambiente pro-oxidacdo, observado nos pacientes com hipotireoidismo,
resultante dos niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS), pode ter
papel na patogenia da aterosclerose (BASKOL, 2007).

3.4 Repercussoes clinicas do hipotireoidismo

N&o existem sinais ou sintomas especificos de hipotireoidismo (ROBERTS,
LADENSON, 2004). As principais manifestacdes clinicas da deficiéncia de
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hormonios tireoidianos sdo: astenia, embotamento mental, sonoléncia, intolerancia
ao frio, pele seca e descamativa, fragilidade dos cabelos, ganho de peso, dores
vagas, caimbras, constipacao intestinal, alteragcdes menstruais. Surgem de maneira
insidiosa e geralmente sao atribuidos ao envelhecimento. (KIM, LADENSON, 2014).
A medida que a doenca se torna mais estabelecida, pode haver um fascies
caracteristico, com edema periocular mais evidente, mixedema generalizado
(deposicdo secundaria de glicosaminoglicanos e liquido nos tecidos), rouquidao,
fraqueza muscular, parestesias, hiporreflexia (caracterizada pelo aumento do tempo
de relaxamento dos reflexos tendinosos), anemia, sintomas neuropsiquiatricos,
alteracbes cardiovasculares e derrame pericardico (WOEBER, 2000).
Hipotireoidismo acentuado néo tratado pode levar ao coma e graves repercussdes
cardiovasculares e psiquiatricas (ROBERTS; LADENSON, 2004).

Hipotireoidismo evidente se associa com modificagdes na hemodindmica
cardiovascular, aumento da resisténcia vascular sistémica, com reducéo do fator de
relaxamento do endotélio, diminuicdo da contratilidade cardiaca e do débito cardiaco
(BIONDI, 2002; KLEIN; OJAMAA, 2001) e alteracbes na expressdo génica dos
midcitos (DANZI; KLEIN, 2002; DANZI; OJAMAA; KLEIN, 2003). Hipotireoidismo e
doenca autoimune da tireoide tém sido associados a hipertensédo pulmonar primaria,
uma doencga progressiva que leva a insuficiéncia cardiaca direita e morte prematura
(McLAUGHLIN, 2009; CHU, 2002). Um estudo demonstrou uma prevaléncia elevada
de hipotireoidismo (22,5%) em pacientes com hipertensdo pulmonar primaria
(CURNOCK, 1999).

De uma maneira importante, OH também se associa com aterosclerose
progressivamente acelerada e doenca cardiaca coronariana (CAPPOLA;
LADENSON, 2003; CROWLEY, 1977; STEINBERG, 1968). Essas situacdes podem
ser resultantes de fatores de risco tradicionais, como a hipercolesterolemia
(DUNTAS, 2002; EVERED, 1973; MORRIS, 2001) e a hipertensdo diastolica
observada nesses pacientes (DANZI; KLEIN, 2003; FOMMEI; IERVASI, 2002;
KOTSIS, 2007; SAITO; ITO; SARUTA, 1983; STREETEN, 1988).

Novos fatores de risco de doenca cardiovascular e cerebral aterosclerética
também foram identificados no OH: niveis elevados de CRP (CHRIST-CRAIN, 2003;
MA, 2012; NAGASAKI, 2007; NANDA; BOBBY; HAMIDE, 2011), niveis elevados de
homocisteina (CHRIST-CRAIN, 2003; MORRIS, 2001) e anormalidades na
coagulacao (CHADAREVIAN, 2001; GULLU, 2005; SQUIZZATO, 2007; QURESHI,
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2006). Ha evidéncias de que tireoidite de Hashimoto possa ser fator de risco
independente para doenca arterial coronariana em pacientes com OH (ATTA, 2011).

Sabe-se que o endotélio exerce um papel importante no ténus vascular, na
homeostasia vascular, na proliferacdo das células musculares lisas dos vasos e no
equilibrio entre trombose e trombdlise, através da producdo de um grande nimero
de produtos quimicos vasoativos, de moduladores de crescimento e outros fatores
gque medeiam essas funcdes (QUYYUMI, 1998). Disfuncédo endotelial pode ser
definida como a perda parcial ou total deste equilibrio entre fatores vasoconstritores
e vasodilatadores, fatores inibidores ou promotores de crescimento, fatores pro-
aterogénicos e antiaterogénicos e de fatores pro-coagulantes e anticoagulantes
(QUYYUMI, 1998). A disfuncdo endotelial é considerada um evento precoce no
processo da aterosclerose (ROSS, 1999) e ja foi identificada nos pacientes com
hipotireoidismo (BIONDI; KLEIN, 2004; KIM, 2009; KLEIN, 2007; NAGASAKI, 2003,
2007, 2009; OWEN; SABIT; LAZARUS, 2007).

Hipotireoidismo subclinico passou a ser considerado um fator de risco
independente para doenca cardiovascular aterosclerotica a partir de um grande
estudo transversal randomizado que observou maior prevaléncia de aterosclerose
aortica e infarto do miocardio em mulheres com mais de 55 anos e com diagnéstico
de SCH (HAK, 2000). Desde entdo, SCH tem sido associado com risco aumentado
de doenca cardiaca coronariana em meta-andlises e estudos prospectivos de coorte
de base populacional (IMAIZUMI, 2004; McQUADE, 2011; OCHS, 2008; RAZVI,
2008, 2010; RODONDI, 2010; WALSH, 2005), associado com mortalidade
cardiovascular (OCHS, 2008; RAZVI, 2008, 2010; RODONDI, 2010; TSENG, 2012) e
com mortalidade por todas as causas (IMAIZUMI, 2004; McQUADE, 2011; SGARBI,
2010, TSENG, 2012). Também existem evidéncias de que o SCH possa levar ao
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (GENCER, 2012; NANCHEN, 2012,
RODONDI, 2005; 2008).

Entretanto, um estudo que analisou nove coortes com 1580 individuos com
SCH observou que o risco relativo de mortalidade por todas as causas é aumentado
somente naqueles pacientes com comorbidades (HAENTJENS, 2008). Contribuindo
para a controvérsia a respeito do risco cardiovascular no SCH, outros estudos
prospectivos de base populacional e meta-analises ndo observaram maior incidéncia
de doenca -cardiaca coronariana (BOECKHOLDT, 2010; CAPPOLA, 2006;
GUSSEKLOO, 2004; RODONDI, 2005; SGARBI, 2010) ou maior mortalidade
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cardiovascular ou por todas as causas, (BOECKHOLDT, 2010; CAPPOLA, 2006;
FLYNN, 2006; RODONDI, 2005; VOLZKE, 2007), nesses pacientes.

Esse risco aumentado de doenca cardiovascular aterosclerética no SCH, a
semelhanca do que ocorre no OH, pode ser decorrente de sua associacdo com
alguns fatores de risco para aterosclerose, como alteracdes na hemodinamica
cardiovascular, hipertensédo arterial, dislipidemia, distarbios da coagulacéo, elevagéo
de CRP, disfuncéo endotelial, entre outros (COOPER; BIONDI, 2012).

Os pacientes com SCH podem apresentar alteracdo da funcao sistélica do
ventriculo esquerdo (BIONDI, 2007; VITALE, 2002), mas a alteracdo mais
consistente é a disfuncdo diastélica do ventriculo esquerdo observada ao repouso e
durante o exercicio (BIONDI, 1999; BRENTA, 2003; MONZANI, 2001; KOSAR,
2005). A funcao ventricular direita no SCH tem sido intensamente investigada e
alguns estudos, que incluiram pacientes mais jovens e com niveis médios mais
elevados de TSH, demonstraram diferencas mensurdveis nos parametros
ecocardiograficos do ventriculo direito, entre pacientes com SCH e controles
(KOSAR, 2005; TURHAM, 2006; ZONCU, 2005). Também a funcao vascular pode
ser afetada, com prejuizo do relaxamento das células musculares lisas dos vasos e
consequente aumento da resisténcia vascular sistémica e rigidez arterial (OWEN;
SABIT; LAZARUS, 2007; FAZIO, 2004; TADDEI, 2003).

Alguns estudos observaram maior prevaléncia de hipertensdo arterial
sistémica diastodlica nos pacientes com SCH do sexo feminino do que na populacéo
geral (LUBOSHITZKY, 2002; LIU, 2010). Em um grande estudo que acompanhou
2376 pacientes com SCH ao longo de 20 anos, os niveis de presséao arterial sistélica
e diastolica, em condi¢Bes basais, foram maiores nos pacientes com SCH do que
nos controles; entretanto, apds analise de regressdo multipla e ajustes para outros
fatores de risco para doenca cardiaca isquémica, observou-se que SCH associou-se
significativamente somente com pressao arterial sistémica sistolica aumentada
(RAZVI, 2010). Na coorte EPIC-Norfolk, que avaliou 11554 homens e mulheres com
idade entre 45 e 79 anos, as mulheres com SCH apresentaram maiores niveis de
pressdo arterial sistolica do que os controles, muito embora ndo apresentassem
risco estatisticamente significativo mais elevado de doenca cardiaca coronariana e
de mortalidade por todas as causas (BOECKHOLDT, 2010).

Hiperlipidemia no SCH €& um tema controverso (CAPPOLA, LADENSON,
2003; DUNTAS, 2002). Alguns estudos observaram alteracdo do perfil lipidico em
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pacientes com SCH, especialmente elevagédo de CT e LDL-C (BOECKHOLDT, 2010;
CANARIS, 2000; CARACCIO, 2002; EFSTATHIADOU, 2001; KIM, 2009; MONZANI,
2004; POYRAZOGLU, 2009; TIAN, 2010; TUREMEN, 2011; TUZCU, 2005),
elevacdo de CT (RAZVI, 2010), elevacdo de LDL-C (DUNTAS; MANTZOU;
KOUTRAS, 2002; HERNANDEZ-MIJARES, 2012; STAUB, 1992), elevacéo de TG e
TC/HDL-C (LUBOSHITZKY, 2002), elevacido de TG (HERNANDEZ-MIJARES, 2012;
KVETNY, 2004), e reducdo de HDL (HERNANDEZ-MIJARES, 2012). Muitos
estudos, entretanto, ndo evidenciaram perfil lipidico alterado em relacdo aos
individuos controles (BELL, 2007; CHRIST-CRAIN, 2003; HAK, 2000; HUESTON;
PEARSON, 2004; LUBOSHITZKY; HERER, 2004; VIERHAPPER, 2000).

Em estudo transversal, realizado com 226 pessoas (133 portadores de SCH,
33 pacientes com OH e 70 controles), foi observado que os pacientes com SCH
apresentaram perfil lipidico intermediario entre o observado em individuos normais e
o perfil lipidico usualmente observado no OH (TEIXEIRA, 2008). Alguns autores
consideram que o risco de dislipidemia em pacientes com SCH € maior naqueles
pacientes que apresentam nivel de TSH maior que 10 ulU /L (DANESE, 2000;
MEIER, 2001; HERNANDEZ-MIJARES, 2012) e em pacientes fumantes (DUNTAS;
MANTZOU; KOUTRAS, 2002; MULLER, 1995).

A associacdo do SCH com fatores de risco nao tradicionais para
aterosclerose e doenca cardiaca e cerebral aterosclerética ainda é motivo de
controvérsia. Hiperhomocisteinemia (ADREES, 2009) e alteracdo dos parametros de
coagulacdo (CHADAREVIAN, 2001; CANTURK, 2003; GULDIKEN, 2005; GULLU,
2005; JORDE; FIGENSCHAU; HANSEN, 2006) podem ter potencial associagdo com
SCH. Existem evidéncias de disfuncdo endotelial em pacientes com SCH (OWEN;
SABIT; LAZARUS, 2007; TUREMEN, 2011) com demonstracdo de aumento da
espessura da camada médio-intimal carotidea (KIM, 2009; MONZANI, 2004,
NAGASAKI, 2003) e aumento da velocidade de onda de pulso (NAGASAKI, 2006;
2009). O exame de medida da espessura da camada médio-intimal da artéria
carGtida comum (intima-media thickness of the commom carotid artery) é uma
avaliacdo bem estabelecida de modificacdes vasculares ateroscleréticas e um bom
método preditor independente de eventos vasculares (BALDASSARE, 2012). O
exame de velocidade de onda de pulso é um parametro de rigidez arterial e um bom
preditor independente da presenca de doenca arterial coronariana (YAMASHINA,
2002).
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Ha indicacbes de que a inflamacgéo sistémica de baixo grau observada nos
pacientes com SCH determina aumento do OS e disfuncdo endotelial, com prejuizo
da vasodilatacdo dependente do endotélio como resultado da reducdo da
disponibilidade de NO pela via dependente da ciclooxigenase- 2 (COX-2) (TADDEI,
2006).

A semelhanca do observado no OH, Christ-Crain et al. (2003) também
observaram elevacdo de CRP nos pacientes com SCH, mas estudos posteriores
obtiveram resultados conflitantes. Alguns evidenciaram niveis elevados de CRP nos
pacientes com SCH, em comparacdo com individuos controles (KEBAPCILAR, 2007;
KVETNY, 2004; OZCAN, 2005; POYRAZOGLU, 2009; TADDEI, 2006; TIAN, 2010;
TUREMEN, 2011; TUZCU, 2005), enquanto outros autores n&do observaram
diferenca entre os dois grupos (AKSOY, 2013; BELL, 2007; BEYHAN, 2006;
HUESTON; KING; GEESEY, 2005; LEE, 2004; LUBOSHITZKY, 2004; TORUN,
2009; TORUNER, 2008).

Alguns autores demonstraram correlacdo significativa entre concentracdes
elevadas de CRP e os niveis basais de TSH e FT4, sugerindo associacao entre
funcdo tireoidiana, Iinflamacdo sisttmica e doencas cardiovasculares
(KEPBAPCILAR, 2007; KVETNY, 2004; NANDA, 2011; TUZCU, 2005). Outros
estudos, entretanto, ndo observaram correlacdo entre CRP e hormonios tireoidianos
(CHRIST-CRAIN, 2003; NAGASAKI, 2007; OZCAN, 2005). Nado foi observada
correlacdo entre CRP e tireoidite autoimune (CHRIST-CRAIN, 2003; NAGASAKI,
2007; WELLS; HUESTON, 2005). Também n&o houve correlacdo entre niveis basais
de CRP e niveis lipidicos e fatores hemodindmicos (NAGASAKI, 2007), tornando
pouco provavel a hipétese de que essas alteracbes induzidas pelo hipotireoidismo
possam estar envolvidas no aumento do marcador inflamatorio.

Alguns estudos observaram correlacdo significativa entre niveis elevados de
CRP e parametros de rigidez arterial, tanto no OH (NAGASAKI, 2007), como no SCH
(TIAN, 2010), fortalecendo o papel do hipotireoidismo no risco cardiovascular
aumentado observado nesses pacientes (pode representar um sinal precoce de
processo aterosclerético antes da doenca vascular se tornar clinicamente evidente).
Entretanto, outros pesquisadores identificaram correlagdo significativa de niveis
elevados de CRP somente com indice de massa corporal (CHRIST-CRAIN, 2003;
LUBOSHITZKY; HERER, 2004), enquanto Aksoy, et al. (2013) apesar da auséncia

de qualquer diferenca entre o grupo controle e o0s pacientes com SCH,
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demonstraram correlacdo significativa entre CRP e parametros relacionados ao peso
corporal.

Alguns estudos prévios observaram associacdo entre hipotireoidismo e
elevacdo de citocinas inflamatérias. Foi demonstrada associacdo entre niveis
plasmaticos elevados de IL-6 e reducdo da disponibilidade do NO e disfuncéo
endotelial em pacientes com SCH, em comparacao com controles (TADDEI, 2006).
Outro estudo também observou disfuncdo endotelial e niveis séricos
significativamente elevados de IL-6 e TNF-a em pacientes com SCH e tireoidite
autoimune, em comparacgdo com controles (TUREMEN, 2011). Individuos com SCH
ndo tratado, que foram submetidos a tromboendarterectomia devido a acentuada
estenose da artéria caroétida interna, apresentaram niveis plasméaticos mais elevados
de TNF-a, IL-6 e de interleucina-18, e suas placas ateroscleréticas apresentaram
uma reacdo inflamatéria ativa, com niveis elevados de TNF-a, além de outras
caracteristicas de instabilidade, quando comparados com os individuos do grupo
controle (MARFELLA, 2011).

3.5 Hipotireoidismo e estresse oxidativo

O grande desafio a homeostasia e integridade dos organismos aerébios inicia
com as espécies quimicas que possuem um ou mais elétrons ndo pareados nas
suas Orbitas externas, chamados radicais livres (HALLIWELL, 1989). Estresse
oxidativo € um termo introduzido por Sies, em 1985 e refere-se a qualquer situacao
onde exista um desequilibrio entre a producéo de radicais livres ou espécies reativas
de oxigénio (ROS), chamadas de carga oxidativa, e o0 sistema de defesa
antioxidante do organismo (CADENAS; SIES, 1985). A carga oxidativa € descrita
como “medida do nivel de estado estacionario de radicais reativos de oxigénio ou de
radicais de oxigénio num sistema biolégico” (BAYNES, 1991). OS tem sido definido
como “alteragédo do equilibrio pro oxidante - antioxidante em favor do primeiro,
levando ao dano potencial de estruturas” (CADENAS; SIES, 1985).

ROS podem causar danos as estruturas béasicas da célula. Podem reagir com
macromoléculas, tais como lipideos, proteinas e moléculas DNA, com degradacgéo

de células das membranas e ativacdo ou inativagcdo excessivas de enzimas
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(HALLIWELL; CHIRICO, 1993; HALLIWELL, 2006). Os efeitos derradeiros da
atividade das ROS incluem mutacdes, disfuncdo metabdlica e envelhecimento da
célula, que, por sua vez, podem causar o desenvolvimento de processos
inflamatorios, oncogénese e prejuizo do funcionamento de 6rgdos (BAYNES, 1991;
MAGDER, 2006; STAHL; HALLIWELL; LONGHURST, 1992; STORZ, 2005).

Hormonios tireoidianos estao envolvidos na regulacdo do metabolismo basal
e no metabolismo oxidativo (BRENT, 1994; KLEIN, 2007). Eles determinam
modificacdes no niamero e na atividade dos componentes da cadeia respiratéria
mitocondrial, 0 que pode resultar em geracdo aumentada de ROS (MANO, 1995;
GUERRERO, 1999). Estudos experimentais iniciais indicavam que somente o
hipertireoidismo se associava com producdo aumentada de radicais livres e de
niveis elevados de peroxidacéo lipidica (ASAYAMA, 1987; VENDITTI, 1997).

No hipotireoidismo, por outro lado, com a redugédo dos niveis de hormdnios
tireoidianos e consequente reducado do metabolismo basal, seria de se esperar uma
diminuicdo no consumo mitocondrial de oxigénio, menor geracdo de ROS, menores
niveis de peroxidacao lipidica e de oxidacdo proteica (FAURE, 1991; MANO, 1995;
PEREIRA, 1994). Entretanto, outros estudos experimentais mais recentes
observaram niveis elevados de peroxidacao lipidica no sangue (DUMITRIU, 1988;
SARANDOL, 2005) e nos tecidos (YILMAZ, 2003; SARANDOL, 2005), no
hipotireoidismo.

A pesquisa clinica a respeito de OS no hipotireoidismo tem sido intensa nos
altimos anos, devido sua importancia epidemiolégica e o risco aumentado desses
pacientes desenvolverem aterosclerose. Nao existe concordancia sobre os efeitos
dos horménios tireoidianos sobre os marcadores de OS, tampouco sobre 0s
mecanismos envolvidos quando é observada tal associacdo. Coria et al. (2009),
analisando 81 mulheres com hipotireoidismo (SCH e OH), com idades entre 18 e 45
anos, nao observaram diferenca nos niveis de TBARS e atividade da paraoxonase/
arilesterase (PON-1), em comparagdo com as pacientes do grupo controle (CORIA,;
PASTRAN; GIMENEZ, 2009). De maneira semelhante, Kebapcilar et al. (2007) nédo
observaram diferenca quanto aos niveis de TBARS entre 28 pacientes femininas
com SCH, em comparag¢ao com 0s controles.

Muitos estudos, entretanto, observaram OS nos pacientes com OH (AL
RUBAE; AL MUSAWI, 2011; BASKOL, 2007; CARMELLI, 2008; ERDAMAR, 2008;
GERENOVA; GADJEVA, 2007; HARIBABU, 2012; MA, 2012; NANDA, 2007;
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NANDA; BOBBY; HAMIDE, 2008a, 2008b, 2011, 2012; OZTURK, 2012; RESCH,
2002; ROSTAMI, 2013; SANTI, 2010; TORUN, 2009; TSOTSONOVA, 2007) e nos
pacientes com SCH (CEBECI, 2012; HARIBABU, 2012; OZCAN, 2005; OZTURK,
2012; SANTI, 2012; TORUN, 2009).

O mecanismo exato pelo qual ocorre o OS nesses pacientes ainda nao é
conhecido, mas provavelmente deve ser multifatorial. Parece haver um ambiente
pré-oxidante, com niveis elevados de ROS, marcadores de peroxidacédo lipidica e
proteina carbonila e status antioxidante deficiente nos pacientes com OH e SCH (AL
RUBAE; AL-MUSAWI, 2011; CEBECI, 2012; ERDAMAR, 2008; NANDA, 2007,
RESCH, 2002; TORUN, 2009; TSOTSONOVA, 2007). Segundo Baskol et al. (2007)
o aumento dos niveis de ROS no hipotireoidismo pode resultar num ambiente pro-
oxidacdo, que por sua vez, determinaria a reducdo da atividade antioxidante da
PON1. Alguns estudos observaram reducéo da capacidade antioxidante total desses
pacientes (BHIMTE, 2012; CARMELLI, 2008; GERENOVA; GADJEVA, 2007,
ROSTAMI, 2013). Alguns autores consideram que a reducédo da glutationa sérica é a
marca caracteristica dos eventos que levam a ativacdo do OS e ao desenvolvimento
da alteracdo imunolégica na tireoidite de Hashimoto (ROSTAMI, 2013).

Em alguns estudos, a hiperlipidemia foi a influéncia mais forte para
desenvolvimento de OS nos pacientes com OH (NANDA, 2007; NANDA; BOBBY;
HAMIDE, 2008a; SANTI, 2010) e com SCH (SANTI, 2012). Diminuicdo da remocéo
do colesterol, efeitos dos hormonios tireoidianos sobre a regulacdo das enzimas
antioxidantes (PEREIRA, 1994; ARAUJO, 2011) e excesso de TSH (DARDANO,
2006; NANDA; BOBBY; HAMIDE, 2008b, OZTURK, 2012) sdo outros mecanismos
propostos para explicar a associagao hipotireoidismo e OS.

Niveis aumentados de TSH e aumento da peroxidagéo lipidica podem estar
simultaneamente envolvidos na elevacdo da carbonilacdo proteica observada no
hipotireoidismo (HARIBABU, 2012). Também foi observado que niveis elevados de
TSH e o perfil lipidico alterado mutuamente influenciam o OS nesses pacientes
(NANDA; BOBBY; HAMIDE, 2008a, 2011). Ozturk et al. (2012), identificaram niveis
elevados de OS no soro e na fracdo de LDL nos pacientes com OH. Nos pacientes
com SCH, entretanto, OS foi identificado somente no soro, sugerindo que a oxidacao
de LDL pode se relacionar com o grau de hipotireoidismo (OZTURK, 2012).

A observacdo de niveis mais elevados de TBARS nos pacientes com

hipotireoidismo com titulos elevados de anticorpos antiperoxidase, em comparacao
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com os pacientes com hipotireoidismo sem titulos elevados de anticorpos dé indicios
de que a autoimunidade pode ser um dos mecanismos contribuintes para OS
aumentado no hipotireoidismo (NANDA; BOBBY; HAMIDE, 2012). Alguns autores
observaram maiores niveis de OS (NANDA; BOBBY; HAMIDE, 2008b) e maior
prejuizo da capacidade antioxidante (CARMELLI, 2008) em pacientes com
hipotireoidismo do sexo masculino, o que poderia ser atribuido, pelo menos em
parte, ao fato de que esses pacientes apresentavam maior peso corporal (NANDA;
BOBBY; HAMIDE, 2008b).

Marfella et al. (2011), observaram concentragOes elevadas de nitrotirosina
nas placas ateroscleréticas dos pacientes com SCH, em comparacdo com as placas
de individuos controles. Esses niveis de OS foram fortemente dependentes dos
niveis de TSH, refletido pela correlacdo estatisticamente significativa entre niveis de
TSH e os niveis de nitrotirosina nas placas (MARFELLA, 2011).

O restabelecimento da funcdo endotelial pela administracdo sistémica de
indometacina (um inibidor da COX), ou pela infusdo local de vitamina C (um
antioxidante), reforca a ideia de que OS possa ser 0 elo potencial entre inflamacéo,
disfuncdo endotelial e aumento do risco cardiovascular observados nos pacientes
com hipotireoidismo (TADDEI, 2006). Essas associa¢gOes foram corroboradas por
outros autores (NANDA; BOBBY; HAMIDE, 2011; TADDEI, 2006; TUREMEN, 2011).

3.6 Tratamento do hipotireoidismo e suas repercussoes

O tratamento do OH é vitalicio, deve ser mantido pelo resto da vida do
individuo. A droga de escolha € a levotiroxina, porque € bem absorvida e porque sua
conversdo para L-triiodotironina é feita adequadamente pelos tecidos (WOEBER,
2000). Sua ligacdo as proteinas plasmaticas Ihe concede uma meia vida de sete
dias, permitindo a posologia diaria, o que facilita o tratamento crénico (KIM,;
LADENSON, 2014). A dose média requerida em individuos adultos com OH é de
aproximadamente 1,6 pg /Kg/dia e deve ser ingerida em dose uUnica pela manha,
com agua, em jejum, idealmente 30 a 60 minutos antes da primeira refeicdo
(BRENTA, 2013; GARBER, 2012). Alimentos como café expresso, proteina de soja

e fiboras podem prejudicar sua absor¢cdo, bem como algumas medicacdes, como
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antiacidos, inibidores da bomba de protons e sulfato ferroso. Se for necessério o uso
simultaneo dessas medicac0es, elas devem ser ingeridas com diferenca de horas da
tomada da levotiroxina (KIM; LADENSON, 2014; WOEBER, 2000).

A intensa pesquisa dos ultimos anos sobre o tratamento do SCH é reflexo da
sua importancia epidemioldgica e da possibilidade de prevencdo das doencas
cardiovasculares e antecipacao da redugcao dos seus riscos. Mas o tratamento do
SCH ainda é controverso quanto aos seus beneficios, devido a falta de ensaios
randomizados controlados com placebo, realizados em diferentes grupos de
pacientes, de diferentes faixas etérias e condi¢bes sociais.

O tratamento € preconizado para pacientes com menos de 65 anos que
apresentam risco aumentado de doencas cardiovasculares (dislipidemia, diabetes,
hipertensdo arterial, sindrome metabdlica, doenca cardiovascular prévia),
especialmente se niveis de TSH forem maiores do que 7 plU/L. Também é
recomendado nos pacientes com niveis de TSH maiores que 10 plU/L, pela maior
probabilidade de progressdo para doenca manifesta, pelo maior risco de
insuficiéncia cardiaca, maior risco de doencas cardiacas coronarianas e maior
mortalidade. A presenca de anticorpos antitireoide, mesmo com niveis levemente
alterados de TSH, também ¢€ indicacdo de iniciar o tratamento pelo maior risco de
desenvolver doenca manifesta (BRENTA, 2013; SGARBI, 2013).

A presenca de sintomas é sempre levada em conta para se indicar o
tratamento no SCH. Mas os efeitos da reposicdo sobre o humor, cognicdo e
qualidade de vida variaram entre diferentes estudos. Existem poucos estudos
clinicos randomizados, controlados com placebo que avaliaram esses quesitos.
Alguns demonstraram efeitos benéficos (COOPER, 1984; NYSTROM, 1988;
JAESCHKE, 1996), enquanto outros ndo observaram beneficio clinicamente
relevante (KONG, 2002; JORDE, 2006; PARLE, 2010).

Poucos estudos randomizados controlados com placebo avaliaram o efeito da
levotiroxina sobre o perfil lipidico nos pacientes com SCH. Alguns ndo observaram
reducdo dos parametros (COOPER, 1984; NYSTROM, 1988; JAESCHKE, 1996;
KONG, 2002), enquanto outros observaram efeitos favoraveis (IQBAL, 2006; RAZVI,
2007; MEIER, 2001; CARACCIO, 2002; MONZANI, 2004).

Trés meta-analises mais antigas concluiram que o tratamento com
levotiroxina ndo produziu efeito sobre os niveis de TG e HDL-C em pacientes com
HSC (TANIS, 1996; DANESE, 2000; INECK, 2003), enquanto promoveu reducéo
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dos niveis de TC e LDL-C, com efeito mais pronunciado naqueles com nivel sérico
de TSH basal mais elevado (INECK, 2003) e TC pré-tratamento mais elevado
(TANIS, 1996; DANESE, 2000). Entretanto, uma meta-analise mais recente,
baseada na metodologia Cochrane, que incluiu 12 ensaios controlados
randomizados, com duracdo de 6 a 14 meses, observou que os efeitos benéficos do
tratamento, no SCH, foram leves e restritos ao TC (VILLAR, 2007).

O efeito do tratamento com levotiroxina sobre o OS nos pacientes com
hipotireoidismo € controverso. Alguns autores observaram reducdo dos marcadores
de OS com o tratamento (BASKOL, 2007; BHIMTE, 2012; ERDAMAR, 2008;
MARFELLA, 2011; OZCAN, 2005), enquanto outros estudos nao evidenciaram
qualquer modificacdo (GERENOVA; GADJEVA, 2007; KEBAPCILAR, 2007,
MEHMETCIK; BECER; AKBEY, 2012).

Em um estudo com 20 pacientes com OH, foram observados niveis séricos
aumentados de MDA, nitrito, vitamina E, e a atividade da mieloperoxidase (MPO),
em comparacdo com 0s controles. Apos dois meses de tratamento, houve reducdo
dos niveis de nitrito (ERDAMAR, 2008). O nitrito, um produto final estavel do
metabolismo do NO, converte acido hipocloroso em espécies de cloracdo mais
potentes e € um dos radicais livres mais abundantes no corpo.

Em um estudo com 84 pacientes com SCH, foram avaliadas as
concentracbes plasmaticas de CRP, L-arginina, e dimetilarginina assimétrica
(ADMA) e suas relacbes com a producdo de NO, medida no plasma como a
concentracdo nitrito-mais-nitrato (OZCAN, 2005). Foi observado que os pacientes,
em relacdo aos controles, apresentaram elevacdo dos niveis basais de CRP, em
associacdo com reducdo da producdo de NO. Apds o uso de levotiroxina, houve
reducdo dos niveis de ADMA e CRP, sugerindo uma acao benéfica do tratamento
sobre a funcdo endotelial e sustentando a hipotese de que a medicacdo melhora a
vasodilatacdo dependente do endotélio, pela restauracdo da disponibilidade do NO
(OZCAN, 2005). A relacédo causal entre a presenca da disfuncao tireoidiana e 0s
niveis elevados de ADMA foi sustentada pelo efeito obtido com a reposicdo
hormonal, bem como pela correlagéo positiva significativa entre niveis de TSH pré-
tratamento e ADMA (OZCAN, 2005).

A relacdo entre os niveis séricos de MDA, PON1, NO e atividade da
superéxido dismutase (SOD) foram avaliados em 33 pacientes com OH e

reavaliados apds o uso de levotiroxina. Foram observados niveis elevados de MDA
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e NO e reducéo da atividade da PON1 nos pacientes, em comparagdo com O0S
controles (BASKOL, 2007). Apos 6 meses de uso de levotiroxina, houve reducéo
significativa dos niveis de MDA, embora esses niveis ainda fossem
significativamente maiores do que o0s controles. Também houve aumento
significativo da atividade da PON1 em comparacdo com os niveis basais, mas ainda
significativamente menores do que os niveis dos individuos do grupo controle
(BASKOL, 2007).

Houve reducdo da capacidade antioxidante total nos pacientes com graus
variados de hipotireoidismo, em relagdo aos controles, no estudo de BHIMTE, et al
(2012). Essa reducao foi proporcional ao grau de hipotireoidismo e houve melhora
da capacidade antioxidante apos seis semanas de levotiroxina (BHIMTE, 2012).

Alguns autores observaram que os pacientes com hipotireoidismo e tireoidite
de Hashimoto, mesmo com o tratamento, mantinham OS elevado, em comparagéo
com o grupo controle (MEHMETCIK; BECER; AKBEY, 2012). Em um estudo com 28
pacientes femininas com SCH, os niveis de TBARS foram semelhantes aos do
grupo controle e ndo houve modificacdo apdés o tratamento do hipotireoidismo
(KEBAPCILAR, 2007). Também n&o houve correlacdo entre niveis de TBARS,
lipideos e CRP.

Gerenova & Gadjeva (2007) investigaram os niveis de MDA no plasma, SOD,
catalase (CAT), e glutationa peroxidase (GPX) nos eritrécitos, em 71 pacientes com
tireoidite de Hashimoto, divididos em 3 grupos: grupo 1: controles, grupo 2:
pacientes com hipotireoidismo sem tratamento e o terceiro grupo, hipotireoidismo em
uso de levotiroxina e concluiram que o tratamento € insuficiente para normalizar
todos os parametros de OS nos grupos de pacientes (GERENOVA; GADJEVA,
2007).

Relembrando o estudo de Marfella et al. (2011), em que os pacientes com
SCH, quando comparados com os individuos do grupo controle, apresentaram
maiores niveis de mediadores inflamatérios no plasma e suas placas de ateroma
apresentaram uma reagdo inflamatoria ativa, maiores niveis de marcadores de OS,
além de outros critérios de instabilidade. J& os pacientes com SCH tratados com
levotiroxina, em comparacdo com o0s pacientes com SCH ndo tratados,
apresentaram menores niveis de células inflamatorias, menor OS, menor numero de
citocinas, menor ativacao do fator nuclear kappa beta, menor atividade da enzima

matrix metaloproteinase-9, em associacdo com maior conteudo de colageno na
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placa de ateroma. Foi observado, portanto, que os pacientes com SCH tratados com
levotiroxina apresentaram placas de ateroma com fenotipo de menor instabilidade do
gue os pacientes com SCH sem tratamento (MARFELLA, 2011). Esses autores
consideram a hipétese de que a reducao da atividade inflamatéria pelo tratamento
com levotiroxina é dependente da reducdo do OS, tendo em vista que a carga
inflamatdria das placas se associou com baixos niveis do marcador nitrotirosina
(MARFELLA, 2011).

Alguns estudos observaram efeitos benéficos do tratamento com levotiroxina
sobre a funcdo endotelial e o perfil hemodinamico dos pacientes com OH e SCH
(ADREES, 2009; KIM, 2009; MONZANI, 2004; NAGASAKI, 2007; RAZzZVI, 2007;
TADDEI, 2003). Em um estudo, que avaliou pessoas com SCH maiores de 65 anos
de idade por um periodo mediano de 12 anos, aqueles participantes em tratamento
com levotiroxina tiveram risco significativamente menor de insuficiéncia cardiaca do
que os participantes néo tratados (RODONDI, 2008). Em outro estudo, que
acompanhou individuos com SCH por um periodo de mais de 20 anos, foi observado
gue 0s pacientes em tratamento com levotiroxina apresentaram menor mortalidade
por todas as causas do que os pacientes que néao eram tratados (RAZVI, 2010). Em
estudo mais recente, que acompanhou pacientes com SCH por 7,6 anos em média,
agueles pacientes com SCH que receberam tratamento e apresentavam idade entre
40 e 70 anos, apresentaram menor numero de eventos de doenca cardiaca
isquémica, em comparacdo com os individuos com mais de 70 anos de idade
(RAZVI, 2012).



4 JUSTIFICATIVA

7

Hipotireoidismo é uma doenca prevalente na populagédo geral e tanto o
hipotireoidismo evidente como o subclinico apresentam forte associacdo com
doenca cardiovascular aterosclerdtica, independentemente dos fatores de risco
tradicionais para desenvolvimento de aterosclerose.

Aterosclerose é uma doenca inflamatoria e ja foram identificados niveis
sanguineos elevados de marcadores inflamatérios nos pacientes com
hipotireoidismo. Também ja foi observado que as placas de ateroma dos pacientes
com hipotireoidismo apresentam fendtipo de instabilidade (maior atividade
inflamatoria, maiores niveis de estresse oxidativo e menor conteudo de colageno) do
que as placas de ateroma dos individuos controles. Essa inflamac&o de baixo grau
tem sido considerada o elo entre estresse oxidativo aumentado e o risco elevado de
aterosclerose e DCV nos pacientes com hipotireoidismo.

Existem evidéncias de que o tratamento com levotiroxina pode contribuir para
a estabilizacdo da placa de ateroma bem como existem evidéncias indiretas do
beneficio potencial do tratamento com levotiroxina nos pacientes com SCH. Poucos
estudos avaliaram o efeito do tratamento com levotiroxina sobre marcadores de
estresse oxidativo, com resultados conflitantes e apenas dois estudos avaliaram o
efeito da levotiroxina sobre niveis sanguineos de citocinas no hipotireoidismo.

Conhecer os mecanismos da associacdo hipotireoidismo e aterosclerose trara
subsidios para a implantacédo de estratégias clinicas que possam modificar a historia

natural da aterosclerose nesses pacientes.
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evaluate the change in parameters during the treatment. The aim of this study was to
investigate the effect of levothyroxine replacement therapy on biomarkers of

oxidative stress (OS) and systemic inflammation in patients with hypothyroidism.

Methods: In this prospective open-label study, seventeen patients with recently
diagnosed primary hypothyroidism due to Hashimoto’s thyroiditis who were not taking
levothyroxine were included. The following parameters were measured in blood
before and at six and twelve months of levothyroxine treatment with an average dose
of 1.5 to 1.7 pg/kg/day: thyroid-stimulating hormone (TSH), free thyroxine (FT4),
high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), interleukin 1 (IL-1), IL-6, IL-10, interferon
gamma (INF-y), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS), activity of aminolevulinic acid dehydratase (8-ALA-D),
nonprotein and total thiol (NP-SH and T-SH) groups, total cholesterol (TC), high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C)
and triglycerides (TG). Generalized estimating equation (GEE) modeling was used to
analyze the effects of LRT (at pre-treatment, six months and twelve months) on those
variables. The hypothyroidism status (i.e., overt or subclinical hypothyroidism) was
included as a confounder in all analyses. An additional GEE post hoc analysis was

made to compare time points.

Results: There was a significant decrease in TSH over time (P<0.0001), (initial levels
were on average 32.4 plU/mL and 10.5 plU/mL at 12 months). There was a
significant increase in FT4 (P<0.0001) (initial levels were on average 0,8 ng/dL and
2.7 ng/dL at 12 months). There were significant changes in interleukin levels over
time, with a significant increase in IL-10 (P<0.0001) and significant decreases in IL-1
(P<0.0001), IL-6 (P<0.0001), INF-y (P<0.0001) and TNF-a (P<0.0001). No significant
difference in hs-CRP over time was observed (P<0.284). There was a significant
reduction in NP-SH (P<0.0001). There was no modification of the blood levels of
TBARS, ALAD and T-SH.

Conclusions: This study observed significant changes in the inflammatory profile in
hypothyroid patients under treatment, with reduction of pro-inflammatory cytokines
and elevation of anti-inflammatory cytokine. In these patients, a decrease in low-

grade chronic inflammation may have clinical relevance due to the known connection
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between chronic inflammation, atherosclerosis and cardiovascular events. At the
same time, significantly reducing the levels of NP-SH may suggest that oxidative

stress is a potential link between these processes.

Keywords: Hypothyroidism. Inflammation. Oxidative stress. Atherosclerosis.
Hashimoto’s thyroiditis. Levothyroxine

Background

The full or parcial deficiency of thyroid hormone action is called
hypothyroidism, which can be either overt (OH) or subclinical (SCH). SCH is
characterized by a serum thyrotropin (TSH) level above the upper reference limit in
combination with a normal level of free thyroxine (FT4), while OH is characterized by
elevated TSH, in combination with subnormal FT4 [1]. The most common cause of
primary hypothyroidism is chronic autoimmune thyroiditis, a disease also known as
Hashimoto's thyroiditis [1]. It is characterized by diffuse infiltration of the gland with
sensitized T lymphocytes, with gradual destruction and fibrous replacement of the
thyroid parenchymal tissue, elevated serum antithyroid antibodies, evidence of goiter
or thyroid glandular atrophy and dysfunction to varying degrees [2].

Hypothyroidism is a prevalent disorder [3-5], and both OH and SCH seem to
exert deleterious effects on the cardiovascular system [6]. Several mechanisms may
be involved in this interaction, and the increased risks of atherosclerosis and
coronary heart disease are some of them [4,7]. Atherosclerosis develops over a
period of years; inflammation is implicated in all of its stages (from the initial
leukocyte recruitment to eventual rupture of the unstable atherosclerotic plaque) and
has also been considered the link between the traditional risk factors and evident
modifications in the artery wall [8].

Numerous circulating inflammatory biomarkers are associated with increased
acute coronary event risk. These biomarkers may reflect pathways involved in
disease progression and may thus be potential tools for predicting atherosclerosis
and cardiovascular events [9]. C-reactive protein (CRP) is one of the most widely
studied biomarkers in the general population and has been used to assess
cardiovascular risk in both healthy subjects and people with various disorders [10].
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Most epidemiological evidence on the relevance of cytokines as inflammatory
markers has been obtained for interleukin (IL-6) [11,12]. Long-term circulating IL-6
levels may be associated with coronary heart disease, such as the main risk factors
already established [11]. A causal role for IL-6 signaling in coronary heart disease is
still elusive, but has been considered [12]. IL-1, interferon gamma (IFN-y) and tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) are also important both the development of coronary
heart disease and plague destabilization [13-15].

TNF-a levels are significantly higher in patients with myocardial infarction than
in controls, and patients with persistently higher levels in the post-infarction period
are at a 3 fold higher risk of developing new coronary episodes [15]. There is
substantial evidence that IL-1 inhibition can reduce recurrent vascular events in a
high-risk secondary prevention population [13]. High levels of systemic markers of
IFN-y activity predict long-term adverse prognosis in patients with stable angina
pectoris, demonstrating the capacity to identify individuals with vulnerable lesions,
despite their stable clinical conditions [14]. Circulating levels of several different pro-
inflammatory cytokines in initially healthy people are associated with risk of coronary
heart disease outcomes in an approximately log-linear manner [16].

Oxidative stress (OS) can also serve as both a monitor of inflammation and a
pathophysiologic mediator of atherosclerosis [8, 17]. The association between
hypothyroidism and increased OS is controversial, but greater OS has been
observed in patients with SCH and OH in comparison with controls [18-23].
Inflammation observed in patients with Hashimoto's thyroiditis and hypothyroidism is
considered the link between OS and increased risk of atherosclerosis and underlying
cardiovascular disease in these patients [24-26].

Hypothyroidism is treated with substitutive doses of levothyroxine. Few studies
have evaluated the effects of hypothyroidism treatment on either OS, with conflicting
results [18-22], or systemic inflammation [19, 27-31], also with conflicting results.
Thus, this study aims to assess inflammatory biomarkers and OS in patients with
primary hypothyroidism at baseline and after six and 12 months of levothyroxine

replacement therapy (LRT).
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Methods

Subjects

Patients were recruited prospectively, in the outpatient endocrinology clinic,
University Hospital of Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil. The study protocol was
approved by the Human Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria
(number 0177.0.243.000.07). Before performing any procedure, all of the patients
were extensively informed about the study and signed an informed consent form.
Inclusion criteria were age between 18 and 69 years, recent OH defined as high
thyrotropin (TSH greater than 4.2 pulU/mL) and low FT4 or SCH, defined as a high
level of TSH with FT4 level within the reference range (0.93 to 1.71 ng/dl). Patients
with SCH had been referred to the clinic because of presentation of goiter and its
symptoms (dry skin, muscle weakness, impaired memory and thinking, fatigue, cold
intolerance, constipation), with stable thyroid dysfunction for at least 6 months,
without evidence of other recent or ongoing diseases.

Stringent exclusion criteria were defined to limit sources of confounding factors
that could influence the clinical or laboratory parameters under investigation. We did
not include patients with current treatment for thyroid dysfunction; diabetes mellitus;
pregnancy; malignancy; active smoking; alcohol consumption; history of previous or
recent respiratory disease; previous or recent cardiovascular disease; history of
connective tissue diseases; or exposure to drugs such as interferon, amiodarone,
lipid-lowering drugs, appetite suppressants, antioxidant vitamin supplementation, or
beta-blockers.

A medical history, physical examination, thorax radiogram, spirometry,
electrocardiogram, transthoracic Doppler echocardiogram and laboratory
investigations were performed in all patients. Body mass index (BMI) was calculated
by dividing the body weight by the square of the height (kg/m 2). The levothyroxine
(FT4) replacement therapy was performed with an average dose of 1.5 to 1.7
pMo/kg/day. SCH required a lower dose. Patients were instructed to take the
medication orally, with water, always in a single dose in the morning, after fasting
(between 30 and 60 minutes before the first meal). Inflammatory and oxidative stress
profiles were performed simultaneously with the collection of the thyroid profile, at 6

and 12 months follow-up.



50

Laboratory assessments

At baseline and after six and 12 months of LRT, blood samples were collected
to assess thyroid profile (TSH, FT4), lipid profile (total cholesterol [TC], high-density
lipoprotein cholesterol [HDL-C], low-density lipoprotein cholesterol [LDL-C],
triglycerides [TG]) and inflammatory biomarkers (high-sensitivity CRP [hs-CRP], IL-1,
IL-6, IL-10, INF-y and TNF-a). In addition, we measured markers of OS
(aminolevulinico acid dehydratase [6-ALA-D], total thiol group [T4SH] and nonprotein
thiol group [NP-SH] and thiobarbituric acid-reactive substances [TBARS]). Dosages
of antithyroglobulin antibody (antiTG Ab) and antiperoxidase antibody (antiTPO Ab)
were performed only at pre-treatment.

Blood samples were collected by venipuncture after fasting for 12 hours. The
samples were centrifuged for 15 minutes at 2500 xg and serum aliquots were stored
at - 20 degrees centigrade to study IL-1, IL-6, IL-10, and INF-y, TNF-a. An aliquot of
whole blood was sent to the laboratory of Biochemistry of the Natural and Exact
Sciences Center for further measures of &-ALA-D activity and NP-SH, T- SH and
TBARS levels.

The thyroid profile (TSH, FT4, antibodies) was measured by
electrochemiluminescence (Immulite 2000, Siemens Healthcare Diagnostics, USA).
We considered the following reference values: TSH: 0.27 to 4.2 ulU/mL, FT4: 0.93 to
1.71 ng/dl; antiTPO Ab: up to 35 IU/ml and antiTG Ab: up to 115 IU/ml. The lipid
profile was measured by the homogeneous enzyme method (Dimension 2008,
Siemens Healthcare Diagnostics, USA). TC and TG were measured in serum
according to the technique recommended by the manufacturer. HDL-C was
measured in plasma supernatant after precipitation of lipoproteins containing
apolipoprotein B with dextran sulfate and magnesium chloride as previously
described by Badchorik and Albers [32]. LDL-C was estimated from the Friedewald
equation [33]. Baseline values were: TC: up to 200 mg/dl, TG: 150 mg/dl, HDL-C:
above 40 mg/dl for men and above 50 mg/dL for women; LDL-C: up to 130 mg / dl.

Hemoglobin was measured using the Sysmex automated system.

CRP was measured in serum by the immunoturbidimetric method, which
measures hs-CRP (Dimension 2008, Siemens Healthcare Diagnostics, USA). The

reference value was less than 0.5 mg/dl.
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Cytokines were measured in serum, by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) using commercial kits for human IL-1, IL-6, IL-10, INF-y, and TNF-a
(eBioscience, San Diego, USA) according to the manufacturer's instructions.

Lipid peroxidation was determined by TBARS quantification whose levels were
determined in red blood cells isolated using the method of Ohkawa et al.with
modifications [34]. The samples were incubated at 100°C for 60 minutes in an acidic
medium containing 0.42% phosphoric acid, 12% trichloroacetic acid and 0.25%
thiobarbituric acid. After centrifugation, the reaction product was determined at 532
nm using malondialdehyde as a standard. The results are expressed as nmol
MDA/mI of erythrocytes.

Protein oxidation was assessed by determination of T-SH and NP-SH. The
NP-SH level was determined as described by Ellman [35]. Three hundred microliters
of red blood cells obtained after centrifugation of heparinized whole blood was
hemolyzed with 100 pL of 10% Triton solution for 10 minutes.

The protein fraction was precipitated with 200 puL of 20% trichloroacetic acid
and then centrifuged. Then, the free SH groups were determined in the supernatant.
The colorimetric method was performed in a potassium phosphate buffer (1 M, pH
7.4). A standard curve was constructed using glutathione to calculate the NP-SH.
The NP-SH level was measured at 412 nm and is expressed as nmol NP-SH/ml
erythrocytes. The T-SH level in plasma was determined as described by Ellman [35].

The colorimetric assay was performed in 0.85 ml of potassium phosphate
buffer (0.3 M, pH 7.0), using 0.05 ml of 5,5'dithio(bis-nitrobenzoic acid). A standard
curve was constructed using glutathione to determine the total thiol groups. The T-
SH level was measured at 412 nm and is expressed as nmol T-SH/ ml of plasma.

0-ALA-D was determined in whole blood according to the method of Sassa
[36]. Enzyme activity was measured in the presence or absence of the reducing
agent dithiothreitol (DTT). The enzymatic reaction was started after 10 minutes of
pre-incubation by adding the substrate aminolevulinic acid (ALA), followed by
incubation at 37°C for 60 minutes. The reaction product (porphobilinogen) was
determined using Ehrlich’s reagent, which reacted and formed a pink-colored product

measured at 555 nm. The activity is expressed as nmol PBG/ml of blood.
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Statistical analysis

Data were analyzed with SPSS 18.0 (SPSS Inc. 1 Chicago, IL, USA).
Generalized estimating equation (GEE) modeling was used to analyze the effects of
LRT (at pre-treatment, six months, and twelve months) on thyroid and lipid profiles,
and on systemic inflammation and OS. The type of model and the link function were
defined according to dependent variable distribution. Each parameter was analyzed
as to its nature to choose the most suitable working correlation matrix. The model
was chosen as the criterion of lowest quasi likelihood under the independence model
criteria (QIC). The hypothyroidism status (i.e., OH or SCH) was included as a
confounder in all analyses. Because seventeen models were tested, we considered
P-values less than 0.0025 (asont = 0.05/17) to be significant. Eight models were
significant at the 0.0025 level and underwent an additional GEE post hoc analysis to
compare time points. In these analyses, corrected P-values were calculated, and
alpha was set at 0.05. Data are expressed as means and standard deviations,
means and 95% confidence intervals (95% CIs) or numbers (n) and percentages (%),

as indicated in the table footnotes.

Results

Clinical, anthropometric, and baseline thyroid profiles of the study participants
are given in Table 1. The group included 17 patients with high TSH, 11 of whom had
diminished FT4 (OH) and 6 of whom had normal FT4 (SCH). The initial 17 patients,
were reassessed at 6 and 12 months of treatment with levothyroxine. Thyroid, lipid,
hemoglobin, inflammatory and OS profiles of hypothyroid patients at pre-treatment
and six and twelve months after LRT are shown in Table 2. All patients had
increased anti-thyroglobulin antibodies and / or antibody antiperoxidase levels.

GEE evaluation (Table 2) revealed a significant decrease in TSH over time (P
< 0.0001). The initial TSH levels were on average 32.4 ulU/mL and the levels
achieved at 12 months were 10.5 ulU/mL. In the post hoc analysis, significance was
observed only at 12 months of LRT compared with pré treatment (Figure 1A). There
was also significant modification in FT4 over time (P < 0.0001). The initial FT4 levels

were on average 0.8 ng/dl and the levels achieved at 12 months were on average 2.7



53

ng/dl. In the post hoc analysis, a significant difference was noted between six-months
FT4 and pre-treatment (Figure 1B).

Regarding inflammatory profile, there were significant changes in interleukin
levels over time, with a significant increase in IL-10 (P < 0.0001) and significant
decreases of IL-1 (P < 0.0001), IL-6 (P < 0.0001), INF-y (P <0.0001) and TNF-a (P <
0.0001). The GEE post hoc analyses revealed that the six- and twelve-month values
differed significantly from pre-treatment (Figures 1C to 1G). No significant difference
in hs-CRP over time was noted (P = 0.284). The evaluation of OS during follow-up
showed significant reduction of NP-SH (P < 0.0001). In the post hoc analysis, six-
and twelve-month NP-SH levels differed from pre-treatment (Figure 1H). No
significant change were observed in T-SH (P = 0.068), 6-ALA-D (P = 0.725) or
TBARS (P = 0.239) levels over time. An increasing trend was detected for
hemoglobin levels (P = 0.016). There were no significant changes in TC (P = 0.457),
HDL-C (P = 0.715), LDL-C (P = 0.342) or TG (P = 0.581) during follow-up.

Discussion

The main finding of this open label study was that patients with hypothyroidism
using levothyroxine presented significant changes in the inflammatory profile, with
reduction of pro-inflammatory cytokines and increase of one anti-inflammatory
cytokine. It was also observed reduction of one OS biomarker (NP-SH), although
there were no significant changes in CRP, T-SH, TBARS, 6-ALA-D or lipid profile.

Christ-Crain et al. [27] first reported increased CRP in patients with OH or
SCH citing it as an additional risk factor for development of coronary heart disease in
those patients, but further studies have shown conflicting results. Some studies have
detected elevated CRP in individuals with hypothyroidism [5, 19, 24-26, 29, 37, 38],
while others have not [30, 39, 40]. Regarding the effect of LRT on CRP, in the current
study, in accordance with the first report of Christ-Crain et al. [27] and others [30, 31,
37, 40], the CRP level was unaffected. However, other studies have shown that
normalization of thyroid state by LRT seems to effectively reduce serum CRP [19, 29,
38]. Marfella et al. [26] observed a reduction in CRP in treated SCH patients, but
CRP was still significantly increased compared to the control group.

While pro-inflammatory cytokines have a detrimental role in atherosclerosis
[8], the role of cytokines in Hashimoto’s thyroiditis is complex and often contradictory:
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a regulatory cytokine may either favor induction of tolerance against thyroid
autoimmune disease or favor activation and/or exacerbation of autoimmune
responses [2].

Drugarin et al. [41] observed increased serum IL-2, TNF-a and IFN-y in
subjects with OH due to autoimmune thyroiditis compared with healthy controls, in
whom these cytokines were barely detectable. Recently, in patients with autoimmune
thyroiditis, increased IL-6 and IL-15 (another pro-inflammatory cytokine) were
detected, likely due to increased proliferation and increased pro-inflammatory
cytokine synthesis in T-helper 17 cells [42].

Diez et al. [43] confirmed the relevance of activation of the TNF-a system in
patients with hypothyroidism, showing that serum TNF-a and receptors of TNF-a
were significantly higher than those detected in the control group. Thyroid hormone
levels have been suggested to influence cytokine production. IL-6 level might be
correlated with hypothyroidism severity because serum IL-6 level has been positively
correlated with LRT dose and negatively correlated with FT4 level in hypothyroidism
due to autoimmune thyroiditis [44].

Diez et al. [43] found no differences in TNF-a or receptors of TNF-a between
patients with autoimmune and non-autoimmune hypothyroidism, implicating thyroid
hormone deficiency per se in systemic cytokine production. Karanikas et al. [45]
demonstrated no influence of thyroid hormone on cytokine production patterns by T
cells, as they reported that patients with high titers of anti-TPO antibodies had
significantly higher percentages of cells producing INF-y and TNF-a than healthy
controls.

Based on previous studies, an association between hypothyroidism and low-
grade inflammation may be suggested. Taddei et al. [24] demonstrated a higher
plasma IL-6 level, impaired endothelium dysfunction vasodilatation and reduced nitric
oxide availability in patients with SCH compared with controls. Tlremen et al. [25]
observed endothelial dysfunction and significantly higher serum IL-6 and TNF-a
levels in SCH patients with autoimmune thyroiditis compared to controls.

Patients with untreated SCH who underwent thromboendarterectomy due to
asymptomatic severe internal carotid artery stenosis presented higher plasma TNF-q,
IL-6, and interleukin-18 levels, and their atherosclerotic plaques presented an active
inflammatory reaction with higher TNF-a levels and other characteristics of instability

compared with non-SCH controls [26].
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Regarding potential changes in cytokine levels with LRT, we found that one
year of LRT produced significant reductions in pro-inflammatory cytokines (IL-1, IL-6,
INF-y, TNF-a) and an increase in IL-10. There are few data in the literature about the
effect of levothyroxine on serum cytokines. Diez et al. [43] observed no reduction of
the high levels of TNF-a and TNF-a receptors after treatment in hypothyroid patients.
Guclu et al. [46] observed a significant decrease in serum IL-12 (one of the most
important cytokines responsible for Thl-type cytokine responses), a statistically non
significant decrease in IFN-y and no change in serum IL-2 or IL-4 in patients with
hypothyroidism due to Hashimoto’s thyroiditis who underwent 12 weeks of LRT.
Marfella et al. [26] observed significantly lower plasma TNF-a, IL-6 and IL- 18 levels,
low pro-inflammatory cytokine levels and macrophage infiltration in atherosclerotic
lesions of treated SCH patients compared to untreated SCH patients.

The association between hypothyroidism and increased OS is controversial,
as is the effect of LRT on oxidative stress biomarkers. In the current study, NP-SH
was significantly reduced by 12 months of LRT, but no significant changes were
observed in T-SH, 8-ALA-D or TBARS. Some studies have shown reduction of
oxidative stress after LRT, [18, 23, 29], while other studies have reported no
modification [19, 20]. Marfella et al. [26] detected elevated OS biomarkers in
atherosclerotic plaques of SCH subjects compared to control plaques, and higher
levels of OS in plaques of untreated SCH patients in comparison with plagues of
treated SCH patients. The restoration of endothelial function by systemic
administration of indomethacin (cyclooxygenase inhibitor) or local infusion of vitamin
C (an antioxidant) reinforces that OS may be a link between the inflammation and
endothelial dysfunction observed in SCH patients [24]. According to Marfella et al.
[26], OS reduction can play an important role in reducing the inflammatory activity in
atherosclerotic plaques observed in patients with SCH treated with thyroxine.

In our sample, which included both OH and SCH patients, there were no
significant changes in TC, HDL, LDL or TG over 12 months of LRT. Dyslipidemia is a
common finding in patients with OH, with elevated TC and LDL [3, 27, 47], which
usually improve with levothyroxine use [47]. Less clear is the relationship between
SCH and lipid profile. Some studies have shown no alterations in lipid profile in SCH
patients compared with controls [4, 27, 39, 40], while others have observed
abnormalities in serum cholesterol or TG in SCH [5,38]. Teixeira et al. [48] have
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suggested that SCH presents an intermediary lipid profile between that observed in
normal individuals and that usually observed in OH.

The role of levothyroxine in changing the lipid profile in SCH is also not clear.
Igbal et al. [49], in a large epidemiological study, and Razvi et al. [50], in a study of
one hundred patients with SCH, reported TC and LDL-C reductions with LRT.
Teixeira et al. [48] observed a significant lipid profile improvement after one year of
LRT. However, other studies did not report modifications of lipid levels with LRT [19,
29, 31]. Three older meta-analyses concluded that thyroxine substitution has no
effect on TG and HDL-C [47, 51, 52], whereas TC and LDL-C levels were reduced,
with the most pronounced effect in those with the highest pretreatment serum TSH
[52] and serum TC [47, 51]. However, a more recent meta-analysis based on the
Cochrane methodology, including 12 randomized controlled trials of 6-14 months’
duration, reported that the beneficial effects of treatment were slight and that only TC
was affected [53].

Knowledge about the effects of levothyroxine on inflammatory, OS and lipid
profiles has been increasing. The results are conflicting, but there are growing
indications of favorable effects of levothyroxine on impaired endothelial function and
hemodynamic profile both in OH and SCH [28, 37, 40, 50, 54]. There are also
indications that young patients with treated SCH, in comparison with untreated SCH
patients, present a significantly lower risk of developing heart failure [55], a
significantly lower all-cause mortality [56] and fewer events of ischemic heart disease
[57]. The decreased immune overactivity observed in our study may be a mechanism
contributing to these previous results.

This study has strengths and limitations. The strengths are its prospective
nature, the number of investigated inflammatory biomarkers, the rigorous patient
selection and the careful statistical analysis with correction for confounding factors.
The main limitations are the rather small sample size, heterogenous sample
(composed of both OH and SCH), lack of a control group and lack of a placebo-

controlled group.

Conclusion

This study observed significant changes in the inflammatory profile in hypothyroid
patients under treatment, with significant reduction of pro inflammatory cytokines and
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an increase of one anti-inflammatory cytokine. In these patients, the reduction of low-
grade chronic inflammation may have clinical relevance because of the known
connection between chronic inflammation, atherosclerosis and cardiovascular
events. At the same time, significantly reducing the levels of NP-SH may suggest that

oxidative stress is a potential link between these processes.
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Table 1 — Clinical, anthropometric and pre-treatment thyroid profile of the study

Variables Hypothyroidism

(TSH 1) (n=17)
Gender (males) 6 (35.3)
Age (years) 45.8 (15.2)
BMI (Kg/m?) 28.4 (5.8)
TSH (ulu/ml) 32.1(30.2)
FT4 (ng/dl) 0.8 (0.4)
AntiTG Ab (1U/mL) 979.9 (1386.0)
AntiTPO Ab (IU/mL) 398.0 (309.9)

Data are mean and (standard deviation) or n and (%)



Table 2 — Generalized estimating equation (GEE) models to evaluate the effects of Levothyroxine replacement therapy (LRT) on
inflammatory, oxidative stress, hemoglobin, and lipid profile parameters of hypothyroid patients.

Parameters Pre-treatment Six months Twelve months Wald df  P-value
Mean (95 % Cl) Mean (95 % Cl) Mean (95 % Cl) Chi-square

TSH (pIU/mL) 32.4 (18.0-30.4) 20.7 (8.6-49.8) 10.5 (6.3-17.4) 18496 2 <0.0001
FT4 (ng/dL) 0.8 (0.7-0.9) 3.4 (1.8-6.6) 2.7(1.3-5.8) 33.684 2 <0.0001
IL-10 (pg/mL) 132.7 (124.5-141.0) 160.7 (150.7-170.6) 184.6 (174.8-194.4) 181.076 2  <0.0001
IL-1 (pg/mL) 73.0 (68.5-77.4) 57.9 (52.6-63.1) 45.0 (40.4-49.6) 321214 2 <0.0001
IL-6 (pg/mL) 90.1 (83.7-96.4) 70.5(63.9-77.1) 49.9 (44.1-55.6) 512104 2  <0.0001
INF-y (pg/mL) 144.8 (141.0-148.6) 98.6 (93.1-104.5) 80.0 (75.8-84.3) 386.001 2 <0.0001
TNF-a (pg/mL) 122.8 (120.5-125.1) 90.4 (86.8-94.0) 66.2 (61.6-71.1) 341402 2 <0.0001
hs-CRP (mg / dI) 0.6 (0.3-1.1) 0.5(0.3-0.8) 0.9 (0.5-1.7) 2519 2 0.284
NP-SH (nmol NP - SH/mL erit) 1522.4 (1374.9-1670.0) 1098.1 (929.3-1267.0) 1004.6 (757.5-1251.7) 23528 2 <0.0001
Total-SH (nmol T -SH/ ml plasma) 823.3 (683.5-963.2) 624.0 (537 1-710.8) 660.5 (584.2-772.8) 5388 2 0.068
0-ALA-D (nmol PBG / ml of blood) 3.6 (2.7-4.4) 1(1.9-4.3) 3.0 (2.1-4.0) 0644 2 0.725
TBARS (nmol MDA/mL erit) 5.3 (4.0-6.7) 7 2 (4.8-8.5) 6.7 (4.8-8.5) 2862 2 0.239
Hemoglobin (g/dL) 13.1(12.6-13.6) 13.4 (13.0-13.9) 13.6 (13.2-14.0) 8252 2 0.016
TC (mg/dL) 201.5 (176.7-244.2) 198.4 (168.5-228.4) 198.4 (171.9-225.0) 1567 2 0.457
HDL- C (mg/dL) 54.3 (48.8-59.7) 50.9 (41.8-60.0) 52.1 (45.8-58.4) 0670 2 0.715
LDL- C (mg/dL) 124.2 (102.6-150.5) 115.5 995.5-139.7) 115.5 (99.0-134.7) 2146 2 0.342
TG (mg/dL) 117.5 (88.1-156.9) 139.2 (99.2-195.4) 119.6 (85.3-167.7) 1.085 2 0.581

df = degrees of freedom; adjusted for overt hypothyroidism and subclinical hypothyroidism.

<9
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Figure 1 — Post Hoc comparisons from significant generalized estimating equation
(GEE) models described in Table 2.
*P<0.050; **P<0.010; ***P<0.001.
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6 CONCLUSOES

— Houve reducdo significativa dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-1,
IL-6, INF-y, TNF-a) e aumento significativo da citocina anti-inflamatoria IL-

10, nos pacientes com hipotireoidismo primario em uso de levotiroxina.

— Houve reducéo significativa dos niveis de NP-SH ao longo do tratamento
com levotiroxina, nos pacientes com hipotireoidismo. Nao houve
modificacdo significativa quanto aos niveis de TBARS, grupo tiol total e
atividade da d-ALAD.

— Na&o houve modificagéo significativa nos niveis de TC, HDL-C, LDL-C e TG

ao longo do tratamento com levotiroxina.

— Nos pacientes com hipotireoidismo, a reducdo dos niveis de inflamacéo
sistémica de baixo grau pode ter relevancia clinica devido a conexao entre

inflamacéo, aterosclerose e eventos cardiovasculares.



7/ PERSPECTIVAS

Os achados encontrados neste estudo, que utilizou um grande painel de
biomarcadores inflamatérios sanguineos, estdo em concordancia com a hipotese de
gue o hipotireoidismo esta diretamente relacionado com a hiperatividade humoral e
esta pode contribuir para o risco cardiovascular aumentado nesses pacientes.

Ha necessidade de se compreender os mecanismos que fundamentam o
maior risco de aterosclerose e doengas cardiovasculares no hipotireoidismo, em
especial no hipotireoidismo subclinico. Sdo necessarios grandes estudos clinicos
para melhor entendimento dessas associacdes e para definir o papel da inflamacéo
e do estresse oxidativo na fisiopatogenia da aterosclerose, nesse grupo de
pacientes.

Conhecer melhor esses processos abrirA caminho para desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas e permitira aos clinicos a elaboracdo de planos
estratégicos, tanto de tratamento como de prevencao de aterosclerose nesse grupo

de pacientes.
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Anexo A — Carta de Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisas Clinicas

MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA &
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Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa Comité de Etica em Pesquisa - CEP- UFSM é
(CONEP) _ REGISTRO CONEP: 243 %8 e

CARTA DE APROVAGAO

O Comité de Etica em Pesquisa — UFSM, reconhecido pela Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa — (CONEP/MS) analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo: Prevaléncia de Hipertensao Arterial Pulmonar e Avaliagao Inflamatéria Sistémica em
Pacientes com Distlrbio Tireoidiano.

Numero do processo: 23081.016313/2007-15 .

CAAE (Certificado de Apresentacdo para Apreciagao Etica):.0177.0.243.000-07
Pesquisador Responsavel: Roseane Cardoso Marchiori

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos de acordo com
as Diretrizes estabelecidas na Resolugdo 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Saude. Toda e qualquer alteragcdo do Projeto, assim como o0s eventos
adversos graves, deverao ser comunicados imediatamente a este Comité. O
pesquisador deve apresentar ao CEP:

Dezembro/2008 Relatério parcial
Dezembro/2009  Relatério parcial
Junho/2010 Relatério final

Os membros do CEP-UFSM néo participaram do processo de avaliagéo dos projetos
onde constam como pesquisadores.

DATA DA REUNIAO DE APROVAGAO: 19/12/2007
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TiITULO DO PROJETO

“Prevaléncia de hipertensdo arterial pulmonar e avaliagdo inflamatéria sistémica em

pacientes com disturbio tireoidiano”.

OBJETIVOS

Investigar a prevaléncia de hipertensédo arterial pulmonar ao exame ecocardiogréafico
nos pacientes com hipotireoidismo primario e possivel correlagdo com marcadores
inflamatérios e de estresse oxidativo, bem como avaliar o efeito do hipotireoidismo sobre os
marcadores bioquimicos inflamatorios e de estresse oxidativo em condi¢cdes basais e a
modificagdo observada nesses parametros e no exame ecocardiografico (se alterado), apos

6 e 12 meses de tratamento de reposi¢cdo hormonal com Levotiroxina.

REGISTRO

Esse estudo obteve aprovacdo junto ao Conselho de FEtica Humana da
Universidade Federal de Santa Maria (nUmero 0177.0.243.000.07).

CONDUCAO DO ESTUDO

O hipotireoidismo € uma condi¢do prevalente e que pode se associar a importantes
repercussdes no sistema cardiaco e vascular. Hipotireoidismo e doencga autoimune da
tireoide tém sido associados a hipertensdo pulmonar priméria, uma doenga progressiva que
pode levar a insuficiéncia cardiaca direita e morte prematura.

Serédo avaliados pacientes do ambulatério de endocrinologia do Hospital Universitario
de Santa Maria, com diagnostico recente de hipotireoidismo, ainda sem tratamento. Seréo
submetidos a histéria médica completa, exame fisico, exames laboratoriais,
eletrocardiograma, ecocardiograma, radiograma de térax e espirometria, para avaliacdo
completa dos critérios de inclusdo e exclusdo. O exame ecocardiografico sera repetido se
evidenciar elevagdo da pressao sistdlica em artéria pulmonar (hipertensdo pulmonar). Em
condicBes pré-tratamento, serdo colhidas amostras de sangue para dosagem do peffil
tireoidiano (TSH, T4L, anticorpo antitiroperoxidase, anticorpo antitiroglobulina), do perfil

lipidico (colesterol total, colesterol lipoproteina de alta densidade - HDL, colesterol



94

lipoproteina de baixa densidade — LDL e triglicerideos), do perfil inflamatério sistémico
(Proteina C Reativa e Interleucinas) e do perfil de estresse oxidativo (dosagem da enzima
Aminolevulinato desidratase - ALAD, Substéncias reativas do acido tiobarbitirico - TBARS,
grupos tidis proteico e nao-proteico). Os pacientes serdo acompanhados clinicamente e
coletardo novamente todas as dosagens acima citadas, aos seis e aos 12 meses de

tratamento de reposi¢cdo hormonal com Levotiroxina.

PROCEDIMENTOS E RISCO DE PARTICIPAGAO NO ESTUDO

Os pacientes serdo submetidos a pungéo venosa. Esse procedimento costuma ser
feito rotineiramente, ndo envolve risco adicional ou risco de contaminacdo. Em caso de
acidente de puncdo, na coleta, podera haver o desenvolvimento de flebite, hematoma ou
petéquias no local da pungédo, todos facilmente controlados e cuidados no Laboratério do
HUSM, onde sera feita a coleta. O material biolégico, o sangue, serd destinado para as
analises citadas anteriormente. Os exame ecocardiograficos, espirometria sdo métodos néo-
invasivos de avaliagé@o cardiaca e pulmonar, rotineiros da pratica médica

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo a
minha participacdo nesse projeto de pesquisa, pois fui informado(a) de forma clara e
detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento ou coercdo, dos objetivos e dos
procedimentos a que serei submetido(a). Fui igualmente informado(a): 1- Da garantia de
receber resposta a qualquer esclarecimento ou duvida acerca dos procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa; 2- Da garantia de retirar o meu
consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar do estudo, sem que isso traga
prejuizo a continuidade do meu tratamento no HUSM; 3- Da garantia de que ndo serei
identificado(a), quando da divulgac&o dos resultados e que as informacdes obtidas somente
serdo usadas para fins cientificos, vinculados ao presente projeto de pesquisa; 4- Do
compromisso de receber informacgé&o atualizada, durante o estudo; 5- Da disponibilidade de
tratamento médico e de indenizacdo, conforme estabelece a legislagéo, caso existam danos
a minha saude, diretamente causados por essa pesquisa; 6- De que ndo havera nenhuma

forma de compensacéo financeira e de que ndo havera custos para o participante.

Nome do paciente:

Assinatura:

Data:

Nome e assinatura do entrevistador:

Caso exista davida, entrar em contato com Prof. Roseane Marchiori, no Servico de Pneumologia do
HUSM, fones: 3220-8585 e 9613-4667.



