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I. RESUMO

RASTREIO DE MUTACOES DO GENE NKX2-5 EM PACIENTES PORTADORES
DE CARDIOPATIA CONGENITA ASSOCIADA A DEFEITOS DE MORFOGENESE
OU FUNCAO TIREOIDIANA. Estudos genéticos ¢ moleculares sugerem o envolvimento
essencial do fator de transcricdo NKX2-5 no desenvolvimento embrionario tireoidiano e
cardiaco. Mutagdes nesse gene repercutem em falhas na organogénese cardiaca e,
possivelmente, no primoérdio tireoidiano, corroborando o maior achado de associagdo de
cardiopatia congénita (CC) e Disgenesia Tireoidiana (DT). Objetivos: analisar alteracdes
genéticas no gene NKX2-5 em pacientes adultos com cardiopatia congénita associados a
alteracdes morfoldgicas e/ou disfuncdo ndo-autoimune da tireoide. Metodologia: Analise de
coorte de pacientes portadores de CC: a) ultrassonografia da tireoide; b) exames laboratoriais
para avaliar fun¢do tireoidiana e presenga de autoimunidade (ATPO e TSH). Determinagao
de peso, altura e Superficie Corporal [SC(m?) = peso(kg) “**x altura(cm) “™* x 71,84 x 10™].
Avaliagdo genética: coleta Sml de sangue total para extragdo de DNA gendmico; Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e Sequenciamento direto da regido codante do gene NKX2.5.
Aspectos éticos: Esse estudo ¢ um subprojeto de “Pesquisa de mutacdes de genes implicados
na morfogénese tireoidiana e cardiovascular: estudo clinico e molecular em coortes de
pacientes com disgenesia tireoidiana e cardiopatia congénita” financiado pela FAPESB
(termo de outorga RED 0014/2012) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico-CNpQ (Edital No 14/2012) e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Prof.
Dr. Celso Figuerda e pelo Comité de Pesquisa do Hospital Universitario Professor Edgard

Santos.

Palavras-chave: 1. Tireoide; 2. Fator de transcricdo NKX2-35; 3. Cardiopatia congénita.




I1. OBJETIVOS

§ Pesquisar mutagdes e/ou polimorfismos no gene NKX2-5 em pacientes adultos com
cardiopatia congénita associados a alteragdes morfologicas e/ou disfungdo ndo-autoimune da

tireoide acompanhados por ambulatorio especifico no Hospital Santa Izabel (HSI).



I1I. JUSTIFICATIVA

Apesar de alguns defeitos genéticos terem sido descritos em pacientes com DT, sua
patogénese na maioria dos casos ainda precisa ser elucidada, bem como se a variabilidade
clinica encontrada ¢ causada por: mutagdes em diferentes genes, ou associadas (bigenismo) ou
se um espectro fenotipico variando da atireose a hipoplasia pode ser causado pela mesma

alteracdo genética.

A caracterizagdo clinica e molecular pretendida através desse trabalho sera ponto de
partida primordial para um bom entendimento dos mecanismos morfogenéticos comuns da

ontogénese cardiaca e tireoidiana.

Existe escasso conhecimento na temadtica. Este estudo, envolvendo pacientes adultos
cardiopatas congénitos, pode trazer avangos na identificagdo de maior prevaléncia de
patologia tireoidiana nesta coorte, possivelmente contribuindo para otimizagdo no manejo da

CC.



IV. FUNDAMENTACAO TEORICA

A tireoide ¢ o primeiro 6rgdo enddécrino a se desenvolver. Microscopicamente,
compde-se de dois grupos celulares com origens embrionarias diferentes: células foliculares
tireoidianas (CFT) e células parafoliculares (ou células C). O primoérdio tireoidiano, que
abriga as células foliculares tireoidianas (CFT) primordiais, ¢ oriundo do espessamento do
epitélio endodérmico no assoalho da linha média da faringe embrionéria, correspondendo a
base da lingua. Este primérdio pode ser observado por volta 20-22° dia embrionédrio em

1
humanos .

As CFT primordiais, nesse momento, ja possuem um trago molecular peculiar — a
coexpressao Unica de quatro fatores de transcricdo: HHEX, TITF1, PAXS8 e FOXEI — que as
distingue de outras células endodérmicas adjacentes®. Tal processo de diferenciagio
morfologica e molecular das células primordiais ¢ denominado de especificacio ou
determinacio’, que ndo se conhece o mecanismo controlador, mas ha hipotese de possivel
sinalizagdo advenha do mesénquima vizinho ou do endotélio do saco adrtico primitivo'
(Figura 1). Seguindo a etapa de especificagdo, tem-se a formacdo do broto tireoidiano
embriondrio e a migracdo do primordio, quando a tireoide primitiva alcanca sua posi¢ao final,
anterior a traqueia, ao nivel do segundo e terceiro anel traqueal, abaixo da cartilagem

. 4,13
cricoide’.
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Figura 1. Desenvolvimento da tireoide e expressdo de marcadores tireoidianos em
humanos. Fonte: Arquivo de imagens do Laboratdrio de Estudo da Tireoide da Universidade

Federal da Bahia.

Seguindo o processo de morfogénese, ha a lobulagdo e foliculogénese, etapas cruciais
ao desenvolvimento da glandula, sendo que a primeira estd diretamente relacionado a
formag¢do macroscopica glandular: dois lobos conectados por um istmo estreito. Ja a
foliculogénese, refere-se a constru¢do do arcaboucgo funcional da tireoide, o foliculo, a
unidade que compde os lobos tireoidianos e delimita o deposito central de coloide®. O coloide,
composto principalmente por tireoglobulina, ¢ fundamental para sintese dos hormdnios
tireoidianos: triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), essenciais para a regulagdo do consumo

yoe . . 2
energético, desenvolvimento e crescimento”.

Apesar da organogénese tireoidiana ainda ndo estar completamente desvendada, sabe-
se que a embriogénese da tireoide ¢ controlada por pelo menos trés fatores de transcrigdo,
TITF1, FOXEIl e PAXS, que regulam desde a invaginacdo do endoderma a diferenciacdo e
proliferacdo celular. Estes fatores de transcricdo sdo genes-candidatos Obvios para as
disgenesias tiroidianas (DT), que podem ser compreendidas como agenesia, ectopia ou
hipoplasia. Além destes genes citados, o do receptor do TSH ¢ também um gene-candidato.
Recentemente, outro fator de transcri¢do, importante para a morfogénese cardiaca, NKX2-5,
foi também relacionado & etiologia da DT>. O papel desempenhado pelo NKX2-5 ocorre no

. o~ , o« e A 3 .
desenvolvimento do embrido durante o periodo inicial de organogénese” (Figura 2).

)
=
C = .
m = ..
N~ ~
. L
e,
IS .
@ F-4
© &N
Mesoderma
Endoderma



Figura 2: A) Esquema demonstrando a formacdo primitiva dos tecidos tireoidianos e
cardiacos e suas justaposicdes. B) Proximidade entre endoderma e mesoderma, que dardo
origem a tireoide e coragdo respectivamente, e a sinalizagdo celular existente entre eles. C)
Proximidade entre a linha média de formagdo do broto tireoidiano e formagdo do tecido

cardiaco’.

Estudos genéticos e moleculares sugerem o envolvimento essencial do fator de
transcrigio NKX2-5 no desenvolvimento embrionario tireoidiano e cardiaco’. Mutagdes nesse
gene repercutem em falhas na organogénese cardiaca, especificamente na ventricular e,
possivelmente, no primoérdio tireoidiano, corroborando a suspeita de interagdo entre os

pacientes com cardiopatia congénita (CC) e Disgenesia Tireoidiana (DT)'.
IV.1 Cardiopatia Congénita

A cardiopatia congénita ¢ uma anormalidade estrutural do coracdo ou dos grandes
vasos, que interfere de modo direto no seu funcionamento de modo significativo. Sdo as
~ A e . . . . 6
alteracdes congénitas mais prevalentes, sendo estimados 9 a cada 1000 nascidos vivos’. Essas
anormalidades congénitas ainda estdo associadas a outras malformagdes extra cardiacas, como
as abdominais, sindromes genéticas, acrescendo um risco ainda maior de comorbidade e
mortalidade’. Devido aos pontos elencados, ¢ crucial o diagndstico precoce para manejo e

tratamento da doenga adequados a cada paciente®.

A etiologia das alteracdes ¢ ainda, na maioria das vezes, desconhecida. Entretanto,
sabe-se que genes candidatos e exposi¢des quimicas durante a gravidez podem resultar em
complicag¢des, elementos dentre os quais, estudos tem tentado relacionar gene-ambiente'.
Quanto ao diagnostico, ¢ essencial que um exame clinico apurado seja primeiro passo para a
suspeita como diagnostico clinico j4 no periodo neonatal, podendo ter como achados uma
tétrade: sopro cardiaco, cianose, taquipneia e arritmia cardiaca'', porém o diagnéstico da CC,
geralmente, ¢ consolidado com a utilizagdo do ecocardiograma'’>. Em rela¢do a abordagem
terapéutica, essa pode variar de acordo com a extensdo da malformacdo cardiaca, tendo como

possibilidade até a abordagem cirargica a depender do prognéstico do paciente'’.

O espectro clinico da CC ¢ bastante diverso, podendo apresentar-se como sintomatico

ou assintomatico. E comum um classificagdo quanto a cianose — cardiopatia congénita



acianogénica e cianogénica. Por definicdo, a cardiopatia congénita cianogénica (CCC), ha
uma falha no coracdo que ocasiona uma diminui¢do do fluxo sanguineo para os pulmdes ou
estreitamento das valvulas cardiacas, dificultando a passagem do sangue. A principal
manifestagdo clinica é a cianose (cor cinza-violeta) nas extremidades'®. As cardiopatias
congénitas acianoticas (CCA) sdo defeitos cardiacos de corre¢do mais simples e cursam com

. . ’ 11
dispneia, sopro cardiaco e pulso fraco .

As cardiopatias acianoticas sdo mais frequentes e, normalmente, menos graves. As
CCA mais comuns sdo: comunicagdo interventricular (CIV), comunicacdo interatrial (CIA),
persisténcia do canal aterial (PCA), estenose adrtica (EA), estenose pulmonar (EP) e
coarctacdo da aorta (CoA). A frequéncia das CCC ¢ distribuida em: Tetralogia de Fallot
(T4F), atresia de valvula pulmonar (AP), transposicdo de grandes vasos (TGA), atresia
trictspide, retorno venoso andomalo, Truncus Arterious (TA), e coracdo esquerdo

hipoplasico'”.

Na 32* Conferéncia de Bethesda, realizada no ano de 2000, foram discutidos os
cuidados com o adulto cardiopata congénito, atentando-se a estimativa do numero de
pacientes, fundamental para o planejamento de programas e manejo de recurso. Nesse
contexto, foi estabelecida uma classificacdo das lesdes, as quais foram agrupadas em:

6
complexas, moderadas e leves’.

As lesdes consideradas leves sdo aquelas em que ndo ha grandes repercussdes
hemodindmicas (defeitos no septo atrial pequeno ou forame oval patente, ou as reparadas
espontaneamente, ou os defeitos no septo atrial ou desvio no septo ventricular reparados).
Dentre as moderadas, estdo incluidos os defeitos de septo atrioventricular, corarctagdo da
aorta, anomalia de Ebstein, defeito do septo ventricular (DSV) com lesdo associada, tronco
arterial patente, Tetralogia de Fallot, dentre outros. Por fim, estdo as complexas, nas quais se
encontram todas as formas de cardiopatia congénita cianoticas e Sindrome de Eisenmenger,
essas sdo as que apresentam um pior prognédstico, maior taxa de mortalidade e maiores
complicacdes pods-operatorias. Desse modo, os pacientes devem ser acompanhados

. g 6
regularmente em centros especializados’.

Entretanto, essa classificagdo ndo ¢ soberana e por isso, cada paciente deve ser
avaliado individualmente, considerando a presenca ou ndo de sintomas durante a realizacdo de

.. . A . . ;o 6
atividades fisicas e outros parametros para determinar o tipo e estdgio da doenca’.
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Anomalias cardiacas podem se mostrar, minoritariamente, como parte de uma
sindrome cromossémica (5 a 10%) ou genética (3 a 5%)°, bem como associadas a outras
condi¢des, como resultados de fatores ambientais, infecciosos ou outros. Ocorrendo de forma
isolada, a hereditariedade é, majoritariamente, multifatorial ou poligénica'®. Vérios genes
diferentes tém sido propostos no desenvolvimento de diversas doencas cardiacas e ¢ nesse

contexto que se destaca o NKX2-35.
IV.2 NKX2-5

A associacdo entre malformacao cardiaca e tireoidiana, levanta a hipétese de defeitos
em genes comuns para a embriogénese de ambos oOrgdos. Uma relagdo estreita entre o
endorderma faringeo e o mesoderma cardiaco, bem como a dependéncia de sinaliza¢des
reciprocas nao s6 sustenta a ideia de associag¢@o entre os tecidos, mas também sugere que ha
mecanismos patogenéticos comuns na ma formacdo cardiaca e tireoidiana. No cenario
molecular, o gene NKX2-5 ¢ um fator de transcricdo candidato para avaliacdo em pacientes
com Cardiopatia Congénita (CC) e/ou Disgenesia Tireoidiana (DT), ja aponta para uma

e 2
possivel ligacdo entre essas desordens”.

Nao seria surpreendente que pacientes com CC, pouco avaliados do ponto de vista
clinico e anatomicos em relagdo a tireoide, possam apresentar algumas das mais diversas
formas de alteragdes morfologicas e funcionais subclinicas da glandula (hemiagenesia,
presenca de lobo piramidal, lobo tireoidiano assimétrico, tiredide ectdpica sublingual,
glandula hipoplésica, implantacdo cervical alta da glandula persisténcia do ducto tireoglosso e

hipotireoidismo subclinico nio auto-imune)'.

Entretanto, esta associagdo ainda ndo foi sistematicamente explorada em estudo
populacional envolvendo pacientes adultos com CC, apesar de existir dados que apontem
maior prevaléncia de DT em pacientes com CC pediatrica do que na populagdo geral'’. Logo,
um estudo envolvendo pacientes adultos cardiopatas congénitos, acompanhados em um
ambulatorio especializado, representa uma fonte especifica de aprofundamento na tematica,
visando elucidagdes e oferecimento de achados clinicos e moleculares que possam elucidar os

mecanismos ontogénicos compartilhados entre a tireoide e coracao.

O NK-2 ¢ uma classe de genes homeobox, que nos vertebrados, corresponde ao NKX2-

5, o qual parece desempenhar importante fun¢do na organogénese embrionaria. O gene que
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codifica NKX2-5 localiza-se no cromossomo 5q34, o qual ¢ fundamental para a morfogénese
cardiaca, sendo também expresso transitorio e precocemente no primoérdio tireoidiano'®. Esse
fator de transcrigdo ¢ essencial na morfogénese cardiaca, principalmente ventricular, além da
miogénese ¢ fisiologia'®. Mutagdes inativadoras do fator de transcrigdo citado foram descritas
em pacientes com cardiopatia congénita, sendo os mais comuns defeitos de septo e distlirbios

~ 19 1, - . g . . )
de condugdo . Ja as alteragdes tireoidianas encontradas incluem ectopia e agenesia“.

No broto tireoidiano, em estudos in vitro, o NKX2-5 parece induzir fortemente o
simportador sddio-iodeto (NIS) e agir sinergicamente ao lado do TITF-1, podendo influenciar

~ . A e . . .20
na expressao de genes de suma importancia, como a tireoglobulina e pendrina™.

O interesse clinico no NKX2-5 foi ampliado a partir da identificacdo de mutagdes
heterozigdticas envolvendo a patogénese da disgenesia tireoidiana. Um rastreio populacional
realizado na Itdlia, incluindo 241 pacientes com DT, identificou 3 mutacdes em 4 casos’ e,
recentemente, foi evidenciada a associagdo entre a mutacdo do NKX2.5 a alteragdo da regiao

promotora do PAX8 em um caso de DT,

O espectro do gene NKX2-5 ¢ muito diversificado em relacdo aos tipos de mutagdes,
posicao do aminoacido afetado e efeito direto na alteracdo das propriedades de interagdes com
outras proteinas®’. Além disso, estudos recentes demonstraram que embrides de animais
NKX2-5" apresentam menor crescimento do broto endodérmico, sugerindo que esse fator de
transcrigdo desempenha participacdo no controle genético do complexo desenvolvimento

tireoidiano>.

O desempenho do NKX2-5 relaciona-se ndo s6 a morfogénese tireoidiana, mas abre o
questionamento de que esse fator de transcricdo também pode estar associado a fisiologia da
glandula, remetendo assim a disormonogénese. Na literatura, ha achados que corrobaram a
sugestdo de uma possivel associagdo entre CC e DT, demonstrando que pacientes com
hipotireoidismo congénito possuem frequéncia aumentada de cardiopatia congénita do que a

~ 21 .. ~ . , .
populacao em geral”. Adicionalmente, sdo crescentes os interesses clinicos nesse fator de
transcricdo, visto que em um estudo italiano buscando a patogénese da disgenesia tireoidiana,

foram identificadas mutagdes nesse gene candidato”.

Considerando os genes previamente citados, PAX 8§ e NKX2-5 sdo fatores diretamente

relacionados ao desenvolvimento da glandula tireoidiana, participando da formagao,
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migracdo, diferenciagdo e proliferacdo. Portanto, estudar o NKX2-5 em pacientes com

disgenesia tireoidiana estaria justificado em virtude da participagio na via'®.
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V. METODOS

V.1. DESENHO DO ESTUDO

Estudo de corte transversal descritivo.

V.2. AMOSTRA

Populacio do estudo
Pacientes portadores de cardiopatia congénita, acompanhados no Ambulatério Silva

Lima de Cardiopatia Congénita no Adulto, Hospital Santa Izabel, Salvador, Bahia, Brasil.

Critérios de inclusio

Os critérios de inclusdo a serem atendidos foram: diagndstico clinico de cardiopatia
congénita; disponibilidade de prontudrio para coleta de dados clinico; registro de alteracao
prévia dos niveis de TSH, mesmo sem alteragdo morfoldgica da tireoide; alteracdo
morfoldgica da tireoide observada em ultrassonografia, mesmo sem alteracdo de TSH/ATPO;
aceitagdo do(a) paciente em participar do estudo, mediante assinatura de TCLE (Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido). Os pacientes com formas sindromicas e alteragdes em
quaisquer outros sistemas também foram convidados a participar do estudo sendo submetidos

ao mesmo seguimento (assinatura de TCLE, coleta de sangue, etc.) citado anteriormente.

Critérios de exclusio

Os critérios de exclusdo foram: indisponibilidade do prontudrio para coleta
retrospectiva dos dados clinicos; pacientes com idade < 18 anos; tireoide morfologicamente
normal na ultrassonografia de tireoide ou com volume tireoidiano aumentado (acima do valor

de referéncia) e resultados de TSH/ATPO normais.

V.3. METODOLOGIA

Os pacientes previamente diagnosticados como portadores das diversas CC em
tratamento foram convidados a participar do estudo para avaliacdo da fun¢do e morfogénese
da tireoide seguindo o fluxograma (Figura 3). O rastreio foi realizado através de andlise

bioquimica no laboratério do Hospital Santa Isabel (dosagem de TSH e ATPO, sendo valores
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de referéncia 4,0 pUI/mL e 35,0 pUI/mL, respectivamente) e ultrassonografia da tireoide
realizada por radiologista para avaliagdo morfologica em: a) anormalidade de posicionamento
glandular; b) hemiagenesia; d) presenca de lobo piramidal; d) alteragdo de volume glandular
(hipoplasia ou bécio); e) presenca de lesdes nodulares ou cistos rudimentares; g) existéncia de
lobo piramidal ou persisténcia do ducto tireoglosso, utilizando-se aparelho Mindray portatil
DP-4900. Além disso, foram coletadas medidas antropométricas peso, altura, relacionadas na
formula de Superficie Corporal [SC(m*) = peso(kg) ***°x altura(cm) *'* x 71,84 x 107 ],
utilizadas para o estabelecer o pardmetro determinante para hipoplasia: <5 mm’ para mulheres

3
e <7 mm’ para homens.

As variaveis do estudo foram: sexo, idade, presenga de alteracdes da morfogénese
tireoidiana (agenesia, hemiagenesia, ectopia, hipoplasia, tireoide topica com assimetria lobar)
e/ou outras alteragdes tireoidianas (no6dulos ou cistos, presenca de lobo piramidal ou ducto
tireoglosso), presenca de alteragcdes funcionais (hipotireoidismo clinico ou subclinico) de

origem nao autoimune e tipo de cardiopatia congénita.

Adulto
portador de
CC

Ultrassonografia
da Tireoide e/ou
Dosagem de TSH

previamente Pacientes acima dos
alterada valores de
referéncia:

TSH > 4,0 mUI/L e

ATPO > 35,0

Excluidos
do estudo

Avaliacao
do gene
NKX2-5

Figura 3: Fluxograma demonstrando a metodologia do estudo
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V.3.1 Intervencoes e Indicadores do estudo

Durante o atendimento ambulatorial, os individuos que, segundo analise prévia dos
prontuarios, elegiveis para inclusdo na pesquisa foram convidados a participar da mesma e
depois de obtida assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 3), foram
coletados 5Sml de sangue em tubo de ensaio contendo EDTA, do qual foi sendo extraido o
DNA para o estudo genético. O material estd armazenado no Laboratorio da Tireoide, no
Departamento de Bio-regulagdo do Instituto de Ciéncias da Satide/UFBA (Universidade
Federal da Bahia), em freezer -20°C.

A investiga¢do do gene NKX2-5 foi realizada em: a) todos pacientes portadores de DT
associado a CC, b) em pacientes com DT isolada, c) em pacientes com CC associado a
malformagdes tireoidianas clinicamente significativa ou subclinica. Os pacientes portadores
de CC sem registro de diagnostico de malformagao tireoidiana, também serdo submetidos as

dosagens de TSH e ATPO e ecografia da tireoide.

V.3.2 DNA

A coleta de sangue total, para extracio de DNA gendmico a partir de leucécitos
periféricos foi realizada com utilizagdo do reagente Puregene® DNA isolation kit (Gentra
Systems). Dois microlitros da amostra foram utilizados para determinagdo da pureza
(A260/A280) e concentracao de DNA utilizando Nano Espectrofotdometro (Curitiba, KASVI).

As amostras de DNA foram estocadas em freezer a -20°C até o inicio da analise molecular.

V.3.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo por PCR foram utilizados “primers” especificos para o gene
NKX2-5. Para cada reagdo de PCR foram utilizados: tampao de reagdo 10X (10mM tris-HCI
pH 8,5, 50mM KCl, 1,5mM MgS0O4 0,01%), 200mM de cada dNTP, 0,25mM de cada primer,
1U de TagDNA polimerase e 100ng de DNA. O gene possui dois éxons que foram
amplificados por um total de 3 PCRs utilizando-se os seguintes pares de primers para o exon
1: 1F 5°- CTT GTG CTC AGC GCT ACC T; 1R 5’- CTC CTG GCC CTG AGT TTC TT
gerando um fragmento de 523 pares de bases. Para o exon 2: 2AF 5’-
GCGCTCCGTAGGTCAAGC-3’, 2AR 5-TAGGGATTGAGGCCCACG-3’, 2BF 5’-
CAGACTCTGGAGCTGGTGG-3> e 2BR 5-CCCGAGAGTCAGGGA-3’ gerando
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fragmentos de 469 pares e 440 bases, respectivamente. A reagdo do exon | inicia-se com
cinco minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56° C e 30
segundos a 72°C, terminando com um periodo de extensdo de 10 minutos a 72°C. Para o
éxon 2, todas as reagdes comecam com 2 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 45
segundos a 95°C, 30 segundos a 59°C ou 60° C e 45 segundos a 72° C e terminando com um
periodo de extensdo de 10 minutos a 72°C. DMSO (0.2 mL/20-.L reacdo) foi adicionada aos
reagentes para as reagdes dos exons 1 e 2A . A amplifica¢do foi realizada em termociclador
Verity (Byosistems) e programado especificamente para cada reacdo. Depois de amplificados
pela PCR os fragmentos foram visualizados em gel de agarose para verificagdo do tamanho
do fragmento amplificado comparando-o com marcador de peso molecular. A visualizagdo foi
realizada através da coloragdo com blue-juice utilizando-se transiluminador com luz

ultravioleta (UV) para a visualizagcdo dos fragmentos.
V.3.4 Sequenciamento

Os produtos de PCR foram purificados com PureLink Quick PCR Purification kit
(INVITROGEN, Germany) e sequenciados usando o ABI PRISM Dye Terminator cycle
sequencing Ready Reaction kit (PE Applied Biosystems) de acordo com as especificacdes do
fabricante. O sequenciamento bidirecional foi realizado pelo sequenciado automatic ABI3100
genetic analyzer. As alteragdes de sequencia foram examinadas pelo o software Bioedit
Sequence Alignment Editor, Versdo 7.2.5.0. A similaridade da sequéncia foi sempre

confirmada utilizando o Programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

V.4. Aspectos éticos e Financiamento

Trata-se de um subprojeto do estudo “Pesquisa de mutagdes de genes implicados na
morfogénese tireoidiana e cardiovascular: estudo clinico e molecular em coortes de pacientes
com disgenesia tireoidiana e cardiopatia congénita”, financiado pela FAPESB (termo de
outorga RED 0014/2012) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico-
CNpQ (Edital No 14/2012). Este trabalho estd sendo desenvolvido em dois nucleos de
pesquisa: na APAE/Salvador-BA, onde ¢ realizada triagem neonatal de portadores de
hipotireoidismo congénito, € no Ambulatorio de Cardiopatia Congénita no Adulto do Hospital
Santa Izabel, o qual ¢ referéncia terciaria em cardiologia na Bahia.

O estudo citado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Prof. Dr. Celso
Figuer6a e pelo Comité de Pesquisa do Hospital Universitario Professor Edgard Santos

(ANEXOS 1 e 2) e ¢ desenvolvido pelo professor Helton Estrela Ramos e pela doutora do
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Centro de Pesquisa Gongalo Muniz (FIOCRUZ) Taise Lima de Oliveira Cerqueira em
parceria com uma equipe executora, composta por:

- Prof. Dra. Angelina Xavier A. Costa — Chefe do Servigo de Genética Médica do
COM-HUPES/Universidade Federal da Bahia, BA.

- Dra. Tatiana Amorim — Pediatra e Geneticista do Servico de Referéncia em
Triagem Neonatal — SRTN, Coordenadora do Nucleo de Pesquisa Cientifica — NUPEC —
Centro de Diagnostico e Pesquisa — APAE Salvador.

- Prof. Dr. Ney Cristian Amaral Boa Sorte — Pediatra e Pesquisador do Centro de
Pesquisas Fima Lifshitz da Universidade Federal da Bahia, Professor Adjunto do curso de
Medicina da Escola Bahiana de Medicina ¢ Saude Publica, Professor Auxiliar Doutor da
Universidade do Estado da Bahia e Assessor Cientifico no Nucleo de Pesquisa Cientifica da

APAE Salvador.
- Dr. Vladimir Fernandes — Radiologista e coordenador da DIAGNOSON.

- Prof. Dra. Ana Marice Ladeia — Pesquisadora e Professora Adjunta da Escola

Bahiana de Medicina e Saude Publica, Fundagao para o Desenvolvimento das Ciéncias.

- Dra. Anabel Goés Costa — Cardiologista, Pesquisadora e Chefe do Servigo de
Cardiopediatria e do Ambulatorio de Cardiopatia Congénita em Adultos, Hospital Santa
Izabel; Mestranda Curso de Pos-graduacdo em Medicina e Satide Humana da Escola Bahiana

de Medicina e Saude Publica.

- Paula Carolina Salles Leite — estudante de iniciacao cientifica da Medicina e Saude

Humana da Escola Bahiana de Medicina e Satide Publica.

- Yanne Rocha Ramos — estudante de iniciagdo cientifica da Faculdade de Medicina da

Babhia.
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VI. RESULTADOS

Cento e vinte (120) pacientes oriundos da coleta de dados, possuindo resultados
prévios e atualizados de TSH, foram coletados, dentre os quais, 70 do sexo feminino (58,3%)

e 50, sexo masculino (41,7%).

Entretanto, apenas 114 foram identificados quanto a cardiopatia congénita, sendo 79
(65,8%) pacientes portadores de cardiopatia acianogénica (Comunicacdo Interventricular,
Comunica¢ao Interatrial, Estenose Pulmonar e outros) e 35 pacientes (29,1%) detectados
como cardiopatas congénitos cianogénicos (Tetralogia de Fallot, Atresia de Tricuspide,
Transposicao das Grandes Artérias), outros (1) e 5 pacientes sem diagndstico identificado no

prontuario demonstrados abaixo.

3 3%
(]

4% 8%

ECIA ECIV EDSAV EEP EOQutros MTAF HAT ETGA HOQutros

Figura 4: Pacientes classificados quanto a Cardiopatia Congénita acianogénica e
cianogénica no ambulatério Silva Lima — Hospital Santa Izabel. (CIA: comunicacdo
interarterial; CIV: comunicagdo interventricular; DSAV: defeito do septo atrioventricular; EP:
estenose pulmonar; T4F: Tetralogia de Fallot; AT:atresia tricuspide; TGA: transposi¢do das

grandes artérias).
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A coleta dos mesmos dados antropométricos (altura, peso, idade, superficie corpdrea)
foi parcial, devido a falta de registro dos mesmos nos prontudrios. Tal falta de registros
representa significativa perda de dados que impossibilita a analise completa, por ndo atender
os critérios de inclusdo, e seguimento do fluxograma (Figura 3). Em decorréncia disso, a
descricdo dos resultados levard em conta apenas aqueles que preencherem os critérios

necessarios para o rastreamento genético do fator de transcrigdo NKX2-5.

Dos cinquenta (50) pacientes do sexo masculino, apenas 48 apresentavam dados
completos, a média de idade foi de 31 anos, mediana 31, desvio padrdo de 10 e os valores
médios de TSH para tais pacientes foi de 2,81 pUI/mL, sendo que 11 pacientes apresentaram-
se acima do valor de referéncia do TSH (4,0 pUI/mL) (Tabela 1). Trés pacientes possuiam
diagnéstico de hipotireoidismo obtidos previamente. Apenas um paciente do sexo masculino
ndo apresentou valor positivo de Anti-TPO e quatro deles estavam acima do valor de

referéncia para auto-imunidade (<35 pUI/mL).

Dentre os pacientes do sexo masculino (24), foram realizadas ultrassonografias, sendo
detectados 7 pacientes com hipoplasia (Tabela 2), considerando o valor de referéncia para o
volume da glandula tireoidiana, em homens, 7 cm’. Foram descritos pelo operador, pacientes
com assimetria lobar, sendo que dois exibiam redu¢do volumétrica em lobo esquerdo. A
avaliagdo laboratorial baseado nos valores do hormoénio tireotropico (TSH) encontrou

resultados expressos abaixo.

Tabela 1: Classificacdo dos pacientes divididos de acordo com os niveis valores de

TSH.
Valores de TSH N (%) Sexo
<4mUI/L 101 (84,1) 63F/38M
(1)4,0-6,0 UI/L 9(7,5) 4F/5M
(2) 6,0-9,0 UI/L 6(5) 3F/3M
3)=9 UI'L 4(3,3) 1F/3M
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Entre os valores de TSH fora do padrdo de referéncia, houve 19 pacientes (11 homens
e 8 mulheres) relacionados a tal alteragdo. Entretanto, nesse grupo, apenas 15 estariam com
valores de TSH entre 4,0 pUI/mL e 10,0 pUI/mL, podendo ser diagnosticados como

hipotireoidismo subclinico.

Tabela 2: Pacientes diagnosticados com demonstrados de acordo com a hipoplasia

tireoidiana a partir do exame de ultrassonografia.

Paciente Sexo CC TSH AATPO Volume
HT1 M CCC 3,00 - 5,59
HT2 M CCA 1,56 - 3,19
HT3 M CCC 1,17 - 6,68
HT4 F CCC 1,49 - 4,85
HTS M CCC 5,14 - 4,34
HT6 M CCA 3,98 - 5,32
HT7 M CCA 2,39 - 6,74
HTS M CCA 6,17 NA 6,2
HT9 F CCA 0,00 + 0

Pacientes do sexo feminino (70), apenas 67 apresentaram dados de idade, sendo a
média de 35 anos, mediana 32 e desvio padrdo, 14. Os valores médios de TSH obtidos foram
de 2,74 pUI/mL, dentre os quais 8 pacientes estavam acima do valor de referéncia hormonal
previamente citado (Tabela 1). Houve perda do resultado de anti-TPO de 2 pacientes. Seis (6)
pacientes foram detectadas com autoimunidade, visto que apresentavam acima do valor de

referéncia para o ATPO.

Realizou-se ultrassonografia em 43 pacientes do sexo feminino. Apenas 2 pacientes
apresentaram volume da glandula abaixo do valor de referéncia de 5 cm?, sendo consideradas
hipoplasicas e foi detectada 1 paciente com agenesia, cuja paciente ja possuia diagndstico
prévio. Nesse grupo, apenas uma paciente tinha diagnostico prévio de hipertireoidismo

(Tabela 2).

Em relagdo aos pacientes descritos quanto a hipoplasia (Tabela 2), pode-se

correlacionar que dentre os homens, 3 apresentam cardiopatia congénita cianogénica e 4,
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cardiopatia congénita acianogénica. Nas mulheres, uma possui cardiopatia cianogénica e a
outra, acianogénica. Além disso, ha 1/9 pacientes hipoplasicos (HTS5) que pode ser
diagnosticado como portador de hipotireoidismo subclinico, em decorréncia do valor de TSH
(> 4,0 pUI/mL e < 10, 0 pUI/mL) e ATPO negativo. O paciente (HTS8) ndo pode ser avaliado

quanto ao hipotireoidismo subclinico por causa da auséncia do valor de ATPO (Tabela 2).

De acordo com os resultados laboratoriais prévios e da coleta de dados alterados,
apenas n=16 apresentaram todos os dados necessarios para realizacdo do estudo genético
(pacientes com TSH prévio alterado e pacientes com TSH alterados durante a triagem do
estudo). Dentre os 16 pacientes, 9 (3M/6F) foram avaliados por meio de ultrassonografia, os
outros 7 (4M/3F) pacientes apesar de ndo retornarem ao servico para a avaliacdo
ultrassonografica, j& possuiam resultados anteriores de dosagem de TSH alterado e desta

forma foram investigados geneticamente.

Quanto ao tipo de CC destes pacientes: 6 apresentam cardiopatias congénitas
cianogénicas, como: Tetralogia de Fallot, Truncus, Eisenmenger ¢ Anomalia de Ebstein; e 10
pacientes portadores de cardiopatia congénita acianogénica, como: comunicacao
interventricular, comunicag¢ao interatrial, defeito do septo atrioventricular, coarctacdo de aorta

e estenose pulmonar.

Em relacdo as ultrassonografias realizadas, nenhum dos 9 pacientes apresentou
alteracdo quanto ao volume, textura ou posi¢ao. O volume médio da tireoide nos pacientes do
. . 3 . .~
sexo masculino foi de 10,06 cm’. Para as mulheres submetidas a essa avaliagdo, o volume

médio foi de 6,84 cm”.

Quanto ao rastreio do gene NKX2-5, foram encontrados dois polimorfismos,
previamente descritos na literatura, em 12 dos 16 pacientes estudados. O polimorfismo
p.GIn181 (c.541G>A) descrito no éxon 2, foi encontrado em heterozigose em apenas 1

paciente do sexo masculino (Figura 5).
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Figura 5: Eletroferograma dos pacientes estudados para o gene NKX2-5 demonstrando

o polimorfismo p.GIn181 encontrado no éxon 2.

Um segundo polimorfismo, p.Glu2l (c.53A>G) também relatado na literatura, foi

encontrado em 11 dos 16 pacientes, 8§ em heterozigose e 4 em homozigose (Figura 6).

190 190 190
T G G A G C A T G G A A C A A ACA

Watvan, Aot

Figura 6: Eletroferograma dos pacientes estudados para o gene NKX2-5 demonstrando

o polimorfismo p.Glu21 encontrado no éxon 1.
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VII. DISCUSSAO

Esse ¢ um estudo clinico-genético realizado em pacientes com cardiopatia congénita
com a finalidade de pesquisar, além das caracteristicas clinicas da cardiopatia congénita, a sua

correlacdo com o gene candidato NKX2-5 e a fung¢do tiroeoidana destes pacientes.

A cardiopatia congénita ¢ uma doenca congénita muito prevalente, cerca de 9 a cada
100 nascidos vivos no mundo. Atualmente, 90% das criangas portadoras de cardiopatia
congénita atingem a idade adulta e gracas ao diagnostico precoce, técnicas cirurgicas e
cuidado intensivo, o nimero de adultos portadores da doenga tem sido crescente ao longo dos
Gltimos 50 anos’. Na Bahia, um estudo em uma maternidade de referéncia em Salvador em
2013, apontou como 5,98% a prevaléncia dessa cardiopatia em recém-nascidos™. Ha escassos
dados que possibilitem precisar quanto a prevaléncia de adultos portadores de cardiopatia

congénita.

A proporcao de 70 mulheres CC: 50 homens CC ¢ discordante do que foi demonstrado
na literatura e citado previamente®, ja que ha uma prevaléncia de 56,1% do sexo masculino.
Quanto aos tipos de cardiopatias, 79 CC acianogénicas (CIV, CIA, PCA, Coarctacao de
Aorta, Defeito do septo Atrioventricular, Estenose Adrtica) e 39 CC acianogénicas (Tetralogia
de Fallot, Atresia de Trictuspide, Transposicdo das Grandes Artérias, Truncus Arteriosus)
houve concordancia de prevaléncia entre os encontrados e aqueles demonstrados na

literatura®>.

Em relacio aos achados de imagem, 67 pacientes (43F/24M) realizaram a
ultrassonografia. Destaca-se a prevaléncia do sexo masculino diante das alteragdes em relagao
ao volume da glandula, tendo sido considerado que 10,44% (7/67) dos homens apresentavam
uma glandula hipoplasica. Tal achado ¢ inesperado em relagdo a literatura, ja que, por
exemplo, em um estudo prévio no Sudeste do Brasil com criancas portadoras de
hipotireoidismo congénito, foi elencado que o sexo feminino estaria relacionado a ectopia,

~ N1 . .. . 29
mas nao a hipoplasia de forma estatisticamente significante™ .

Em relacdo as alteracdes tireoidianas, destacam-se as deficiéncias hormonais, dentre
as quais, o hipotireoidismo ¢ a mais comum. A defini¢do de hipotireoidismo envolve um
estado clinico causado por quantidade insuficiente de hormonios circulantes provenientes da

tireoide, ndo atendendo assim, a fun¢do organica normal. A forma mais prevalente ¢ a doenca
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tireoidiana primaria, em que a falha ocorre na propria glandula, mas também pode ocorrer em
fungio de disfungdo hipotalamica ou hipofisaria (hipotireoidismo central)®*. Os efeitos sdo
bastante diversos e variam desde individuos assintomaticos at¢é coma com falha
multisistémica, por isso pode ser classificado de acordo com critérios relativos a: idade do
inicio da doenca (congénita ou adquirida); o nivel de disfuncdo enddcrina responsavel

C . ;. . ;. roe 25
(primaria ou secundaria) e a gravidade (clinico e subclinico)™.

Analisando os resultados obtidos, constata-se que 19 pacientes (11 homens e 8
mulheres) apresentaram elevacdo do TSH, podendo diagnosticd-los como pacientes com
hipotireoidismo subclinico (HSC). Tal resultado ¢ discordante dos achados da literatura que
mostra uma prevaléncia na populagdo geral de 4% a 10%, sendo maior no sexo feminino, em
idosos e inversamente proporcional a quantidade de iodo na dieta. Em amostras obtidas no
Rio de Janeiro, Brasil, houve prevaléncia do sexo feminino foi de 12,3% e em mulheres de 70
anos, 19,1%. A importancia do diagndstico e tratamento do hipotireoidismo subclinico deve-
se ao fato do nimero crescente de estudos que associam o HSC com maior risco de doenga

. . . 26
arterial coronariana e mortalidade™.

Em uma coorte de pacientes cardiopatas congénitos, fica explicitado a importancia de
tal diagnostico, visto que pode proporcionar melhor manejo e sobrevida dos pacientes.
Mesmo sendo um comum e potencialmente critico, o hipotireoidismo ¢ frequentemente
negligenciado, apesar de ser facilmente detectado por meio de exames laboratoriais. A
defini¢do de hipotireoidismo envolve um estado clinico causado por quantidade insuficiente
de hormonios circulantes provenientes da tireoide, ndo atendendo assim, a fun¢do organica
normal. A forma mais prevalente ¢ a doenca tireoidiana primaria, em que a falha ocorre na
propria glandula, mas também pode ocorrer em fun¢do de disfun¢do hipotalamica ou

hipofisaria (hipotireoidismo central)**,

A reducdo da atividade metabolica ¢ marco importante na fisiopatologia da doenca,
sendo evidenciada por manifestacdes clinicas cldssicas: mialgia, pele seca, unhas quebradigas,
artralgia, constipacdo, cabelos finos, palidez, bradicardia, menorragia, entre outros. Apesar de
serem sintomas inespecificos, outra caracteristica do hipotireoidismo é o depdsito de
glicosaminoglicanos, levando a macroglossia e ao atraso da fase de relaxamento dos
reflexos®. Quando o quadro torna-se mais acentuado, destaca-se o edema periférico

particular, constipagdo, ganho de peso e dispneia. Outras manifestagdes mais raras, porém de
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preocupacdo consideravel abarcam derrame pericardico, ascite, diminuicdo na acuidade

. , . ~ . rqe 2
auditiva e, até mesmo, hipertensdo diastdlica 7,

A suspeita diagnostica de hipotireoidismo ¢ feito com subsidio nas manifestacdes
clinicas, mas exames laboratoriais sdo fundamentais para o estabelecimento do diagndstico,
dentre os quais, pode-se apontar a dosagem sérica de hormoénio tireoide estimulante (TSH)
como padrio ouro para o hipotireoidismo primario®’. Numa investigagdo clinica, ainda é
possivel encontrar hipotireoidismo subclinico (HSC), definido como elevados niveis séricos
de TSH associados a niveis normais de T4 livre. Essa elevagdo ndo é comumente
acompanhada por manifesta¢des clinicas, apesar de estudos demonstrarem um aumento do
risco de doengas cardiovasculares e pior desempenho cardiaco funcional em pacientes com

TSH anormalmente elevado®*.

Apesar do pouco impacto clinico, o HSC deveria ser investigado rotineiramente em
pacientes com CC devido a alta prevaléncia na populagdo geral 3% a 12%”° e possivel

o . c g ;. ~ . . 2
associagio de CC com doenga tireoidiana subclinica ndo diagnosticada®’.

Em relagdo aos casos estudados no Hospital Santa Izabel, os pacientes em
acompanhamento sdo de cidades do interior o que dificultou a manuten¢do dos pacientes na
pesquisa. Além disso, a falta de dados completos (antropométricos e classificacdo da

cardiopatia congénita) nos prontudrios dos pacientes levou a um tamanho amostral reduzido.

Em relacdo as alteragdes tireoidianas, houve conformidade em relagdo a literatura
(incidéncia ¢ de 2:1 no sexo feminino), os resultados trouxeram uma predominancia de
mulheres com TSH prévio alterado 4F:1M, entretanto, discordantes quanto ao TSH alterado

durante a triagem 5M:4M>°,

Foram encontrados dois polimorfismos ja descritos na literatura. Relatos de literatura
demonstram que mutagdes no NKX2-5 em vdarias linhagens heterozigotas tem sido
identificadas em pacientes cardiopatas, portadores de defeito atrial com ou sem bloqueio
atrioventricular, embora haja registro de outros tipos de CC. Entdo, o espectro de muta¢des do
NKX2-5 ¢é bastante variado em relacdo ao tipo da mutacdo, posicdo do aminoacido afetado e
impacto previsto na interagdo proteina-proteina. Sabendo que o NKX2-5 esta relacionado com
doencas cardiacas complexas, pode-se inferir que ha tipicamente a possibilidade de mutacdes

multiplas™.
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Em um estudo populacional de coorte na Republica Checa com 170 portadores de
hipotireoidismo congénito, sendo 15 cardiopatas congénitos, ndo foi encontrado nenhuma
mutagio no gene NKX2-5°°, bem como em um estudo italiano previamente citado. Ha,
portanto, a sugestdo de que essas variagdes podem ndo ser causas da doenca, mas possam

. . . )
significar predisposi¢ao”.

Outro estudo brasileiro, incluindo 27 pacientes, sugere que se inclua em tais
questionamentos, mecanismos epigenéticos ou mudangas somaticas como possiveis
inativadores do fator de transcricdo em questdo. Ademais, ainda ndo hd consenso se a
mutagdo do NKX2-5 sdo de natureza somatica ou em mosaico, visto que ha discordancia de
resultados oriundos de amostras obtidas por diferentes preparos (tecido congelado ou

fresco)'’.

Desta forma, observa-se que o espectro de mutagdes do NKX2-5 ¢ bastante variado em
relacdo ao tipo da mutacdo, posi¢do do aminoacido afetado e impacto previsto na interacao
proteina-proteina. Sabendo que o NKX2-5 esta relacionado com doencas cardiacas complexas,
pode-se inferir que ha tipicamente a possibilidade de mutagdes multiplas'’. Como a
patogénese da DT ainda ndo est4 elucidada, ha a probabilidade da disgenesia tireoidiana ser

. A . . . .22
de origem poligénica e, por isso, de complexo rastreio nos casos de defeitos dessa via™.

Apesar dos estudos sobre desenvolvimento da organgénese terem sido bastante
investigados, sugere-se que ha presenga de fatores desconhecidos e mecanismos nao
completamente elucidados envolvidos com o NKX2-5. Alguns fatores que em hipotese
poderiam interferir sdo mecanismos epigenéticos os mudangas somaticas, sugerindo portanto
um aprofundamento maior para desvendar quais alteragdes estariam de fato relacionadas a

1
€SSC gene 7.
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VIII. CONCLUSOES

1. Auséncia de descricio de dados antropométricos e descricdo do diagndstico da
cardiopatia congénita nos prontudrios do Servigo do Santa Izabel acarretou
significativa perda de pacientes para avaliagdo.

2. A propor¢ao de homens: mulheres no cendrio da cardiopatia congénita ¢ discordante
do que estabelecido pela literatura, entretanto ha concordancia quanto ao tipo
prevalente de cardiopatia congénita.

3. Em relacdo as alteragcdes hormonais, o hipotireoidismo subclinico apresentou uma
prevaléncia maior do que a estabelecida pela literatura, assim como a predominancia
inesperada no sexo masculino.

4. O rastreio dos niveis de TSH e investigacdo de hipotireoidismo e hipotireoidismo
subclinico ¢ crucial para melhor manejo, tratamento e sobrevida do paciente
cardiopata congénito, ja que esse diagnostico implica em risco associado com doenca
arterial cronica e mortalidade, o qual j& ¢ aumentado diante da morbidade existente.

5. Quanto ao estudo genético do NKX2-5, foram descritos polimorfismos ja relatados em
literatura, mas ressalta-se a importancia de estudos mais aprofundados desse fator de

transcri¢do para desvendar os demais mecanismos genéticos.
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IX. SUMMARY

NKX2-5 GENE MUTATION IN PATIENTS WITH CONGENITAL CARDIOPATHY
ASSOCIATED WITH MORPHOGENESIS DEFECTS OR TIREOIDAL FUNCTION.
Genetic and molecular studies suggest the essential involvement of the NKX2-5 transcription
factor in the thyroid and cardiac embryonic development. Mutations in this gene have
repercussions on cardiac organogenesis and, possibly, on the thyroid primordium,
corroborating the major finding of association of congenital heart disease and Thyroid
Dysgenesis. Objectives: Analyzing genetic alterations in the NKX2-5 gene in adult patients
with congenital heart disease associated with morphological alterations and / or non-
autoimmune thyroid dysfunction. Methodology: Cohort analysis of patients with CC: a)
Thyroid ultrasound; B) laboratory tests to evaluate thyroid function and presence of
autoimmunity (ATPO and TSH). Determination of weight, height and Body Surface [SC(m?)

0725 x 71,84 x 10 ]. Genetic evaluation: 5 ml of blood for

= weight(kg) ***x heigth(cm)
extraction of genomic DNA; Polymerase Chain Reaction (PCR) and direct sequencing of the
coding region of the NKX2.5 gene. Ethical aspects: This study is a subproject of "Gene
mutation research implicated in thyroid and cardiovascular morphogenesis: a clinical and
molecular study in cohorts of patients with thyroid dysgenesis and congenital heart disease"
funded by FAPESB (grant term RED 0014/2012) and Approved by the Research Ethics
Committee Dr. Celso Figuerda and by the Research Committee of the Hospital Universitario

Professor Edgard Santos.

Keywords: 1. Thyroid; 2. Transcription factor NKX2-5; 3. Congenital heart disease.
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XI. ANEXOS

Anexo 01 — Carta de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do Professor Dr. Celso

Figuer6a — Hospital Santal Izabel

-I-" HOSPITAL SANTA IZABEL
I SANTA CASA DE MISERICORDIA DA BAHIA '

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PROF. DR. CELSO FIGUEIROA
HOSPITAL SANTA IZABEL

Salvador, 27 de margo de 2012
PARECER N°: 47/2011
CAAE: 0033.0.057.000-11

1. IDENTIFICAGCAO DO PROJETO DE PESQUISA

TITULO DA PESQUISA: “Pesquisa de Mutagdes de Genes Implicados na Morfogénese
Tireoideana e Cardiovascular: Estudo Clinico e Molecular em Coortes de Pacientes com
Disgenesia Tireoidiana e Cardiopatia Congénita”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dra. Anabel Gées Costa
INSTITUICAO: Hospital Santa Izabel
CARGO: Médica

2. PARECER DO CEP

As respostas referentes as pendéncias exigidas fornecidas pelo pesquisador responsavel pelo
protocolo supracitado, foram avaliadas e respondem as duvidas éticas deste CEP. O Comité de

Etica em Pesquisa Prof. Dr. Celso Figueiréa- Hospital Santa Izabel, acatando o parecer do relator
designado para o referido protocolo, em uso de suas atribui¢des, aprova o Projeto de pesquisa

supracitado, estando os mesmos de acordo com as Resolugdes 196/96 e 251/97.

Cordialmente,

Prof.@ascimemo
Coor omité de Etica em Pesquisa Prof. Dr.Celso Figueiroa

Hospital Santa Izabel

Pga Almeida Couto,500 CEP 40050-410 Salvador-BA C6C.15,153.745/0002-49




ANEXO 02 — Carta de aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Complexo

Universitario Professor Edgard Santos

Universidade Federal da Bahia &
Complexo Hospitalar Universitirio Prof. Edgard Santos u
et Comissiio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP i
UFB A Conselho Nacional de Satde- CNS C ,()mplexo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP/HUPES) HUP ES

UNIVERSIDADE NOVA

DECLARACAO

PROTOCOLO CEP/HUPES N° 125/2011

Declaramos ter lido e concordado com o parecer ético emitido pelo Comité de Etica em
Pesquisa Prof. Dr. Celso Figueirba Hospital Santa Izabel, através do Parecer
Consubstanciado N°® 47/11, tendo como Coordenador Prof. Dr. Jedson dos Santos
Nascimento, institui¢gdo que aprovou o projeto em 27 de margo de 2012. Esta institui¢do
esta ciente de suas co-responsabilidades como Instituigdo Co-participante do Projeto
intitulado: Pesquisa de Mutac¢do de genes implicados na morfogénese tireoidiana e
cardiovascular: estudo clinico e molecular em coortes de pacientes com disgenesia
tireoidiana e cardiopatia congénita, tendo como pesquisador responsavel, Anabel Goes
Costa , e de seu compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos sujeitos de
pesquisa nela recrutados, dispondo de infra-estrutura necessiria para a garantia de tal
seguranga.
Situagdo: APROVADO.

Salvador. 01 de junho de 2012.

@A&/ i
gt P At
Prof. Dr. ligb/éo Bagaro, MBLPhD -,

Coordenador do Coprité de Ftica ém Pesquisa/HHUPES

Q\*‘“Sf i
o\

25 e ton
—F ot ‘QM\\‘
)QMJ,\, ‘@wAM ,,,,xe“ W \)““ N w

¥,
l Hgl g RO
Ul Prof Dr. Hugo da Costa Ribeiro Junior o
Diretor do Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos

Comité de Etica em Pesquisa- CEP/HUPES 1
Rua Augusto Viana, s/n - Canela — Salvador — Bahia CEP: 40.110-060

Tel.: (71) 3283-8043  FAX: (71) 3283-8141

E-mail: cep.hupes@gmail.com
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ANEXO 03 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —- HOSPITAL SANTA ISABEL

Nome do Projeto: “Pesquisa de muta¢des de genes implicados na morfogénese tireoideana e
cardiovascular: estudo clinico e molecular em coorfes de pacientes com disgenesia tireoidiana

e cardiopatia congénita”.

Pesquisador Responsavel: Helton Estrela Ramos: Coordenador do Projeto — Professor
Adjunto do Departamento de Bio-regulagdo do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia. Pesquisador colaborador do CPqGM — FIOCRUZ-BA.
E-mail para contato: tireoideufba@gmail.com

Anabel Gées Costa: Chefe do Servigo de Cardiopediatria e do Ambulatério de Cardiopatia
Congénita em Adultos, Hospital Santa Izabel.

Proposito e Revisao Geral

Vocé tem um tipo de doenca chamada Cardiopatia Congénita, que consiste num
defeito de formagdo ou funcionamento do coragdo e vocé esta sendo convidado a participar,
como voluntario, de um projeto de pesquisa intitulado: “Pesquisa de mutacdes de genes
implicados na morfogénese tireoideana e cardiovascular: estudo clinico e molecular em
coortes de pacientes com disgenesia tireoidiana e cardiopatia congénita”.

Este projeto ird estudar a base molecular desta doenga, a cardiopatia congénita. Estudo
molecular significa procurar esclarecer (entender) a causa genética da cardiopatia congénita,
ou seja, esclarecer se existe alguma alteragdo genética que causou a doenca. Para isto, serd
estudado um componente especifico, 0 DNA, que esta presente nas células (menor parte do
corpo humano, que forma os diversos 6rgaos, como exemplos de 6rgaos podem ser citados: o
coracdo, a pele, o olho e o sangue) e que ¢ responsavel pelas caracteristicas de um individuo
(pessoa), que sdo transmitidas de pai para filho, desta forma possibilitando que os filhos se
assemelhem (sejam parecidos) em algumas caracteristicas aos pais.

O objetivo desta pesquisa € achar a causa genética (mutagdes, alteragdes, mudangas no
DNA) da cardiopatia congénita em pacientes acompanhados pelo ambulatorio de cardiopatia
congénita do Hospital Santa Isabel. A intengdo ¢ avaliar clinicamente os pacientes com
diagnostico de cardiopatia congénita que tenham possivel alteragdo genética que causou a

doenga. Caso vocé apresente a mutacdo que sera estudada, seus pais serdo convidados a
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participar do estudo. A pesquisa genética dos pais se faz necesséria para o entendimento de
que se trata de uma caracteristica hereditéria (transmitida, passada de pais para filhos).

A participagdo nesta pesquisa ndo traz complicagdes legais. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos
conforme Resolugdo N° 196/96 do Conselho Nacional de Satde. A sua participacao ficara
limitada uma coleta de sangue (5 ml) que serd utilizado nos estudos genéticos. Vocé, ao
aceitar participar da pesquisa ndo precisara fazer nenhuma consulta médica. Como em
qualquer procedimento de coleta de sangue vocé podera experimentar alguns desconfortos,
principalmente relacionados a agulhada da coleta de sangue: dor local, mancha roxa, sensa¢ao
de visdo turva, queda da pressdo e infec¢ao local. Os riscos que envolvem este procedimento
s30 minimos e serdo devidamente acompanhados pela equipe médica. Estes riscos sdo os
citados acima.

Ao participar da pesquisa vocé estd autorizando o armazenamento de sangue e DNA
coletados para a constituicdo de um Biobanco e Biorepositorio segundo a Resolu¢do CNS N°
441/2011, onde se entende por Biobanco: colecdo organizada de material bioldgico humano e
informagdes associadas, coletado e armazenado para fins de pesquisa, conforme regulamento
ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade e gerenciamento
institucional, sem fins comerciais e Biorepositdrio: colecdo de material bioldgico humano,
coletado e armazenado ao longo da execugdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme
regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade
institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais. Desta forma, sua
participagdo em estudos futuros fica sob seu critério a possibilidade de optar por: a)
necessidade de novo consentimento a cada pesquisa, ou seja, em caso de novo estudo, onde
seja necessario a utilizacdo do seu material bioldgico o pesquisador responséavel terd que lhe
pedir nova autorizagao.

Em caso de obito (morte) ou incapacidade vocé deverd indicar uma ou mais pessoas
que possam consentir na utilizacdo ou descarte do seu material bioldgico, assim como ter
acesso aos resultados obtidos e as devidas orientagdes; ou, b) manifestagdo de dispensa de
novo consentimento a cada pesquisa. O material coletado serd processado, analisado e
estocado no Laboratorio de Imunologia do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Bahia (UFBA) e/ou no Servico de Genética Médica da Universidade Federal da
Bahia situado no Hospital Universitario Edgar Santos (HUPES/UFBA). Em caso de mudanca
de local vocé sera informado formalmente por meio do Termo de Transferéncia de Material

Biologico (TTMB).
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Todas as informagdes coletadas neste estudo sdo estritamente confidenciais. Somente
os integrantes do estudo terdo conhecimento dos dados que forem necessarios para realizagao
das atividades pertinentes ao desenvolvimento do presente trabalho. Vocé terd acesso a todas
as informagdes sobre o projeto e seus dados genéticos, assim como, direito de retirar o seu
sangue e/ou DNA, do local onde estes se encontram armazenados a qualquer momento.
Durante o estudo vocé poderd ser submetido ao exame Ecocardiograma com Doppler. O
Ecocardiograma ¢ um exame auxiliar para o diagnostico utilizado no estudo do coragdo, este
exame nos mostra defeitos na forma e funcionamento do coragdo. Este exame ndo causard
dor ou sofrimento a vocé. Todas as despesas necessarias para a realizacdo do estudo (exames,
testes, etc...) ndo sdo da sua responsabilidade.

Os beneficios esperados ao entrar na pesquisa sdo: o diagnoéstico da causa da
Cardiopatia Congénita podendo influenciar na melhoria do tratamento e adequar o manejo dos
pacientes, além de fornecer melhor explicagdo para o entendimento da causa da doenga e do
andamento do tratamento. A avaliacdo genética também pode possibilitar um aconselhamento
genético adequado para possiveis futuros filhos. Além disso, esperamos que este estudo traga
informagdes importantes sobre a causa da cardiopatia congénita na Bahia. Gostariamos ainda
de esclarecer que vocé ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem
como nada sera pago por sua participacao.

A sua participacdo neste estudo ¢ voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar a
participagdo no estudo, ou se aceitar participar, pode retirar o consentimento e material
biologico a qualquer momento. Este fato ndo implicara na interrup¢do da continuidade do
tratamento do seu tratamento, que estd assegurado. As informacgdes relacionadas ao estudo
poderao ser inspecionadas pelos médicos que executam a pesquisa e pelas autoridades legais,
no entanto, se qualquer informacdo for divulgada em relatério ou publicacdo, isto sera feito
sob forma codificada (ou seja, seu nome nao ira ser divulgado), para que a confidencialidade
seja mantida. Os dados genéticos e resultados nao ficardo acessiveis ou divulgados a terceiros
(outras pessoas).

Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para
participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Eu recebi uma copia deste documento, e tenho o direito de negar ou desistir de
participar deste estudo em qualquer momento sem qualquer prejuizo para os cuidados a mim

dispensados. A PARTICIPACAO NA PESQUISA E VOLUNTARIA.
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reafirmando que tenho ciéncia do acima exposto, concordo em participar desse estudo, e estou
ciente que tenho:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros, relacionados com a pesquisa a que serei
submetido;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no
estudo sem que isso traga prejuizo a continuagdo dos meus cuidados;

3. A seguranca de que ndo serei identificado e que serd mantido o carater confidencial da
informacgao relacionada com minha privacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informacao atualizada durante o estudo, ainda que esta
possa afetar minha vontade de continuar participando;

5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizagdo que legalmente teria direito, por
parte da Instituicdo a Saude, em caso de danos que a justifiquem, diretamente causados pela
pesquisa ¢;

6. O conhecimento de que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa.

; de de20

Participante ou Responsavel Legal Pesquisador Responsavel

Polegar direito




