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RESUMO

Beltrdo, CB. Contribuicdo da dosagem de tireoglobulina e exames de imagem
para o diagnostico de hipotireoidismo congénito: pesquisa dos genes PAX8 e
receptor do TSH na disgenesia tireoidiana [dissertacéo]. S&o Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 92 p.

INTRODUCAO: O hipotireoidismo congénito (HC) é uma doenca, de
acometimento neonatal, caracterizada por diminuicdo nos niveis de hormonios
tireoidianos. As causas mais comuns de HC primario permanente sdo as
alteracdes no desenvolvimento da glandula tiredide (disgenesia) e os defeitos
de sintese dos hormonios tiredideos (disormonogénese). A determinacdo da
etiologia do HC tem papel importante na determinacdo da gravidade da
doenca, evolugdo e tratamento. Essa investigacdo € feita através de exames
como ultrassonografia e cintilografia (CINT) da tiredide. Além disso, com o
conhecimento do genoma humano, diversas mutagdes foram descritas, sendo
a investigacdo molecular importante para a determinacdo da etiologia da
doenca. OBJETIVOS: 1. Determinar o diagnostico etioldgico dos pacientes
com HC a partir de dosagens hormonais, tireoglobulina e exames de imagem;
2. Estabelecer a importancia do uso da ultrassonografia com Doppler colorido
(USDC) no diagndéstico etiolégico; 3. Estabelecer a importancia do uso do teste
do perclorato de sddio intravenoso (PSIV) no diagnéstico diferencial de HC por
disormonogénese; 4. Estudar os genes PAX8 e receptor do TSH (TSHR) em
pacientes com HC causado por disgenesia tireoidiana METODOS: Avaliamos
40 pacientes acompanhados na APAE - Sdo Caetano com diagnéstico de HC
primario e permanente acima de 3 anos de idade. Os pacientes realizaram
dosagens de T3, T4, T4 livre, TSH, tireoglobulina (TG) e anticorpo anti-TG pelo
método imunofluorimétrico, além de USDC e CINT. Os pacientes com suspeita
de disormonogénese foram submetidos ao teste PSIV e avaliacdo com
otorrinolaringologista e audiometria tonal, se necessario. Os pacientes que
apresentavam disgenesia tireoidiana tiveram o DNA extraido a partir de
leucdcitos periféricos para o estudo dos genes PAX8 e TSHR através de PCR
e sequenciamento automatico. RESULTADOS: Avaliamos 28 pacientes do
sexo feminino e 12 do sexo masculino, apds suspensao do tratamento com
levotiroxina por 4 semanas. A idade média foi de 6,5 anos. O TSH médio foi
129,9 pUl/mL (normal: 0,7-6,0). Os valores de T3, T4 e T4 livre variaram de 14
— 217 ng/dL (normal: 105-269), <1,6 — 15,8 pg/dL (normal: 1,5-15) e < 0,3 -2,7
ng/dL (normal: 0,7-1,5), respectivamente. A TG variou de <1 — 287 ng/dL
(normal: 1,7-35). A USDC mostrou 21 pacientes com tiredide topica (53%), 8
pacientes com tiredide ectdpica (20%) e 11 pacientes com atireose (27%). Na
CINT, o mapeamento identificou tiredide tépica em 20 pacientes (51%), tiredide
ectdpica em 13 pacientes (32%), e atireose em 7 pacientes (17%). A captacéo
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mostrou-se aumentada em 2 horas em 10 pacientes. O teste PSIV foi realizado
em 9 pacientes com bocio ou glandula de tamanho normal ao USDC, cuja
captacdo foi aumentada. Apenas um paciente apresentou vomito ao inicio do
teste. Seis pacientes apresentaram teste positivo, considerando uma queda
maior que 20%. Nenhum desses pacientes apresentava surdez
neurossensorial. Encontramos discrepancia entre USDC e CINT em 9
pacientes, principalmente nos casos de ectopia. A dosagem de TG auxiliou na
confirmagdo de atireose. Os niveis mais altos de TG encontrados foram nos
casos de disormonogénese causados por defeito na organificacdo. Assim,
determinamos o diagnostico de ectopia em 32,5% dos pacientes, hipoplasia em
20%, defeito na organificacao (defeito de TPO ou THOX2) em 17,5%, atireose
em 15%, defeito na TG em 7,5% e 3 casos a esclarecer (7,5%). Vinte e sete
pacientes foram diagnosticados como portadores de disgenesia tireoidiana e
ndo apresentaram mutacbes nos genes PAX8 e TSHR. CONCLUSAO:
Estabelecemos o diagnostico etiolégico em 37 dos 40 pacientes estudados. A
USDC mostrou-se importante no diagndstico etiolégico do HC, especialmente
associada a dosagem de TG. O teste PSIV mostrou-se seguro no diagndstico
diferencial do HC por disormonogénese. N&o identificamos nenhuma mutacéo
nos genes PAX8 e TSHR nos casos estudados de disgenesia.

Descritores: 1.Hipotireoidismo congénito. 2.Tireoglobulina. 3.Ultrassom.

4.Cintilografia. 5.Disgenesia tireoidiana.



Xiv

ABSTRACT

Beltrdo, CB. Contribution of thyroglobulin and image exams for congenital
hypothyroidism diagnosis: research of PAX8 and TSH receptor gene in
dysgenesis [dissertation]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2009. 92 p.

INTRODUCTION: Congenital hypothyroidism (CH) is a disease at neonatal
period characterized by low thyroid hormones levels. Most common causes of
primary CH are alterations at thyroid gland development (dysgenesis) and
thyroid hormone synthesis defects (dyshormonogenesis). The establishment of
CH etiology has important role to define the severity, evolution and treatment of
the disease. This investigation is based on thyroid ultrasound and radiouptake
and radionuclide imaging (RAIU). With human genome knowledge, several
mutations were described, becoming molecular investigation so important to
etiology definition. OBJECTIVES: 1. Establish the etiologic diagnosis of CH
patients using hormonal measurements, thyroglobulin and imaging exams. 2.
Establish the importance of color Doppler ultrasound (CDUS) in etiologic
diagnosis. 3. Establish the importance of intravenous perchlorate sodium test in
differential diagnosis of CH due to dyshormonogenesis. 4. Study PAX8 and
TSH receptor (TSHR) genes in patients with CH due to thyroid dysgenesis.
METHODS: We evaluated forty patients followed-up at APAE - Sdo Caetano
with primary and permanent CH diagnosis above 3 years-old. Patients
performed T3, T4, free T4, TSH, thyroglobulin (TG) and anti-TG antibody using
immunofluorimetric assays, besides thyroid CDUS and RAIU. Patients with
thyroid dysgenesis had their DNA extracted from peripheral leukocytes to study
PAX8 and TSHR genes using PCR and automatic sequencing. Patients with
dyshormonogenesis suspected were submitted to intravenous perchlorate
sodium test and otorhinolaryngologist and tonal audiometric evaluation, if
necessary. RESULTS: We evaluated 28 female and 12 male after
levothyroxine treatment off for 4 weeks. Mean age of studied patients was 6.5
years-old. Mean TSH was 129.9 pUl/mL (normal: 0.7-6.0). T3, T4 and freeT4
ranged from 14 — 217 ng/dL (normal 105-269) , <1.6 — 15.8 ug/dL (normal: 1.5-
15) and < 0.3 — 2.7 ng/dL (normal: 0.7-1.5) respectively. TG level ranged from
<1 - 287 ng/dL (normal 1.7-35). CDUS showed normally located thyroid in 21
patients (53%), ectopy in 8 patients (20%), and athyrosis in 11 patients (27%).
At RAIU, thyroid scan identified normal located gland in 20 patients (51%),
ectopy in 13 patients (32%) e athyrosis in 7 patients (17%). Two-hours uptake
was elevated in ten patients. Intravenous perchlorate sodium test was
performed in 9 patients with goiter or normal volume at CDUS, with normal or
elevated uptake. Only one patient presented vomit. Six patients had positive
test, considering more than 20% of decline. None from these patients had
neurosensorial deafness. We found discrepancy between CDUS and RAIU in 9
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patients, especially in ectopic cases. Thyroglobulin measurement helped to
confirm athyrosis. Highest TG levels were found in dyshormonogenesis patients
due to organification defects. Therefore we determined etiologic diagnosis of
ectopic gland in 32,5% of patients, hypoplasia in 20%, organification defect
(TPO or THOX2 defects) in 17,5%, athyrosis in 15%, thyroglobulin defect in
7,5% and three cases were undefined (7,5%). Twenty seven patients were
diagnosed with thyroid dysgenesis and had no mutation in PAX8 and TSHR
genes. CONCLUSION: We established the etiologic diagnosis in 37 from 40
patients here studied. CDUS was useful on etiologic diagnosis of CH, especially
associated to thyroglobulin level. Intravenous perchlorate sodium test was safe
and efficient in CH differential diagnosis of dyshormonogenesis. We identified
no mutation in PAX8 and TSHR genes in dysgenesis cases.

Descriptors: 1.Congenital hypothyroidism. 2.Thyroglobulin. 3.Ultrasonics.

4.Radionuclide imaging. 5.Thyroid dysgenesis.



1 INTRODUCAO

O hipotireoidismo congénito (HC) pode ser definido como um distarbio
metabdlico sistémico caracterizado pela producédo insuficiente de horménios

tireoidianos (T3 e T4) durante o periodo neonatal [1].

Ocorre em cerca de 1:3.000 a 1:4.000 recém-nascidos, sendo uma
causa de retardo mental que pode ser prevenida quando diagnosticada e
tratada precocemente [2]. O programa de rastreamento, baseado no “teste
do pezinho”, tornou-se obrigat6rio em todo o Brasil desde 1983, permitindo o
diagnostico precoce de HC. Este programa trouxe novas informacdes sobre
epidemiologia, fisiopatologia, diagnostico e tratamento das doencas
tireoidianas da infancia. O diagndéstico molecular também trouxe e trara
beneficios, ndo s6 sobre o conhecimento dos genes envolvidos no HC,
assim como para os pacientes e seus familiares, que poderédo ser tratados e

aconselhados sobre os riscos de forma mais adequada.

1.1 DESENVOLVIMENTO DA GLANDULA TIREOIDE




A glandula tiredide é a primeira estrutura enddcrina que se desenvolve
no embrido humano, vinte e dois dias ap0s a concepcao, a partir da
invaginacdo e espessamento do assoalho da faringe primitiva. A partir dai,
migra em direcdo caudal até a base do pescoco enquanto continua a
proliferar. Aos 24-32 dias, a tiredide ja € uma estrutura bilobar, que alcanca a
posicdo final aos 40-50 dias. Aos 51 dias, a glandula mostra sua forma

definitiva [3] (Figura 1).

A tiredide contém dois tipos de células produtoras de horménios que
tém origem embrioldgica distinta. As células C ou parafoliculares produtoras
de calcitonina derivam do neuroectoderma e compreendem 1% das células
da tiredide humana. As células foliculares produtoras de tiroxina encontram-
se em maior quantidade e derivam do endoderma. Estas células formam
uma estrutura denominada foliculo, onde se acumula o coléide e onde

ocorre a iodinagao da tireoglobulina [3].

Cavidade
timpanica
primaria

Meato
auditive
externo

Corpo
ultimobranquial
(4° arco)

—

Glandula paratiredide
(3% arco)

Timo
(3° arco)

Intestino
anterior

Figura 1. Viséo frontal da migracéo da tiredide (setas) em relacéo a outras
estruturas da cabeca e pescoc¢o. Modificado a partir de Van Vliet, 2003 [3]

Beltrdo, C.B. Contribuicdo da dosagem de tireoglobulina e de exames de imagem para o diagnéstico de
hipotireoidismo congénito: pesquisa dos genes PAX8 e receptor do TSH na disgenesia tireoidiana.



Mecanismos moleculares envolvidos no desenvolviment 0 da tiredide

A transcricdo de genes especificos da tiredide, que codificam proteinas
expressas nesta glandula, é regulada por fatores de transcricdo como TTF1
(fator de transcricdo da tiredide 1), FOXEL ou TTF2 (fator de transcricdo da
tiredide 2), PAX8 (“paired box gene 8"), HHEX (“haematopoietically

expressed homeobox”) e outros.

O TTF1 regula a transcricdo dos genes da tireoglobulina (TG),
tireoperoxidase (TPO) e receptor do TSH (TSHR) nas células foliculares da
tiredide. O PAX8 atua na diferenciacdo celular e na manutencdo do estado
diferenciado, além de ser essencial para a proliferacdo celular tireoidiana. A
func@o do PAX8 e do TTF1 é semelhante, porque ambos sdo essenciais nos
ultimos passos do desenvolvimento da tiredide. FOXE1 promove a migracao
das células foliculares tireoidianas. HHEX é um marcador precoce das
células tireoidianas e seu papel seria manter a expressédo de TTF1 e PAX8

na organogénese tireoidiana [4].

1.2 ETIOLOGIA DO HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

O hipotireoidismo pode ser transitorio ou permanente [5].

O hipotireoidismo transitorio € diagnosticado pela histéria clinica
materna de uso de medicamentos ou pela passagem de anticorpos na

doenca autoimune. Recém-nascidos prematuros também podem apresentar

Beltrdo, C.B. Contribuicdo da dosagem de tireoglobulina e de exames de imagem para o diagnéstico de
hipotireoidismo congénito: pesquisa dos genes PAX8 e receptor do TSH na disgenesia tireoidiana.



hipotireoidismo transitorio por imaturidade do eixo hipotalamo-hipoéfise-

tiredide [5].

O hipotireoidismo permanente ou definitivo pode ser classificado em
primdrio (acometendo a glandula tiredide), secundario ou central
(acometendo o eixo hipotalamo-hipofisario) e em resisténcia aos horménios
tirebideos. Em cerca de 85% dos casos o hipotireoidismo congénito (HC)

ocorre de forma esporadica. No restante, a etiologia é genética [6].

Causas de hipotireoidismo congénito definitivo

1.2.1 Caréncia de iodo

Com a obrigatoriedade do sal iodado no Brasil, atualmente o HC
causado por caréncia de iodo é raramente visto na sua apresentagdo como
cretinismo endémico no Estado de Sao Paulo. Em recente estudo realizado
neste Estado, foi encontrada ioddria aumentada, indicativa de excesso de

ingestao de iodo em criancas com idade escolar [7].

1.2.2 Disgenesia tiredidea

Os defeitos no desenvolvimento da tiredide sdo responsaveis por 60-
70% das causas de HC em areas onde ndo ha caréncia de iodo.
Frequentemente, sdo casos esporadicos, sendo mais comuns em meninas,
hispanicos, pacientes com sindrome de Down, portadores de doencas
cardiacas congénitas e luxacdo congénita do quadril [8]. A disgenesia
compreende (1) auséncia completa da tiredide (atireose); (2) auséncia

parcial da tire6ide (hemiagenesia); (3) hipoplasia da glandula e (4) defeito na
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migracao das células tiredideas durante o periodo embriologico (ectopia) [4].
Como os fatores de transcricdo TTF1, TTF2 e PAX8 estdo presentes desde
0 inicio da formacdo embrionaria da tiredide, mutacbes parecem estar
envolvidas, porém em raros casos de disgenesia, provavelmente pela

incompatibilidade com a vida por acometer também érgaos vitais [1,9].
1.2.2a “THYROID TRANSCRIPTION FACTOR 1" (TTF1)

O TTF1 expressa-se nos tecidos cerebrais, hipofise anterior e pulmdes
[10]. Ele ativa a transcricdo génica da tireoglobulina (TG) e tireoperoxidase
(TPO), além da proteina surfactante humana nos pulmdes. O gene localiza-
se no cromossomo 14 g13 e possui 3 exons [11]. Os casos com mutacao
descrita apresentam HC grave, associado a insuficiéncia respiratéria e
coreoatetose [12]. A heranca é autossdmica dominante. A tiredide é topica e

o volume tireoidiano encontra-se diminuido ou normal [4, 13-15].

1.2.2b “THYROID TRANSCRIPTION FACTOR 2" (Forkhead Box EL1,

FOXEL, TTF2)

E um fator de transcricdo que se expressa na tiredide, na maior parte
do endoderma do intestino anterior, no ectoderma craniofaringeo e na bolsa
de Rathke [16]. O gene estéa localizado no cromossomo 9 g22 e possui um
anico exon [17]. Os pacientes com mutacdo apresentam fenda palatina,
cabelos ericados e atresia coanal [17, 18]. A heranca é autossGmica

recessiva. A glandula tireoidiana apresenta-se diminuida de tamanho [4].
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1.2.2c “PAIRED BOX GENE 8" (PAX8)

O PAX8 é um membro da familia de proteinas PAX e exerce
importante papel no desenvolvimento da célula tireoidiana. E expresso na
tiredide como fator de transcricdo dos genes TG, TPO e NIS [19]. O gene

esta localizado no cromossomo 2 q12-14 e possui 11 exons [11].

Mutacbes do PAX8 foram identificadas em pacientes com disgenesia
tiredidea esporadica, variando de glandula hipoplasica em posi¢do normal a
ectopica [20]. Hemiagenesia renal foi relatada em dois casos afetados,
sendo um deles com hipercalciiria [20]. Em humanos, as mutacdes
descritas compreendem R31H, R31C, Q40P, S48F, R52P, S54G, C57Y,
L62R, R108X e delACCC no exon 7 [19, 21]. A heranca encontrada é

autoss6mica dominante [4].
1.2.2d RESISTENCIA AO TSH

O TSH estimula a captacdo do iodo pelo tireotrofo, a formacgéao da TG e
a acdo da TPO apos sua ligacdo ao receptor de membrana. A resisténcia ao
TSH pode ser causada por mutagcdo no receptor de TSH (TSHR) ou na

proteina G (“Gsa-gene stimulatory guanine nucleotide-binding protein”).

A incidéncia de muta¢cGes no gene do TSHR em pacientes com HC é
desconhecida, porém parece ser rara (0,01%) [22]. O gene que codifica o
TSHR esta localizado no cromossomo 14 31 e possui 10 exons [11]. Os
pacientes que apresentam mutacdo no TSHR podem apresentar graus

variados de hipotireoidismo, de acordo com a gravidade da mutacao.
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Pacientes com esse defeito apresentam TSH elevado, com niveis baixos ou
limitrofes de T4. A glandula tireéide, em geral, apresenta-se de tamanho
normal ou hipoplasico [23]. A cintilografia geralmente apresenta captacéo
normal ou baixa de iodo [24, 25]. A heranca é autossGmica recessiva.
Mutacdes inativadoras tém sido descritas em casos com hipotireoidismo e

hipoplasia [26].

Raramente a resisténcia ao TSH deve-se a uma mutacgéo inativadora
da proteina G, causando também pseudo-hipoparatireoidismo tipo IA ou

osteodistrofia hereditaria de Albright [25,27].

1.2.3 Disormonogénese

Os erros inatos da formacgédo dos hormdonios tireoidianos correspondem
a 10-15% dos casos de HC, acometendo 1:30.000 nascidos vivos. Esta
prevaléncia pode ser maior em populacdes geneticamente aparentadas

entre si, com elevado grau de consanguinidade [28, 29].

As doencas sdo hereditarias e com herangca autossdmica recessiva
[16]. Os defeitos podem ser classificados da seguinte maneira: (a)
incapacidade de concentrar iodo, (b) defeito na organificagdo do iodo por
alteracdo da enzima peroxidase (TPO) ou do sistema H,O,, (c) defeito na
sintese e transporte da TG, (d) atividade diminuida da iodotirosina
desalogenase. A associacdo de defeito na organificacdo com surdez

neurossensorial € conhecida como sindrome de Pendred.

Atualmente, o diagndstico € confirmado apds a deteccdo de mutacao

nos seguintes genes conhecidos: (a) soédio-iodo simportador (NIS), (b)
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pendrina (PDS ou SLC26A4), tireoperoxidase (TPO) e THOX2, (c)

tireoglobulina (TG) e (d) iodotirosina desalogenase (DEHAL1).

Nos casos de disormonogénese, a sintese dos horménios pode estar

comprometida em qualquer uma de suas passagens (Figura 2).
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Figura 2: Célula folicular tireGidea mostrando as etapas chaves de transporte
de iodo, sintese de hormoénios tireoidianos e a localizacdo do defeito na
disormonogénese. a. defeito de NIS b. defeito de TPO, PDS e THOX2; c.
defeito de TG; d. defeito de DEHAL1. AMP, monofosfato de adenosina;
cAMP, AMP ciclico; DIT, diiodotirosina; MIT, monoiodotirosina; NIS, sodio-
iodo simportador; T3, triiodotironina; T4, tiroxina; TG, tireoglobulina; TPO,
tireoperoxidase; TSH, tireotrofina; TSHR, receptor do TSH; PDS, pendrina
ou SLC26A4; H,0,, peroxido de hidrogénio; DEHAL, iodotirosina
desalogenase tipo 1. Modificado de Vono-Toniolo e Kopp [12]
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1.2.3a Defeito no sédio-iodo simportador (NIS)

O primeiro passo para a sintese de hormonios tiredideos € o transporte
de iodo para dentro da célula folicular tiredidea por intermédio da proteina

NIS [23].

O gene que codifica esta proteina esta localizado no cromossomo 19
p13.2 e possui 15 exons [11]. Mutac¢des neste gene séo raras e levam ao HC
com bdcio. O volume tireoidiano encontra-se normal ou aumentado [4]. A TG

esta elevada com captacéo de iodo diminuida ou ausente [30].

1.2.3b Defeito na organificagcdo do iodo

7

O iodeto transportado para dentro do foliculo é rapidamente oxidado
pelo peroxido de hidrogénio (H,0;) e se liga aos residuos tirosina da TG.
Depois, os residuos de tirosina iodinados se acoplam para formar os
residuos iodotironina, monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT) e,
posteriormente, T3 e T4. Tanto a iodinacdo como 0 acoplamento s&o
catalisados pela TPO e necessitam de H,O, na borda apical da célula
folicular. A captacdo de iodo pode ser inibida por ions que tenham tamanho
molecular e carga semelhantes, como o perclorato e o tiocianato. O defeito
de organificacdo do iodo compromete a produgcdo de peroxido (H.O,), a
peroxidacdo do iodeto ou a iodinacdo das tirosinas [8]. E 0 mais comum dos
defeitos de sintese de hormonios tireoidianos. Essa doenca geralmente tem

heranca autossémica recessiva.
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1.2.3b1 Defeito na tireoperoxidase (TPO)

Mutacbes no gene TPO causam defeito total ou parcial na
organificacdo do iodo, dependendo do comprometimento da atividade
enzimatica. O gene que codifica a TPO esta localizado no cromossomo 2
g25 e possui 17 exons [11]. Os pacientes apresentam HC e desenvolvem
bécio como mecanismo compensatério. A cintilografia com iodo mostra

captacdo normal ou aumentada e o teste do perclorato € positivo [23, 24].

1.2.3b2 Defeito na pendrina (PDS ou SLC26A4)

A sindrome de Pendred é causada por um defeito na pendrina, que &
um transportador localizado na superficie apical da célula folicular,
responsavel pelo transporte de iodo e cloro [16]. O gene que codifica a
pendrina (PDS ou SLC26A4) localiza-se no cromossomo 7 q31 e possui 21
exons [11]. As mutagcbes causam HC, com desenvolvimento de bécio
combinado a perda auditiva neurossensorial [31]. Tal surdez pode ser
congénita ou surgir logo nos primeiros anos de vida. O seu diagndstico é
dado através de audiometria tonal. O mapeamento com iodo demonstra

captacdo normal ou aumentada e o teste do perclorato também é positivo.

1.2.3b3 Defeito no THOX2 (DUOX2)

MutacBes no gene THOX2, importante na geracdo de peréxido de
hidrogénio, foram recentemente descritas como causa de HC associado a
defeito na organificacdo [32]. O gene esta localizado no cromossomo 15
g15.3 e possui 33 exons [11]. Os pacientes apresentam HC e desenvolvem
bocio como mecanismo compensatorio. A cintilografia com iodo mostra
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captacdo normal ou aumentada e o teste do perclorato é positivo [23, 24]. A
procura por mutacdes neste gene é realizada apos afastar a presenca de

mutacOes mais frequentemente encontradas no gene TPO.

1.2.3c Defeito de sintese da tireoglobulina (TG)

A tireoglobulina € essencial para a organificagcdo do iodeto e é o
principal componente protéico do coléide. O gene que codifica a TG localiza-
se no cromossomo 8 (24.2-24.3 e possui 42 exons [11]. Os pacientes com
mutacao neste gene apresentam HC com aparecimento de bdcio desde o
nascimento ou desenvolvimento acentuado e progressivo ao longo dos anos
guando nao tratados apropriadamente. Muitos portadores, quando adultos,
apresentam sintomas de compressao de estruturas adjacentes decorrentes
de aumento excessivo da tiredide [33]. Os niveis de TG geralmente séo
indetectaveis ou baixos, raramente normais, com a captacdo de iodo

elevada [34] e o teste do perclorato € negativo [35].

1.2.3d Defeito na iodotirosina desalogenase (DEHAL1)

A incapacidade de deiodinacdo de MIT e DIT, apés sua liberacdo da
TG, provoca grave perda de iodeto, pois a MIT e a DIT nédo deiodinadas
saem da tiredide e sédo excretadas na urina [36]. Esse defeito leva a HC
grave e precoce com bdcio, atraso fisico e mental grave, com a possivel
aparéncia cretina. A glandula tiredide encontra-se normal ou aumentada [4].
A captacdo de iodo é elevada e precoce, usualmente, superior a tardia [34].

Os niveis de iodotirosinas séricas estdo aumentados [23].
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1.2.4 Resisténcia aos hormonios tiredideos

A resisténcia aos hormoénios tiredideos compreende outra causa de HC
que ocorre por mutacdes no gene do receptor do hormonio tiredideo (TRpG)
na regiao de ligacdo do T3 ao receptor. A doenca é autossémica dominante
e antigamente era classificada como resisténcia central e periférica.
Atualmente, sabe-se que a apresentacdo clinica da resisténcia aos
horménios tiredideos é individuo-dependente e tecido-dependente, ou seja,
a mesma mutacdo pode apresentar fendtipos diferentes. Os pacientes
apresentam graus variados de hipotireoidismo com altos niveis de T4 e T3,
com nivel inapropriadamente normal ou alto de TSH. A captacdo de iodo é

elevada [34].

1.2.5 Hipotireoidismo secundario/ terciario

O hipotireoidismo secundario pode ocorrer por mutagdes em fatores de
transcricao, como LHX3, LHX4, HEXS1, POUF1 e PROP1, envolvidos na
organogénese hipofisaria. O hipotireoidismo, portanto, esta associado as
outras deficiéncias hipofisarias, sendo a deficiéncia de GH a mais frequente.
Quando o teste de rastreamento é feito apenas com a dosagem do TSH, o
diagnéstico muitas vezes pode nédo ser feito, pois os niveis deste hormonio
podem estar normais. Clinicamente, o hipotireoidismo mais grave foi apenas
descrito associado a mutagdes no POUF1. Nas demais, o hipotireoidismo so
€ diagnosticado tardiamente devido ao quadro clinico leve e associado

principalmente a deficiéncia de GH.
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1.3 QUADRO CLINICO

Apenas 10-15% dos pacientes com HC apresentam algum sinal ou
sintoma que alerta o médico, durante o periodo neonatal [37]. Um dos sinais
mais fidedignos encontrado € o alargamento da fontanela posterior com
suturas cranianas abertas, resultante do atraso na maturacdo esquelética
[38]. Outro sinal muito comum € a presenca de hérnia umbilical. O bdcio,

guando presente, alerta para a disormonogénese como etiologia [39, 40].

A maioria dos recém-nascidos com HC apresenta-se clinicamente

normal ao nascimento, dificultando o diagnéstico clinico [41].

1.4 DIAGNOSTICO

14.1 Triagem neonatal

A triagem neonatal, através do “teste do pezinho”, teve inicio no Brasil
em 1976, com a criacdo de um meétodo pelo Dr. Benjamim Schimdt para
deteccao de fenilcetonuria e posteriormente para HC e outros erros inatos do
metabolismo [42]. Esta triagem deve ser idealmente realizada nas
maternidades entre trés a cinco dias de vida. Infelizmente, no Brasil, esta
ainda ndo € a média de realizacdo desses exames na maioria dos servicos,
tampouco de inicio de tratamento. Na APAE- Sdo Caetano a média de inicio

de tratamento € de 47,3 dias segundo dados de 2006 [43]. O exame consiste
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de puncao através da pele, a gota de sangue obtida é colocada em papel de
filtro e transportada sob a forma de mancha de sangue seco. S&o duas as
estratégias de rastreamento para hipotireoidismo congénito: dosagem inicial

do T4 total ou dosagem inicial do TSH neonatal [44].

No primeiro método, a dosagem de T4 total na amostra € feita em uma
primeira fase e 0 TSH é dosado apenas se os valores de T4 estiverem entre
10 a 20% abaixo do normal esperado. Essa estratégia detecta criangcas com
hipotireoidismo, incluindo os de causa secundaria (hipotalamico-hipofisario)
e agueles com elevagéo tardia do TSH. Por outro lado, ndo é capaz de
detectar os casos de HC primario compensado, que apresentam valores de

T4 na faixa normal e concentragoes elevadas de TSH, o que constitui 20%

da populacéo com HC [44].

A segunda estratégia baseia-se na dosagem inicial do TSH.
Considerando o hipotireoidismo priméario como a forma mais comum de HC,
o TSH encontra-se sempre aumentado. Essa estratégia, no entanto, nédo
diagnostica os casos de hipotireoidismo central, porém esta etiologia € muito

mais rara [1].

No Programa de Triagem Neonatal do Estado de Séo Paulo, o TSH é
dosado pelo método imunofluorimétrico em amostra de sangue colhida em
papel de filtro por puncdo do calcanhar, do terceiro ao quinto dia de vida.
Utiliza-se, geralmente, como valor de corte o TSH neonatal acima de 20
pUI/mL. Pacientes com niveis de TSH > 20 pUI/mL devem ser convocados

para consulta com endocrinologista infantil [44].
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1.4.2 Confirmacao do diagnostico de hipotireoidismo

1.4.2a Dosagens laboratoriais. A confirmacdo dos resultados de triagem
deve ser feita com a dosagem de T4 total, T4 livre e TSH séricos. Pacientes
com valores séricos de TSH acima de 10 pUI/mL no periodo neonatal séo
diagnosticados como portadores de HC e o tratamento com levotiroxina
sbdica € prontamente instituido [45]. Excluidos os casos de hipotireoidismo
transitorio, confirma-se o diagnostico de HC. O diagnostico etioldgico de HC
permanente é realizado apds os trés anos de idade, época em que nao
havera prejuizo no desenvolvimento intelectual por interrupcdo do

tratamento.

1.4.2b Ultrassonografia. A ultrassonografia da regido cervical € util para
localizacdo da tiredide, determinando ectopia ou localizacdo normal da
glandula. A avaliacdo deve abranger toda a regido cervical até a regiao
submandibular. Além de depender da experiéncia do realizador, em alguns
casos de hipoplasia ou ectopia, a ultrassonografia pode nao ser sensivel
para o diagnéstico. Este exame também é Gtil para avaliar a presenca de
bocio. O padrdo usado como referéncia para tamanho normal da tiredide
apresenta grandes variacdes, pois depende da ingestdo de iodo, sexo,
idade, altura, superficie corpOrea e estadio puberal. Sdo descritos alguns
trabalhos que citam referéncias para volume tireoidiano na infancia [46-49].
No Estado de S&o Paulo foi realizado um estudo para correlacionar a
ingestao de iodo e o padrao ultrassonografico da tirebide em escolares [7].

N&o existe padrdo de normalidade para recém-nascidos até 6 anos no Brasil

[7].
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1.4.2c Cintilografia. A cintilografia com 123 ou *Tc é usada para

determinacdo da funcdo e auxilia na localizacado da tiredide ectépica [50].
Calcula-se o percentual de captacdo pela tire6ide de um tracador. Tanto **|
(meia-vida de 8,1 dias) como '*| (meia-vida de 0,55 dias) emitem radiacéo
gama, que permite a deteccdo externa e quantificacdo dos sitios de
acumulo. Esses isotopos (*1) sao indistinguiveis fisiologicamente entre si e
com o iodo natural (**'1), o que permite usa-los como tracadores. A meia-
vida mais curta do *?° é preferivel, porque a radiacdo fornecida para a
131|'

tiredide por quantidade administrada de 2%l é apenas 1% da usada para

Entretanto, seu custo é muito maior, assim como a sua disponibilidade [50].

Quando administra-se radioiodo, via oral ou intravenosa, 0 isétopo
rapidamente se mistura com o iodo endégeno no liquido extracelular e
comeca a ser removido por dois sitios principais de clareamento: a glandula
tiredide e os rins. Com a continuagdo do processo, 0s niveis plasméaticos de
*| diminuem exponencialmente. O conteudo intratire6ideo de *I aumenta
rapidamente durante as primeiras horas, depois a velocidade diminui até
atingir um platd. A proporcdo de *I administrada que estd acumulada na
glandula tiredide € a funcdo do clareamento do iodo pela tiredide e pelos
rins. As medidas de captacao séo feitas apds 24 horas, por conveniéncia e
também porque os valores estdo geralmente proximos ao platé. A captacéo
geralmente indica a taxa de sintese dos hormonios tiredideos e,
indiretamente, a velocidade de liberacdo do horménio tiredideo para a
circulacdo sanguinea. A exposicdo a excesso de iodo é a causa mais

comum de captacao abaixo do normal. Os valores abaixo da normalidade
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indicam apenas introducdo excessiva de iodo em qualquer apresentacao:
inorganico, organico, ou elementar. As exposi¢cées mais frequentes sdo apos
uso de contraste iodado e amiodarona. A supressao pode durar semanas,

variando individualmente.

Valores elevados de iodo urinario dosado em amostra isolada podem
explicar um valor baixo de captacdo. Para evitar esta interferéncia, os
pacientes podem fazer uma dieta restrita em iodo, evitando produtos que
contém iodo (antissépticos, xaropes, produtos industrializados, entre outros)

quinze dias antes do exame.

A captacdo da tiredide auxilia no diagnostico e no diagndstico
diferencial do HC. Nas disgenesias tiredideas observa-se localizacao
ectdpica, desde a regido sublingual até o mediastino superior. Nas
hipoplasias, a captacdo estd diminuida, mostrando localizagdo tépica da
glandula. Na resisténcia ao TSH, a captacdo esta geralmente baixa, pela
auséncia de estimulo do mesmo para promover a entrada de iodo. No
defeito de NIS, a captacéo esta ausente pela incapacidade do transporte de
iodo para dentro do foliculo. Nos defeitos de TPO, SLC26A4, THOX2,
DEHAL1 e TG, a captacdo geralmente esta aumentada inicialmente (2
horas), com rapido declinio do clareamento de iodo pela auséncia de
formacdo dos hormoénios tireoidianos. Nesses casos, ndo ha como

diferenciar os defeitos, entdo, pode ser utilizado o teste do perclorato.

1.4.2d Teste de perclorato. O teste de perclorato é Util para o diagnéstico

diferencial dos defeitos de organificacdo do iodo. O perclorato € um anion

Beltrdo, C.B. Contribuicdo da dosagem de tireoglobulina e de exames de imagem para o diagnéstico de
hipotireoidismo congénito: pesquisa dos genes PAX8 e receptor do TSH na disgenesia tireoidiana.



18

dissociado do sal de perclorato, que pode ser perclorato de potassio, de
sédio ou de amodnia [51]. Nao ha diferenca entre o ion encontrado nos trés
sais acima. Sua acgao consiste em competir com o iodeto bloqueando sua
entrada na célula tiredidea por efeito em NIS e impedir a formacédo de
horménios tiredideos [52]. A oxidacdo e incorporacdo do iodeto sé&o
catalisadas pela peroxidase tiredidea. Quando sua atividade esta subnormal
por mutacdo de TPO, o transporte de iodeto para dentro do foliculo € normal,
entretanto pouco iodo € formado e incorporado. Assim, o iodeto inorganico
acumula-se na tiredide. Seguindo-se a administracdo de perclorato, ocorre a

saida abrupta do iodeto acumulado [53].

No teste de perclorato padréo € administrado iodo radioativo e, apés 2
horas, é realizada contagem cervical e administracdo de 1g de perclorato de
potassio (KCIO,) via oral. As contagens tiredideas sédo obtidas em intervalos
frequentes (a cada 10-15 minutos) por mais 2 horas. Em individuos normais,
0 acumulo de iodo radioativo na tiredide cessa ap0s a administracdo do
KCIO4, com pouca perda da radioatividade tiredidea acumulada antes da
induc&o do bloqueio da captacdo. Em individuos normais, o perclorato nao
libera mais que 5% do iodo radioativo. O teste é positivo quando ha uma
perda maior que 20%, indicando um defeito na organificacdo. A gravidade do
defeito é proporcional a extensédo da descarga de iodo radioativo da glandula
e € completa quando virtualmente toda a atividade acumulada pela glandula
€ perdida. Geralmente, uma descarga entre 20 a 50% é compativel com
defeito parcial na organificagdo, enquanto descarga maior que 50% com

defeito completo [54]. O teste é positivo nos defeitos da organificacdo do
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iodo e na sindrome de Pendred [53]. Esse teste é de dificil realizacao devido
as dificuldades na ingestdo da medicacgéo, que causa desconforto gastrico e
absorcdo variavel, e consequentemente na sua interpretacdo [52]. Na
Europa, o teste do perclorato € realizado ap6s administracdo intravenosa
(IV) de perclorato de sodio (NaClO,), facilitando a administracdo em criangas

e sua interpretacdo, sem descricdo de efeitos colaterais.

A Tabela 1 resume os defeitos e alteragcfes clinicas e de exames
encontrados em cada defeito molecular na disgenesia tireoidiana e

disormonogénese e descritos nesta dissertacao.
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Tabela 1- Caracteristicas dos defeitos encontrados na disgenesia e
disormonogénese tireoidianas

. Teste do
) Volume da  Captacdo de Outras
Defeito Heranca o ) perclorato o
tiredide iodo ) caracteristicas
intravenoso
insuficiéncia
ausente, ausente, o
. ) . . respiratoéria,
TTF1 AD hipoplasia, baixa ou negativo
coreoatetose,
normal normal
retardo mental
palato em ogiva,
ausente, )
ausente, _ _ atresia de
TTF2 AR ) ) baixa ou negativo
hipoplasia coanas, cabelos
normal )
ericados
ausente?, ausente, i .
. ) . . mé formacéo
PAX8 AR hipoplasia, baixa ou negativo
] renal
ectopia normal
ausente,
TSHR AR hipoplasia baixa ou negativo
normal
. ausente ou _
NIS AR bocio ) negativo
baixa
TPO AR bécio aumentada positivo
o N surdez
SCL26A4 AR bécio aumentada positivo )
neurossensorial
THOX2 AR bécio aumentada positivo
normal ou ) bécio pode ser
TG AR o aumentada negativo .
bécio tardio
bécio pode ser
tardio, atrasos
fisico e mental
normal ou )
DEHAL1 AR . aumentada negativo graves,
bocio ) o
iodotirosinas
séricas
aumentadas

AD: autossbmica dominante, AR: autossémica recessiva
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2 OBJETIVOS

2.1Determinar o diagnostico etioloégico dos pacientes com
hipotireoidismo congénito a partir de dosagens hormonais,

tireoglobulina e exames de imagem.

2.2Estabelecer a importancia do uso da ultrassonografia com

Doppler colorido no diagnaostico etiolégico.

2.3Estabelecer a importancia do uso de perclorato de soédio
intravenoso no diagnoéstico diferencial de hipotireoidismo

congénito por disormonogénese.

2.4Estudar os genes PAX8 e TSHR em pacientes com

hipotireoidismo congénito causado por disgenesia tireoidiana.
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3 METODOS

Os pacientes e seus familiares foram esclarecidos sobre os exames
realizados e a importancia do estudo e concordaram em participar. Foi
assinado o termo de consentimento livre e esclarecido pelo paciente ou seu

tutor legal (Anexo H).

O estudo foi realizado de julho de 2006 a julho de 2008 e obteve auxilio
FAPESP 2006/05800-1 e aprovacdo da CAPPesq — Protocolo de Pesquisa

numero 0030/07.

Noventa e seis pacientes encontravam-se em acompanhamento no
Ambulatério da APAE - S&o Caetano no inicio do estudo. Todos os
pacientes tinham sido submetidos ao “teste do pezinho” e encaminhados
para seguimento com endocrinologista. As dosagens iniciais no “teste do
pezinho” e confirmatorias (T4, T4 livre, TSH) foram realizadas no laboratorio
da APAE usando estojos comerciais (Autodelfia®, Wallac Oy, Turku,
Finlandia). Foram excluidos do estudo pacientes com hipotireoidismo
transitério causado por doencga autoimune materna, uso materno de drogas
anti-tiredideas durante a gestacdo e parto prematuro, restando sessenta

pacientes elegiveis.
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Completaram o estudo quarenta pacientes maiores de trés anos

portadores de HC primario e permanente.

O estudo compreendeu duas fases (Figura 3). Na primeira fase foi
realizada a andlise dos dados clinicos e exames laboratoriais e de imagem.
Na segunda fase, foi realizado o estudo molecular dos casos de disgenesia

tireoidiana.
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Ultrassonografia com Doppler colorido

v

Tireoide ausente, ectdpica ou hipoplasica

v

Tiredide presente ou eutdpica

Coleta de material para DNA e dosagens de TSH, T3, T4, T4Livre, TG (autoDELFIA®)

apo6s 4 semanas de suspensao da levotiroxina e dieta pobre em iodo

Cintilografia da tiredide

'

Captacao presente ou 1

Teste do perclorato intravenoso

v v

Perclorato + Perclorato -

Avaliacéo otorrinolaringolégica

Audiometria

Segunda Fase

Analise Molecular

Atireose com TG dosavel

Hipoplasia

—

Atireose com TG indetectavel

Ectopia

v

Figura 3: Fluxograma para diagnostico dos pacientes com hipotireoidismo

congénito. Adaptado de www.thyroidmanager.org
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3.1 ESTABELECIMENTO DO DIAGNOSTICO

3.1.1 Dados clinicos

A altura e peso de cada paciente foram aferidos em balanca mecanica
modelo Filizola com antropdmetro divido de 1 em 1 cm. Os Z escores da
altura e peso (de acordo com WHO-NCHS 1977), assim como o indice de
massa corporal (IMC) (CDC-US 2000) foram obtidos através do programa

Growth-analyser (www.growthanalyser.org).

3.1.2 Dosagens hormonais

Os valores do “teste do pezinho” e TSH neonatal foram obtidos

retrospectivamente através de dados de prontuério.

As dosagens apos os trés anos de idade foram realizadas no
Laboratério de Horménios e Genética Molecular — ICHC-FMUSP apoés

suspensao da levotiroxina por quatro semanas.

3.1.2a Dosagens de T3, T4, T4L, TSH e TG foram realizadas em todos os
pacientes por ensaio imunofluorimétrico, usando estojos comerciais

(Autodelfia®, Wallac Oy, Turku, Finlandia).

3.1.2b Dosagens de anticorpos anti-TG foram realizadas em todos os
pacientes por ensaio imunofluorimétrico indireto, usando estojo comercial
(Autodelfia®, Wallac Oy, Turku, Finlandia). Valores inferiores a 35 Ul/mL

foram considerados normais.
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3.1.3 Avaliacao ultrassonogréfica da tiredide

Os pacientes foram submetidos a avaliagdo ultrassonografica com
Doppler colorido para determinar a localizagdo da glandula (topica ou
ectdpica) e tamanho (hipoplasico, normal ou aumentado). O exame foi
realizado sob a supervisdo de um radiologista experiente (Dra. Maria Cristina
Chammas) do Departamento de Radiologia — INRAD — HC-FMUSP. Foi
utilizado o aparelho PHILLIPS com transdutor linear de multifrequéncia 7,5-
12 MHZ. O paciente foi colocado em decubito dorsal horizontal, com leve
flexdo da cabeca para trds. Toda a regido cervical até a regido

submandibular foi avaliada.

O volume de cada lobo tireoidiano e istmo foram determinados pela
altura x largura x profundidade x 176. O volume total resultou da soma dos
lobos e istmo, que foi comparado de acordo com o sexo, idade, altura e
superficie corporal (Anexo E). Nas imagens com Doppler, o fluxo colorido
indica a vascularizacdo cervical. O fluxo para o transdutor apresenta-se em

vermelho, enquanto o azul indica o fluxo na direcéo inversa [55].

O diagnéstico final foi dado calculando-se o desvio-padrdo do volume
tireoidiano obtido em relacdo a referéncia normal, quando disponivel. Na
presenca de mais de uma comparacdo, o resultado final foi a média dos

resultados (Anexo F).
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3.1.4 Cintilografia da tiredide

Os pacientes realizaram este teste apés quatro semanas de dieta pobre
em iodo e suspensdo da levotiroxina. Foi administrado **!1 via oral na dose
de 500-1.000 pCi no inicio do teste com medidas de captacéo apoés 2, 6 e 24
horas. Foi realizada cintilografia com **Tc no dia seguinte para avaliacdo da

morfologia glandular (topografia e tamanho).
3.1.5 Teste do perclorato de sodio (NaCIO 4) intravenoso (PSIV)

Os pacientes que apresentaram glandula tépica ao ultrassom com
tamanho normal ou bocio foram submetidos ao teste PSIV, uma semana
apos a cintilografia da tiredide. O teste PSVI consistiu, inicialmente, na
administrac&o via oral de 10 pg de **'I, com o paciente em jejum. Apés 120
minutos, foi realizada captacao cervical e 100 mg de NaClO, foram injetados
por via intravenosa. O decréscimo da radioatividade na tiredide foi
determinado a cada 20 minutos durante 100 minutos. O paciente
permaneceu deitado durante o exame, com a cabeca estendida, a 25 cm do
aparelho. A porcentagem de iodo liberada pela tireéide foi calculada como a
relacdo entre a captacdo de 60 minutos apés o PSIV e a captacéo
imediatamente anterior a administracdo do NaClO,4, multiplicada por 100.
Consideramos o teste positivo quando ha um valor de descarga acima de

20%, indicando defeito de incorporacgéo de iodeto.
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3.1.6 Avaliagao com otorrinolaringologista e audiometria

Os pacientes que apresentaram teste PSIV positivo realizaram
avaliacdo com otorrinolaringologista e audiometria tonal com fonoaudiéloga

para afastar surdez neurossensorial.

3.2 ESTUDO MOLECULAR

3.2.1 Extracéo de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de leucécitos periféricos como
previamente descrito [56]. Nos casos em que houve dificuldade na coleta, a
extracdo de DNA foi realizada a partir de “swab” oral [57]. A concentracdo do
DNA foi medida em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 260 e
280 nm. A relacdo 260/280 igual a 1,8 foi utilizada para caracterizar a pureza

do material. As amostras foram armazenadas a 4°C até sua utilizacao.

3.2.2 Estudo dos genes

Reacao de polimerizagdo em cadeia

O DNA gendmico foi amplificado através da reagdo de polimerizagédo
em cadeia (PCR) utilizando-se iniciadores (“primers”) especificos para cada
gene e seguindo os protocolos padrbes para cada fragmento. Toda a regiao
codificadora e as regides intron-exon dos genes PAX8 e TSHR foram

amplificadas através de PCR (Anexos A e B, respectivamente). Os produtos
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de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 2%,

contendo brometo de etidio (0,001 mg/mL).

A sequéncia completa do gene que codifica 0 PAX8, incluindo as
regides intron-exon, foi amplificada através de PCR e sequenciada utilizando

os iniciadores descritos no Anexo A.

O volume final das reagfes foi de 25pL, utilizando o kit da Promega
(Promega, Madison, WI, EUA) nas seguintes concentragfes: 1X Green
GoTag® Reaction Buffer, DNA genémico 100-300ng, 0,2mM de cada dNTP
(dATP, dCTP, dTTP e dGTP), GoTag® DNA Polimerase 0,5U e 5uM de

cada “primer”.

As amostras foram denaturadas a 95°C por 3 minutos, seguidas de 40
ciclos de amplificacdo de: 95°C por 30 segundos, 60°C por 60 segundos e
72°C por 1 minuto. Depois do ultimo ciclo, as amostras foram incubadas a

72°C por 10 minutos.

A sequéncia completa do gene que codifica 0 TSHR, incluindo as
regides intron-exon, foi amplificada através de PCR e sequenciada utilizando

os iniciadores descritos no Anexo B.

O volume final das reacfes foi de 25uL, utilizando o kit da Promega
(Promega, Madison, WI, EUA) nas seguintes concentracdes: 1X de Green
GoTag® Reaction Buffer, DNA gendémico 100-300ng, 0,2mM de cada dNTP
(dATP, dCTP, dTTP e dGTP), GoTag® DNA Polimerase 0,5U e 5uM de

cada “primer”.

Beltrdo, C.B. Contribuicdo da dosagem de tireoglobulina e de exames de imagem para o diagnéstico de
hipotireoidismo congénito: pesquisa dos genes PAX8 e receptor do TSH na disgenesia tireoidiana.



30

As amostras foram denaturadas a 95°C por 3 minutos, seguidas de 40
ciclos de amplificacdo de: 95°C por 30 segundos, temperatura de cada jogo
de “primer” por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. Depois do ultimo ciclo, as

amostras foram incubadas a 72°C por 10 minutos.

Sequenciamento automatico

Os produtos de PCR foram tratados inicialmente com a enzima de
purificacdo ExoSAP-IT® (GE Healthcare, Estados Unidos). O produto de
PCR purificado foi sequenciado usando o protocolo de reacdo ABI PRISM
BigDye Terminator (Perkin-Elmer, Applied Biosystems) nos sequenciadores
autométicos ABI PRISM 3100 e 3130 xlI “Genetic Analyser” (Perkin-Elmer,
Applied Biosystems). Os resultados foram analisados por comparagdo da
sequencia obtida com a disponivel em banco de dados da internet para os

genes PAX8 e TSHR (www.ensembl.org/Homosapiens).

O gene PAXS foi estudado nos pacientes com os diagndsticos:

a) Ectopia

b) Atireose com TG indetectavel ou detectavel

c) Hipoplasia

O gene TSHR foi estudado nos pacientes com os diagnosticos:

a) Atireose com TG detectavel

b) Hipoplasia
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4 RESULTADOS

4.1 Estabelecimento do diagndstico etiolégico

Foram estudados 40 pacientes, sendo 28 meninas, com idade que

variou de 3 a 24 anos (média de 6,5 anos).
4.1.1 Antropometria

O peso das criangas variou de 15 a 57,5 quilos (média de 25,3 Kg), a
altura variou de 95,5 a 160 centimetros (média de 118,2 cm) e o indice de
massa corporal (IMC) 13,7 a 24 kg/m? (média de 17,3). A maioria dos
pacientes apresentava peso, altura e IMC adequados para sexo e idade.
Uma paciente (caso 3) apresentava baixa estatura por mutacdo no SHOX (Z

-2,6).

O Anexo C mostra os dados antropométricos de cada paciente quanto
a idade, sexo, peso, altura, indice de massa corporal (IMC) e seus

respectivos Z escores.
4.1.2 Dosagens hormonais para determinagéo do diagnostico etiolégico

Todos os pacientes, com excecdo dos casos 9 e 26, realizaram 0s

exames em hipotireoidismo ap0s a suspensdo da levotiroxina por 4
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semanas. Os pacientes 9 e 26 apresentaram dosagens de TSH sem

medicagao que confirmaram o diagndstico de HC.

A média de TSH encontrada, ap0s quatro semanas sem levotiroxina,

foi 129,9 pUl/mL (Tabela 2).

Foi observado que os pacientes 6, 25, 32, 34 e 36 apresentavam niveis
de TSH compativeis com hipotireoidismo subclinico ap6s quatro semanas
sem a medicacédo. Estes pacientes foram mantidos sem tratamento por mais
dois a trés meses para confirmacdo do hipotireoidismo. Todos apresentaram
elevacdo do TSH (maior ou igual a 15 pUl/mL) com aparecimento de

sintomas (astenia, obstipacéo intestinal), sendo a terapéutica retomada.

Os valores de T3, T4 e T4 livre variaram de 14 — 217 ng/dL , <1,6 —

15,8 ug/dL e < 0,3 — 2,7 ng/dL, respectivamente (Tabela 2).

Os valores de tireoglobulina (TG) variaram de <1 — 287 ng/mL. Trés
pacientes (casos 5, 19 e 20) apresentaram anti-TG positiva (> 35 Ul/mL).
Um paciente (caso 20) apresentava TG 1,6 ng/mL, porém com anti-TG

positiva, interferindo na sua interpretacao.
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Tabela 2- Valores hormonais e de tireoglobulina nos pacientes estudados

T3 T4 T4 livre TSH TG
(ng/dL) (ug/dL) (ng/dL) (LUI/mL) (ng/mL)
Total de 40 33 40 40 40
amostras
Menor 14 <1.,6 <0,3 0,2* <1
valor
Maior valor 217 15,8* 2,7* 3205 287
Mediana 110,5 5,7 0,7 87,1 27,9
Média 117,4 6,5 0,8 127.,6 47,7
DP 61,4 4.2 0,5 115 60,9
Valor de <5 a: 105-269 1-5a:7,3-150 0,7-1,5 1-5a:0,7-6,0 1,7-35
referéncia
5-12 a;: 94-241 5-12 a: 6,4-13,3 6-10 a: 0,6-5,4
12-20 a: 72-214 >12:45-12.0 11-15a:0,5-4,9

20-50 a: 70-200

16-20 a: 0,5-4,4

>20a:0,4-4,5

a: anos, TG: tireoglobulina, * coleta em vigéncia de tratamento

Comparacgéo entre TSH no “teste do pezinho” e confir  matorio e

TSH apos trés anos de idade

Através de dados obtidos em prontuario, comparamos 0s niveis de

TSH no teste do pezinho, TSH neonatal confirmatério e TSH apdés trés anos

de idade (apds suspensao da levotiroxina por quatro semanas).

N&o houve correlacdo do TSH neonatal confirmatério com o TSH apos

trés anos de idade pelo teste t pareado (n=17; r=0,333, p=0,191). Utilizando

o teste ndo-paramétrico (Wilcoxon), ndo houve significancia entre TSH no
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“teste do pezinho” e TSH neonatal confirmatorio (p=0,084), TSH no “teste do
pezinho” e TSH apds trés anos (p=0,124), assim como TSH neonatal

confirmatorio e TSH apds trés anos (p=0,981).
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Figura 4: Grafico de comparacdo entre os niveis de TSH neonatal
confirmatorio e TSH ao diagnostico (apds 3 anos)(p=0,981).

4.1.3 Ultrassonografia com Doppler colorido (USDC) da tiredide

Todos os quarenta pacientes realizaram USDC sem intercorréncias e
foram classificados de acordo com as referéncias disponiveis para estatura,
sexo, idade e superficie corpérea (Anexo E). Os resultados encontrados
foram vinte e um pacientes com tiredide topica (53%), sendo dez pacientes

com volume normal, oito pacientes com hipoplasia e trés pacientes com
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bocio; oito pacientes com tiredide ectopica (20%), sendo uma ectopia
associada a hemiagenesia e onze pacientes com atireose (27%) (Figura 5).

O resultado de USDC de cada paciente encontra-se no Anexo F.

USDC da tiredide
1 ectopia
3%

atireose

®normal

® hipoplasia
11
28% boécio

u ectopia/hemiagenesia

Figura 5: Distribuicdo percentual do diagndstico etiolégico usando a
ultrassonografia com Doppler colorido nos pacientes estudados (nimero de

casos e percentual)

Ao exame com Doppler colorido, a glandula tireoidiana normal

apresentava vascularizacao difusa como mostra a Figura 6.
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Figura 6: Ultrassonografia de paciente com hipotireoidismo congénito
mostrando glandula tireoidiana de localizagdo e tamanho normal (A) e
exame com Doppler colorido demonstrando vascularizacdo difusa da
glandula normal e das artérias carotidas (B)
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O tecido tireoidiano ectopico mostrou vascularizacdo ao Doppler

colorido, semelhante a glandula tireoidiana tépica, como mostra a Figura 7.
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Figura 7: Ultrassonografia da regido cervical mostrando tecido glandular em
regido submandibular (A) e presenca de vascularizacdo deste tecido ao
Doppler colorido (B), denotando tecido tireoidiano ectépico

Observou-se também tecido timico identificado como tecido com
parénquima mais heterogéneo e hiperecoico em relacao a tiredide, podendo
estar localizado na loja tireoidiana (Figura 8). Ao Doppler colorido, o tecido

timico ndo apresenta vascularizacéo, diferindo da glandula tireoidiana.
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Figura 8: Ultrassonografia da regido cervical mostrando tecido timico com
parénquima mais heterogéneo em comparacdo com tecido tireoidiano
normal

Também foi observada a presenca de ganglio em regido cervical
anterior, diferindo da glandula tireoidiana por apresentar textura mais
homogénea e hipoecogénica em relacdo ao tecido tireoidiano e auséncia de

fluxo ao Doppler colorido (Figura 9).

TOPRGRAF LE

Figura 9: Ultrassonografia da regido tireoidiana, identificando tecido
ganglionar (seta), por apresentar textura mais homogénea e hipoecogénico
em comparac¢ao com tecido tireoidiano normal
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4.1.4 Cintilografia da tiredide

Os exames de cintilografia da tiredide foram interpretados por dois
médicos radiologistas individualmente e em conjunto. Todos os pacientes
realizaram medida da captacdo de 2 e 24 horas sem intercorréncias.
Diagnosticamos tiredide ectdpica em treze pacientes (32%), tiredide topica
em vinte pacientes (50%) e atireose em sete pacientes (17%). Entre os
pacientes com tiredide topica, trés apresentavam bécio, doze glandula de

tamanho normal e cinco hipoplasia (Figura 10 e Tabela 3).

Cintilografiada tiredide

ectopia
13
32% atireose
Enormal
7 ®hipoplasia
17%
bocio

Figura 10: Distribuicdo do diagnaostico etiologico dos 40 pacientes estudados
atraves da cintilografia de tiredide (casos e percentual)

A captacdo mostrou-se aumentada em 2 horas em dez pacientes,
sugestivo de defeito de sintese (defeito da organificacdo ou tireoglobulina).
Nenhum paciente com ultrassonografia normal ou b6cio apresentou glandula

Beltrdo, C.B. Contribuicdo da dosagem de tireoglobulina e de exames de imagem para o diagnéstico de
hipotireoidismo congénito: pesquisa dos genes PAX8 e receptor do TSH na disgenesia tireoidiana.



40

com captacao diminuida, descartando a possibilidade de defeito de NIS ou

contaminagao.

Tabela 3- Numero de pacientes e resultado a cintilografia e captacdo da
tiredide

Total de Pacientes Cintilografia Captacéao
3 Baocio Hipercaptante
7 Normal Hipercaptante
5 Normal Normocaptante
5 Hipoplasia Normocaptante
13 Ectopia Hipocaptante
7 Atireose Hipocaptante

O resultado de cada paciente encontra-se descrito no Anexo G.

E de se notar a captacdo do radiotracador pela boca e glandulas

salivares (Figura 11).

Beltrdo, C.B. Contribuicdo da dosagem de tireoglobulina e de exames de imagem para o diagnéstico de
hipotireoidismo congénito: pesquisa dos genes PAX8 e receptor do TSH na disgenesia tireoidiana.



41

ANTERIOR

OAE ) CERVICAUANT

Figura 11:. Cintilografia da tiredide em criancas com hipotireoidismo
congénito. (A) As imagens mostram auséncia de captacdo em qualquer
regido cervical indicando atireose; (B) glandula aumentada de tamanho; (C)
glandula ectépica sublingual (seta). Observar também intensa captacao da
boca e glandulas salivares

4.1.5 Teste do perclorato de sédio intravenoso (PSIV)

Os pacientes que apresentaram glandula normal ou bécio ao USDC
com captacao aumentada a cintilografia foram submetidos ao teste PSIV.
Apenas uma criangca apresentou um episodio de vémito no inicio do teste,
com melhora espontanea apds poucos minutos. Nove pacientes realizaram o
teste PSIV, sendo seis com teste positivo, ou seja, queda da captacdo maior

que 20%. (Tabela 4). Nos pacientes que apresentaram teste positivo,
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notamos a queda da captacdo nos primeiros 20 minutos apos a injecdo do
NaClO, Nos testes negativos, a captacdo de iodo manteve-se constante
durante todo o teste (Figura 12). Os resultados de cada paciente encontram-

se no Anexo G.
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Figura 12: Graficos de percentual de queda da captacdo de iodo apos
administracdo de perclorato de sodio intravenoso ao longo do tempo. Teste
positivo (painel A) e negativo ou normal (painel B)
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Tabela 4 — Resultados de ultrassonografia, cintilografia da tiredide e teste do
perclorato intravenoso

Total de USDC CINT Captacao PSIV
Pacientes
2 Bocio Bocio  hipercaptante Negativo
1 Bdcio Bécio  hipercaptante Positivo (queda de 67,5%)
1 Normal Normal hipercaptante Negativo
5 Normal Normal hipercaptante Positivo (Qqueda de 21,2 a
85,7%)

CINT: cintilografia, PSIV: teste do perclorato de sédio intravenoso, USDC:
ultrassonografia com Doppler colorido

4.1.6 Avaliacao com otorrinolaringologista e audiom etria

Seis pacientes apresentaram teste do perclorato positivo e realizaram
consulta com otorrinolaringologista e avaliacdo audiométrica com
fonoaudidloga para descartar a presenca de surdez neurossensorial. A
avaliacao clinica e a audiometria tonal foram normais em quatro pacientes
excluindo, portanto, a surdez neurossensorial. Dois pacientes apresentaram
alteracbes a audiometria, mas foram compativeis com otite secretora a
avaliacao clinica. O caso 5 também realizou avaliacdo auditiva, por nao ter

realizado o teste PSIV, que foi normal.

4.1.7 Comparacao entre USDC da tiredide e cintilogr  afia
Ao compararmos os resultados de USDC da tireodide e cintilografia dos
quarenta pacientes estudados encontramos discordancia em nove pacientes

(Tabela 5). A discordancia mais frequente foi a presenca de glandula
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ectopica a cintilografia, que n&o foi detectada pela USDC em cinco
pacientes. Apenas uma paciente (caso 38) evidenciou glandula ectépica
sublingual associada a hemiagenesia direita, onde a cintilografia detectou
apenas tecido ectopico. Dois pacientes com hipoplasia a USDC foram
diagnosticados como glandula de tamanho normal pela cintilografia. Um
paciente (caso 21) apresentava cisto tireoidiano em uma glandula

hipoplasica ao USDC, cuja cintilografia mostrou atireose.

Tabela 5 - Diagndstico discrepante encontrado entre os métodos de
ultrassonografia com Doppler colorido e cintilografia da tiredide

Total de Pacientes uUSsDC Cintilografia
5 Atireose Ectopia
2 Hipoplasia Normal
1 Hipoplasia (cisto) Ausente
1 Hemiagenesia e ectopia Ectopia

USDC: ultrassonografia com Doppler colorido

Houve correlagcdo estatisticamente significante entre USDC e
cintilografia da tiredide nos quarenta pacientes estudados (Kappa = 0,745;
p<0,0001). Observamos concordancia de 100% nos casos de bdcio, ectopia

e glandula normal (Tabela 6).
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Tabela 6 - Comparac¢éo dos diagnosticos dados pela ultrassonografia com
Doppler colorido e cintilografia

CINT
ATIREOSE | BOCIO | ECTOPIA | HIPOPLASIA | NORMAL | TOTAL
6 0 5 0 0 11
ATIREOSE
(545%) i (0%) | (45,5%) (0%) ©0%) | (100%)
) 0 3 0 0 0 3
BOCIO
Q 0%) i (100%) | (0%) (0%) ©%) | (100%)
(V)]
- 0 0 8 0 0 8
ECTOPIA
(0%) 0%) | (100%) (0%) ©0%) | (100%)
1 0 0 5 2 8
HIPOPLASIA
(125%) | (0%) (0%) (62,5%) 25%) | (100%)
0 0 0 0 10 10
NORMAL
(0%) (0%) (0%) (0%) (100%) | (100%)
7 3 13 5 12 40
TOTAL
(17.5%) | (7.5%) | (32,5%) (12,5%) (30%) | (100%)

Comparacéo entre dosagem de tireoglobulina e cintil ografia

Os niveis de tireoglobulina foram correlacionados com o diagndéstico
determinado pela cintilografia. Foram excluidos os pacientes com anticorpo
anti-TG elevado e um paciente com TG muito baixa compativel com defeito
de TG. Os valores médios de TG encontrados foram de 46,2 ng/mL
(mediana 28,4), 6,2 ng/mL (mediana 4,7), 42,6 ng/mL (mediana 45) e 122,6
ng/mL (mediana 70,2) para ectopia, atireose, hipoplasia e defeito de sintese,

respectivamente (Figura 13). Nos casos de atireose, notamos o nivel mais
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alto de TG no paciente com cisto tireoidiano nédo identificado pela

cintilografia (TG de 18,7 ng/mL).

TG (ng/mL)
350 -

300 -
250 -
200 -
150 -
100 -

50 -

0 . .

ectopia 46,2+ 37,9 atireose 6,2+6,9 hipoplasia 42,6 +  defeito de sintese
(4,5-123) (0,1-18,7) 16,2 1226+101,3
(22,9-65,2) (39,8-287)

Figura 13: Niveis de tireoglobulina (média, desvio-padrdo e variacdo) de
acordo com o diagnastico cintilografico nos pacientes estudados

Comparacéo entre TG, USDC, cintilografia e teste PS IV para o

diagndstico etiologico definitivo

Os resultados de USDC, CINT e TG foram comparados e combinados
e 0s seguintes diagndsticos etiologicos foram definidos: treze pacientes com
ectopia (33%), oito com hipoplasia (20%), sete com provavel defeito de
sintese da tireoperoxidase ou THOX2 (18%), seis com atireose (15%), trés
com provavel defeito de sintese de tireoglobulina (8%) e trés com

diagnostico a esclarecer (3%) (Figura 14).
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Os resultados de USDC, CINT e TG de cada paciente encontram-se no

Anexo G.

13 ectopia
32,5% atireose
B hipoplasia
B defeito TPO ou THOX2
® defeito TG
156% aesclarecer

Figura 14: Distribuicdo do diagnostico etiolégico de 40 pacientes com
hipotireoidismo congénito apds determinacdo de tireoglobulina, USDC,
cintilografia e teste do perclorato (nimero de casos e percentual)

4.2 Estabelecimento do diagnostico molecular

De acordo com os resultados do diagnostico definido e do fluxograma
descrito (Figura 3) foram estudadas mutacdes para os genes PAX8 e TSHR
em vinte e sete pacientes com diagndstico etiolégico de ectopia, hipoplasia e

atireose.

4.2.1 Gene PAXS8

Foram estudados vinte e sete pacientes para mutacdo no PAX8, sendo

treze pacientes com ectopia, oito pacientes com hipoplasia, trés com
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atireose e niveis de TG detectaveis e trés pacientes com atireose e TG

indetectavel.

N&o foram encontradas mutagbes ou polimorfismos na regido

codificadora e nas regides exon-intron nesse gene na amostra estudada.

4.2.2 Gene TSHR

Foram estudados onze pacientes para mutagdo no TSHR, sendo oito
pacientes com hipoplasia e trés com atireose que apresentavam TG

detectavel.

O polimorfismo previamente descrito Glu727Asp, localizado no exon
10, foi identificado em heterozigose em dois pacientes (casos 25 e 27) com
diagndstico clinico de hipoplasia. O mesmo polimorfismo foi identificado em

homozigose nos demais pacientes (Figura 15).

O percentual de heterozigose descrito para este polimorfismo é de

18,4% (DP 24,1) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

> cCcACG ACAT G AG G

G=C
|

|

Figura 15: Eletroesferograma de parte do exon 10 do gene TSHR. A seta
indica a localizacdo da troca em homozigose de G>C, indicando o
polimorfismo Glu727Asp
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5 DISCUSSAO

O hipotireoidismo congénito € uma doenca grave que pode levar a
retardo mental irreversivel, caso ndo seja diagnosticada e tratada

corretamente. Seu tratamento € feito a partir do uso da levotiroxina sodica

[1].

A defini¢éo etioldgica do HC € importante, porque a dose da medicacéo
pode variar de acordo com a etiologia da doenca. Mathai et al, em 2008,
mostraram o uso de doses maiores de levotiroxina no inicio do tratamento de
acordo com o diagndéstico de HC [58]. Foram utilizadas doses mais elevadas
(15 pg/kg/dia) para pacientes com atireose, 12 pg/kg/dia para aqueles com
ectopia e 10 pg/kg/dia para disormonogénese [58]. Com isso, houve uma
normalizagdo do TSH (<8 muUI/L) ap6s duas semanas do inicio da
terapéutica, o que é recomendado para que haja desenvolvimento cognitivo

normal [58].

O diagnostico etiologico da doenca € realizado a partir da pesquisa do
defeito genético. Na pratica, porém, o diagnéstico etiologico do
hipotireoidismo congénito engloba exames como ultrassonografia da
tiredide, cintilografia e teste do perclorato. A dosagem de TG nédo costuma

ser feita de rotina nos servicos de Triagem Neonatal. Como é marcador da
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presenca de tecido tireoidiano, mais sensivel que a cintilografia, poderia ser
mais uma ferramenta diagnostica [59]. A avaliagdo combinada dos valores
de TG junto a exames de imagem é ferramenta importante no diagnostico
etiologico e direcionamento preciso para a pesquisa do disturbio molecular

no HC [59].

A TG produzida reflete a quantidade de tecido tireoidiano diferenciado
presente e funcionante, observacdo feita no seguimento de pacientes
tireoidectomizados por carcinoma da tiredide [60]. Neste estudo,
observamos que os niveis de TG mais elevados foram encontrados nos
pacientes com defeito de sintese de organificacdo, indicando uma producao
aumentada para compensar o defeito de sintese de horménios tiredideos.
Niveis muito baixos ou ndo dosaveis de TG foram observados nos casos de

atireose ou defeito de sintese de TG.

Na atireose, um valor baixo, porém detectavel, de TG indica a
existéncia de tecido tireoidiano, porém, a cintilografia ndo p6de detectar
tecido tireoidiano, provavelmente pela baixa resolucdo da imagem para
pouco tecido. No defeito de sintese de TG, € de se esperar nivel baixo
causado pela formacédo de uma proteina anémala, incapaz de ser detectada
pelos métodos usados. A diferenca entre pacientes com atireose e
deficiéncia de TG estd na utilizacdo do exame ultrassonografico, que
indicaria a presenca de tiredide de volume normal ou aumentado nos casos

de deficiéncia de TG.
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Nos casos de ectopia e hipoplasia tireoidiana, os niveis de TG foram
extremamente variaveis. Provavelmente, isso ocorreu pela grande variacédo

do tamanho dos tecidos ectépicos e hipoplasicos.

Miras et al, em 2007, propuseram valores de referéncia para o periodo
neonatal que auxiliaria prontamente o diagnéstico de HC ja nos primeiros
dias de vida [59]. Na infancia, ainda ndo foram determinados os valores de
referéncia normal de TG, assim como valores de referéncia de acordo com
areas suficientes ou ndo de iodo. Um outro fator limitante é a presenca de
anticorpos anti-TG. Pelo método imunofluorimétrico, na vigéncia de anti-TG,
a dosagem de TG pode apresentar-se como um valor mais baixo ou até
indetectavel, como observamos neste estudo (paciente 20). Toda dosagem
de TG, portanto, deve ser feita concomitante com a dosagem de anticorpo

anti-TG [61].

A ultrassonografia da tire6ide € um exame rapido, que pode ser
realizado a qualquer momento, sem necessidade de preparo e relativamente

barato [48].

Sasaki et al, em 2006, compararam o uso de ultrassonografia modo B,
USDC e ressonancia em pacientes com HC [55]. Foram avaliados apenas
onze pacientes portadores de HC e a USDC mostrou superioridade na
definicdo diagnéstica comparada aos demais métodos. O exame de USDC
foi realizado em hipotireoidismo, evidenciando a tireéide com aumento do
fluxo ao Doppler, mostrando um estado hiperfuncionante, o qual contribui

para a definicdo diagndstica, especialmente de tiredide ectdpica.
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No presente estudo, a USDC foi feita de maneira segura, indolor e
rapida, mesmo em criancas pequenas. Ela foi atil na localizagdo normal da
glandula, avaliacdo de tamanho e de componente cistico, que nao pode ser
avaliado pela cintilografia, corroborando com a revisdo sobre exames de

imagem na tireoide de Naik et al, em 1998 [62].

Dos quarenta pacientes estudados neste trabalho, treze apresentaram
glandula ectopica a cintilografia, mas apenas oito foram visualizadas a
USDC (61%). A utilizagcao do Doppler colorido aumenta a sensibilidade deste
método em comparacao a utilizagdo apenas do modo B. A ultrassonografia,
mesmo com Doppler, ainda apresenta limitacdes para a detecgcédo de tecido
ectdpico. Foi observado que as glandulas ectépicas ndo visualizadas a
USDC eram de tamanho bastante reduzido, evidenciado pelas imagens de
cintilografia, o que poderia ser uma justificativa para a limitacdo da
ultrassonografia nesses casos. Como o diagnostico de disgenesia tireoidiana
compreende 0s casos de ectopia ou atireose, apesar do falso diagndstico de
atireose obtido pela USDC, ndo ha prejuizo quanto ao tratamento

permanente e precoce com dose maior de levotiroxina nos casos de ectopia.

Por outro lado, a USDC apresenta vantagem em relacdo a CINT na
deteccao de tecido ndo funcionante. Um paciente (caso 21) apresentou cisto
tireoidiano em uma glandula hipoplasica diagnosticado pela USDC, que nao
foi detectado pela CINT. Ainda, uma paciente (caso 38) apresentava
hemiagenesia associada a ectopia, ambas evidenciadas pela
ultrassonografia. A cintilografia, porém, detectou apenas o tecido ectopico.

Essa paciente teve seu exame ultrassonografico repetido por outro médico,
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gue encontrou os mesmos resultados. Fugazzolla et al descreveram um
paciente com a presenca de ectopia e hemiagenesia, idéntica ao caso
descrito neste trabalho [63]. E de se esperar que o tecido tireoidiano topico
(hemiagenesia) fosse funcionante e, portanto, o tecido captante e detectado
pela cintilografia. Apenas o0 tecido ectopico, porém, foi visualizado,

provavelmente por competicdo pelo *1,

havendo maior acumulo na ectopia.
Todo exame ultrassonografico depende de um operador experiente. Na
casuistica deste estudo, foi constatado tecido timico e ganglio, que poderiam
ser confundidos com tecido tireoidiano. A utilizacdo de Doppler e da

experiéncia do operador foram essenciais para o correto diagnostico

diferencial.

Existem diversos valores de referéncia de volume normal de tiredide
para criancas na faixa escolar (acima de seis anos), levando-se em
consideracdo éarea pobre ou rica em iodo, idade, sexo, altura, estadio
puberal e superficie corporea. Entretanto, ndo existem parametros para a
primeira infancia [46-49]. Foi escolhido o critério de altura, que € sempre
determinada e de facil avaliacdo, e tal critério foi comparado com dados
obtidos no Estado de Sao Paulo, pressupondo a mesma ingesta de iodo [7,
46]. No estudo em questdo, assim como no estudo de Perone et al, o
namero de casos de hipoplasia tireoidiana foi alto (20%) em comparacao a
maioria dos estudos existentes na literatura [64]. Provavelmente, esse fato
se deve ao rigor utilizado na caracterizagcdo do volume tireoidiano através do

uso de tabelas existentes comparativamente.
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A cintilografia da tiredide € considerada o padrao-ouro no diagnostico
etiologico do HC. Este exame, porém, deve ser feito em hipotireoidismo
idealmente antes da introducdo da levotiroxina. Devido as dificuldades de
ser realizado em recém-nascido e seu alto custo, geralmente é feito apos os
trés anos de idade. E necessario preparo com dieta pobre em iodo por duas
semanas. O fato de permanecer sem ingestdo de chocolate e leite foi um
ponto negativo citado por todos os pais e pacientes. Além disso, muitos

responsaveis tiveram receio do uso do contraste radioativo.

A cintilografia pode ser realizada com iodo e/ou tecnécio. O iodo €
importante para avaliar a funcdo da glandula e o tecnécio para avaliar sua
morfologia. Idealmente, deve ser utilizado *#| e ndo **'1 porque o segundo é
mais toxico. No entanto, por ser caro e de dificil disponibilidade, n&o foi

possivel utiliza-lo no estudo em questao.

A cintilografia mostrou-se altamente eficiente no diagndstico de ectopia,
porém nao consegue definir o tamanho da glandula precisamente. Os
pacientes com disormonogénese apresentam captacao elevada nas 2 horas

iniciais, direcionando o diagndstico para defeito de organificacéo.

Alguns estudos sugerem o uso do TSH recombinante para a realizacao
da cintilografia. Com isso, ndo ha necessidade de suspender a medicacéo
quatro semanas antes do exame. Entretanto, existem poucos estudos em

criangas com carcinoma de tiredide e com hipotireoidismo congénito [65, 66].

Neste trabalho, foi realizado o teste PSIV, que apresentou efeitos
colaterais em apenas 10% dos pacientes, além de ser mais rapido que o
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teste oral. O principal inconveniente encontrado para a realizacdo do teste
PSIV foi a necessidade de manter o paciente com a cabeca estendida e sem
se movimentar para a realizacdo da captacdo. A possibilidade de ser

realizado com menor tempo de duragéo facilitaria a sua realizagéo.

O teste de perclorato de sddio intravenoso foi realizado duas horas
apos a ingestdo de iodo e com duracdo de cem minutos. Aqui, o teste foi
considerado positivo quando a descarga foi maior que 20%, semelhante a
Perone et al [64]. Alguns trabalhos consideraram teste positivo com
descarga maior que 15% ou 10% [67, 68]. O valor de corte para definir um
teste de perclorato positivo permanece duvidoso e varidvel de acordo com
os trabalhos. Pode-se também dividir o defeito na organificacdo do iodo em
parcial ou completo de acordo com o resultado do teste [69]. O defeito é
considerado parcial quando a descarga de iodo encontra-se entre 10 a 90%

e total quando € maior que 90% [70].

Neste trabalho, foi observado que, nos pacientes com teste positivo, a
queda da captacdo do iodo ocorreu precocemente, ja aos 20 minutos do
teste, mantendo-se até o final. Assim, sugerimos que o teste pode ser
realizado em menor tempo. Ha dificuldade de conseguir voluntarios sem
doenca tireoidiana na faixa pediatrica para realizacdo do teste. A realizacéo
em paciente sabidamente com disormonogénese e seus parentes tambéem é
dificl. Com o auxilio do estudo molecular, poderemos determinar o
percentual de queda e correlacionar com a gravidade do defeito (completo
ou parcial).
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Quando foram comparados os resultados dos exames realizados neste
estudo, foi encontrada boa correlacdo entre a USDC e a cintilografia (Kappa
0,745 e p<0,001). Kreisner et al, em 2003, realizaram um trabalho onde
mostraram correlacdo muito boa entre a ultrassonografia e a cintilografia da
tireéide em pacientes com HC (Kapppa 0,866 e p<0,001) [71]. Houve
apenas um caso de discordancia com ultrassonografia normal e cintilografia
gue n&do mostrou captacéo. No trabalho de Kreisner et al, no entanto, o autor
considerou os casos de atireose e ectopia como mesma etiologia. Assim,
guando comparados em conjunto, a concordancia foi maior. Kreisner et al
sugeriram a investigacao inicial do diagnostico etiolégico de HC com
ultrassonografia [71]. Caso a glandula tireoidiana fosse ausente, o
diagndstico provavel seria disgenesia tireoidiana por atireose ou ectopia. Se
a glandula estivesse presente, seriam necessarios outros exames para
esclarecimento diagndstico [71]. No presente estudo, sugerimos inicialmente
a realizacao de ultrassonografia com Doppler colorido associada a dosagem
sérica de TG. Com isso, € possivel determinar com mais precisdo 0s casos
de disgenesia tireoidiana (atireose ou ectopia) e aqueles com provavel
defeito de sintese hormonal. Dessa forma, a combinacédo entre USDC e TG
determinaria 0s pacientes que realmente necessitariam realizar a
cintilografia. Com isso, 0s pacientes com atireose e ectopia néao
necessitariam interromper a medicacdo para definicdo do diagndstico

etiolégico.

A cintilografia continua sendo o exame padrao-ouro para o diagnéstico

etiologico do HC. Nesta casuistica, a cintilografia poderia ter sido realizada
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apenas nos pacientes com glandula tépica e TG normal para determinar os

defeitos de TPO/THOX2, NIS ou PDS.

Observamos que os pacientes que realizaram o teste do perclorato
apresentaram os maiores niveis de captacdo de iodo nas primeiras 2 horas.
Assim, ndo haveria a real necessidade de sua realizagdo, apenas a
avaliacdo com otorrinolaringologista e audiometria diferenciaria os casos de

defeito de TPO e PDS.

Finalmente, é importante o diagndstico molecular através da pesquisa

de mutacdes nos genes conhecidos em pacientes com HC.

O encontro de muta¢cBes em pacientes com disgenesia € bastante raro.
Machia et al, em 1998, estudaram 145 pacientes com disgenesia e
encontraram 3 mutagdes no TSHR [20]. Perone et al, em 2004, estudaram
45 pacientes com atireose e ectopia e encontraram uma mutacao no TSHR,
além de 30 pacientes com hipoplasia e hipertirotropinemia e né&o
encontraram mutagdo no PAX8 [64]. Lewinski et al, em 2006, estudaram 33
pacientes com disgenesia e encontraram uma mutacdo no PAX8. Tato, em
2007, estabeleceu uma incidéncia de mutacéo de 6,7% no PAX8 e 18,8%
para o TSHR nos casos de hipoplasia, sem haver “hot-spots” para mutagéo

[72].

Embora houvesse o cuidado de selecionar adequadamente o0s
pacientes com disgenesia, nenhuma mutagdo foi encontrada nos genes
TSHR e PAX8 no presente estudo. Nesta casuistica, nenhum dos pacientes
referia consanguinidade e ndo apresentavam mas formacdes, principalmente
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cardiacas, que pudessem estar mais associadas a mutacdes nos genes
PAX8 e TSHR. Quatro pacientes apresentavam casos de disgenesia na

familia (casos 2 e 6 sdo irmaos e casos 23 e 35).

Foi realizado o diagndstico etioldgico e direcionamento da pesquisa
molecular em trinta e sete dos quarenta pacientes estudados. N&o foi
possivel definir o diagnostico etioldgico em trés pacientes desta casuistica
(casos 6, 32 e 36). Todos eles apresentavam niveis elevados de TSH,
acompanhados de dosagens normais de tireoglobulina, além de USDC e
CINT normais. Acreditamos estar diante de pacientes portadores de
resisténcia ao TSH ou, eventualmente, defeito de TG [73]. Aguardamos o0s
dados de sequenciamento dos genes TSHR e TG para definicdo dos

mesmaos.

Finalmente, apesar de néo ter sido objetivo do estudo, foi observado
que o diagnéstico final dos pacientes com HC pode ser feito sem a
necessidade da realizacdo de tantos exames. ApOs essas observacgoes,
sugerimos um fluxograma que pode ser utilizado apés o diagnostico

neonatal (Figura 16).

Em seguida a confirmacdo do resultado obtido através do “teste do
pezinho”, deve ser realizada ultrassonografia e dosagem de tireoglobulina.
Se a glandula estiver ausente com TG indetectavel ou baixa, o diagndstico
provavel sera atireose. Se a glandula estiver ausente com TG presente,
deve-se suspeitar de glandula ectopica que nao pode ser vista ao USDC.

Nos casos de glandula topica e normal com TG indetectavel ou baixa, deve-
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se suspeitar de defeito de sintese de TG. Nos casos de glandula tépica e
normal com TG normal ou elevada, deve-se suspeitar dos outros defeitos de

sintese de hormonios tireoidianos.

Naqgueles pacientes em que nao é definido o diagnostico com USDC e
TG, esta indicada a realizacao de cintilografia da tiredide. Este exame deve
ser feito preferencialmente ao diagndéstico, mas, se nao for possivel, apos os

trés anos de idade.

Se os exames hormonais confirmam hipotireoidismo e a cintilografia
mostra uma glandula hipocaptante, provavelmente trata-se de um defeito de
sintese do NIS. Se a glandula € hipercaptante, deve ser feita audiometria
para afastar surdez neurossensorial. Se presente, o diagnostico provavel é
defeito na PDS. Nos casos restantes esta indicado o PSIV. Se negativo,
provavelmente trata-se de um defeito de TG com TG normal. Se positivo,
defeito de TPO ou THOX2, sendo que esses dois Ultimos s6 poderdo ser
diferenciados a partir do estudo molecular. Os outros defeitos sé&o
extremamente raros e geralmente acompanhados de caracteristicas

especificas.

Com esse fluxograma, utilizando TG e CDUS como ferramentas
fundamentais para determinar o diagndstico etiolégico do hipotireoidismo
congeénito, gastos desnecessarios assim como exames excessivos dificeis

de serem realizados em criangas podem ser evitados.
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Figura 16: Fluxograma de diagnostico para hipotireoidismo congénito
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6 CONCLUSOES

6.1 Determinamos o diagndstico etiologico de 37 pacientes com
hipotireoidismo congénito a partir de dosagens hormonais,

tireoglobulina e exames de imagem.

6.2 A ultrassonografia com Doppler colorido mostrou-se importante
no diagndstico etioldgico do hipotireoidismo congénito, especialmente

guando associada a dosagem de tireoglobulina.

6.3 O teste do perclorato de sodio intravenoso mostrou-se seguro no
diagnéstico  diferencial do  hipotireoidismo  congénito  por

disormonogénese.

6.4 Nao identificamos mutacdes nos genes TSHR e PAX8 nos

pacientes com disgenesia tireoidiana.
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7 ANEXOS

Anexo A: Sequéncia dos “primers" utilizados para amplificacdo do PAX8.

Exon “primer” Sense “primer” Anti-sense

Prom S'GTGACAATTTTGTTAGCCTG3’ S'CGGTTTTATCCCGCTGAGG?
1 5'GACATGGCTGAGTGGACTCAG3' 5'CAACCTCAGCCTAGCCTAG?

2 5" CACTCCCAATCCTTGATCZ 5'CTCGGGGACCTGACCACACCT
3 S'ATTGGGTAATTCTTTGGGATTC3 5’AAGAGACAAGAAAGCCCCTGG3
4 S’AGGGGTGTCAAAAAGGCGACTG3’ S'TCCCCTTCAGCATACCCAZ’

5 S'TCTCCCTCTCCCCCACTGZ S'GGACTTTGTAGGGGCTCTGCAT3’
6 S’ GAGCATGAATAGATAGGTCCCZ S’ATTCTCCAAATGAGCCTGTG3

7 S'GTCTCTGTGCGCTGACTTCT3’ 5'GTCAGGCGGAAGGTGT3I’

8 5'CCTCCCCGCCATCTCACACCT S'CTATGGCGGCGGGTGGGAZ

9 S'GCCCCCATGGTCCAACTGACZ 5’ GTGGGACACAAGGAGCAAGA3Z’

Prom: regido promotora. Sequéncias obtidas de Kopp P [74] e Macchia PE
[20]
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Anexo B: Sequéncias dos “primers” usados para amplificacdo do TSHR.

“primer” Sense

“primer” Anti-sense

10a
10b
10c
10d
10e

S’GAGGATGGAGAAATAGCCCCGAGT
S'TAAGGTGAATTA TTA GAAAAGCT

5'GCAGAATCCATGAGGGTTGTZ
S’ ACCCTGTGGCGTAAATGCATATI
S’ AGTTTGACTACAGGTTGTCTTCZ

STATTGTGTCCTGTTATTTAAGTGCATASZ’

S'TGGGATACATATGTGGGACCTG3’

STGGTCACATTTTATTCTGATATTTGT3’

S'TCATCTCCCAATTAACCTCAGG3I

S5'CCTAGGCTCAAGCAATCCACT’
S'GATGAGATCATTGGTTTTGG3'
S'GCTCCTCATCGCCTCTGTAG3’
S'GTATCTGCCTGCCCATGGAC3T
S'CTTGCTGGTACTCTTCTATCCZ

S'CACTACTTCGGGCTGTTATTGAG3’
S'GAACTATCTTGTGCAAATCTCTT3’
STCTTTGGTCGAGGGTAACST’
5'GGGCTGGGTCCGATATGTGGTAAZ'
S5'CGAAATGAATAGAAGTTGGATGGS'

S'GAGATCTGTCATATATATACT
S’ACAACCAGTGTGATTCAGACCZ
S'TATAAGAAAACATACAGAACGAG3’
5'GCT TCCAATTTCCTCTCCACZ

S'TGTCAAAAGCTTGTAGAGTCZ
S5’ACCGACCAACATCATGAGTZ
S'GTTATATACGGTCTCGTTCTCCZ
S'TCTCCTTACCTAACCGTGTC3'
5" GTTCCCCTACCATTGTGAGTAGZ

Sequéncias obtidas de Camilot M [75]
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Anexo C: Dados antropométricos dos pacientes estudados

Paciente Sexo Idade Peso Z Altura Z IMC Z SC
(anos) (kg) (cm) (kg/m?) (m?)

1 F 6,7 245 09 1315 24 142 -09 1,0
2 M 45 256 30 110 0,8 212 3,1 0,9
3 F 75 208 -0,7 109 -26 175 09 08
4 F 37 195 18 1075 20 169 10 0,8
S F 49 212 13 1125 11 16,8 1,0 0,8
6 M 3,4 18 13 995 03 182 1,7 07
7 F 245 49 ND 160 -0,6 19,1 -0,7 1,5
8 F 19,0 45 ND 152 -19 195 ND 0,8
9 M 44 158 -08 104 -04 146 -09 0,7
10 F 41 15,7 -0,3 107 1,2 13,7 -1,6 0,7
11 M 32 225 39 104 18 20,8 3 08
12 F 7,6 23 -01 128 0,7 141 -10 09
13 F 4,1 22 19 1115 23 169 1,0 0,8
14 F 3,7 17 07 103 09 16 05 0,7
15 F 5 195 0,7 113 10 158 0,55 0,8
16 F 29 153 08 102 21 14,7 -0,9 0.7
17 F 3 18 20 955 04 19,7 23 0,7
18 M 10,3 325 O 141 0,3 164 -0,2 11
19 F 3,7 186 14 105 14 169 10 0,7
20 F 3,4 15 0 101 1,0 14,7 -0,7 0,6
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Paciente Sexo Idade Peso Z Altura Z IMC Z SC
(anos) (kg) (cm) (kg/m?) (m?)

21 M 39 208 2 110 19 172 1,2 0,8
22 M 9,8 37 09 142 09 186 08 1,2
23 F 56 293 25 125 28 188 1,7 1,0
24 F 47 153 -1 103 -0,8 144 0,7 0,7
25 F 8,3 505 2,7 145 27 24 2,1 14
26 F 133 45 -0,3 152 -09 195 02 14
27 M 49 21,7 13 112 06 173 1,3 0,8
28 F 3.1 17 14 101 16 16,7 0,7 0,7
29 M 8 28 0,7 128 0,2 171 0,7 1,0
30 F 56 174 06 109 -0,7 14,7 -0,3 0.7
31 M 53 313 35 117 12 229 3,0 1,0
32 F 8,6 42 2 137 11 224 18 1,2
33 M 104 329 O 144 0,7 159 -0,5 1,2
34 M 3,3 193 2,1 1035 15 18 16 0,7
35 M 3,2 20 2,7 109 28 16,8 0,7 0,8
36 F 114 575 1,7 1595 1,7 226 13 16
37 F 11,5 27 -2 1395 -1,2 139 -21 10
38 F 4,2 16 -2 1035 -1,2 149 -2,1 0,7
39 F 3 15 04 97 08 159 0,1 0,6
40 F 3,3 12 -1,7 93 -09 139 -16 0,6
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cm: centimetro, F: feminino, IMC: indice de massa corporal, Kg: quilograma,
M: masculino, SC: superficie corporal, Z: Z escore, *: paciente com mutagao

no SHOX
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Anexo D: Resultados de dosagens hormonais ap0s suspensdo da
medicacdo por 4 semanas

Paciente TSH T4 T4L T3 TG Anti -TG
(LUI/mL) (ug/dL) (ng/dL) (ng/dL) (ng/mL) (Ul/mL)
1 227,4 ND 0,5 83 58,3 <35
2 15,2 9,8 11 207 45 <35
3 93,5 4,5 0,5 102 12,5 <35
4 25,5 9,1 1 165 74,2 <35
5 29 9,4 11 160 103 44
6 6 10,4 1,2 180 39 <35
7 41,3 7,6 0,9 102 4,5 <35
8 289,7 2,5 0,3 67 46,5 <35
9 0,2* 15,8* 2,7 129 <1 <35
10 320,5 2,6 0,4 69 2,1 <35
11 41 10 11 197 69,6 <35
12 9,7 14,2 1,6 135 5,4 <35
13 251 2,1 0,4 49 103 <35
14 258,4 2,7 0,4 68 123 <35
15 315 <1,6 <0,3 46 9,1 <35
16 24 10,2 0,7 193 17,9 <35
17 247,9 4,2 0,5 115 27,5 <35
18 107,4 2,7 0,4 98 287 <35
19 300,9 <1,6 <0,3 14 <1 41
20 39,2 ND 1 184 1,6 101
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Paciente TSH T4 T4L T3 TG Anti -TG
(LUI/mL) (ug/dL) (ng/dL) (ng/dL) (ng/mL) (Ul/mL)
21 260,7 1,8 0,3 46 18,7 <35
22 10 ND 11 186 70,2 <35
23 202,8 6,3 0,7 113 31,5 <35
24 181,6 <1,6 <0,3 40 250 <35
25 8.8 9,2 1 185 6,8 <35
26 2,1* 11 1,6 108 <1 <35
27 42 8,5 1 202 22,9 <35
28 187,9 1,6 0,3 39 4 <35
29 118,8 5,4 0,7 96 16,9 <35
30 301,5 <1,6 <0,3 14 12,2 <35
31 46,9 11,1 1 193 53 <35
32 8,4 11,8 11 192 14,6 <35
33 63,3 ND 0,6 100 48,5 <35
34 8,5 10,1 1 217 89 <35
35 257,7 5,7 0,6 121 65,2 <35
36 12,1 ND 0,9 126 8,7 <35
37 1175 2,6 0,4 14 76 <35
38 308,8 4,3 0,5 101 18,1 <35
39 80,7 ND 0,8 179 39,8 <35
40 240,5 ND 0,3 61 28,4 <35

* realizado em eutireoidismo, ND: ndo determinado
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Anexo E: Valores de referéncia para volume normal de tiredide

Referéncia 1 — Valores de volume tireoidiano e medida dos lobos direito e
esquerdo, de acordo com a estatura (Ueda, 1990) [51]

Estatura Volume (mL) Medida do LD Medida do LE
(cm) DP (cm) (cm)

-99 2,3+0,7 0,8+0,2 0,8+0,2
100-109 3,3+1,0 0.8+0,2 0.8+0,2
110-119 41+1,1 0,9+0,2 0,9+0,2
120-129 49+1,1 0,9+0,2 0,9+0,2
130-139 6,3+2,0 0,9+0,3 1,0+0,3
140-149 7,4+272 1,0+0,2 1,0+0,2
150-159 8,5+2.3 1,1+0,2 1,1+0,2

160- 109+25 1,2+0,2 1,2+0,3

DP: desvio padrédo, LD: lobo direito, LE: lobo esquerdo
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Referéncia 2 — Valores de volume tireoidiano minimo, maximo, média, desvio-padrédo e intervalo de confianca para 95% de

acordo com sexo e faixa etaria (Duarte, 2004) [7]

Meninos Meninas
Idade Min. Max. M DP IC IC Min. Max. M DP IC IC
(anos) mL mL -95% 95% mL mL -95% 95%
6 1,6 4.9 3,2 1,2 2,1 4,2 2,3 5,2 3,7 0,8 3 4.4
7 1,7 6,7 3,6 1,2 3,3 4 2,2 7,8 3,8 1,2 3,4 4,2
8 1,6 7,8 4 1,2 3,7 4,5 2,2 6,5 3,9 0.9 3,7 4,2
9 1,8 9,2 4,5 1,3 4,1 4,8 2,9 10,8 4,6 1,1 4,3 4,9
10 1,9 9,2 4,7 1,2 4.4 5 3,1 9,4 5 1,1 4,7 5,3
11 1,9 8,2 5,2 1,3 4.9 5,6 3 15,4 5,9 2 5,4 6,4
12 2,5 13,9 6,1 1,9 5,6 6,5 4,3 17 6,9 1,9 6,4 7,4
13 3,2 13,4 7,2 2,4 6,6 7,8 4 14,4 7,2 1,9 6,7 7,7
14 3,1 3,1 7,4 2,4 6,8 8,1 3,5 18,3 7,7 1,9 7,2 8,2

DP: desvio-padréo, M: média, Max.: valor méximo, Min.: valor minimo, mL: mililitro, IC: intervalo de confianca
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Referéncia 3 — Valores de volume tireoidiano minimo, maximo, média, desvio-padrado e intervalo de confianca para 95%, de

acordo com sexo e superficie corporal (Duarte,2004) [7]

Meninos Meninas

SC Min. Max. M DP IC IC Min. Max. M DP IC IC
(m2) mL mL -95% 95% mL mL -95% 95%
0,7 1,6 4,9 3 1,2 2,2 3,7 2,9 3,6 3,4 0,4 2,3 4,4
0,8 1,6 5,8 3,4 1 2,9 3,8 2,2 7,8 3,7 11 3,3 4,1
0,9 1,8 7,3 4,1 1,2 3,7 4,4 2,2 7,7 4,2 1 4 4,5
1 1,9 9,2 4,7 1,4 4,2 4,8 2,2 9,2 4,6 1,2 4,3 4,9
1,1 1,9 10,1 4,9 1,2 4,7 5,3 2,4 10,8 4,8 1,4 4.5 5,2
1,2 2,7 11,2 6 2 5,5 6,5 3,3 8,9 5,4 1,2 51 5,8
1,3 2,8 13,9 6,1 1,8 5,6 6,6 3,6 9,8 6,3 1,4 5,9 6,8
1,4 3 12,9 6,4 2,4 5,6 7,2 3,5 17 7,2 2,3 6,9 7,8
1,5 2,5 11,4 6,8 2,1 5,9 7,6 4,6 9,6 7 1,2 6,7 7,4
1,6 3,5 15 7,4 3,2 5,8 8,9 5,4 18,3 8,6 2,8 7,2 9,9
1,7 3,4 12,7 7,5 2,9 5,5 9,6 5,4 14,4 8,3 2,3 6,8 9,8
1,8 4,9 13,4 8 2,4 6,6 9,4 6,8 10,6 8,2 15 6,9 9,4

DP: desvio-padrao, M: média, Max.: valor maximo, Min.: valor minimo, mL: mililitro, IC: intervalo de confianca, SC:
superficie corporal

Beltréo, C.B. Contribui¢céo da dosagem de tireoglobulina e de exames de imagem para o diagndstico de hipotireoidismo congénito: pesquisa dos genes PAX8 e receptor do TSH na
disgenesia tireoidiana.



71

Anexo F: Medidas de lobos, istmo e volume tireoidianos de cada paciente estudado. Diagndstico ultrassonografico de

acordo com referéncias.

N LD LE Istmo VT Ref 1 Ref 2 Ref 3 Diagnéstico
(DP) (DP) (DP)

2 0,7 0,2 0,1 1 -2,8 ND ND Hipoplasia
5 1,3 0,6 0,2 2,1 -1,8 ND ND Normal
6 0,9 0,3 0,2 1,3 -1,4 ND ND Normal
10 3,2 2,8 0,8 6,8 3,5 ND ND Bdcio
11 1,3 1,4 0,1 2,8 -0,5 ND ND Normal
16 0,4 0,2 0,6 -2,7 ND ND Hipoplasia
18 5,2 4,3 0,5 10 1,2 4 4,2 Bécio
20 1 0,5 0,2 1,8 -1,5 ND ND Normal
21 0,8 -3 ND ND Hipoplasia/Cisto
22 2,6 2,4 5,2 -1 0,5 -0,4 Normal
23 0,5 0,3 0,8 -3,7 ND ND Hipoplasia
24 1,5 1,7 2,8 -0,5 ND ND Normal
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N LD LE Istmo VT Ref 1 Ref 2 Ref 3 Diagnostico
(DP) (DP) (DP)

25 1,3 1,4 2,5 -2,2 -1,5 -2 Hipoplasia
27 0,8 0,6 1,6 -2,3 ND ND Normal
31 1,2 0,7 19 -2 ND ND Normal
32 2,3 19 4,5 -0,9 0,67 -0,75 Normal
33 0,5 0,4 1 -2,9 -3 -2,5 Hipoplasia
34 1,1 1,2 2,6 -0,7 ND ND Normal
35 0,3 0,2 0,6 -2,7 ND ND Hipoplasia
36 1,3 1 2,4 -0,9 -1,75 -2,2 Normal
38 0,3 -3 ND ND Ectopia/hemiagenesia
39 3,3 2,6 6 5,2 ND ND Bécio

DP: desvio-padrao, LD: lobo direito, LE: lobo esquerdo, ND: ndo disponivel, Ref: referéncia, VT: volume tireoidiano
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N uSDC RAIU TG PCIV Audio Diagndstico
(ng/mL)

1 Ectopia Ectopia 58,3 Ectopia

2 Hipoplasia Hipoplasia 45 Hipoplasia

3 Atireose Ectopia 12,5 Ectopia

4 Ectopia Ectopia 74,2 Ectopia

5 Normal Normal hipercaptante 103 (ATGH) NR Normal Defeito de TPO/THOX2

6 Normal Normal 39 A esclarecer

7 Ectopia Ectopia 4,5 Ectopia

8 Ectopia Ectopia 46,5 Ectopia

9 Atireose Atireose <1 Atireose

10 Bdécio Bdcio hipercaptante 2,1 Negativo Normal Defeito de TG

11 Normal Normal hipercaptante 69,6 Positivo Normal Defeito de TPO/THOX2

12 Atireose Atireose 5,4 Atireose

13 Atireose Ectopia 103 Ectopia

14 Atireose Ectopia 123 Ectopia
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N usDC RAIU TG(ng/mL) PCIV Audio Diagnostico

15 Atireose Atireose 9,1 Atireose

16 Hipoplasia Normal 17,9 Hipoplasia

17 Ectopia Ectopia 27,5 Ectopia

18 Bdcio Bdcio hipercaptante 287 Positivo Normal Defeito de TPO/THOX2
19 Atireose Atireose <1(ATGH+H) Atireose

20 Normal Normal hipercaptante 1,6(ATG+) Positivo Normal Defeito de TPO/THOX2
21 Hipoplasia Atireose 18,7 Hipoplasia

22 Normal Normal hipercaptante 70,2 Positivo Normal Defeito de TPO/THOX2
23 Hipoplasia Hipoplasia 31,5 Hipoplasia

24 Normal Normal hipercaptante 250 Positivo Normal Defeito de TPO/THOX2
25 Hipoplasia Normal 6,8 Hipoplasia

26 Atireose Atireose <1 Atireose

27 Hipoplasia Hipoplasia 22,9 Hipoplasia

28 Atireose Atireose 4 Atireose

29 Atireose Ectopia 16,9 Ectopia
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N usDC RAIU TG(ng/mL) PCIV Audio Diagnostico
30 Ectopia Ectopia 12,2 Ectopia
31 Normal Normal hipercaptante 53 Negativo Normal Defeito de TG
32 Normal Normal 14,6 A esclarecer
33 Hipoplasia Hipoplasia 48,5 Hipoplasia
34 Normal Normal hipercaptante 89 Positivo Normal Defeito de TPO/THOX2
35 Hipoplasia Hipoplasia 65,2 Hipoplasia
36 Normal Normal 8,7 A esclarecer
37 Ectopia Ectopia 76 Ectopia
38 Ectopia’lhemiagenesia Ectopia 18,1 Ectopia
39 Bocio Bdcio hipercaptante 39,8 Negativo Normal Defeito de TG
40 Atireose Ectopia 28,4 Ectopia

ATG: anti-tireoglobulina, audio: audiometria, N: paciente, NR: ndo realizado, PCIV: teste do perclorato, RAIU: captacéo,
TG: tireoglobulina, USDC:ultrassonografia
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Anexo H: Termo de consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA O U RESPONSAVEL
LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ccoovvuuiriniinioenireineens Sexo: M L] F[]

DATA NASCIMENTO: ........ T

ENDEREQCO ...t NO APTO:
BAIRRO: ... CIDADE ..o
CEP:.......... TELEFONE: DDD (............ )

2. RESPONSAVEL LEGAL ..ottt en et en e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CuUrador €tC.) .........ccveveiereririieeiieeeiieeeieeeeeeeen
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......covviiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeen. SEXO: ML F L]

DATA NASCIMENTO.: ....../.......]......
ENDEREGO: w...oioiiisiisissesssis st N APTO: ......

BAIRRO: ..o CIDADE: ...

CEP: TELEFONE: DDD (............ )ttt

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Pesquisa de mutacdes nos genes PAXS8
e receptor do TSH apés a determinagcédo da etiologia do hipotireoidismo
congénito. Importadncia da ultrassonografia com Dopp ler colorido,
cintilografia da tiredide e teste do perclorato int ravenoso.

PESQUISADOR: Dra Cristine Barbosa BEItra0o ..o
CARGO/FUNCAO: Médica pos-graduanda ...INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° ...101792.
UNIDADE DO HCFMUSP: ..Disciplina de Endocrinologia e Metabologia

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEMRISCO [ ] RISCOMINIMO ~ xx[ | RISCO MEDIO 0

RISCO BAIXO N RISCO MAIOR U
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)
4.DURAGAO DA PESQUISA : 48 MESES........ccvevernenn.
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADO R AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNAND O:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa: O hipotireoidismo que seu filho apresentou
assim que ele nasceu precisa ser investigado depois que ele tiver 3 anos de idade.
Assim ndo tem nenhum risco para o seu desenvolvimento, parar a medicacdo por 1
més. Com esta pesquisa, conseguiremos saber por que seu filho tem
hipotireoidismo. Se é porque a glandula ndo se desenvolveu completamente ou
porgue ela ndo funciona direito. A causa é genética, ou seja, o0 seu filho nasceu com
esse problema. Precisaria saber se é de familia ou sé aconteceu com ele mesmo.

2. procedimentos que serdo utilizados e propdésitos, incluindo a identificacdo dos
procedimentos que sdo experimentais: O seu filho deve suspender o0 medicamento
levotiroxina por 1 més para fazer todos os exames. Ele vai colher exame de urina e
de sangue, para analisar os hormonios e para o teste genético. O teste do
perclorato de sédio vai precisar que seu filho receba uma medicacgéo radioativa pela
boca (iodo), que ndo d4 nenhum problema porque a dose é muito baixa. Depois ele
recebe uma medicacdo na veia (perclorato de sédio), que também n&o da nenhum
efeito ruim na crianca. Depois ele ficara deitado em uma cama para uma maquina
pequena fazer a leitura. Depois de uma semana, ele volta para o laboratério para
fazer o exame da captacdo e mapeamento, quando ele toma de novo o iodo
radioativo e tira umas fotos da tiredide. O exame de ultrassonografia vai ser feito na
crianca deitada e uma espécie de bastdo é passado em todo o pescoco para
procurar a tiredide e a imagem € vista em uma televiséao.

3. desconfortos e riscos esperados: o desconforto da picada para injetar o perclorato.
Nessa mesma hora, iremos colher os exames de sangue e do estudo genético. O
perclorato e o iodo ndo dao nenhuma sensacdo ruim e duram poucas horas no
corpo. Nao ha nenhum problema de passar para as outras pessoas, porque a dose
€ muito baixa.

4. beneficios que poderédo ser obtidos: com estes testes, poderemos tentar encontrar a
causa do hipotireoidismo do seu filho, dar o melhor tratamento e também
aconselhar a familia sobre o risco de ter outro filho com a mesma doenca.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo

Beltrdo, C.B. Contribuicdo da dosagem de tireoglobulina e de exames de imagem para o diagnéstico de
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE G ARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais ddvidas.

Os exames de sangue para este estudo ndo tém risco. Mesmo assim, todas
as duvidas serdo esclarecidas a qualquer momento. P ara esclarecimentos, a
pessoa pode entrar em contato com o pesquisador res ponsavel pelo projeto
(item V).

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar
do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

O paciente e familiar que participar desta pesquisa pode desistir quando
quiser, sem que isso impligue em qualquer forma de constrangimento e nao
havera nenhum prejuizo a sua assisténcia médica.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

Os resultados dos exames serdo entregues apenas aos responsaveis pelo
paciente, ndo sendo divulgados para nenhuma outra p  essoa. Toda a pesquisa
tera sigilo absoluto. Os dados obtidos serdo usados sem a identificacdo dos

participantes.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

Caso haja qualquer dano a saude, a Disciplina de En  docrinologia e Metabologia
disponibilizara assisténcia ao paciente.

5. viabilidade de indenizacéo por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa.

N&o cabe indenizacdo, porque o paciente recebera to da a assisténcia e nado
havera prejuizo a sua assisténcia médica.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVER SAS.

vl. OBSERVACOES COMPLEMENTARES :

Beltrdo, C.B. Contribuicdo da dosagem de tireoglobulina e de exames de imagem para o diagnéstico de
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VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
gue me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 200...

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador

Dra Cristine Barboza Beltrdo
CRM 101792

Dra Suemi Marui

CRM 70248

(carimbo ou nome Legivel)
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