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RESUMO

Fatores preditores para o diagnostico de hipotireoidismo congénito permanente e variagdo
temporal da incidéncia em Sergipe, Brasil. Hérika Mesquita Gumes Felix. Aracaju, 2022.

O hipotireoidismo congénito (HC) pode ser permanente (HCP) ou transitério (HCT). Embora
a importancia da tiroxina na mielinizacdo do cérebro infantil seja indiscutivel, os beneficios
do tratamento do HCT em relagdo ao desenvolvimento neurolégico permanecem
controversos. Nossos objetivos foram determinar fatores preditivos para HCP e verificar as
mudangas das incidéncias do HCP e HCT de 2004 a 2015. Dos 172547 recém-nascidos de
2011 a 2015, 140325 recém-nascidos foram triados pelo programa de triagem neonatal em
Sergipe (81,32% de cobertura), dos quais 767 (0,54%) apresentaram alteracdo no teste do
papel filtro (TSH neonatal maior que 5,2 pU/ mL). Cinquenta e oito (7,5%) crian¢as ndo
foram localizadas pelo servico social para o teste soroldgico confirmatorio e 391 (50,97%)
criancas foram excluidas por apresentarem TSH inicial sérico inferior a 4,2 pU/mL. Dos 315
prontuarios restantes, 165 criancas foram avaliadas até os 3 anos de idade e tiveram a
confirmacdo do diagnostico de HCP e HCT, sendo 88 criancas submetidas a exames de
imagem da tireoide. A incidéncia média de HCP e HCT foi calculada de 2004 a 2010 e de
2011 a 2015. (Sergipe DATASUS-MS). 66 criancas foram diagnosticadas com HCP e 99 com
HCT. Oitenta e um porcento das criangas com HCP e todas as criangcas com HCT com exame
de imagem da tireoide tinham glandula in situ. Os preditores mais importantes para HCP
foram o TSH sérico inicial, marginalmente maior do que o TSH do papel filtro, sequido por
uma grande distancia do T4 livre sérico inicial. As incidéncias médias do HCP (1:4166 para
1:2126 odds ratio: 1,95, IC 95% 1,36 a 2,95, p<0,0001) e do HCT (1:1900 para 1:1417 odds
ratio 1,33, 95%, IC 1,02 a 1,77, p=0038) aumentaram ao longo do tempo. Em concluséo, 0s
preditores mais importantes de HCP s&o o TSH sérico inicial e o TSH do papel filtro. As
incidéncias médias de HCP e HCT aumentaram ao longo do tempo, em nossa série por raz6es
desconhecidas.

Descritores: Hipotireoidismo Congénito; Tireotropina; Tiroxina; Triagem Neonatal.



ABSTRACT

Congenital hypothyroidism (CH) can be permanent (PCH) or transient (TCH). Although the
importance of thyroxine in myelination of the infant brain is undisputed, the benefits of
treating HCT in relation to neurodevelopment remains controversial. Our objectives were to
determine predictive factors for HCP and to verify changes in the incidences of PCH and
TCH from 2004 to 2015. Of the 172,547 newborns from 2011 to 2015, 140,325 newborns
were screened by the neonatal screening program in Sergipe (81.32% coverage), of which 767
(0.54%) showed changes in the filter paper test (neonatal TSH greater than 5.2 pU/mL). Fifty-
eight (7.5%) children were not located by the social service for the confirmatory serological
test and 391 (50.97%) children were excluded because their initial serum TSH was lower than
4.2 pU/mL. Of the 315 remaining medical records, 165 children were evaluated up to 3 years
of age and had the diagnosis of PCH and TCH confirmed, 88 of which underwent thyroid
imaging. The mean incidence of PCH and TCH was calculated from 2004 to 2010 and from
2011 to 2015. (Sergipe DATASUS-MS). 66 children were diagnosed with PCH and 99 with
TCH. Eighty-one percent of children with PCH and all children with TCH with thyroid
imaging had gland in situ. The most important predictors for PCH were baseline serum TSH,
marginally higher than filter paper TSH, followed by a large distance from baseline serum
free T4. The mean incidences of PCH (1:4166 to 1:2126 odds ratio: 1.95, 95% CI 1.36 to
2.95, p<0.0001) and TCH (1:1900 to 1:1417 odds ratio 1.33, 95%, CI 1.02 to 1.77, p=0.038)
increased over time. In conclusion, the most important predictors of PCH are initial serum
TSH and filter paper TSH. The mean incidences of PCH and TCH increased over time in our
series for unknown reasons.

Descriptors: Congenital Hypothyroidism; thyrotropin; thyroxine; Neonatal screening.
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1. INTRODUCAO

O hipotireoidismo congénito (HC), condicdo neonatal na qual a tireoide néo produz
hormdnio suficiente para suprir as necessidades do organismo do recém-nascido, pode ser
permanente (HCP), devido a disgenesia da tireoide ou a disormonogénese, ou transitorio
(HCT), deficiéncia hormonal temporaria, com resolucdo geralmente nos primeiros meses de
vida (1).

Embora muta¢des no gene dual oxidase 2 (DUOX2) e no gene do receptor do TSH
(TSH-R) tenham sido descritas no HCT (2, 4), a maioria desses casos nao tem causa definida,
sendo a ingestdo de iodo, a diminuicdo dos niveis de corte da triagem neonatal e o tempo de
coleta (5).

Diagnosticar e tratar corretamente as criangas com HC de maneira oportuna ou
tempestiva (19) representa um beneficio significativo para o paciente, sua familia e a
comunidade, reduzindo custos sociais, emocionais e financeiros, incluindo escolas especiais
de alto custo (8). O tratamento deve ser iniciado com uma dose diéria de levotiroxina de 10 a
15 pg/kg, idealmente iniciada antes do 14° dia ap6s o nascimento. Entretanto, o tratamento
excessivo dos casos de HCT pode gerar preocupacOes desnecessarias nas familias afetadas
(7), e a os beneficios do neurodesenvolvimento nessas criancas permanecem controversos ( 9,
10).

O programa de triagem neonatal (PTN) para HC (PTN-HC) é um dos marcos mais
notaveis na saude publica. Desde sua inauguracdo em Quebec-Canada em 1972, casos graves
de HC com retardo mental irreversivel foram abolidos em paises com ampla cobertura do
PTN-HC (6).

E possivel afirmar que o HC é uma doenca diferente apds os 50 anos do programa.
Antes da triagem neonatal, era uma doenca multissistémica, com manifestacOes
dermatoldgicas, hematoldgicas, cardiopulmonares, intestinais e cerebrais, hipometabolismo
acentuado, baixa estatura grave, as vezes incapacidade de se manter em pe, atraso puberal e
retardo mental acentuado. O tratamento tardio com levotiroxina melhorava o estado
metabdlico e sistémico, mas o déficit mental era irreversivel (7). Atualmente o HC é uma
doenca com envolvimento cerebral minimo e alguns déficits intelectuais e motores finos. O
foco do tratamento estd em garantir o maximo desenvolvimento neuromotor e intelectual dos
afetados. Para isso, a antecipacdo da idade de tratamento e a reducdo dos pontos de corte tém

sido utilizadas em todo o mundo.
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A importancia da tiroxina na mielinizacdo do cérebro infantil é indiscutivel, como
demonstrado recentemente em estudos de ressonancia magnética (8). Embora a razdo para
detectar HC grave seja inequivoca, o beneficio para os resultados do neurodesenvolvimento
ao tratar bebés com elevagbes modestas do horménio tireoestimulante (TSH) e concentracdes
limitrofes do T4 livre (T4L) ainda gera discussGes, com alguns estudos mostrando uma
relacdo entre desempenho escolar e TSH neonatal (9), enquanto outros ndo (10).

Outra questdo intrigante é o aumento da incidéncia mundial de HC (11), especialmente
com glandula in situ (12). A reducdo dos valores de corte do TSH neonatal e o aumento da
sobrevida de criangcas prematuras e de baixo peso ao nascer podem contribuir para esse
aumento (13). No entanto, as raz0es para esse aumento permanecem obscuras, embora fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais tenham sido propostos (14, 15, 16, 17, 18).

O Ministério da Saude do Brasil estabeleceu, em 2001, o Hospital Universitario da
Universidade Federal de Sergipe (HU-UFS) como a Unica entidade a realizar o PTN no estado
de Sergipe (PTN-SE), que utiliza o0 mesmo ponto de corte do TSH neonatal (5,2 pU/ mL)
desde a sua implementacdo. Isso permite a comparacdo adequada de diferentes periodos de
tempo (19, 20, 21). Em um artigo anterior no PTN-SE, foi relatado que entre as criangas com
nivel sérico inicial de TSH maior que 10 pU/mL, mais de dois tercos dos casos tinham HCP e
13,5% tinham HCT. Em criangas com nivel sérico inicial de TSH maior que 4,2 pU/mL e
menor ou igual a 10 pU/mL, 13,8% apresentavam HCP, enquanto 58,1% apresentavam HCT
(22).

O objetivo principal do presente estudo é avaliar os fatores preditores para o
diagndstico de hipotireoidismo congénito permanente em um recém-nascido com TSH
neonatal do papel filtro anormal. Um objetivo adicional é verificar se a incidéncia de HC

permanente e transitorio mudou nos periodos de 2004 a 2010 e de 2011 a 2015.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Glandula tireoide
2.1.1 Embriologia, anatomia e histologia

A tireoide tem origem no embrido como uma invaginacdo mesodérmica no assoalho
faringeal do fordmen cecum, descendo anteriormente & traqueia, bifurcando-se e formando
dois lobos laterais. A extremidade caudal do ducto tireoglosso forma o lobo piramidal,
palpavel em condicGes causadoras de inflamacéo difusa da tireoide (22).

O crescimento superior da glandula é limitado pela ligacdo do mdsculo
esternotireoideo a cartilagem tireoide. J& os crescimentos inferior e posterior sdo irrestritos.
Nos casos de aumento de volume tireoideano, pode haver extensdo até mesmo no mediastino
superior (22).

As relacbes anatbmicas sdo clinicamente importantes com 0s nervos laringeos
recorrentes, que passam por tras da glandula, e com dois pares de glandulas paratireoides,
que, comumente, se localizam atrds da porcdo superior e medial dos lobos. HA também
envolvimento da traqueia, e as margens posteriores dos lobos chegam até o es6fago. Em casos
de crescimento da glandula, invaséo por malignidade ou lesdo em caso de cirurgia, todas essas
estruturas podem ser comprimidas (22).

O suprimento sanguineo € rico, estando aumentado na situacdo de hipertireoidismo.
Os tirdcitos formam foliculos, que circundam um Iimen central contendo tireoglobulina

iodada (coloide), que representa as reservas hormonais da glandula (22).

2.1.2 Fisiologia

A fungdo primaria da tireoide é produzir e secretar horménios, que exercerdo efeitos
fisiologicos importantes em todo o organismo. Tiroxina (T4) é o horménio produzido em
maior quantidade. Ele serd convertido nos tecidos periféricos a fracdo biologicamente ativa,
triiodotironina (T3). A tireoide secreta 20% do T3 circulante. A maior parte (80%) € derivada
da conversdo periférica de T4 em T3. No plasma, T3 e T4 estdo ligados a proteinas séricas,
como globulina ligadora de tiroxina (TBG), albumina e pré-albumina. Apenas uma pequena
fracdo do T4 (0,02%) e do T3 (0,3%) que se encontra no estado livre é capaz de entrar nas

células e exercer seus efeitos bioldgicos (23).

A acdo da tireoide é regulada pelo TSH, secretado pelas células tireotroficas da

hipdfise anterior. A ligacdo do TSH com o seu receptor na célula folicular da tireoide estimula
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a sintese e a secrecdo dos hormonios tireoideanos, assim como estimula o crescimento da
glandula. A producdo de TSH é estimulada pelo horménio liberador de TSH (TRH),
produzido por neurdnios especificos do hipotdlamo. Hormonios tireoideanos circulantes
inibem a secrecdo de TRH e TSH, completando o feedback negativo e promovendo a
homeostase (23).

2.2 Hipotireoidismo congénito
2.2.1 Conceito

O HC é uma condicéo neonatal na qual a tireoide ndo produz horménio suficiente para
suprir as necessidades do organismo do recém-nascido. Pode ser causado pela incapacidade
parcial ou total da tireoide em produzir os horménios tireoideanos (hipotireoidismo primario)

ou pela falta de estimulo hipofisario ou hipotalamico (hipotireoidismo central) (23).
2.2.2 Classificacéo e etiologia

O HC pode ser permanente ou transitorio. O HCP pode resultar de defeito nas
proteinas envolvidas na sintese dos horménios tireoideanos, ou de defeito na transcri¢do de
fatores envolvidos no desenvolvimento da tireoide. A maioria dos casos de HCP é
consequente a alteracdes relacionadas a disgenesia da glandula, como situacGes de agenesia,
ectopia ou hipoplasia (23).

O HCT ¢é uma deficiéncia hormonal temporaria, com resolucdo geralmente nos
primeiros meses de vida. Pode ser causado por deficiéncia ou exposicdo excessiva a iodo no
periodo pré-natal, passagem transplacentaria de anticorpos maternos, ou uso de drogas
antitireoideanas pela gestante devido a doenca autoimune (25).

E necessaria a distingdo entre o HC transitorio e o teste de triagem falso-positivo. Este
Gltimo apresenta teste de triagem alterado, com teste confirmatorio normal (25).

As criancas diagnosticadas com HC devem ser avaliadas periodicamente ao longo do
seguimento e, aos trés anos de idade, elas devem ser reavaliadas sem terapia, para determinar
se 0 hipotireoidismo é transitorio ou permanente. A avaliacdo é dispensada nas criangas com
aplasia de tireoide confirmada (26).

A hipertireotropinemia € a situacdo na qual o TSH se encontra elevado, apesar de um
T4 normal. O tratamento desta condicdo € controverso. Assim como o HC, a

hipertireotropinemia também pode ser transitdria. Caso ndo haja distingdo entre as situagoes, é
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preferivel utilizar o conceito de “elevacdo transitéria de TSH”, para evitar alteragdes

significativas nas taxas de incidéncia do HC transitério (21, 27).

2.2.3 Manifestagdes clinicas

Além do papel crucial no crescimento e no neurodesenvolvimento, 0os hormonios
tireoideanos exercem efeitos importantes em outros 6rgdos. No sistema cardiovascular, o
hormonio tireoideano promove a reducdo da resisténcia vascular sistémica, aumenta a
frequéncia e o débito cardiacos, além da contratilidade miocéardica. Promove também a
excrecgdo renal de sal e 4gua, estimula a motilidade gastrointestinal, aumenta a taxa metabdlica
basal e a temperatura corporal (57).

O quadro clinico vai depender do grau e do tempo de duracdo da deficiéncia
hormonal. Os principais sinais e sintomas do HC séo: dificuldade de succgéo, constipacéo,
hipotermia, bradicardia, edema, alargamento de fontanelas, macroglossia, ictericia
prolongada, hérnia umbilical, retardo do crescimento e do desenvolvimento e pele aspera (57).

E importante considerar que tais sinais e sintomas sdo inespecificos e discretos ou
ausentes no periodo neonatal, podendo ser encontrados em varias outras patologias, o que
reforca a importancia dos testes de triagem para diagnostico e tratamento precoces.
Entretanto, como todos os testes, o rastreio neonatal também esta sujeito a resultados falsos
negativos. Por isso, diante de forte suspeicao clinica, principalmente nas situacdes de bdcio,
retardo de crescimento, hiperbilirrubinemia indireta prolongada e alargamento de fontanela
posterior maior que 0,5cm, é necessario prosseguir na investigacao (57).

2.2.4 Tratamento

A levotiroxina € o tratamento para o HC, devendo ser iniciada assim que o diagndstico
for feito, idealmente nas primeiras duas semanas de vida. A dose diaria recomendada é de 10-
15 pg/kg, objetivando atingir o eutireoidismo rapidamente (22).

De acordo com o protocolo do HU-UFS para manejo do HC, ap6s inicio do
tratamento, a reavaliacdo laboratorial deve ser realizada com quatro semanas. Quando houver
normalizacdo dos horménios tireoideanos, o intervalo entre as consultas vai variar de acordo
com a idade da crianca: até 6 meses, consultas a cada 1 a 2 meses; dos 6 meses aos 3 anos,
consultas a cada 2 a 3 meses; acima dos 3 anos, o intervalo é de 4 a 6 meses. Caso haja

mudanca da dose, a reavaliacio devera ocorrer apds 4 semanas do ajuste (20). E necessario
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checar cuidadosamente a aderéncia ao tratamento no caso de pacientes que néo respondem
como o esperado. Isso inclui avaliar o método de administracdo da levotiroxina e descartar
condi¢des gastrointestinais que prejudiqguem a absorcdo da medicacdo (doenca celiaca ou
coadministragdo com outras medicagdes) (31).

No periodo de 2011 a 2015, no ambulatério do HU-UFS, o tratamento era iniciado
quando o TSH sérico se encontrava maior ou igual a 10 pU/mL. Atualmente, utiliza-se o

valor de TSH > 6,0 pU/mL para inicio da terapia.

2.3 Programas de triagem neonatal

A triagem neonatal é um programa de triagem populacional que tem o objetivo de
diagnosticar precocemente doencas congénitas. Os testes sdo realizados em amostras de
sangue colhidas em papel filtro, preferencialmente entre o terceiro e o quinto dia de vida (53).
Os resultados alterados séo confirmados em amostras de soro, sangue total ou urina. Os casos
confirmados sdo encaminhados para tratamento ou investigacdo adicional em servigos de
referéncia (32).

Nos paises de Primeiro Mundo parece existir uma tendéncia para a triagem de um
numero cada vez maior de doengas. J& nos paises de Terceiro Mundo, onde 0s recursos
disponiveis sdo escassos, essa ampliacdo ainda permanece incerta (32).

A triagem para HC foi desenvolvida em 1972, na provincia de Quebec, Canada. Em
1974, ela foi incorporada a triagem de fenilcetonuria e tirosinemia que ja era realizada
previamente nos recém-nascidos da provincia. Com o passar dos anos, os testes de rastreio
foram sendo adotados por diversos paises (6).

Os casos de retardo mental por HC praticamente desapareceram onde a triagem
neonatal € realizada de forma universal, dentro da primeira semana de vida e a terapéutica dos
casos confirmados é iniciada com brevidade. Sendo assim, o tratamento do HC baseado nos
testes de rastreio é uma das realizagbes mais bem-sucedidas da medicina preventiva (34).

No Brasil, a lei federal n° 8069 foi criada em 1990, estabelecendo a obrigatoriedade do
rastreio para HC e fenilcetoniria em todo o pais. Em 2001, o PTN foi implantado pelo
Ministério da Saude (MS) atraves da portaria n° 822 (35).

Atualmente, todos os estados brasileiros e o Distrito Federal realizam a triagem para
HC, cujos valores de corte variam entre 5-10 pU/mL (58). O nivel de corte preconizado pelo
PTN nacional ¢ 10 pU/mL (59). mas os estados podem definir sobre a adocdo de valores
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mais baixos, como no caso do estado de Sergipe, que apresenta um ponto de corte de 5,2
pu/mL.

2.3.1 Programa de triagem neonatal em Sergipe

A Secretaria de Saude do estado de Sergipe, utilizando um laboratério privado, iniciou
em 04 de maio de 1993 os programas de triagem para HC e fenilcetondria (20).

O MS, através da portaria n°822 / 2001, organizou os programas de triagem,
nomeando o HU-UFS como o unico servigo publico do estado referéncia em triagem neonatal
(20).

O PTN-SE vem sendo periodicamente avaliado, e a manutengéo do ponto de corte do
TSH neonatal desde o inicio permite uma adequada comparagdo entre os diferentes
momentos.

Inicialmente, em avaliacdo feita no periodo de junho a dezembro de 1995, era
observada uma morosidade nas etapas do programa (a média de idade da crianca na coleta do
exame era de 30 dias e a média de idade na primeira consulta com o pediatra era de 80 dias),
além de baixa cobertura de criancas submetidas ao teste de triagem (5% das no interior do
estado de Sergipe e 42% na capital). Esses dados mostravam que o referido programa néo
estava atingindo seus objetivos principais, que eram o tratamento precoce e a cobertura
ampliada dos recém-nascidos (63).

Nova avaliacdo foi feita no segundo de semestre de 2003, mostrando uma média de
idade de 12 dias na coleta da amostra e de 28 dias para a primeira consulta. A cobertura no
referido periodo foi de 67% no interior e 85% na capital. A incidéncia de 1998 a 2003, no
servico publico de saude de Sergipe para o HC, foi de 1/4850. A reduc¢do do tempo nas etapas
do programa e o aumento da cobertura indicavam uma evolu¢do muito favoravel do PTN-SE
(29).

De janeiro de 2005 a agosto de 2006, a média da idade da crianca na ocasido da coleta
foi de 10 dias. Em 2005, a cobertura do PTN, para o interior e para a capital de Sergipe, foi de
77% e 73%, respectivamente. A incidéncia de HC no periodo foi de 1 caso para 6005
pacientes triados (20).

A evolucdo do HC para uma condi¢cdo permanente ou transitéria foi estudada no
periodo de 2004 a 2010. Em analise inicial, 37 criancas foram classificadas como tendo HC
(TSH sérico inicial >10 pU/mL) e 167 como suspeito HC (TSH sérico inicial entre 5,2 e 10

pnU/mL). O diagnostico final, feito apds 3 anos de acompanhamento, incluia 46 casos de HC
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permanente, 56 de hipertireotropinemia e 102 de HC transitorio. Esse estudo mostrou que o
seguimento ambulatorial é necessario para determinar a evolucdo para HCP ou HCT, visto
que predizer essa evolucdo com os exames iniciais € dificil e incerto. A incidéncia de HCP no
periodo foi 1:4166 e de HCT foi 1:1900 (21).

2.4 Justificativa

O nosso trabalho se propde a dar continuidade a essa avaliacdo do PTN-SE, trazendo
importantes informacBGes que podem ser utilizadas para o aperfeicoamento do préprio
programa e para a préatica clinica dos profissionais que fazem o acompanhamento desses
pacientes. Nesse sentido, pretende-se contribuir para que o pediatra, frente a um teste de
triagem alterado, possa prever se a condicdo subjacente é permanente ou transitoria.
Outrossim, pretende verificar se existiu variacdo temporal do HCP ou HCT nos periodos

estudados.
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3. OBJETIVOS:
e Avaliar fatores preditores para o HCP.

e Avaliar a existéncia de variacdo temporal na incidencia do HCP nos periodos de 2004
a 2010 e 2011 a 2015.

e Avaliar a existéncia de varia¢do temporal na incidencia do HCT nos periodos de 2004
a 2010 e 2011 a 2015.
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4 CASUISTICA E METODOS
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo de analise de prontuério em criangas triadas no
PTN-HC do estado de Sergipe no periodo de 2011 a 2015 e acompanhadas no ambulatério do
HU-UFS.

4.2 Local
Toda a coleta de dados foi realizada no HU-UFS.

4.3 Manejo dos resultados anormais da triagem neonatal

Por ser um teste de triagem e ndo um teste diagndstico, o TSH neonatal deve ser
confirmado pela determinacédo das concentracdes séricas do TSH sérico inicial e T4 (total e/ou
livre). Segundo o protocolo do HU-UFS para manejo do HC, quando o sistema nacional de
triagem neonatal sinaliza uma crianga com TSH neonatal alterado (TSH > 5,2 uU/mL), o
servico social convoca a mesma para coleta de exames confirmatdrios em sangue venoso -
TSH e T4 (total e/ou livre) — e a encaminha para consulta médica.

Os exames sericos confirmatdrios sao liberados, sempre que possivel, no mesmo dia
da coleta e, com os resultados em maos, 0 paciente segue para consulta médica. Quando néo é
possivel a liberagdo rapida dos resultados dos exames confirmatorios, os casos com TSH
neonatal > 10 pU/mL sdo encaminhados para consulta médica no mesmo dia da coleta.

Os pacientes com valores de TSH neonatal entre 5,2 pU/mL e 9,9 pU/mL tém a
consulta médica agendada para a data mais proxima a liberacdo dos resultados. Caso o TSH
sérico seja menor ou igual a 4,2 pU/mL, com T4 livre normal, em duas dosagens
consecutivas, sem levotiroxina, considera-se o paciente normal, sendo excluido do PTN.

Se 0 TSH sérico estivesse entre 4,21 e 10 pU/mL com T4 livre normal, o paciente era
considerado suspeito HC (hipertirotropinemia), sendo encaminhado ao ambulatério de
pediatria do PTN. Naqueles com TSH sérico > 10 uU/mL o tratamento era iniciado, sendo 0s
mesmos encaminhados para acompanhamento no ambulatério de endocrinologia pediatrica do
PTN (PTN-Endoped). Se o TSH sérico estiver entre 4,21 e 10 pU/mL com T4 livre baixo ou
0 TSH sérico for maior que 10 pU/mL, a crianca era considerada portadora de HC, sendo

tratada e acompanhada no ambulatério de PTN-Endoped.



23

4.4 Classificacao dos dados

Apobs os 3 anos de idade, as criancas que apresentaram TSH sérico maior que 10,0
pnU/mL em tratamento com levotiroxina, independente dos valores de T4, foram classificadas
como HCP.

Nos pacientes que estavam em uso de baixas doses e ndo apresentavam etiologia
estabelecida para o HC ou hipertireotropinemia, o tratamento era interrompido por um
periodo de 30 dias para a realizacdo de dosagens de TSH, T4 livre e total para avaliar a

permanéncia ou transitoriedade da condicéo.

A partir destas dosagens pds-suspensdo do tratamento, o diagndstico final foi

estabelecido conforme os critérios a seguir:

e HCP: TSH sérico maior que 10,0 pU/mL, independente dos valores de T4; ou TSH
sérico entre 4,2 pU/mL e 10,0 pU/mL, mas com T4 livre baixo;

e HCT: HC inicial ou suspeito HC que normalizou no seguimento (TSH sérico menor

ou igual a 4,2 pU/mL e T4 livre e T4 total normais);

e Hipertireotropinemia: TSH sérico entre 4,2 pU/mL e 10,0 pU/mL, com T4 livre

normal.

O valor de referéncia de normalidade para o T4 livre era> 0,79 ng/dL e para o T4 total
> 7,2 ug/dL.

4.5 Critérios de Inclusdo

Os critérios de inclusdo foram criangas nascidas no estado de Sergipe no periodo de
2011 a 2015, que foram submetidas ao teste de triagem neonatal do PTN-SE e apresentaram
TSH neonatal superior a 5,2 pU/mL e TSH sérico confirmatorio acima de 4,2 pU/mL.

4.6 Critérios de Excluséo

Os critérios de exclusdo foram auséncia de prontuario no ambulatério do HU-UFS;
perda de seguimento antes do diagndstico final; e criancas com diagndstico final de

hipertireotropinemia.
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4.7 Variaveis do estudo
As variaveis do estudo foram:

e Data de nascimento;

Género (masculino ou feminino);

Prematuridade (definida como o nascimento que ocorre antes das 37 semanas

completas de gestacéo);

TSH neonatal do papel filtro (medido pelo método imunofluorimétrico, Auto-
DELFIA, Perkin-Elmer, Life-Sciences);

TSH sérico inicial (medido pelo método imunofluorimétrico, no laboratério do
HU-UFS);

T4 | (medido pelo método de quimioluminescéncia, no laboratério do HU-
UFS);

Idade de inicio de tratamento (descrita em dias, de acordo com 0 momento em

gue o paciente comegou a usar a levotiroxina);

e Exames de imagem (foram utilizadas ultrassonografia e/ou cintilografia de tireoide, e
os resultados foram classificados como: glandula in situ — sem alteracdes;
tireomegalia — volume glandular aumentado, definido de acordo com a idade da
crianca no momento em que realizou o exame; disgenesia / agenesia —

desenvolvimento incompleto ou ausente da glandula) (60).

4.8 Selegéo da amostra

Dos 172547 recém-nascidos de 2011 a 2015 (Sergipe DATASUS-MS), 140325 foram
rastreados pelo PTN-SE (81,32% de cobertura), dos quais 767 (0,54%) apresentaram
alteragcdo no teste do papel filtro (TSH neonatal maior que 5,2 pU/ mL). Cinquenta e oito
criancas ndo foram localizadas pelo servigo social para o teste sorologico confirmatorio e 391
das 767 (50,97%) criancas foram excluidas por apresentarem TSH inicial sérico inferior a 4,2
pu/mL.

Os prontuarios das 315 criancas restantes foram pesquisados para avaliacdo de

seguimento e diagnostico final. Foram excluidas do estudo as criangcas cujos prontudrios
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estavam ausentes (57), que haviam perdido seguimento no ambulatério (76) ou que
apresentaram diagnostico final de hipertireotropinemia (17).

Cento e sessenta e cinco criancas (21,5% dos exames de sangue neonatal alterados)
foram elegiveis para este estudo, 88 delas foram submetidas a exames de imagem

complementares.

4.9 Analise estatistica
4.9.1 Analise geral

Os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para verificar a
normalidade das variaveis. As variaveis continuas apresentaram distribuicdo ndo normal e
foram expressas em mediana (distancia interquartil). As diferencas entre os grupos HCP e
HCT foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney. As variaveis categoricas foram expressas
em frequéncia absoluta e percentual e comparadas pelo teste exato de Fisher. A compara¢do
das variaveis entre os trés grupos de imagem da tireoide foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis
para amostras independentes, com as comparacdes pareadas.

A incidéncia média de cada condi¢éo final foi calculada pelo WinPepi versdo.4.0. O
intervalo de confianca de 95% (IC 95%) e o odds ratio (OR) também foram registrados. A
analise estatistica foi realizada no IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences),
versdo 23.0, Chicago, IL, EUA). O nivel de significancia aceito foi inferior a 0,05 e todos os

testes foram bicaudais.
4.9.2 Anélise de Cluster

A metodologia de Cluster é uma abordagem de andlise estatistica multivariada que
possibilita a identificacdo de grupos com caracteristicas homogéneas, podendo ser usada
quando se tem pelo menos trés variaveis numeéricas. Uma das técnicas utilizadas consiste em
desagregar um conjunto de objetos em subconjuntos menores, de acordo com as suas
caracteristicas (variaveis). Seguindo calculos matematicos de distancia é possivel atribuir
medida de proximidade (similaridade) a todos os pares de objetos e entre cada objeto e os
subgrupos. Posteriormente, repetindo os passos anteriores, formam-se os subgrupos de tal
forma que as distancias entre os membros de um subgrupo sejam minimas e as distancias

entre os subgrupos sejam maximas (54, 55).
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No nosso trabalho, utilizamos esse método de analise com varidveis categoricas
(diagndstico de HCP) e continuas (TSH neonatal, TSH sérico inicial e T4l sérico inicial). O
método de log-verossimilhanca foi utilizado para as medidas de distancia. O numero de
clusters a serem formados ndo foi especificado antecipadamente. Estimamos a silhueta da
medida de coesdo e separacdo, uma medida para a adequacdo geral da estrutura de cluster
encontrada, que varia de -1 a 1, assim definido: menor do que 0,25: sem estrutura substancial,
0,26 a 0,50: estrutura fraca; 0,51 a 0,70: estrutura regular; e 0,71 a 1,0: estrutura forte (quanto
mais préximo de 1,0, maior o valor discriminatdrio). As diferencas nas caracteristicas entre os
clusters foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes, com as

comparagdes aos pares.

4.10 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Sergipe sob 0 numero do CAAE 43123021.0.0000.5546.
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5 RESULTADOS

Das 165 criancas selecionadas para o estudo, 66 apresentaram diagnostico final de
HCP (40,0%) e 99 de HCT (60%).

A tabela 1 mostra os possiveis fatores preditores para o diagnéstico de HCP ou HCT.
Enquanto a idade de inicio do tratamento e o sexo foram semelhantes, os niveis de TSH
neonatal do papel filtro e TSH inicial sérico foram maiores, e os niveis de T4l foram menores

no HCP em comparacdo ao HCT (p < 0,0001, em todas as comparagdes).

Tabela 1. Possiveis fatores preditores para o diagnéstico permanente (HCP) em 66 criancas,
ou transitorio (HCT) em 99 criangas, com hipotireoidismo congénito.

HCP HCT p
Idade de inicio de tratamento (dias) 54 (33,0) 55 (40,0) 0,371
Género masculino n (%) 29 (43,9) 57 (57,5) 0,112
TSH neonatal (LU/mL) 9,10 (42,54) 6.42 (1,76) <0,0001
TSH sérico inicial (WU/mL) 13,0 (192,62) 5.54 (1,89) <0,0001
T4l sérico inicial (ng/dL) 0,99 (0,3) 1.14 (0,15) <0,0001

Fonte: elaborado pela autora.
Valores expressos em mediana (intervalo interquartil), exceto para género expresso em n (%). Teste de
Mann-Whitney.

A tabela 2 mostra o diagndstico final de HCP ou HCT de acordo com o aumento das
concentracBes sericas de TSH sérico inicial. Dois tergos dos casos de HCP e a maioria dos
casos de HCT apresentavam TSH sérico inicial entre 4,2 a 20 pU/mL. Por outro lado, um
terco dos casos de HCP e 8% dos casos de HCT apresentaram TSH sérico inicial superior a 41
HU/mL. Essa distribuicdo de frequéncias foi significativamente diferente (p<0,0001, teste
exato de Fisher).

Tabela 2. Diagndstico final de hipotireoidismo congénito permanente (HCP) ou transitdrio
(HCT) de acordo com as concentracdes séricas crescentes de TSH sérico inicial (uU/mL).

Diagnostico 421020 21 to 40 41 to 100 >100 Total
HCP n (%) 40 (61) 3 (4,5 5 (7,5) 18 (27) 66 (100)
HCT n(%) 92 (93) 0 (0,0) 1(1,0) 6 (6,0) 99 (100)

Fonte: elaborado pela autora.
Valores expressos em n (%); p < 0,0001, teste exato de Fisher.
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A tabela 3 mostra o diagnéstico final de HCP ou HCT de acordo com as concentragoes
decrescentes de T4l sérico inicial. Metade dos casos de HCP e a maioria dos casos de HCT
tiveram T4l inicial entre 0,79 e 1,16 ng/dL. Por outro lado, um terco dos casos de HCP e
apenas 2% dos casos de HCT tiveram T4l inicial inferior a 0,4 ng/dL. Essa distribuicdo de
frequéncias foi consideravelmente diferente (p<0,0001, teste exato de Fisher).

Tabela 3. Diagndstico final de hipotireoidismo congénito permanente (HCP) ou transitorio
(HCT) de acordo com as concentracdes decrescentes de T4 livre sérico (ng/dl).

Diagnostico 1,16 a0,79 0,78a0,4 <04 Total
HCP n (%) 30 (45,4) 18 (27,3) 18 (27,3) 66 (100)
HCT n (%) 87 (87,9) 10 (10,1) 2 (2,0 99 (100)

Fonte: elaborado pela autora.
Valores expressos em n (%); p < 0,0001, teste exato de Fisher.

Obtivemos informacgdes sobre prematuridade em 146 criangas. Dentre elas, 58 casos
de HCP, sendo que 54 (93,1%) eram a termo e quatro (6,9%) eram prematuros. Dos 88 casos
de HCT nesse grupo, 81 (92%) eram a termo e sete (8,0%) eram prematuros, com distribuigdo
de frequéncias semelhante (p= 0,541, teste exato de Fisher).

Tabela 4. Diagnostico final de hipotireoidismo congénito permanente (HCP) ou transitorio
(HCT) de acordo com a idade gestacional.

Prematuro A termo Total
HCP n (%) 04 (6,9) 54 (93,1) 58 (100)
HCT n (%) 07 (8,0) 81 (92,0) 88 (100)

Fonte: elaborado pela autora.
Distribuicéo de frequéncias semelhante (p= 0,541, teste exato de Fisher).

A tabela 5 mostra a morfologia tireoideana em 58 criangcas com HCP e em 30 com
HCT. A maioria dos casos de HCP (81%) e todos os casos de HCT apresentam glandula in

situ. Essa distribuicdo de frequéncias foi diferente (p = 0,034, teste exato de Fisher).
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Tabela 5. Morfologia tireoideana em 58 criangas com hipotireoidismo congénito permanente
(HCP) e em 30 com transitorio (HCT).

Diagnostico In situ Tireomegalia Disgenesia / Agenesia  Total
final

HCP n (%) 47 (81,0) 5 (8,6) 6 (10,4) 58 (65,9)
HCT n (%) 30 (100,0) 0(0) 0 (0) 30 (34,1)

Fonte: elaborado pela autora.
Valores expressos em n (%); p: 0,034, teste exato de Fisher.

Nas 88 criancas submetidas a exames de imagem, fizemos a correlacdo do resultado
desses achados com os dados hormonais. A tabela 6 mostra essa analise. O TSH neonatal e o
TSH sérico inicial apresentaram comportamento semelhante nos grupos da tireomegalia e da
disgenesia / agenesia, sendo significativamente maiores em comparacao ao grupo da glandula
in situ. Ja os niveis de T4l apresentaram comportamento inverso, sendo maiores no grupo da
glandula in situ em comparagdo com as demais categorias.

Tabela 6. Dados hormonais de acordo com a morfologia tireoideana em 58 criangas com
hipotireoidismo congénito permanente (HCP) e em 30 com transitorio (HCT).

Glandula in Tireomegalia Disgenesia / p

situ Agenesia
N 77 5 6
TSH neonatal (uU/mL) 7,5 (5,2) 101,4 (87,0) 162,7 (265,5) <0,0001
TSH sérico inicial (WU/mL) 8,7 (16,4) 223,0 (415,1) 333,0 (594,6) 0,001
T4l sérico inicial (ng/dL) 1,0 (0,3) 0,4 (0,7) 0,8 (0,12) 0,039

Fonte: elaborado pela autora.
Valores expressos em mediana (intervalo interquartil) e comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. As
comparacdes pareadas para TSH neonatal mostraram que a glandula in situ x hiperplasia: p=0,045, in
situ x disgenesia: p=0,001. Para TSH sérico inicial, glandula in situ x disgenesia: p=0,005.
Trés clusters foram discriminados em 130 criangas (aquelas que apresentavam registro
em prontuario de todas as variaveis utilizadas). No grafico 1, observamos que oitenta criangas

(61,5%) estavam localizadas no cluster 1, 8 (6,2%) no cluster 2 e 42 (32,3%) no cluster 3.
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Gréfico 1. Distribuicdo de pacientes por Clusters

m Cluster 1
= Cluster 2
= Cluster 3

Fonte: elaborado pela autora.

A tabela 7 mostra as caracteristicas dos trés clusters identificados e o numero de
pacientes com HCP em cada cluster. Nenhuma crianca teve HCP no cluster 1, enquanto
87,5% das criancas no cluster 2, e todas as criancas do cluster 3 tinham HCP. A estrutura
desta andlise foi forte, com um valor médio de silhueta de 0,9.

Tabela 7. Caracteristicas dos clusters em 130 criancas triadas e 0 nimero de hipotireoidismo
congeénito permanente (HCP) em cada cluster.

Caracteristicas Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 p
(n=80) (n=8) (n=42)

Idade de inicio de 53 (39) 36 (19) 55 (30) 0,113

tratamento (dias)

Género masculino (%) 50 (62,5) 4 (50,0) 21 (50,0) 0,376

TSH neonatal 6,3 (1,6) 96,1 (109,2) 7,4 (4,7) <0,0001

TSH sérico inicial 55 (1,7) 238,0 (259,0) 8,7 (10,1) <0,0001

T4l sérico inicial 1,1(0,1) 0,4 (0,3) 1,0(0,2) <0,0001

HCP no Cluster n (%0) 0 (0) 7 (87,5) 42 (100) <0,0001

Fonte: elaborado pela autora.
Valores expressos em mediana (intervalo interquartil) e comparados pelo teste de Kruskal-Wallis,
exceto para sexo e casos de HCP no Cluster expressos em n (%). As comparacfes pareadas mostraram
para o TSH neonatal que Cluster 1 x Cluster 2: p <0,0001, Cluster 2 x Cluster 3: p=0,003, Cluster 1 x
Cluster 3: p=0,031. Para TSH sérico inicial, Grupo 2 x Grupo 1: p <0,0001, Grupo 2 x Grupo 3:
p=0,019, Grupo 1 x Grupo 3: p<0,0001. Para T4l inicial no soro, Grupo 1 x Grupo 2: p <0,0001,
Grupo 1 x Grupo 3: p<0,0001.

A analise da importancia dos preditores para HCP esta apresentada no grafico 2,

mostrando que o TSH inicial sérico foi o mais importante (importancia do preditor, 1,00),
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marginalmente maior que o TSH neonatal (importancia do preditor 0,97). O terceiro marcador

é 0 T4l sérico inicial (importancia do preditor 0,07), que ndo é um importante preditor.

Gréfico 2. Anélise da importancia dos preditores para HCP
Importancia do preditor
T4l sérico inicial -
st serco niial - |

st ncorctl |

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

m Importancia do preditor

Fonte: elaborado pela autora

De 2004 a 2010, dos 193794 recém-nascidos triados, 46 tiveram o diagnostico de
HCP, com incidéncia média de 1:4166. De 2011 a 2015, dos 140325 recém-nascidos triados,
66 tiveram o diagnostico de HCP, com incidéncia média de 1:2126 (odds ratio:1,95, IC 95%
1,36 a 2,95, p<<0,0001). De 2004 a 2010, dos 193794 recém-nascidos triados, 102 tiveram o
diagnostico de HCT, com incidéncia média de 1:1900. De 2011 a 2015, dos 140325 recém-
nascidos triados, 99 tiveram o diagndstico de HCT, com incidéncia média de 1:1417 (odds
ratio: 1,33, IC 95% 1,02 a 1,77, p=0,038).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo observamos que, enquanto a idade de inicio do tratamento e a
distribuicdo por género foram semelhantes entre as criancas com HCP e HCT, os niveis de
TSH neonatal e TSH sérico inicial foram maiores e 0s niveis de T4l foram menores no grupo
do HCP em comparagdo com HCT.

Quando analisamos o diagnostico de HCP ou HCT de acordo com o aumento das
concentragOes séricas de TSH inicial, encontramos uma distribuicdo de frequéncias bastante
diferente. Quarenta pacientes (61%) com HCP e 92 (93%) com HCT apresentavam TSH
inicial sérico entre 4,2 a 20 pU/mL. Por outro lado, aproximadamente um terco (34,5%) dos
casos de HCP e 8% dos casos de HCT apresentaram TSH sérico inicial superior a 41 pU/mL.

Ao analisar a prevaléncia de HCP ou HCT de acordo com as concentragdes
decrescentes de T4l sérico inicial, também foi encontrada uma distribuicdo de frequéncias
bastante diferente. Menos da metade (45,4%) dos casos de HCP e 87,9% dos casos de HCT
tiveram T4l inicial entre 0,79 e 1,16 ng/dL. Por outro lado, um terco dos casos de HCP e
apenas 2% dos casos de HCT tiveram T4l inicial inferior a 0,4 ng/dL. Esses dados concordam
com um artigo irlandés, que sugeriu que maiores concentracbes de TSH neonatal e sérico
inicial e niveis séricos mais baixos T4l inicial foram associados a uma maior probabilidade de
HCP. No entanto, nesse estudo ndo foi possivel prever o desfecho com certeza, pois foi
encontrada variagdo expressiva. No mesmo estudo irlandés, o HCP estava presente em um
terco dos lactentes com concentracdo sérica de TSH entre 8 a 20 pU/ml e o HCT foi
observado em um quinto dos lactentes com concentracdo sérica de TSH acima de 100 pU/mL
(17). Do ponto de vista pratico, € muito importante, quando o médico recebe um recém-
nascido com resultado de TSH neonatal alterado, saber quais fatores podem ser preditores do
diagnéstico de HCP versus HCT. Para tanto, utilizou-se 0 método de analise de agrupamento
em duas etapas, com variaveis categoricas (diagnostico de HCP) e continuas (TSH neonatal,
TSH sérico inicial e T4l sérico inicial). Trés clusters foram identificados e o numero de HCP
em cada cluster foi medido. Oitenta criancas triadas (61,5%) estavam no cluster 1, 8 (6,2%)
no cluster 2 e 42 (32,3%) no cluster 3. Nenhuma crianca tinha HCP no cluster 1, enquanto
(87,5%) das criancas no cluster 2, e todas as criangas do cluster 3 tinham HCP. A analise da
importancia da predicdo para HCP revelou que o TSH sérico inicial foi 0 mais importante,
marginalmente maior do que o TSH neonatal, seguido com grande distancia, pelo T4l sérico

inicial. Portanto, o TSH sérico inicial € o melhor preditor do diagnostico de HCP.



33

Um estudo canadense avaliou fatores preditores para HCP e HCT. Os valores de TSH
neonatal (mediana de 118,9 pU/mL no grupo do HCP e de 29,7 pU/mL no grupo do HCT) e
TSH seérico inicial (mediana de 100,0 pU/mL no grupo do HCP e de 18,4 pU/mL no grupo do
HCT) diferiram significativamente entre os pacientes com HCP e HCT. O T4l sérico inicial e
historia de doenga tireoideana materna também apresentaram comportamentos com diferenca
estatistica entre os grupos. A disgenesia tireoideana se apresentou como um forte preditor
para HCP. Outro preditor avaliado foi a dose de levotiroxina (por quilo de peso) utilizada pela
crianca. As doses de levotiroxina que predizem HCT foram inferiores a 3,9 ug/kg aos 6 meses
de idade, menor do que 3,0 ug/kg aos 1 e 2 anos, e menor do que 2,5 pg/kg aos 3 anos de
idade (62).

A maioria dos casos de HCP e todos os casos de HCT tinham glandula in situ. Este
achado estd de acordo com varios estudos publicados anteriormente (12, 17, 37).
Considerando esse achado, a ultrassonografia € um método simples, ndo invasivo e de baixo
custo, que pode auxiliar na decisdo terapéutica, pois se a glandula ndo foi tdpica, trata-se de
HCP com grande probabilidade.

A etiologia do HC com glandula in situ permanece incerta, e os fatores que
determinam sua diversidade clinica sdo desconhecidos. Os possiveis efeitos de agentes
ambientais toxicos na glandula tireoide fetal e neonatal estdo sendo estudados atualmente em
varios cenarios (37, 38, 39).

Outro achado importante do trabalho atual € o aumento significativo da incidéncia de
HCP e HCT comparando os periodos de 2004-2010 e 2011-2015 na mesma regido, sem
alteracBGes demogréficas, com a mesma ingestdo de iodo, 0 mesmo procedimento de triagem e
a mesmo ponto de corte nos dois periodos (21).

Aumento semelhante também foi demonstrado na Irlanda durante um periodo de 37
anos. Os autores sugerem que outras causas potenciais, como deficiéncia de iodo e fatores
ambientais precisam ser considerados (17).

Vaérios poluentes tém sido estudados como potencialmente tdxicos para a tireoide fetal
e neonatal, que podem afetar a transcricdo de genes envolvidos no desenvolvimento da
glandula tireoide, como perclorato (18), organoclorados halogenados, pesticidas, bifenilos
policlorados e éteres dietilicos policromados (39, 40, 41), fungicidas (42), bisfenol (43) e
Oxido de nitrogénio (44).

Um estudo escocés usando um agrupamento de espago-temporal sugeriu o
envolvimento de um ou mais agentes ambientais espacialmente variaveis e transitérios. Esses

agentes podem incluir poluentes ou pesticidas, que se espera que ocorram mais em
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comunidades rurais (38). O Brasil € um grande consumidor de agrotoxicos (45), mas nao
temos conhecimento de qualquer influéncia desses fatores ambientais na incidéncia de HC em
Sergipe.

O aumento da incidéncia de HC parece generalizado, como também demonstrado na
ultima década em Xiamen, na China, onde a incidéncia de HC aumentou devido ao aumento
na incidéncia tanto de HCP quanto de HCT, principalmente naqueles com glandula in situ
(49). Os autores sugeriram causas potenciais de HC, como deficiéncia ou excesso de iodo e
fatores ambientais e genes suscetiveis ao HC (49).

Alguns fatores podem explicar o aumento da incidéncia de HC, como a redugdo do
ponto de corte e a composicdo demogréfica da populagdo. Na Italia, um estudo realizado na
regido da Sicilia, mostrou que a reducdo do ponto de corte de TSH para 6 pU/mL permitiu o
reconhecimento de neonatos com exames confirmatorios positivos, que ndo teriam sido
recrutados pelo ponto de corte anteriormente empregado (>10 pU/mL). Casos adicionais de
HCP foram detectados, alguns dos quais apresentavam defeitos da embriogénese tireoideana e
hipotireoidismo grave na confirmacdo do diagndstico pelos niveis séricos hormonais e nos
exames de imagem utilizados (ultrassonografia e/ou cintilografia) (47).

Nosso PTN-HC utiliza o mesmo nivel de corte desde fevereiro de 2003 (19) e,
portanto, este ndo é o fator para o aumento da incidéncia de HC. Outro possivel fator para
alteracGes no HC poderia ser a composi¢do demogréfica. Hispanicos e asiaticos sdo relatados
como tendo as maiores incidéncias de HC (1:1600 e 1:2380, respectivamente) (5). Sessenta
por cento da populacdo do nordeste brasileiro é de origem europeia (49), e Sergipe é uma das
regides onde os portugueses iniciaram a colonizagdo do Brasil. No entanto, a composic¢do da
populacdo ndo se alterou nos doze anos deste estudo e, portanto, alteracdo da composicdo
demogréafica ndo € uma razdo para 0 aumento da incidéncia de HC em Sergipe.

O Brasil tem quase trés milhdes de nascimentos por ano, sendo que mais de 12,4%
compreendem partos prematuros e de criancas de baixo peso (53). Esses dados refletem a
necessidade da criagdo protocolos especificos para a triagem de pré-termos, recém-nascidos
de baixo peso e agudamente doentes. Todas essas criancas devem ser triadas, embora possam
ser mais predispostas a resultados falsos positivos e falsos negativos, 0s quais precisam ser
reavaliados no seguimento. Para essas situagdes, 0S casos especiais devem ser retestados e
remetidos a protocolos especificos. O importante é que se garanta o diagnostico o mais rapido
possivel, evitando o risco de perda de casos ou atraso diagnostico, que podem ser muito

deletérios para a crianca (56).
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A partir da publicacdo em 2016 do manual técnico de Triagem Neonatal Biologica
pelo MS, foi elaborado um protocolo juntamente com a maternidade Nossa Senhora de
Lourdes, referéncia no estado de Sergipe para a gestacdo de alto risco, para a reconvocacao
destes pacientes.

Em 2018, junto com a Secretaria de Estado da Salde, foi publicado o Protocolo
Estadual para a Triagem Bioldgica para as maternidades da rede publica do estado de Sergipe
orientando a triagem seriada destes pacientes, baseada no manual técnico do MS e na
realidade das maternidades em nosso estado. Infelizmente, a adesdo ainda é baixa, mas o
protocolo existe, foi orientado e vem sendo colocado em pratica principalmente na
maternidade referéncia. Embora ndo tenhamos utilizado essa estratégia em nosso estudo, ja
que foi publicada ap6s o periodo da coleta dos nossos dados, a porcentagem de recém-
nascidos prematuros foi semelhante entre os pacientes com HCP e HCT, parecendo néo
influenciar no aumento da incidéncia.

As limitaces do nosso estudo incluem a possivel qualidade incompleta dos
prontuarios, a perda de recém-nascidos apés a coleta de TSH neonatal e a perda de
seguimento antes do diagnostico final, o que reduziu o nimero de criangas estudadas.

De acordo com os dados apresentados, 0 médico com os resultados TSH neonatal e do
TSH seérico inicial, pode prever com grande probabilidade que as criangcas com maiores
valores de TSH sérico inicial e TSH neonatal possuem maior chance de evoluir para uma
condicdo de HCP. Esta predicdo ndo é absoluta, pois uma crianga no cluster 2, que é o com
niveis mais elevados de TSH, apresentou HCT. A maior reducdo do T4l aumenta a chance
de HCP, porém de forma discreta. A imagem geralmente ndo disponivel neste momento,
ajudaria somente em uma minoria de casos com disgenesia ou tiromegalia, pois na grande
maioria dos nossos casos a tireoide é tdpica e normal. Por outro lado, as incidéncias médias de
HCP e HCT aumentaram ao longo do tempo, em nossa série por razdes desconhecidas.

O nosso estudo representa um impacto positivo no PTN-SE, visto que da seguimento a
um trabalho de sua reavaliacdo, feito desde a sua implementacdo, objetivando identificar
possiveis falhas e sugerir melhorias. Isso proporciona constante geracdo de conhecimento
pelo grupo do HU-UFS. Além disso, reforca a necessidade de um servico devidamente
integrado para o sucesso do programa, tanto a nivel de equipe multidisciplinar (médicos,
enfermeiros, técnicos de enfermagem, biomédicos, assistentes sociais, dentre outros), quanto
multissetorial (maternidades, unidades bésicas de saude, laboratérios e 0s hospitais e

ambulatorios de referéncia para o seguimento dos pacientes com exames alterados).
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7 CONCLUSOES

1. O preditor mais importante de hipotireoidismo congénito permnaente foi o TSH
sérico inicial, marginalmente maior que o TSH neonatal.

2. Aincidéncia media do hipotireoidismo congénito permanente aumentou de 2004 a
2010 para 2011 a 2015, sendo igual a 1:4166 e 1:2126, respectivamente.

3. Aincidéncia média de hipotireoidismo congénito transitorio também aumentou no

mesmo periodo de tempo, sendo igual a 1:1900 e 1:1417, respectivamente.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados do presente trabalho avancam na predicdo do futuro diagnéstico de
hipotoroidismo congénito permanente a partir de um recém-nascido com teste de triagem
alterado. Também confirmam a tendéncia mundial de aumento da incidéncia de
hipotiroidismo congénito. Em nosso meio, as razGes para este aumento ndo parecem ser
devidas a questdes metodoldgicas, como os niveis de corte, demogréficas ou a prematuridade.

Novos estudos devem pesquisar as razdes para este aumento.
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Abstract

Objectives: Congenital hypothyroidism (CH) can be permanent (PCH) or transient (TCH). While the
importance of thyroxine in myelination of the infant brain is undisputed, the benefits to neurodevelopmental
outcomes of TCH treatment are controversial. Our objectives were to determine predictive factors for PCH
and verify its prevalence changes over time.

Methods: 165 children were evaluated at 3 years of age to verify the diagnosis of PCH and TCH and underwent
thyroid imaging; 130 were subjected to a two-step cluster analysis. The mean incidence of PCH and TCH was
calculated from 2004 to 2010 and 2011 to 2015.

Results: 66 children were diagnosed as PCH and 99 as TCH. 81% of PCH children and all TCH children with
thyroid imaging had gland in situ. 80 children (61.5%) were in cluster 1, 8 children (6.2%) in cluster 2 and 42
(32.3%) in cluster 3. No children had PCH in cluster 1, while 87.5% of children in cluster 2, and all children
in cluster 3 had PCH. The most important predictors for PCH were the initial serum TSH, marginally higher
than blood spot TSH, followed by a large distance by initial serum free T4. The mean incidence of PCH (odds
ratio: 1.95,95% CI 1.36 to 2.95, p<0.0001) and TCH (odds ratio 1.33, 95%, CI 1.02 to 1.77, p=0,038) increased
over time.

Conclusions: The most important PCH predictors are the initial serum TSH and the blood spot TSH. The

mean incidence of both PCH and TCH in our series has increased over time.
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; 52  Introduction
‘; 53 Congenital hypothyroidism (CH) can be permanent (PCH), due to thyroid dysgenesis or to
g 54  dyshormonogenesis, or in up to 35 % of cases, transient (TCH) (1). Although gene mutations of DUOX2 and
g 55  TSH-R have been described in TCH (2-4), most of these cases do not have a defined cause, being the iodine
:? 56 intake, the decrease in the cut-off levels of the neo-natal screening programs (NSP), and the time of blood spot
:g 57  collections the factors initially suggested for the occurrence of non-genetic TCH cases (5).
:g 58 Neonatal screening program (NSP) for CH (CH-NSP) is one of the most notable milestones in public
12 59  health. Since its inauguration by Dussault (6) in Quebec-Canada in 1972 severe cases of CH with irreversible
;(9) 60  mental retardation have been abolished in countries with wide coverage CH-NSP. Nowadays, the focus is on
gl 61  ensuring the maximum neuromotor and intellectual development of those affected. To achieve this, an
gi 62  anticipation of the age of treatment and a reduction of cut-off points have been used worldwide. However, half
;g 63  acentury later, some issues in the CH-NSP remain unresolved. Among these, the overtreatment of transient
g; 64  CH cases may have medical consequences and generate unnecessary concerns in affected families (7). The
;g 65  importance of thyroxine in myelination of the infant brain is indisputable, as recently shown in MRI studies
;; 66  (8). Although the reason to detect severe CH is unequivocal, the benefit for neurodevelopmental outcomes
gi 67  when treating babies with modest TSH elevations and borderline free T4 (FT4) concentrations still generates
§§ 68  discussions, with some studies showing a relationship between academic performance and neonatal TSH (9),
gg 69  while other not (10).
:? 70 Another intriguing issue is the worldwide increased incidence of CH (11), specially with gland in situ
g 71 (12). The reduction of the neonatal TSH cut-off values, and the increased survival of premature and low birth
3: 72 weight children can contribute to this increase (13). However, the reasons for this increase remain unclear,
:; 73 although genetic, epigenetic, and environmental factors have been proposed (14,15,16,17,18).
:g 74 The Brazilian Health Ministry Policy established in 2001 the University Hospital of the Federal
?1) 75  University of Sergipe (HU-UFS) as the unique entity to perform the NSP in the State of Sergipe, which uses
g; 76  the same cutoff point of neonatal bloodspot TSH (5.2 pU/mL) since its implementation. This allows
zg 77  appropriate comparison of different time periods (19,20,21). In a previous paper, we found that among
EZ 78  children with serum initial TSH level greater than 10 pU/mL (more than two thirds of the cases had PCH)
Zg 79 13.5% had had TCH. In children with initial serum TSH level greater than 4.2 pU/mL and less than or equal
80  to 10 pU/m, 13.8% had PCH, while 58.1% had TCH (21). The main objective of the present study is to assess
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1

; 81  predictive factors for the diagnosis of permanent congenital hypothyroidism in a newborn with abnormal

g 82  neonatal blood spot TSH. An additional objective is to verify whether the incidence of permanent and transient

? 83  CH has changed in the periods from 2004 to 2010 and from 2011 to 2015.

8

9 84 Subjects and methods

10

11 85 A descriptive, analytical, and retrospective study was carried out in children with abnormal screening

12

13 86  test in the CH-NSP in the state of Sergipe from 2011 to 2015 and followed at the outpatient clinics of the
15 87  University Hospital of Federal University of Sergipe. The inclusion criteria were neonatal TSH (measured by
17 88  the immunofluorimetric method, Auto-DELFIA, Perkin-Elmer, Life-Sciences, Turku, Finland), higher than
19 89 52 uU/mL, and confirmed serum TSH above 4.2 pU/mL (21). The exclusion criteria were absence of medical

21 90  records in the outpatient facility of the University Hospital; loss of follow-up before the final diagnosis; and

gi 91  children with the final diagnosis of hyperthyrotropinemia, after the measurement of fT4. This is a permanent
gg 92  condition, with uncertain physiological impact, defined in children without levothyroxine replacement therapy,
27

2g 93  with serum TSH between 4.2 pU/mL and 10 pU/mL, but with normal fT4.The study variables were birth date,
30 94  gender; origin, prematurity; neonatal bloodspot TSH; initial serum TSH and free T4. PCH was defined by
32 95  serum TSH greater than 10 pU/mL, regardless of fT4 values, or using levothyroxine; or without levothyroxine
34 96  use with serum TSH between 4.2 pU/mL and 10 pU/mL, but free T4 less than 0.79 ng/dL. TCH was defined
36 97  id a child initially screened as CH who normalized in the follow-up after levothyroxine withdrawal (serum
38 98  TSH less than or equal to 4.2 pU/mL, free T4 greater than or equal to 0.79 ng/dL).

40 g9 Out of 172,547 newborns born from 2011 to 2015 (Sergipe DATASUS-MS), 140,325 were screened
ﬁ 100 by NSP-SE (81.32% coverage), of which 767 (0.54%) presented an abnormal neonatal bloodspot test (neonatal
101 TSH greater than 5.2 pU/mL). Fifty-eight (7.5%) children were not located by the social service for the
47 102 confirmatory serum test, and 391 (50.97%) children were excluded due to serum initial TSH lower than 4.2

42 103 pU/mL. The medical records of 315 remainder children were searched to assess follow-up and final diagnosis.
g? 104 The children whose medical records were missing or lost follow-up before final diagnosis were excluded from
g 105  the study. One hundred and sixty-five children (21.5 % of altered neonatal bloodspot tests) were eligible for
gg 106 this study. In children, in whom there was doubt about the permanent or temporary condition of CH,
7
58

59
60 108  Imaging techniques (ultrasound and/or thyroid scintigraphy) was performed in 88 children. These images were

107  levothyroxine was suspended at age three to assess whether CH persisted after this suspension.



49

Page 5 of 27 Archives of Endocrinology and Metabolism

3 5
; 109  summarized in three groups; gland in situ, hyperplasia, and dysgenesis (agenesia and ectopic thyroid) The
g 110  IRB Committee of the Federal University of Sergipe approved the research project, under the number CAAE
© 111 43123021.0.0000.5546.

g 112 2.8 Statistical analysis

:? 113 Shapiro-Wilk and Kolmogorov—Smirnov tests were used to verify the normality of the variables. The
:; 114 continuous variables exhibited non-normal distribution, and they were expressed in median (interquartile
:‘51 115  distance). Differences between PCH and TCH groups were analyzed by the Mann-Whitney test. Categorical
E 116  variables were expressed in absolute frequency and percentage and compared by the Fisher’s exact test. The
;3 117 comparison of variables among the three thyroid imaging groups was done by the independent-samples
;; 118  Kruskal-Wallis’s test, with the pairwise comparisons.

ﬁ 119 The two-step cluster analysis method (22) was used with a categorical (PCH diagnosis) and
;g 120 continuous (neonatal blood spot TSH, serum initial TSH and serum initial fT4) variables. The log-likelihood
;Z 121 method was used for distance measurements. The number of clusters to be formed was not specified in
gg 122 advance. We estimated the silhouette of cohesion and separation measure, a measure for the overall suitability
g; 123 of the found cluster structure. It ranges from -1 to 1, thus defined: less than 0.25: no substantial structure;
2431 124 0.26 to 0.50: weak structure; 0.51 to 0.70: fair structure; and 0.71 to 1.0 : strong structure. Differences in
§§ 125  characteristics between clusters were compared by the independent-samples Kruskal-Wallis’s test, with the
:g 126  pairwise comparisons.

:? 127 The mean incidence of each final condition was calculated by WinPepi version.4.0 dividing the
g 128  number of affected children with PCH or TCH by the number of children screened during the period. The 95%
2‘; 129 confidence interval: 95% CI and the odds ratio (OR) were also registered. Statistical analysis was performed
:? 130  using IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), version 23.0, Chicago, IL, USA).The accepted
:g 131 level of significance was less than 0.05 and all tests were two-tailed.

50

51 132 Results

52

:i 133 Table 1 shows the possible predictive factors for the diagnosis of PCH in 66 children, or TCH
;’g 134 in 99 children. While age of treatment onset and gender were similar, levels of neonatal blood spot and serum
:; 135  initial TSH were higher and levels of fT4 were lower in PCH in comparison to TCH(p < 0.0001, in all
59

60 136  comparisons).
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1

; 137 Table 2 shows the final diagnosis PCH or TCH according to the increasing concentrations of serum

g 138  initial TSH. Two-thirds of PCH, and most HCT cases had initial serum TSH between 4.2 to 20 pU/mL.

6 5 o 5

2 139 Conversely, a third of PCH and only 8% of the TCH cases had initial serum TSH greater than 41 uU /mL This

8

g 140  distribution of frequencies was highly different (p<0.0001, Fisher’s exact test).

10

11 141 Table 3 shows the final diagnosis of PCH or transient TCH according to the decreasing

12

13142  concentrations of serum initial fT4. Half of the PCH and most THC cases had initial ft4 between 0.79

15

it 143 and 1.16 ng/dl. Conversely, a third of PCH and a minority of TCH cases had initial ft4 lower than

17

18 144 0.4 ng/dl. This distribution of frequencies was highly different ( p<0.0001, Fisher’s exact test).

19

20 145 Out of 58 PCH cases, 54 (93.1%) were full- term and four (6.9%) were preterm newborns. Out of
21

g; 146 88 TCH cases, 81 (92%) were full-term and seven (8.0%) were preterm newborns with similar frequencies

gg 147  distribution (p= 0.541, Fisher’s exact test).

26

57 148 Table 4 shows the thyroid morphology in 58 children with PCH and 30 with TCH. Most cases of PCH
28

29 149 (81%) and all the case of TCH have gland in situ. This distribution of frequencies was different ( p = 0.034,
30

31 150  Fisher’s exact test).
32

23 151 Table 5 shows the hormonal data according to thyroid morphology in 58 PCH and 30 TCH children.
4

35152 While TSH both in blood spot in the serum increased from gland in situ to hyperplasia and dysgenesis, the

g; 153 levels of fT4 were higher in gland in in situ in comparison to the other categories.
ig 154 Table 6 shows the characteristics of the three discriminated clusters in 130 screened children and the

41
42 155  number of permanent congenital hypothyroidism (PCH) in each cluster. 80 (61.5%) of the newborns were

:i 156  located in cluster 1, 8 (6.2%) in cluster 2, and 42 (32.3%) in cluster 3. No children had PCH in cluster 1, while
ZZ 157 87.5% of children in cluster 2, and all children in cluster 3 had PCH. The structure of this analysis was strong,
:; 158  with a medium silhouette value of 0.9. The analysis of the importance of predictors for PCH revealed that
g? 159  serum initial TSH was the most important (predictor importance, 1.00), marginally greater than the neonatal

52160  blood spot TSH (predictor importance 0.97) and followed by the serum initial fT4 (predictor importance 0.07).
53
z‘; 161 From 2004 to 2010 out of 193,794 screened newborns, 46 had the diagnosis of PCH, with mean
56
57 162 incidence of 1:4,166. From 2011 to 2015, out of 140,325 screened newborns, 66 had the diagnosis of PCH,

58
59 163  with mean incidence of 1:2,126 (Odds ratio:1.95, 95% CI 1.36 to 2.95, p< <0.0001). From 2004 to 2010, out

60
164  of 193,794 screened newborns, 102 had the diagnosis of TCH, with mean incidence of 1:1,900. From 2011 to
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g 165  2015. out of 140,325 screened newborns, 99 had the diagnosis of TCH, with mean incidence of 1:1,1417 (
g 166  Odds ratio: 1.33, 95% CI 1.02 to 1.77, p=0.038).
;) 167  Discussion
g 168 CH is a different disease after 50 years of CH-NSP. Before neonatal screening, it was a multisystem
:? 169  disease, with dermatologic, hematologic, cardiopulmonary, intestinal, and brain manifestations, marked
g 170 hypometabolism, severe short stature, sometimes inability to maintain a standing position, pubertal delay, and
:‘51 171 marked mental retardation. Late treatment with 1-thyroxine improved metabolic and systemic status, but the
32 172 mental deficit was irreversible, sometimes with worsening of pre-existing seizures. Nowadays, CH is a disease
19173 with minimal brain involvement, and some intellectual and fine motor deficits, and currently the focus is on
g; 174  ensuring maximum neuromotor and intellectual development of those patients. However, even today, the
gi 175  functioning of a family with a patient with sequelae of CH may be compromised. Diagnosing and correctly
;g 176  treating CH children in a timely or tempestive (19) manner represents a significant benefit for the patient,
g; 177  his/her family, and the community, reducing social, emotional, and financial costs including higher-cost
;g 178  special schools (8). Treatment should be started with a daily dose of levothyroxine of 10 to 15 meg/kg, ideally
:; 179  started prior the 14th day after birth, but the overtreatment of TCH cases may have medical consequences and
gi 180  generate unnecessary concerns in affected families (7), and the neurodevelopmental benefits in these children
§§ 181  remain controversial (9,10).
:g 182 Here we found that, while age of treatment onset and gender were similar in PCH and TCH, levels of
:? 183  neonatal blood spot and serum initial TSH were higher and levels of fT4 were lower in PCH in comparison to
Z: 184  TCH. When we analyzed the diagnosis of PCH or transient (TCH) according to the increasing concentrations
2? 185  of serum initial TSH, a highly different distribution of frequencies was found. Two-thirds of PCH, and most
:? 186  HCT cases had serum initial TSH between 4.2 to 20 pU/mL. Conversely, a third of PCH and only 8% of the
:3 187  TCH cases had initial serum TSH greater than 41 pU /mL. When we analyzed the prevalence of PCH or TCH
2(1) 188  according to the decreasing concentrations of serum initial ft4, a highly different distribution of frequencies
§§ 189  wasalso found. Half of the PCH and most THC cases had initial fi4 between 0.79 and 1.16 ng/dL. Conversely,
:g 190  athird of PCH and a minority of TCH cases had initial ft4 less than 0.4 ng/dL. These data agree with a national
EZ 191 Irish’s paper, which suggested that higher neonatal blood spot and initial serum TSH concentrations and lower
Zg 192 serum initial T4 levels were associated with an increased likelihood of permanent CH. However, in that study
193 it was not possible to predict the outcome with certainty because significant variation was found. In this study,
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1

g 194  PCH was present in one third of infants with serum TSH concentration between 8 to 20 mU/L and TCH was

g 195  observed in one fifth of infants with serum TSH concentration above 100 mU/L (17)

; 196 From a practical point of view, in clinical practice it is very important, when the physician receives a

8

9 197  newborn with altered neonatal TSH result, to know which factors can be predictors of the diagnosis of PCH

10

11 198 versus TCH. To this end, a two-step cluster analysis method was used, with a categorical (PCH diagnosis) and

12

13199  continuous (neonatal blood spot TSH, serum initial TSH and serum initial fT4) variables. Three clusters were
14
15200 identified, and the number of PCH in each cluster was measured. 80 screened children (61.5%) were in cluster
16
17201 1, 8(6.2%) in cluster 2, and 42 ( 32.3%) in cluster 3. No children had PCH in cluster 1, while 87.5% of children
18

19202 in cluster 2, and all children in cluster 3 had PCH. The analysis of the importance of prediction for PCH

;; 203 revealed that the initial serum TSH was the most important, marginally greater than the neonatal blood spot

;i 204  TSH, followed with a large distance, by initial serum free T4. Therefore, the serum initial TSH is the best

;Z 205  predictor of the diagnosis of PCH.
27
g 206 Most cases of PCH and all the case of TCH had gland in situ. This finding agrees with several

30 207  previously published reports (12,17,23). The etiology of CH with gland in situ remains unclear, and the factors

31

32208  that determine its clinical diversity are unknown. The possible effects of toxic environmental agents on the
33

34209 fetal and neonatal thyroid gland are currently being studied in several scenarios (23, 24,25).

35

36 210 Another important finding of the current work is the significant increase of the incidence of PCH and
37

38 211  TCH comparing the 2004-2010 and the2011-2015 periods in the same region, without demographic changes,
39

j? 212 with the same iodine intake, the same screening procedure, and the same cut-off point in both periods (21).
:; 213 Similar increase was also demonstrated in Ireland over a period of 37 years. The authors suggest than other

45 214 potential causes, such as iodine deficiency or excess, and environmental factors need to be considered (17).

46
47 215 Several pollutants have been studied as potentially toxic to fetal and neonatal thyroid that might impact the

8
49 216  transcription of genes involved in thyroid gland development, like perchlorate (18), halogenated

50

51 217  organochlorines, pesticides, polychlorinated biphenyls and polybrominated diethyl ethers (25,26,27),
52

53218  fungicides (28), bisphenol (29) and nitrogen oxide (30). A Scottish study using a space-time clustering
54

55219  suggested the involvement of a spatially varying and transient environmental agent or agents. Such agents

57220  could include pollutants, or pesticides, which would be expected to occur in more rural communities (24).
58
zg 221  Brazil is a great consumer of pesticides (31), but we are not aware of any influence of these environmental

222 factors on the incidence of HC in Sergipe. The increase of CH incidence seems widespread, as also
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; 223 demonstrated in the past decade in Xiamen, China, where the incidence of CH has increased, mainly due to
g 224 an increase in the incidence of both PCH and TCH, mainly in those with gland in situ (32). The authors
g 225  suggested potential causes of CH , such as iodine deficiency or excess and environmental factors, and genes
g 226  susceptible to CH (32).

: ‘1) 227 Some factors can explain the increase in the incidence of CH, like the reduction of cut-off point, and
g 228  the demographic composition of the population. In Italy, the reduction of TSH cutoff to 6 mU/L from cutoffs
E 229  above or equal to 6 and lower than 7 mU/L, above or equal to 7 and lower than 10, and equal or above 10
1; 230  mU/, allowed to identify one fifth of newborns with confirmed out of range TSH, otherwise not recognized
;g 231 by the previously employed TSH cutoff (33). Our CH-NSP uses the same cut-off level since February 2003
g; 232 (19), and therefore this is not the factor for the increase in the incidence of CH. Another possible factor for
gi 233 changes in CH could be the demographic composition. Hispanics and Asians are reported to have the highest
;2 234 CH incidences (1:1,600 and 1:2,380, respectively) (34). Sixty percent of the population of northeastern Brazil
;; 235 is of European origin (35), and Sergipe is one of the regions where the Portuguese began the colonization of
32,3 236  Brazil. However, the composition of the population did not change in the twelve years of this study, and
gé 237  therefore demographic is not a reason to the increase of CH incidence in Sergipe.

g‘z 238 Evidence from different screening programs indicated that the rate of CH was higher in preterm and
g? 239 low birth weight infants than in those born at term. Incomplete development of the hypothalamic-pituitary axis
gg 240 in preterms, and low birth weight infants may result in a delayed rise in TSH. To bypass this problem, the
:? 241  recommended strategies are using both TSH and T4 for screening of preterm infants, and a second screening
2; 242 atwo, four six and ten weeks of life (36.37, 38). Although we did not use any of these strategies in our CH-
Zg 243 NSP, the percentage of preterm newborns was similar in PCH and TCH, seeming do not influence the increase
:3 244 of incidence of both PCH and TCH in the two periods of the study A recent Canadian study concluded that, at
:g 245  the time of diagnosis, in the absence of known thyroid dysgenesis, there are no clear predictors of HCT,
2(1) 246  although an increase in serum TSH above the reference range during treatment, neonatal blood TSH and a
g;; 247 history of maternal thyroid disease appear to predict HCT in some way (39). This work differs from ours, as
:g 248 only one third of the cases of PCH presented gland in situ, while the gland in situ was present in our study in
g; 249  81% of the cases of PCH.
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The limitations of our study include the possible incomplete quality of medical records, and the loss
of newborns after neonatal TSH collection and the loss of follow-up before the final diagnosis, which reduced
the number of children studied.
Conclusion
The two-step cluster analysis discriminated three clusters in children with an altered neonatal TSH
blood spot No children had PCH in cluster 1, while 87. 5% of children in cluster 2, and all children in cluster
3 had PCH. The most important predictor of PCH was the initial serum TSH, marginally higher than blood
spot TSH. The mean incidence of both PCH and TCH increased from 2004 to 2010 and from 2011 to 2015.

The reason of this increase remains unclear.

Acknowledgments: the authors thank Dr. Roberto Salvatori (The Johns Hopkins University School of
Medicine) for the final revision of the manuscript.
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264  Tablel: Possible predictive factors to the diagnosis of permanent (PCH) in 66 children, or
265 transient (TCH) in 99 children, with congenital hypothyroidism

266

PCH TCH p

WCOoONOTUVLIAE WN =

—_
o

Age at treatment onset (days) 54.0 (33) 55 (40) 0.371

-t
N =2

Gender Male n (%) 29 (43.9) 57 (57.5) 0.112

e
»w

Bloodspot TSH (nU/ml) 9.10 (42.54) 6.42 (1.76) <0.0001

ot s
[o V]

Initial serum TSH (pU/ml) 13.0 (192.62) 5.54 (1.89) <0.0001

b
O 0 N

Initial serum FT4 (ng/dl) 0.99 (0.3) 1.14 (0.15) <0.0001

N
o

21267  Values expressed as median (interquartile range), unless for gender expressed in n (%). Mann-

23 268  Whitney test.
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Table 2: Final diagnosis of permanent (PCH) or transient (TCH) in according to the increasing
concentrations of serum diagnosis TSH (nU/ml).

Diagnosis 4,2 to 20 21 to 40 41 to 100 >100 Total
PCH n (%) 40 (61) 34.5) 5(7.5) 18 (27) 66 (100)
TCH n (%) 92(93) 0(0.0) 1(1.0) 6 (6.0) 99 (100)

Values expressed as n (%). P< 0.0001, Fisher’s exact test.



57

Page 13 of 27 Archives of Endocrinology and Metabolism

310
311

VWoONOTCULDWN=

-t wd ek b
wN = O

14 312
15
16 313
17

18 314
19

20 315
21

22
23

24
35 317

316

26
27 318
28
29 319
30
31 320
32

33321
34

35 322
36
37
25 328
39
10 324
41
42 325
43
44 326
45

46 327
47

48 328

50
51

52
53 330

329

54
55 331
56
57 332
58
59 333

334

13

Table 3: Final diagnosis of permanent (PCH) or transient (TCH) in according to the decreasing
concentrations of serum free T4 (ng/dl).

Final 0.79 to 1.16 0.4 to 0.78 <04 Total
diagnosis

PHC n (%) 30(45.4) 18 (27.3) 18 (27.3) 66 (100)

THC n(%) 87(87.9) 10 (10.1) 2 (2.0) 99 (100)

Values expressed as n (%), P< 0.0001, Fisher’s exact test.
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Table 4: Thyroid morphology in 58 children with permanent (PCH) and 30 with transient
(TCH) congenital hypothyroidism.

Final In situ Hyperplasia Dysgenesis Total
diagnosis

PCH n(%) 47(81.0) 5(8.6) 6 (10.4) 58 (65.9)
TCH n (%) 30(100.0) 0(0) 0(0) 30 (34.1)

Values expressed as n (%), p: 0.034 Fisher’s exact test.
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Table 5: Hormonal date in according to thyroid morphology in 58 children with permanent
(PCH) and 30 with transient (TCH) congenital hypothyroidism

Gland in situ Hyperplasia Dysgenesis P

N 77 5 6
Bloodspot TSH (uU/ml) 7.5(5.2)  101.4 (87.0) 162.7(265.5)  <0.0001

Initial serum TSH 8.7(164) 223.0 (415.1) 333.0(594.6)  0.001
(nU/ml)

Initial serum fT4 (ng/dl) 1.0 (0.3) 0.4 (0.7) 0.8 (0.12) 0.039

Values expressed as median (interquartile range) and compared by the Kruskal -Wallis’s test.
The pairwise comparisons showed for neonatal blood spot TSH that gland in situ x hyperplasia:
p=0.045, situ x dysgenesis: p=0.001. For serum initial TSH, gland in situ x dysgenesis: p =0.005.
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Table 6. Characteristics of the clusters in 130 screened children and the number of permanent
congenital hypothyroidism (PCH) in each cluster

Characteristics Cluster 1  Cluster 2 Cluster 3 p
(n=80) (n=8) (n=42)

Age of treatment( days) 53 (39) 36 (19) 55 (30) 0.113
Gender Male n (%) 50(62.5) 4(50.0) 21 (50.0) 0.376
Blood spot TSH 6.3 (1.6) 96.1 (109.2) 7.4 (4.7) <0.0001
Initial serum TSH 5.5(1.7) 238.0(259.0) 8.7(10.1) <0.0001
Initial serum fT4 1.1(0.1) 0.4 (0.3) 1.0 (0.2) <0.0001
PCH in Cluster n (%) 0(0) 7 (87.5) 42 (100) <0.0001

Values expressed as median (interquartile range) and compared by the Kruskal-Wallis’s test,
unless for gender and PCH cases in Cluster expressed in n (%). The pairwise comparisons
showed for neonatal blood spot TSH that Cluster 1 x Cluster 2: p <0.0001, Cluster 2 x Cluster
3: p=0.003, Cluster 1 x Cluster 3: p=0.031. For serum initial TSH, Cluster 2 x Cluster 1: p
<0.0001, Cluster 2 x Cluster 3: p=0.019, Cluster 1 x Cluster 3: p<0.0001. For serum initial T4,
Cluster 1 x Cluster 2: p <0.0001, Cluster 1 x Cluster 3: p<0.0001.
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Tablel: Possible predictive factors to the diagnosis of permanent (PCH) in 66

children, or transient (TCH) in 99 children, with congenital hypothyroidism

PCH TCH p
Age at treatment onset (days) 54.0 (33) 55 (40) 0.371
Gender Male n (%) 29 (43.9) 57 (57.5) 0.112
Bloodspot TSH (pU/ml) 9.10 (42.54) 6.42 (1.76) <0.0001
Initial serum TSH (pU/ml) 13.0 (192.62) 5.54 (1.89) <0.0001
Initial serum FT4 (ng/dl) 0.99 (0.3) 1.14 (0.15) <0.0001

66

Page 22 of 2



Page 23 of 27

LCoONOTULA WN =

67

Archives of Endocrinology and Metabolism

Table 2: Final diagnosis of permanent (PCH) or transient (TCH) in according to
the increasing concentrations of serum diagnosis TSH (nU/ml).

Diagnosis 4,2 to 20 21 to 40 41 to 100 >100 Total
PCH n (%) 40 (61) 3 (4.5) 5(7.5) 18 (27) 66 (100)
TCH n (%) 92 (93) 0 (0.0) 1(1.0) 6 (6.0) 99 (100)
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Table 3: Final diagnosis of permanent (PCH) or transient (TCH) in according to the
decreasing concentrations of serum free T4 (ng/dl).

Final 0.79 to 1.16 0.4 to 0.78 <04 Total
diagnosis

PHC n (%) 30 (454) 18 (27.3) 18 (27.3) 66 (100)
THC n (%) 87(87.9) 10 (10.1) 2(2.0) 99 (100)
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Table 4: Thyroid morphology in 58 children with permanent (PCH) and 30 with
transient (TCH) congenital hypothyroidism.

VWoOoONOOTULDAWN=—=

Final In situ Hyperplasia Dysgenesis Total
diagnosis

S
-
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N

PCH n(%) 4781.0) 5(8.6) 6 (10.4) 58 (65.9)

i S
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TCH n(%) 30(100.0) 0 (0) 0 (0) 30 (34.1)
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Table 5: Hormonal date in according to thyroid morphology in 58 children with
permanent (PCH) and 30 with transient (TCH) congenital hypothyroidism

Gland in situ Hyperplasia Dysgenesis P
N 77 5 6
Bloodspot TSH (pU/ml) 7.5 (5.2) 101.4 (87.0) 162.7 (265.5) <0.0001
Initial serum TSH 8.7(16.4)  223.0 (415.1) 333.0 (594.6) 0.001
(nU/ml)
Initial serum fT4 (ng/dl) 1.0 (0.3) 0.4 (0.7) 0.8 (0.12) 0.039
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Table 6. Characteristics of the clusters in 130 screened children and the number of
permanent congenital hypothyroidism (PCH) in each cluster

Characteristics Cluster 1  Cluster 2 Cluster 3 ]
(n=80) (n=8) (n=42)

Age of treatment( days) 53 (39) 36 (19) 55 (30) 0.113
Gender Male n (%) 50 (62.5) 4(50.0) 21 (50.0) 0.376
Blood spot TSH 6.3 (1.6) 96.1(109.2) 7.4(4.7) <0.0001
Initial serum TSH 55(L.7) 238.0(259.0) 8.7 (10.1) <0.0001
Initial serum fT4 1.1 (0.1) 0.4 (0.3) 1.0 (0.2) <0.0001
PCH in Cluster n (%) 0(0) 7 (87.5) 42 (100) <0.0001
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Numero do Parecer: 4.786.794

Apresentacao do Projeto:

As informacoes elencadas nos campos "Apresentacao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo "Informacoes Basicas da Pesquisa”
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1692598.pdf) e do "Projeto Detalhado / Brochura
Investigador" (Projetoaposcep.pdf), postados em 16/05/2021.

Introdugao:

O hipotireoidismo € a condicao clinica resultante da redugao dos hormonios tireoideanos, seja pela
producao diminuida ou pela acdo inadequada dos mesmos. Esses hormonios estao relacionados com o
funcionamento de varios tecidos e possuem papel primordial no crescimento, na maturacao e na
organogénese do sistema nervoso central (SNC). O hipotireoidismo congénito (HC) é o hipotireoidismo
presente ao nascimento e é

uma das causas mais comuns de deficiéncia mental passivel de prevencdo. O HC pode ser permanente ou
transitorio. No primeiro caso, pode ser consequente a uma disgenesia (desenvolvimento anormal da
glandula tireoide), ou a uma disormonogénese (falha na producao hormonal pela glandula). No HC
transitério ocorre remissdo da deficiéncia hormonal antes ou apds a retirada do tratamento
medicamentoso.Diagnosticar e tratar

corretamente e em tempo hdbil as criancas com HC representa beneficio significativo para a familia e a
comunidade, evitando custos sociais, emocionais e financeiros. O tratamento deve ser
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feito com a dose diaria de levotiroxina de 10 a 15mcg/kg, idealmente iniciado até o 14° dia apds o
nascimento. Uma familia com um paciente que apresente sequelas do HC nao tratado adequadamente tem
a sua dinamica bastante alterada. Além disso, essa crianca se torna responsabilidade da comunidade,
demandando inclusdo na sociedade e escolas especiais de maior custo.Com o objetivo de detectar
tempestivamente doengas congénitas em fase pré-sintomaética, foram criados os programas de triagem
neonatal (PTN)laboratorial e clinica. No Brasil, a triagem ja é realizada ha trés décadas, mas somente em
2001, o Ministério da Saude (MS) implantou o Programa Nacional de Triagem Neonatal pelo Sistema Unico
de Saude (SUS). Neste mesmo ano, o Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe
(HU-UFS) foi escolhido pelo MS para referenciar o PTN em Sergipe (PTN-SE).Na década de 70, quando os
PTN foram introduzidos em nivel mundial, a incidéncia do HC era em torno de 1:4000 criangas. Com o
passar dos anos, estudos em diversos paises mostraram um aumento

significativo da incidéncia desta patologia, chegando a valores entre 1:1400 e 1:2800. Alguns fatores
justificam essas mudangas, e um deles é a redugao do valor de corte do hormonio tireoestimulante (TSH) ou
tireotropina, nos testes de rastreio em alguns centros, levando a detecgao de casos nao previamente
diagnosticados.Outro fator importante € o aumento da sobrevivéncia de prematuros e de criangas com baixo
peso ao nascer,

devido a melhora na assisténcia nos centros de terapia intensiva neonatal, considerando que essas criangas
apresentam um risco aumentado de apresentar HC.Evidéncias de diferentes programas de rastreamento
indicaram que a taxa de HC foi maior em recém-nascidos prematuros e com baixo peso ao nascer do que
naqueles nascidos a termo. O desenvolvimento incompleto do eixo hipotalamico-hipofisario nesse grupo de
neonatos resulta no aumento tardio do TSH. Por isso, existe uma grande necessidade de um método de
rastreio sistematico praticavel para o diagnéstico adequado de HC neste grupo de recém-nascidos. Nao ha
consenso em relacdo a conduta nesse tipo de situagdo, mas alguns servigos recomendam a realizacao de
um novo rastreamento nesse grupo de neonatos, diminuindo o ponto de corte do TSH e usando pontos de
corte de acordo com a idade gestacional. Outros sugerem o uso de TSH e tiroxina (T4) total para
rastreamento de bebés prematuros.Com o aumento da detecgao dos casos de HC, houve aumento também
da incidéncia de resultados falso positivos. Por esse motivo, & necessério gerar dados sobre a evolucao dos
testes alterados para HC permanente ou transitério, a fim de reduzir custos para os programas de saude e
ansiedade para os familiares. Nosso grupo tem avaliado sistematicamente a efic4cia das diversas etapas do
PTN-SE para o HC e para a fenilcetonuria. Os programas de rastreio devem ser
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avaliados sistematicamente, e os resultados dessas avaliagcdes podem modificar a rotina dos servigos,
afetando o manejo da saude publica.Com a politica da implementacao da EBSERH e as modificacdes do
SUS, existe uma tendéncia ao aumento do numero da clientela assistida, podendo levar a um
comprometimento da eficacia do seu servigo, caso nao seja periodicamente reavaliado.A ultima avaliagao do
PTN-SE envolveu o periodo compreendido entre 2004 e 2010, cujo objetivo principal foi avaliar a evolugao
dos testes positivos para HC permanente ou transitério. No presente trabalho, pretende-se estudar a
incidencia do HC no periodo de 2011 a 2015, comparando-a com a do periodo anterior, e verificando
possiveis fatores contribuintes para esta incidéncia, como a prematuridade e a idade da coleta da triagem e
da confirmacao diagnéstica.

Hipotese:
O aumento da incidéncia do hipotireoidismo congénito esta relacionado ao aumento da sobrevida dos recém
nascidos prematuros.

Metodologia Proposta:

Estudo descritivo analitico retrospectivo. Serdo selecionadas criangas com alteracao no teste de triagem
para HC no PTN-SE, convocadas nos periodos compreendidos entre 2004 a 2010 e 2011 a 2015. Como
fontes de dados, utilizar-se-do o banco de dados do laboratério do HU / UFS; o banco de dados do
ambulatério do HU / UFS; os prontudrios do ambulatério do HU / UFS, servigo de referéncia do PTN-
SE;banco de dados do DATASUS-MS de Sergipe.

As amostras de sangue coletadas no setor publico do estado sao analisadas no laboratério do HU. Cada
ensaio imprime uma listagem de exames que vai para a digitacao para impressao do resultado, sendo
encaminhado para a familia da crianca triada. Os exames alterados chegam ao servigo social, para que a
crianga seja convocada a realizar o exame confirmatério e levar o resultado ao ambulatério de
endocrinologia pediatrica. Sera

solicitada a lista dos pacientes com exames alterados no periodo da pesquisa (2011 a 2015), e em seguida,
solicitaremos ao arquivo os prontudrios correspondentes, para analise dos dados a serem avaliados,
descritos com mais detalhes no instrumento de coleta de dados.

Critério de Inclusao:

Todas as criangas que apresentarem alteracao do TSH (>5,2 U/mL) no teste de rastreio neonatal no periodo
compreendido entre os anos de 2011 e 2015 e que, em seguida, apresentem TSH sérico confirmatorio (>4,2
U/mL) serao incluidas no trabalho.
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Critério de Exclusao:

Serao excluidas as criangas que nao apresentarem prontuario no ambulatério do Hospital Universitério da
UFS, servico de referéncia do Programa de Triagem Neonatal de Sergipe, ou que tenham perdido
seguimento antes do diagnéstico final estabelecido.

Metodologia de Andlise de Dados:

Para a analise estatistica sera utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), IBM, versao
21.0, sendo considerado valor de significancia > 0,05.

As variaveis continuas serao descritas como média; desvio padrao e valores minimo e maximo; ou mediana
e distancia interquartilica, caso nao atenda ao pressuposto de normalidade. Tal pressuposto sera avaliado
pelo teste de Kolmogorov - Smirnov.

As varidveis categoricas serdo sumarizadas como frequéncia simples e percentagem. Para relacionéa-las,
utilizar-se-a o teste do qui-quadrado ou teste de coeficiente de contigéncia.

O calculo da incideéncia média de cada condicao e seus respectivos 1C95% sera realizado através do
WinPepi versao 4.0.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Comparar a incidéncia de HC no estado de Sergipe nos perfodos compreendidos entre 2004 a 2010 e 2011
a 2015

Objetivo Secundario:

- Analisar os fatores determinantes da incidéncia de HC;

- Verificar a associagao da prematuridade com o HC, correlacionar a incidéncia do HC

permanente com a idade da crianca na data da coleta da triagem e confirmacao do diagnostico,

- Correlacionar a incidéncia do HC congeénito transitério com a idade da crianca na data da coleta da triagem
e confirmacgao do diagndstico.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Por se tratar de um trabalho com anélise de prontuarios, os riscos existentes sao de invasao de privacidade,
divulgagao de dados confidenciais e risco a seguranca dos prontuarios.

Beneficios:
Ser4 feita uma avaliagao do programa de triagem neonatal (considerando, dentre outros fatores, se
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a coleta e o inicio do tratamento estao ocorrendo dentro do periodo recomendado para evitar sequelas do
hipotireoidismo congeénito - HC). Dessa forma, os resultados dessas avaliacoes apresentam o potencial de
contribuir para a sociedade em que o individuo estd inserido, identificando possiveis falhas no PTN,
sugerindo mudangas na rotina do servico e afetando o manejo da saude publica. Além disso, como o ponto
de corte do TSH neonatal utilizado em Sergipe estd entre os mais baixos do pais, avaliaremos também a
incidéncia de resultados falso positivos, com a geragéo de dados sobre a evolucdo dos testes alterados para
HC permanente ou transitorio, a fim de reduzir custos para os programas de saude e ansiedade para os
familiares.

Comentérios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O objetivo do presente estudo & comparar a incidéncia de hipotireoidismo congénito no estado de Sergipe
nos periodos compreendidos entre 2004 a 2010 e 2011 a 2015, analisando os fatores determinantes dessa
incidéncia e verificando a sua associacdo com a prematuridade. Para isso sera realizada coleta de dados
dos bancos de dados do laboratério e do ambulatério do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Sergipe, além do banco de dados do DATASUS-MS de Sergipe, e revisao dos prontudrios do ambulatorio
de referéncia.

Apoio Financeiro: Financiamento Préprio. Or¢amento Apresentado:R$ 4.440,00

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Vide campo "Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes”.

Recomendacoes:
Vide campo "Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes".

Conclusédes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Anélise das respostas (arquivo: "Cartaresposta.pdf’, postado na Plataforma Brasil em 16/05/2021) ao
Parecer Consubstanciado emitido em 26/04/2021, as pendéncias foram atendidas.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Sergipe, de acordo com as atribuicées definidas na Resolugcao CNS n° 466 de 2012 e na Norma
Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovacao do Protocolo de Pesquisa.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O CEP informa que de acordo com a Resolu¢cdo CNS n° 466/12, Diretrizes e normas XI. 1 - A
responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclindvel e compreende os aspectos éticos e legais e
Xl. 2 - XI.2 - Cabe ao pesquisador: a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao
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CEP ou a CONEP, aguardando a decisao de aprovacao €tica, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e/ou Termo de Assentimento Livre e Esclarecido, quando
necessario; c)desenvolver o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e
final; e)apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f) manter os dados da
pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apods o
término da pesquisa; g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagao, com os devidos créditos
aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h) justificar
fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgao do projeto ou a nao publicacao dos
resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas| PB_LINFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1692598.pdf 11:55:50
Projeto Detalhado / | Projetoaposcep.pdf 16/05/2021 |HERIKA MESQUITA | Aceito
Brochura 11:54:48 |GUMES FELIX
Investigador
Solicitagao Cartaresposta.pdf 16/05/2021 |HERIKA MESQUITA | Aceito
registrada pelo CEP 11:16:31  |GUMES FELIX
Declaracéo de Termodecompromissoeconfidencialidad | 16/05/2021 [HERIKA MESQUITA | Aceito
Pesquisadores e.pdf 11:14:01  |GUMES FELIX
Declaracao de Infraestruturaassinado.pdf 16/05/2021 |HERIKA MESQUITA | Aceito
Instituicao e 11:05:20 |GUMES FELIX
Infraestrutura
TCLE / Termos de | DispensaTCLE.pdf 08/02/2021 |HERIKA MESQUITA | Aceito
Assentimento / 13:37:44 |GUMES FELIX
Justificativa de
Auseéncia
Folha de Rosto Folhaderostoassinada.pdf 28/01/2021 |HERIKA MESQUITA | Aceito

19:34:40 |GUMES FELIX

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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ARACAJU, 17 de Junho de 2021

Assinado por:
FRANCISCO DE ASSIS PEREIRA

(Coordenador(a))
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