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RESUMO

A Sindrome Allan-Herndon-Dudley (AHDS), foi descrita por William, Allan e
colaborador Dudley em 1944. Caracterizada clinicamente por hipotonia, hipoplasia muscular
e retardo no desenvolvimento e mental, face longa e fina, contraturas articulares e
hiporeflexia.

A doenga € caracterizada por retardo mental ligada ao X e sua frequéncia entre a
populacdo geral com retardo mental (RM) € dificil de ser estimada. Até o0 momento, estima-se
uma frequéncia de 1/10.000 homens com RM (SCHWARTZ, 2005).

AHDS € uma doengca causada por mutagdo no gene transportador de
monocarboxilato 8 (MCTS), localizado no cromossomo X (Xq13.2). A doenga é herdada de
forma recessiva ligada ao X e possui penetrancia completa, expressividade varidvel atingindo
homens hemizigdticos com mutagdo, filhos de mulheres portadoras de mutagdo no MCTS
(MULLER et al., 2002).

Mutacdes presentes no gene MCTS podem levar a uma deficiéncia funcional, a
capacidade residual de transporte com reduzida afinidade ao substrato e até mesmo manifestar
a perda funcional total do transportador (stop cddon prematuro ou degradacdo rdpida)
(JANSEN et al., 2008). Esse transporte anormal reflete em niveis séricos elevados de T3 livre
e decréscimo dos niveis de T4 livre ao longo dos quais se desenvolvem caracteristicas clinicas
peculiares.

O diagnéstico de AHDS € essencialmente clinico, baseado na anamnese e histdria
clinica do paciente com auxilio diagndstico por ensaios bioquimicos de quantificagdo do nivel
sérico de hormonios tireoideanos (TSH, LT3 e LT4).

O presente estudo faz parte de um projeto maior “ESTUDO DE DOENCAS
HEREDODEGENERATIVAS EM MINAS GERAIS - Estabelecimento de uma Rede para
Diagnostico, Acompanhamento e Aconselhamento Genético” — que propde a investigacdo de
doencas degenerativas e/ou metabdlicas do sistema nervoso e ocular, em que um nimero
expressivo de pessoas possa vir a se beneficiar do diagndstico, acompanhamento e
aconselhamento genético.

Como premissa para inicio da pesquisa foi feita uma busca no banco de dados do

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), na tentativa de levantar todas as patologias



possiveis para sintomatologia do probando e foi obtido um resultado indicando fortemente o
diagndstico de AHDS. Incorporando como termos de busca as descricdes sintomadticas do
probando a tnica doenca ligada ao sexo possivel, dentre as listadas, foi a AHDS.

A hipétese diagndstico foi considerada forte baseada na sintomatologia observada
e historia familiar.

Com o objetivo de estudar os genétipos dos integrantes da familia alvo, a fim de
identificar uma mutacdo em regides codificantes do gene MCTS8 que ocasiona a sindrome de
Allan-Herndon-Dudley, foram feitas, coletas de sangue venoso dos pacientes, purificacdo do
DNA gendmico, amplificacdo das regides exonicas e adjacéncias (regides de recomposi¢ao),
sequenciamento e alinhamento com a sequéncia referéncia obtida no banco de dados on-line
do Ensembl.

Nao foram encontradas evidéncias moleculares de altera¢dao na sequéncia de bases
nitrogenadas com relacdo ao controle negativo e a sequéncia referéncia.

Conclui-se entdo, que serdo necessdrios estudos complementares para que o

diagndstico molecular seja efetivado.

PALAVRAS-CHAVE: Sindrome de Allan-Herndon-Dudley (AHDS), Transportador de
monocarboxilato 8, SLCI6A2, hipotonia neonatal, retardo desenvolvimental, hormdnios

tiredidicos, genética médica.



ABSTRACT

The Allan-Herndon-Dudley Syndrome (AHDS) was described by William
Allan and his fellow Dudley, in 1944. Clinically characterized as hypotonia, muscle
hypoplasia mental and developmental retard, face long and thin, knee contractures
contractures to articulate, and hyporeflexia.

The disease is characterized by mental retard linked to the X chromosome, and its
frequency among the general population with a mental retard(MR)is difficult to be estimated.
However it can be well trusted that, at present, the estimated frequency is around 1 in 10.000
men with MR (SCHWARTZ, 2005).

AHDS is caused by mutations of the monocarboxylate transporter 8 (MCTS),
located in the X chromosome (Xq13.2). It is inherited as a recessive disease linked to the X
chromosome and shows complete penetrance, variable expressivity , affecting hemizygotic
men with a mutation, children of women carrying the mutation in MCT8 (MULLER et al,
2002).

Mutations of the MCTS8 gene can lead to a functional deficiency with residual
capacity of the transporting and reduced affinity to the substratum, and total functional loss of
the transporter (when it results on a premature stop codon or when it causes fast degradation)
(JANSEN et al., 2008). This abnormal transport reflects on elevated serum levels of free T3,
and decrease of free T4 levels, resulting in the peculiar clinical characteristics of the disease.

The AHDS diagnosis is essentially clinical, based on clinical anamneses, history
of the patient, and diagnosis through biochemical tests that measure the serum levels of the
thyroid hormones (TSH, T3F, T4F).

The present study is part of a major project entitled “ESTUDO DE DOENCAS
HEREDODEGENERATIVAS EM MINAS GERAIS - Estabelecimento de uma Rede para
Diagnéstico, Acompanhamento e Aconselhamento Genético” (Study of heredodegeneratives
illness in Minas Gerais state - establishing a network for diagnosis, follow-up, and genetic
guidance) which aims at researching degenerative and/or metabolic diseases that affect the
nervous and the ocular systems. With this project, an expressive number of people may be

beneficiary of the results of this important work on genetics.



To set standards and as part of a main issue for a initial research, a search was
launched on the databases of the OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), intending to
find all possible pathologies for the symptomatic description of the proband, and the result
obtained strongly indicated the diagnosis of AHDS. Considering a main frame in the search is
the proband’s symptomatic descriptions, the only disease among those listed and linked to the
possible sex, was the AHDS.

A hypothetical diagnosis was primarily and strong considered based on the
patient’s symptoms, following-up the roots of the family history.

With the purpose of studying the integrated genotypes of the target family, and
aiming to identify a mutation in the codified regions of MCT8 gene, which causes the Allan-
Herndon-Dudley Syndrome, several venous blood samples were collected from the patients,
and genomic DNA purification was performed and followed by the amplification of the
exonic regions and surrounding areas (recomposition regions), and the sequencing and
alignment with the reference sequences obtained from the online data bank Ensembl.

The results did not show evidence of any molecular alteration in the sequence of
nitrogenous bases, in comparison to the negative control and the reference sequence.
Therefore, its quite fair to conclude that further steps and studies should be taken so that a

proper and definitive molecular diagnosis may become effective.
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1 INTRODUCAO

As Doencgas Metabdlicas Hereditarias (DMH) - causadas por erros inatos do
metabolismo (EIM) - s@o individualmente raras, porém, quando se consideram em conjunto, a
incidéncia € de uma para cada 2.500 recém-nascidos. Para se ter uma idéia dessa frequéncia,
no Estado de Minas Gerais em 2007 , segundo- Sistema de Informacdes sobre Nascidos Vivos
— SINASC, nasceram 258.469, quase 260.000 mil criancas por ano e em Belo Horizonte
42.184, cerca de 42 mil. Se num célculo simplista, considerarmos uma manuten¢do da taxa de
nascimentos, representaria uma aproximacgao de 104 novos pacientes por ano no estado. Neste
contexto temos a dimensdo da necessidade de agdes de politicas publicas de saide que
atendam a demanda crescente.

Servico que atenda aos acometidos de doengas do subgrupo doencas genéticas
(DG) pertencentes ao grupo de doengas metabdlicas hereditarias (DMH) raras, com carater
degenerativo progressivo tratdveis sdo uma urgéncia na rede de saide publica. Sdo doengas
que necessitam de atendimento especializado e complexo, e cujo tratamento € de fundamental
importancia na aten¢do a saide, sendo consideradas partes integrantes de um conjunto de
direitos chamados de direitos sociais. No Brasil este direito apenas foi reconhecido na
Constituicao Federal de 1988, citado no artigo 196: “A satide € direito de todos e dever do
Estado, garantido mediante politicas sociais e econdmicas que visem a reducdo do risco de
doenca e de outros agravos e ao acesso universal e igualitirio as acdes e servicos para a
promocgao, protecao e recuperagao’.

O tratamento das doengas complexas é feito pelo Sistema Unico de Sadde (SUS) e
requer atendimento de uma equipe de profissionais de saide multidisciplinar especializada
que € determinante na acdo de integracdo na sociedade, e até mesmo a assisténcia total a
saude, além de agdes de detec¢do precoce, reabilitacdo e prevencdo tercidria promovendo a
saude do paciente, e a assisténcia social a familia.

No Brasil, os resultados do Projeto Genoma Humano refletiram de forma
favordvel na formacdo de grupos de pesquisa em genética humana e estimulou um novo
mercado de trabalho voltado para a genética médica. De igual importancia, foi a antecipagdo
da comunidade cientifica para o estudo das implicagdes bioéticas de tais pesquisas em seres
humanos proporcionando, em consequéncia, a criacdo dos Comités de Etica em Pesquisa

vinculados ao Conselho Nacional de Saude, j4 em vigor no Brasil desde 1995.



17

Independentemente dos servicos, dos centros de exceléncia académica e das
agéncias de fomento a pesquisa estarem motivados e sensibilizados para a questdo das
doencas genéticas, programas epidemioldgicos nacionais ou mesmo regionais que visem
delinear o espectro das doengas genéticas e, consequentemente, suas frequéncias na populagdo
brasileira sdo ainda insuficientes diante das necessidades. Um segundo problema que pode ser
levantado, refere-se a localizagdo desses servicos especializados e, portanto, ao nimero de
familias que tém acesso a eles. Podemos constatar que esses servicos estdo localizados
exclusivamente nos grandes centros urbanos. Em Minas Gerais, por exemplo, limita-se a
capital, Belo Horizonte.

O Ambulatério de Doencas Metabdlicas do Hospital das Clinicas da UFMG atua
junto com o Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo desde 1999 e com o Laboratério de
Genética Animal e Humana desde 2004, prestando atendimento ambulatorial, laboratorial e
testes moleculares a pacientes da rede publica. O atendimento ambulatorial € semanal e
engloba atengdo neuroldgica, genética, endocrinoldgica e nutricional aos pacientes, com cerca
de 400 atendimentos por ano. No servigo, sdo atendidas familias com varios membros
acometidos em geracodes sucessivas, sendo proposto um diagnéstico clinico. Tem-se entdo, o
inicio de uma investigacdo cientifica voltada para o diagnéstico definitivo e o tratamento mais
acertado, através de um caso indice, com o referenciamento dos demais casos familiares
detectados a partir deste inicial. Em algumas familias, a doen¢a descende de vérias geracdes
anteriores, sem um diagnostico clinico-laboratorial. A falta de diagndstico laboratorial leva a
dificuldades na confirmacdo do diagndstico clinico, necessdria a uma intervengdo
medicamentosa mais acertada e especifica junto ao paciente. Quando diante de um quadro de
dificuldade de diagndstico laboratorial, aliado ao diagnéstico clinico ndo comprovado, ha uma
perda do interesse, no tratamento clinico, pela maior parte dos médicos, com evidente
repercussdo no acompanhamento dos afetados, que se sentem muito frequentemente
abandonados. Diante desse quadro, tem-se trabalhado intensivamente na assisténcia
diagnéstica, propondo projetos e assumindo casos de diagnéstico clinico dificil, sem infra-
estrutura facilitadora, ja que € uma nova darea da medicina. No Brasil existem poucos servicos
que prestam atendimento similar, o qual requer formagcdo médica especializada e muito
empenho na anamnese, interacdo e envolvimento da equipe médica e pacientes afetados ou
portadores das familias do caso index. Entretanto, o atendimento prestado pelo ambulatério e

pelos laboratérios colaboradores ainda consiste em um esforco pequeno, mas significativo,
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diante da grande e crescente necessidade de diagndstico clinico-laboratorial e tratamento das
doencas genéticas heredodegenerativas.

A fim de estruturar de forma eficaz a atencdo médica especializada, optou-se por
dar prioridade a projetos que proponham a investigagdo de familias com vérios membros
afetados. Por isto, foi proposto o Projeto “ESTUDO DE DOENCAS
HEREDODEGENERATIVAS EM MINAS GERAIS — Estabelecimento de uma Rede para
Diagnéstico, Acompanhamento e Aconselhamento Genético” pelo Programa de Pesquisa para
o SUS/FAPEMIG - que visa investigacdo de doengas degenerativas e/ ou metabdlicas do
sistema nervoso e ocular, em que um nimero expressivo de pessoas possa vir a se beneficiar
do diagnéstico, acompanhamento e aconselhamento genético. Esse projeto também busca
iniciar no estado de Minas Gerais um mapeamento da distribuicio de afec¢des genéticas
especificas.

Um dos objetivos do projeto € justamente a descentralizacdo de atendimentos
médicos com especialidade em genética. Para tanto, é realizado um trabalho conjunto do
Internato Rural da Escola de Medicina da UFMG, com especialistas de outros departamentos
dessa mesma Escola, com o ICB e o SUS formando uma rede de conhecimentos que levam as
informacdes (diagndstico clinico e molecular, acompanhamento, tratamento e aconselhamento
genético) para toda a comunidade local que vive e, de certa forma, sofre com a familia dos
afetados. Também h4 uma contribuicdo com o mapeamento dessas doencas no estado de
Minas Gerais

Dentre as doengas genéticas degenerativas propostas no projeto, a Sindrome de
Allan-Herndon-Dudley foi trabalhada como um dos subprojetos.

A Sindrome de Allan-Herndon-Dudley (AHDS - Allan-Herndon-Dudley
Syndrome, OMIM #300523) foi descrita em 1944 pelos geneticistas americanos William
Allan, Nash Herndon, e seu colaborador, Florence Dudley. Orientaram a descri¢do clinica
inicial da AHDS (ALLAN et al., 1944) identificando como principais sintomas a hipotonia
(fraqueza e inabilidade para manter a postura firme da cabeca), hipoplasia muscular (atrofia
dos miusculos do tronco e membros) e retardo no desenvolvimento mental, face longa e fina,
contraturas articulares e hiporeflexia sendo que somente hipotonia e deterioracdo cognitiva
severa estdo presentes em 100% dos pacientes. Salientaram que a maioria dos pacientes
aprendem a andar, mas com um porte desajeitado e indbil. A maioria consegue se comunicar,

pronunciar palavras com esforco e grande dificuldade (murmuracdo e desordem). O controle
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das atividades fecais e urinarias € tardia na infancia e as vezes imperfeita quando adulto
(JANSEN et al., 2007).

As manifestagdes clinicas podem ser percebidas ainda no recém nascido do sexo
masculino, sob forma de fraqueza muscular ou hipotonia e aos 6 meses incapacidade de
manuten¢do da postura da cabeca, evoluindo para um quadro de retardo no desenvolvimento e
prossegue, culminando com retardo mental severo, atrofia muscular, podendo levar a morte
precoce.

A sindrome de Allan-Herndon-Dudley (AHDS) é uma rara desordem causada por
mutacdo no gene que codifica o transportador de monocarboxilato 8 (MCTS), localizado no
cromossomo X (Xql3.2). A doenca é herdada de forma recessiva ligada ao X e possui
penetrancia completa, expressividade varidvel atingindo somente homens hemizigéticos com
mutacao, filhos de mulheres portadoras de mutagdo no MCT8 (MULLER et al., 2002).

AHDS € uma condi¢cdo de retardo mental ligado ao X, sendo assim, a imensa
maioria dos portadores do sexo masculino irdo apresentar manifestacdes clinicas. A
frequéncia da AHDS entre a populagdo geral com retardo mental (RM) € dificil de ser
estimada. Até o momento, estima-se uma frequéncia de 1/10.000 homens com RM
(SCHWARTZ, 2005). Cabe aqui ressaltar a existéncia de um caso de paciente do sexo
feminino apresentando fendtipo da doenga devido a perda da expressdo ocasionada pela
quebra do gene MCTS8 por uma translocacdo balanceada t(X;9)(q13.2;p24) combinada com
uma inativa¢do nao randémica do X desfavoravel (FRINTS, 2008).

Dependendo da localizacdo da mutagdo no gene MCTS8 observa-se diferentes
graus de acometimento biofisico, uma vez que promove a nao funcionalidade ou a
funcionalidade parcial variando entre a quase normalidade e a auséncia de transporte de HT.

O gene MCTS8, agora SLCI6A2 (solute carrier family 16, member 2) foi
primeiramente identificado por Lafreniere ef al., que mostrou a localizacdo na regido
proximal do braco longo do cromossomo X (Xq13.2) (1994). Por causa da presenca de um
dominio PEST N-terminal consistindo de residuos de Prolina (P), Glutamato (E), Serina (S), e
Treonina (T), constituido de repeticdes de prolina/dcido glutdmico, bem como de 12 dominios
transmembrana (TMD) hidrofébicos e estar localizado no cromossomo X, o gene foi
designado, anteriormente, XPCT (“X-linked PEST containing transporter”).

O gene MCTS cobre aproximadamente 112.6 kb de DNA genomico. Entretanto, o
transcrito possui somente 4,3 kb de comprimento e contém seis éxons (LAFRENIERE et al.,

1994).
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FIGURA 1 - Esquema da organizacdo gendomica do MCT8/SLCI16A2. Os blocos retangulares
indicam os seis éxons. Os retangulos numerados indicam a localizagao dos 12
dominios transmembrana dentro da sequéncia codificante. ATG, sitio de
iniciagdo transcricional, TAA, sitio de parada da transcricdo. Nas caixas de
texto auxiliares visualizamos algumas mutacdes identificadas no gene MCTS e
abaixo das linhas indicacdo do nimero aproximado de pares de bases que
constituem os introns.

Fonte: SCHWARTZ et al., 2007, p. 310.

O primeiro éxon ¢ relativamente longo (818bp) e tem dois sitios de inicia¢do
alternativos (TLS — translation Start Site). Como resultado, o gene MCTS8 codifica duas
proteinas potenciais, de 613 e 539 aminodacidos, respectivamente (Figura 1) (SCHWARTZ et
al, 2007). No camundongo, o gene Slcl6a2 possui somente o segundo TLS. Abaixo do
segundo TLS, ocorre homologia entre os hSLCI6A2 das espécies humana e camundongo
(JANSEN et al., 2005). Ambas as proteinas codificadas contém 12 supostos TMD (dominio
transmembrana) sendo o menor deles altamente conservado em poucas espécies, com ambos,
N- e C- dominios terminais localizados intracelularmente (HALPEN et al.; 1991;
LAFRENIERE et al., 1994). Os 12 TMD sao dispostos através dos seis éxons, embora no
éxon 3 existam sequéncias nucleotidicas para codificar quatro TMD e os TMD 9 e 11 sdo
codificados por por¢cdes de dois diferentes éxons (éxon 4 e 5 para o TMD 9 e éxon 5 e 6 para
o TMD 11) (SCHWARTZ et al., 2007) (Figura 1).

A MCTS8 mostra uma grande distribuicao em tecidos nas espécies mais estudadas
camundongos e humanos. Estudos t€m sido realizados em modelos animais que elucidam
algumas duvidas bédsicas. O mRNA do MCT8 é altamente transcrito no figado, rins, pituitdria
e tirdide, de modelos animais (camundongos) como demonstrado por hibridac¢do histoquimica
in situ (ISH) (FRIESEMA et al., 2006).
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Estudos ISH demonstraram diferencas entre a expressao da MCT8 em vdrias
regides do cérebro do camundongo (HEUER et al, 2005). Altos niveis de transcrito sao
encontrados no plexo cordide no terceiro, quarto ventriculos e ventriculo lateral, e no interior
das dreas neo e alo cortical (exemplo: bulbo olfatério, cértex cerebral, hipocampo e amidala).
Estudos de co-localizac@o indicaram a predominancia neural da MCTS.

Estudos imunohistoquimicos revelaram expressio da MCT8 no hipotdlamo
humano, notadamente nos neurdnios paraventriculares (PVN), no nicleo supra-éptico e
infundibular, e em linhagens de células ependimais do terceiro ventriculo (ALKEMADE et
al., 2005). Estas localizagdes sdo envolvidas no feedback negativo do HT sobre o TRH
(hormonio liberador de tireotrofina) hipotalamico.

A quantidade de transcrito do gene MCTS e sua proteina estdo significativamente
aumentados na placenta humana durante a gestacdo (CHAN er al., 2006). No inicio do
terceiro trimestre de gravidez, os niveis de mRNA MCTS8 estdo significantemente mais altos
nas placentas associadas a restricao de crescimento intra-uterino que em placentas de gravidez
normal. Isto pode refletir o mecanismo compensatdrio na tentativa de aumentar a absor¢ao de
HT.

A regulacido do MCTS8 tem sido pouco estudada. A hibridagdo in situ hipotalamica
de MCT8 em individuos com hipertiroidismo foi normal, sugerindo que o MCTS8 ndo esta
sendo modulado pelo HT (ALKEMADE et al., 2005). Isto é suportado por estudos no
camundongo kcnockout modelo Pax8 " mostrando que a expressdo da MCTS no cérebro ndo
¢ afetada por hipotiroidismo congénito severo neste animal modelo (HEUER ez al., 2005). O
papel do dominio PEST permanece ainda a ser investigado, particularmente na conformagao
da proteina MCTS8.

Quase uma década apds a identificagdo, o primeiro artigo sobre a funcdo da
MCTS surgiu, quando Friesema et al. (2003) descreveram (r)MCT8 (MCTS de ratos) como
sendo um transportador de hormoénios tireoidianos (HT) especifico e ativo. Odcitos de uma ra
da espécie Xenopus laevis, injetados com cRNA do (r)MCT8 mostraram uma grande indug@o
no transporte de iodotironinas T4, T3, r'T3 e T2. A especificidade da ligacdo foi demonstrada
pela falta de transporte de T4 sulfamato, T4 sulfonato, os monocarboxilatos lactatos e neutros
de cadeia ramificada (Leu) e aminodcido aromaticos (Phe, Tyr e Trp). A especificidade para
idodotironinas foi confirmada pelos menores efeitos inibitérios de &acidos arométicos no
transporte de T4 e T3. O transporte de T4 mostrou uma modesta dependéncia de Na+,

enquanto o transporte de T3 foi Na+ independente.
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Friesema et al. reportou recentemente a caracterizagdo funcional do hMCT8
(2006). Tomando o segundo TLS como cédon de iniciacdo, o hMCTS8 foi clonado por RT-
PCR do isolado de RNA de células do figado adulto humano e introduzido em um vetor de
expressdo. Células COS1 e JEG3, sendo que COS1 possuia a expressao endogena da MCTS e
JEG3 sem expressao endogena da MCTS, foram temporariamente transfectadas com hRNA
do hMCTS8. Apds incubacdo com diferentes iodotironinas, ambas as linhagens celulares
mostraram marcada estimulagao de absor¢ao de iodotironinas, com ligacao preferencial de T3
> T4 > r'T3~=T2. Subsequentemente foi demonstrado que hMCTS8 provém de células com
iodotironinas para metabolismo intracelular por diferentes deiodinases. Por exemplo,
incubacdo de células ndo transfectadas com T3 ndo resulta em metabolismo significante do
hormonio, e transfeccdo com mRNA do hMCT8 ou D3 somente, leva a um modesto aumento
do metabolismo do T3. Entretanto, a cotransfeccdo de mRNA do hMCT8 e D3 aumenta
drasticamente o metabolismo de T3.

A observagao de que a incubacgdo de células capazes de expressar a MCT8 com
T3 levam a uma rdpida fase de estabilidade (platd), sugeriu um equilibrio rdpido entre influxo
e efluxo do T3. Mensuragdes diretas do efluxo de T3 internalizado demonstraram rapida
liberacio do hormoénio através da MCTS. Para investigar melhor, células foram
cotransfectadas com hCRYM, uma proteina citosélica com alta afinidade para iodotironinas
com preferéncia para T3>T4>rT3. A expressao da hCRYM leva ao aumento da capacidade de
retencdo intracelular do HT ligante (SUZUKI et al., 2003; VIE et al.,1997). Estudos de
incubagcdo com células capazes de expressar a proteina CRYM demonstraram significante
diminui¢do do efluxo de T3 pelo MCTS8, com aumento na acumulag¢do intracelular do
hormoénio (FRIESEMA et al., 2006). Assim, a hMCTS8 facilita tanto o influxo como o efluxo
do T3.

No cérebro, os neurdnios sdo o principal alvo de acdo do T3. O suprimento de T3

€ regulado localmente através da cooperacao entre astrécitos e neuronios (Figura 2).
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(A) Representagdo esquemadtica do transportador de hormonio tireoidiano e
deiodinacdo na célula alvo. Ambos T3 e T4 entram na célula e sao alvos da
acdo das deiodinases. A forma ativa, T3, entra no nicleo onde se liga a um
receptor que entdo ativa a sintese de RNA mensageiros codificante para
proteina especifica. D1 € predominantemente expressa no figado, rim, e tiréide;
D2 no cérebro, pituitdria anterior, musculo esquelético e tiredide.

(B) Representacdo esquemadtica da fonte e transporte de T3 no cérebro. T4
entra nas células gliais via mecanismo desconhecido, e é convertido para T3
pela D2. T3 sai da célula via mecanismo desconhecido e € transportado par ao
interior do neurdnio via MCTS8. Uma vez dentro do neurdnio, ele entdo entra
para o nucleo, ligando-se a receptores que iniciardo a sintese de proteinas, ou é
inativado pelo T2 pela D3. D1, D2, D3, deiodinases; RXR, receptor retindico
ligado ao X; T4, T3 hormoénios tiroidianos; TR, receptor de hormonio
tiroidiano; TER, elemento responsivo ao hormonio tiroidiano. ? mecanismo de
transporte/exportacdo desconhecido.

Fonte: Schwartz , Stevenson, 2007, p. 308.
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Esta hipétese de regulacdo local do T3 baseada na localizacdo de diferentes
processos por ISH (in situ hybridization histochemistry — hibridac¢ao histoquimica in situ), e
envolvendo um ndmero de passos conforme segue: (1) T4 (e algumas vezes extensivo ao T3)
tem que atravessar a barreira hematoencefdlica via transportadores ainda desconhecidos. (2)
T4 € capturado por astrécitos via outro transportador desconhecido. (3) Uma vez dentro da
célula, T4 € convertido para T3 através da acdo da D2. No cérebro, D2 é predominantemente
expressada no interior de astrécitos (GUADANO-FERRAZ et al., 1997, ALKEMADE et al.,
2005). (4) Efluxo de T3 dos astrécitos sdo mediados por transportadores de hormonios
tireoidianos desconhecidos. (5) Absor¢cdo de T3 em (um subconjunto de) neurdnios é
facilitada pela MCTS. No interior das células neuronais, T3 liga-se a receptores nucleares e
exerce sobre eles fungdes de gene-modulacdo. Finalmente, o T3 € convertido por D3, que €
expresso no interior dos neurdnios (ALKEMADE et al., 2005; TU et al., 1999) (Figura 2). Na
linha deste modelo, a inativagdo do MCTS8 resulta em um suprimento prejudicado de T3 para
os neurdnios. Considerando o importante papel do HT no crescimento neuronal, mielinizacao
e até excitabilidade, é compreensivel que a deficiéncia neuronal de T3 leve a fendtipos
neurolégicos severos (JONES et al.,2005).

Dois diferentes camundongos knockout MCTS8 (KO) foram gerados para elucidar o
mecanismo envolvido na patogénese do retardo psicomotor, fémeas homozigotas nulas
(Mct8") e machos (Mct8™) (DUMITRESCU et al., 2006; TRAJKOVIC et al., 2007). O
camundongo KO (Mct8™) apresenta caracteristicas fenotipicas humanas como aumento dos
niveis séricos de T3 e TSH, e decréscimo dos niveis de T4 comparado com seu tipo selvagem.
Ap6s injecao de T3 radioativo, nenhuma diferenca entre camundongos KO e tipo selvagem foi
percebida em T3 séricos e na absor¢do do figado, entretanto o camundongo KO mostrou uma
dréstica reducdo na absorcao de T3 no cérebro.

A metabolizagdo do horménio T3 no CNS (Sistema nervoso central) é regulada
por deiodinases locais, chamadas deiodinases tipo II (D2) em astrécitos que converte T4 em
T3 por deiodinagcao do anel externo, e deiodinase tipo 3 (D3) em neurdnios que inativa T4
para reverso T3 (r'T3) por deiodinag¢do do anel interno.

Mutagdes presentes no gene MCT8 podem levar a uma deficiéncia funcional, a
capacidade residual de transporte com reduzida afinidade ao substrato e até mesmo manifestar
a perda funcional total do transportador (stop codon prematuro ou degradacdo rdpida)

(JANSEN et al., 2008).
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Até o presente momento foram identificadas 43 mutacdes no gene MCTS
(Friesema et al., 2010), elas estdo distribuidas no gene sem nenhuma regido de concentracao
evidente. Mutacdes presentes no MCTS sao varidveis, desde mutacdes de sentido trocado e
sem sentido até dele¢des de um Unico par de bases, de um cédon, um éxon inteiro, e até varios
éxons simultaneamente. Existem também insercdoes de um cédon, assim como de um dnico
nucleotideo resultando em mudanga na fase de leitura e producdo de proteinas truncadas. A
maioria delas, 58%, sdo mutacdes de sentido trocado e dentre todas as mutacdes pontuais,
76% sao transicoes. Mutacdes de sentido trocado podem resultar na completa perda da funcdo
de transportador do gene MCTS, seja devido a reduzida expressdo da proteina, seja pelo
trafego prejudicado através da membrana plasmética ou pela reduzida afinidade ao substrato.
Além disso, todas as mutagcdes no gene MCTS, com estudos realizados, resultam em auséncia
parcial ou total da atividade transportadora da proteina. Friesema et al. (2010) fizeram um
compilado das mutacdes presentes no gene MCT8 que segue na tabela 1. Todos os pacientes
herdam a mutagdo de suas maes, nao sendo citados casos de mutagdes novas.

Hormonios tireoidianos desenvolvem um papel crucial em processos como
migracdo de células neurais, autocrescimento dendritico, formacdo de sinapses e mieliniza¢dao
(BERNAL, 2005). Neurdnios sdo as principais células alvo para o hormonio tiredideo,
expressando receptores de T3 (LEONARD et al., 1994), D3 e MCT8 (HEUER et al., 2005).
Mutacdes com perda de funcdo no MCTS8 levam a redugdo ou auséncia de suprimento de T3
para os neurOnios, resultando em desenvolvimento neuroldgico prejudicado bem como
reduzido clearence de T3 pelo D3 neuronal (DUMITRESCU et al., 2006).

A estreita regulacdo espaco-temporal do HT durante o desenvolvimento do
cérebro é controlada por unidades funcionais de astrécitos e neuronios locais. Concentragdes
locais muito baixas ou muito altas podem causar uma sinalizacdo anormal do HT resultando
num desenvolvimento anormal do cérebro. Salienta-se aqui o papel desenvolvido no cérebro
pela proteina MCTS8: a proteina MCT8 esta implicada na diferenciacdo das células tronco
embrionarias em células neurais (SUGIURA et al., 2007).

O diagnéstico de AHDS € essencialmente clinico, baseado na anamnese e histéria
clinica do paciente com auxilio diagnéstico de ensaios bioquimicos de quantificagdo do nivel

sérico de hormonios tireoidianos (TSH, T3 e T4).
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Visdo geral das mutag¢des no gene MCT8 de pacientes com AHDS (2004-2009)

= Mutacdo ~ Efeito sobre o hMCTS8 Referéncia
Nucleotideo Proteina
(1-252,553)—(652 + 83,793)Del delEx1 Predita inativa¢do completa Visser et al. (2009)
(1-9338)—(652 + 14,538)del delEx1 Predita inativacdo completa Friesema et al. (2004)
delEx1 Predita inativacdo completa Raymond et al. (2008)
delEx2-4 Predita inativacdo completa Vaurs-Barriere et al. (2009)
971-(1392 + 1008)Del delEx3-5 Predita inativa¢do completa Friesema et al. (2004), Visser et al. (2009)
delEx2-6 Predita inativacdo completa Unpublished
delEx6 Predita inativacdo completa Raymond et al. (2008)
1A>T MIL N/A (hMCT8L) Frints et al. (2008)
127insGGCAGC insGS43 N/A (hMCT8L) Wood et al. (2008)
565insATC insI189 Inativac@o completa Holden er al. (2005), Jansen et al. (2008)
575A >G HI192R Nao testada Vaurs-Barriere et al. (2009)
581C>T S194F De parcial a completa inativacio Schwartz et al. (2005), Jansen et al. (2008), Kinne
et al. (2009a)
630insA N210fsX30  Predita inativacdo completa Frints et al. (2008)
630insG N210fsX30  Predita inativacdo completa de Menezes-Filho et al. (2009)
631-644del R211fsX25  Inativac@o completa predita Jansen et al. (2007)
661G >A G221R Inativac@o completa Schwartz et al. (2005), Vaurs-Barriere et al. (2009),
Friesema et al. (2009)
670G >A A224T Nio testada Raymond et al. (2008)
671C>T A224V Inativac@o completa Friesema et al. (2004), Jansen et al. (2008)
689-691delTCT delF230 Inativac@o completa Jansen et al. (2007), Schwartz et al. (2005)
703G >A V235M Inativac@o completa Jansen et al. (2008), Schwartz et al. (2005)
706insGTG insV236 De parcial a completa inativagio Kakinuma et al. (2005), Friesema et al. (2009),
Kinne et al. (2009a)
733C>T R245X Inativac@o completa Friesema et al. (2004), Jansen et al. (2008)
798-1G>C del267-370  Inativac@o completa Jansen et al. (2007)
812G >A R271H Inativacdo parcial Jansen et al. (2007), Raymond et al. (2008), Kinne
et al. (2009a)
844G>T G282C Inativacdo parcial Wood et al. (2008), Friesema et al. (2009)
962C>T P321L Inativac@o completa Vaurs-Barriere et al. (2009)
1003C>T Q335X Inativacdo completa predita Herzovich et al. (2007), Vaurs-Barriere et al
(2009)
1018delC L340X Predita inativacdo completa Raymond et al. (2008)
1201G >A G401R Nio testada Namba et al. (2009)
1212delT A405fsX12  Predita inativacdo completa Dumitrescu et al. (2004)
1301T >G 1434W de parcial a completa inativagdo Schwartz et al. (2005), Jansen et al. (2008), Kinne
et al. (2009a)
1333C>T R445C Nao testada Vaurs-Barriere et al. (2009)
1343C >A S448X Inativac@o completa Jansen et al. (2008), Schwartz et al. (2005)
1343-1344insGCCC S448£sX5 Inativacdo completa predita Mariotti et al. (2009)
1358A>T D453V Inativacdo completa Friesema et al. (2009)
1412T > C 1L471P Inativac@o completa Friesema et al. (2004) Jansen et al. (2008)
1500-1502delCTT delF501 Inativacdo parcial Visser et al. (2009)
1535T>C L512P Inativacdo completa Dumitrescu et al. (2004)
1558C>T Q520X Predita inativacdo completa Vaurs-Barriere et al. (2009)
1560insCACA Q520fsX73  Predita inativacdo completa Unpublished
1610C>T P537L Inativacdo completa Papadimitriou et al. (2008), Friesema et al. (2009)
1649delA Y550fsX17  Predita inativacdo completa Namba et al. (2009)
1673G >A G558D Inativac@o parcial Frints et al. (2008), Friesema et al. (2009)
1690G >A G564R Inativacdo completa Visser et al. (2009)
1703T > C L568P Inativacdo parcial Jansen et al. (2008), Schwartz et al. (2005)
1826delC P609fsX70  Nao testada Vaurs-Barriere et al. (2009)
1835delC P612fsX68  Inativacdo parcial Maranduba et al. (2006)

N/A = ndo avaliada

Fonte: Friesema et al, 2010, p. 3.
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Diagnosticado dois aspectos bdsicos da doenca procede-se ao diagnéstico
bioquimico, com mensuracdo dos niveis de TSH, LT3 e LT4. A presenca de altos niveis
séricos de T3 livre e baixos niveis de T4 livre e na maioria dos casos TSH normal ou no
limite superior da quantificagdo normal, poderia ser um forte indicador de AHDS e da
presenca da mutagdo no MCT8 (HEUER et al., 2007).

O recente desenvolvimento de modelos animais de MCTS8 contendo mutacgdes
nulas (TRAJKOVIC et al., 2007) tem ajudado na compreensdo do mecanismo fisiopatoldgico
para testes anormais de fun¢do tire6idea. A reduzida entrada de T4 no interior das células do
cérebro estimula a atividade das D2. Entretanto, o excesso de HT no figado reflete a absor¢dao
celular de T3 através de transportadores diferentes da MCT8 e estimula a atividade da D1 nos
hepatdcitos. Isto resulta na formagao de quantidade maior de T3 e maior consumo de T4 no
figado. A reduzida ou inexistente absorcao de T3 em 6rgdos de expressao da proteina MCTS
mutante acentua o acumulo de T3 sérico, pois ndo havendo transporte do mesmo para o
interior das células, ndo ocorrerd metabolizacdo pelas deiodinases. Os niveis baixos de rT3
sao explicados pelo aumento do metabolismo de rT3 devido ao aumento da atividade da D1 e
o consumo do T4.

Imagens de Ressondncia Magnética do Cranio podem evidenciar extensivo
retardo na mielinizagdo e alta intensidade de sinais do globo pélido. Durante uma critica
janela de desenvolvimento, o hormonio tireoidiano induz a diversas formas de sinais de
diferenciagdo e maturacdo que levam a estabelecer o circuito neural. Este processo inclui
neurogénese, migracdo de células neurais (ocorrendo predominantemente entre 5 e 24
semanas), diferenciacdo neuronal, crescimento dendriticos e axonais, sinaptogéneses,
gliogéneses (do periodo fetal até 6 meses pds-parto), mielinizagdo (segundo trimestre a 24
meses pos-parto), e sintese de enzimas neuro-transmissoras. A auséncia de hormonio
tireoidiano durante este periodo parece apontar para um retardo em algum grau pois, elimina
eventos morfolégicos criticos ou expressdo de genes, resultando em desordem na
comunicacdo intercelular (BROWN et al., 2005).

Espectroscopia por Ressonancia Magnética pode demonstrar aumento na
concentracdo de lactado no cdrtex cerebral e substincia branca em criangas de até 2 anos
podendo ser utilizado como exame auxiliar no diagnostico da AHDS.

Surdez € raramente documentada em AHDS, indicando que o sistema

neurosensorial ndo depende completamente da MCTS para o transporte do HT. Certamente,
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um outro suposto transportador de HT, o OATP1C1, um membro da familia dos polipeptidios
transportadores de dcidos organicos (OATP), é expresso na coclea (FRIESEMA et al., 2005).

No tangente a expressao do MCTS8, em todos os casos reportados de AHDS, estdo
ausentes manifestacdes de hipotiroidismo global, quadro que seria justificado pela ndo
funcionalidade da MCT8, e consequénte deficiéncia de HT no interior das células/tecidos. A
auséncia de manifestacdes de hipotiroidismo indica que O6rgaos/células utilizam outros
transportadores como a familia OATP para a absor¢ao de HT (ABE et al., 2002; FRIESEMA
et al., 2005; PIZZAGALLI et al., 2002; SUGIYAMA et al., 2003). Por outro lado, a auséncia
de hipotiroidismo sugere que transportadores numerosos e redundantes, incluindo a MCTS,
desempenham papéis distintos na fina sintonia 6rgao/células especificos do HT. Além dos
mais, estudos complementares sdo necessarios para dissecar completamente a fisiologia do
transportador, para entendermos o metabolismo e regulacdo do HT e dos transportadores do
mesmo.

O tratamento de paciente AHDS tem sido feito com suplementacdo de L-T4
(Levotiroxina) sem sucesso (DUMITRESCU et al., 2004). Os pacientes AHDS também
demonstraram a presenca de ambas as disfunc¢des “hipertiroidismo” e “hipotiroidismo” a nivel
sisttmico em tecidos diferentes. O hipertiroidismo € observado nos ossos, musculo
esquelético e figado, e hipotiroidismo nos neurénios (HERZOVICH et al., 2006). As duas
formas (hipertiroidismo e hipotiroidismo) coexistem mesmo diante dos altos niveis de T3
circulante devido a distribui¢do diferencial dos transportadores de hormodnio tireoidiano nos
orgaos do corpo. O hipotiroidismo (falta de T3) nos neurdnios ocorre devido a ineficiéncia da
proteina MCTS8 na absor¢do de HT. Na tentativa de tratar os neuronios ‘“hipotiréidicos”,
aumentando os niveis de T3 circulante, a disponibilidade de T3 sérico ird afetar os tecidos que
possuem transportadores alternativos de HT (OATP, LAT, NTCP) predispostos a condi¢do de
“hipertiroidismo” pela eficiéncia que estes possuem na absor¢cao de HT, acumulando T3 no
interior da célula, a niveis toxicos. Na tltima década, diferentes grupos de transportadores tém
sido identificados com atividade sobre os HT (ABE et al., 2002; FRIESEMA et al., 2005).
Dentre esses, incluem o polipeptideo cotransportador de Na+-taurocholate (Na+-taurocholate
cotransporting polypeptide -NTCP) (FRIESEMA et al., 1999), diferentes membros da familia
dos polipeptideos transportadores de anions organicos Na+-independente (Na+-independent

organic anion transporting polypeptide -OATP) (HAGENBUCH et al, 2007), dentre outros.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A dissertacdo teve como objetivo geral a identificacdo da mutacdo causadora da

Sindrome de Allan-Herndon-Dudley tendo como gene candidato, o gene MCTS.

2.2 Objetivos Especificos

Amplificar as regides codificadoras e de sitios de recomposi¢cdo dos éxons do
gene candidato, MCTS, através da técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

Sequenciar os amplicons obtidos.

Identificar e analisar possiveis mutacdes existentes nos éxons do gene candidato.

Correlacionar os gendtipos com os fenétipos diagnosticados clinicamente de cada
individuo buscando relacionar a penetrancia e a expressividade na familia.

Gerar a sequéncia primdria de aminodacidos.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

3.1.1 O Probando

O probando do presente estudo, aqui chamado BCNS (18-12-2002) atualmente,
possui 7 anos e € acompanhado pela equipe do Hospital das Clinicas de Belo Horizonte (MG,
Brasil) desde os seus 1 ano e 11 meses de idade, com diagndstico de Sindrome de Allan-
Herndon-Dudley, com manifesta¢des de hipotonia congénita, hipoplasia muscular e atraso no
desenvolvimento psicomotor.

BCNS € produto de segunda gestacdo materna, sem problemas no pré-natal.
Nasceu de parto normal, a termo, peso do nascimento 3.650 g, comprimento 51 cm, perimetro
cefdlico 35 cm. T4 neonatal normal. Aos 2 meses notou-se a incapacidade de manutencdo da
postura da cabeca. Com 5 anos e 9 meses, ndo sentava sem apoio, pronunciava poucas
palavras e sem articulacdo clara. Apresentava peso de 14,5 kg, estatura de 114 cm e perimetro
cefdlico de 51 cm, observando-se um parametro de idade e peso de 3 anos (perda muscular) e
idade e estatura de 5 anos e 9 meses (normal) ficando claro o quadro de retardo do
desenvolvimento.

Foram realizadas uma tomografia computadorizada de encéfalo e uma ressonancia
magnética nuclear em outubro de 2003, onde ambos os laudos com afirmagdo de normalidade.

Em junho de 2007 foram realizadas dosagens de hormonios tireoidianos, com T3
igual a 148 ng/dl (valor de referéncia de 105 a 269 ng/dl); TSH 0,539 pUI/mL (valor de
referencia de 0,8 a 1,9 pUIl/mL); FT4: 1,24 ng/dL (valor de referéncia 0,7 a 6,4 ng/dL).

Em dezembro de 2007 foi realizada a ressondncia magnética cefélica, sendo

emitido um laudo afirmando espectroscopia normal.
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3.1.2 Historia familiar.

A mae do probando nasceu em 1981 e o pai em 1971, sendo a idade da concepgao
21 e 31 anos respectivamente. Segundo o histérico familiar da mae, a mesma possui dois
irmaos afetados com caracteristicas clinicas similares, nascidos em 1981 e 1983. O mais velho
(CNR) apresentava-se hipotonico desde os 3 meses de idade, nunca andou nem sentou
sozinho, porém consegue se alimentar sozinho. Pronuncia palavras pouco compreensiveis,
tem controle de fezes e urina. O mais novo (WNR) € hipotdnico e com pesco¢o mole desde os
35 dias de vida. Sua tomografia computadorizada de cranio aos 21 anos ndo apresentou
alteracoes. Possui escoliose importantissima. Nao fala, tem retardo mental evidente e mantém
bom contato visual. O irmao da avé materna faleceu com o mesmo quadro sintomdtico. Uma
irma da avé materna também teve um filho falecido aos 13 anos com o mesmo quadro clinico
e, a outra irma da avo materna tem dois filhos doentes, um nascido em 1976 e o outro em
1987.

Em 2005 nasceu o irmdo do probando, sendo uma crianca com quadro clinico

normal, evoluindo sadio.
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FIGURA 3 - Heredograma da familia estudada com todos seus membros. Identificacdo dos
individuos pertencentes ao grupo familiar acompanhado com as iniciais dos
nomes proprios: IV.1 — BCNS; III.1 — CNR; III.2 - MENS; I11.4 — WNR; 11.2 -
MDG

Fonte: Hospital das Clinicas da UFMG.
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3.13 Pacientes

O primeiro passo desse estudo foi um encontro com os membros da familia
acometida pela AHDS com o objetivo de apresentd-los a doenca, o estudo e esclarecer
davidas, sendo esta tarefa foi desempenhada pelo Ambulatério de Doengas Metabdlicas do
Hospital das Clinicas da UFMG. Foi realizada uma coleta de sangue (10 mL), apds
autorizagdo obtida com a assinatura do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (ETIC
337/06).

Participaram do estudo 5 pessoas da familia, sendo 3 do sexo masculino (IV.1; III.1; 111.4) e 2

do sexo feminino (III.2; I1.2) conforme Figura 3.

3.2 Amostra estudada

Foi utilizado DNA gendmico purificado resultado da extragdo de sangue obtido

por pulsdo venosa a vicuo dos pacientes-alvo da familia a ser estudada.

33 Genotipagem

O DNA gendmico foi extraido do sangue periférico segundo protocolo no qual se
utiliza Proteinase K (20 mg/mL) e tampao de lise (Tris HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 2 mM; pH
8,2 e SDS 10%). Em seguida, foi lavado em etanol 70% e diluido em solucdo de TE
(MILLER et al., 1988). A concentragio do DNA extraido foi quantificada por
espectrofotometria de massa sob comprimento de onda de 260nm.

A concentragdo de DNA e a razdo 260/280nm nas solucdes obtidas apds a
extracdo foram determinadas por andlise espectrofotométrica no aparelho WPA UV 1101
Biotech photometer utilizando-se comprimento de onda de 260 nm e o quociente
260nm/280nm, respectivamente, obtendo-se das amostras, um quociente compreendido entre
1,86 a 1.94. As amostras estoque foram diluidas a concentracdo de 100 ng/uL e armazenadas
a-20°C.

Primeiramente, os éxons do gene MCTS, incluindo as juncdes de recomposicao,
foram amplificados a partir do DNA gendmico extraido utilizando-se a técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Para obter os primers utilizados nos experimentos, foi usado

como referéncia o artigo com os primers descritos: Schwartz et al., 2005. Foram feitas
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tentativas de amplificagdo do éxon 1 com primer ndo constante no artigo, sendo desenhados
seis pares de primers a partir de programas de livre acesso, Primer 3, v.0.4.0. (ROZEN;
SKALETSKY, 2007)'e NetPrimer”.

A sequéncia do gene MCTS foi utilizada como parametro informacional da
sequéncia referéncia necessaria ao desenho dos primers, que flanqueiam as regides alvo a ser
amplificada pela reacdo em cadeia de polimerase, e posterior sequenciamento do amplicons
obtidos. A sequéncia referéncia foi obtida no banco de dados gendmicos do Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html).

Os primers dos éxons 2, 3, 4, 5 e 6 foram retirados do artigo “Allan-Herndon-
Dudley Syndrome and the Monocarboxylate Transporter 8 (MCTS8) Gene” (SCHWARTZ,
2005). Porém os primers do éxon 1 da sequéncia publicada nao amplificaram sobre nenhuma
condicdo testada usando a Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen), e procedeu-se
assim, ao desenho de novos primers, que nao foram eficientes. Como tentativa final foi usada
outra taq, GoTag™ DNA Polymerase (Promega), que amplificou o éxon 1 usando os primers
do artigo. Os primers utilizados na amplificacdo estdo ilustrados a seguir na tabela 2 segue
com as sequéncia nucleotidica constantes nos primers senso (S) e antisenso (A) dos éxons
investigados. Segue em anexo tabela 4 constando de sequéncia nucleotidica dos éxons do
gene MCTS8 (SLCI6A2) com regides intronicas, exdnicas e marcagdo simbdlica dos primers e
sua localizacdo, facilitando a visualizacdo dos amplicons resultante de amplificacdes de

segmentos de DNA gendmico.

A qualidade dos iniciadores foi testada na tentativa de maximizar a qualidade da
amplificacdo, evitando a formacdo de fragmentos espurios que pudessem prejudicar a
realizacdo do sequenciamento dentro dos parametros aceitdveis de qualidade, tais como
intensidade e distanciamento adequado dos picos e minimizacdo de ruidos. Os iniciadores
foram testados individualmente e em pares quanto a formacdo de hairpins, presenca de
regides internas repetidas, formacdo de homodimeros, heterodimeros, crossdimeros e tiveram

.3
as temperaturas de anelamento checadas com o programa NetPrimer”.

" www.http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3
? http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html

www.premierbiosoft.com/netprimer
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Os iniciadores foram sintetizados pela PRODIMOL e submetidos a desbloqueio,
dessalinizacdo, liofilizacdo e tiveram qualidade avaliada por espectrometria de massa. Os

primers liofilizados foram diluidos em dgua milli-Q na concentracdo estoque de 50 pmol/uL.

TABELA 2

Relagdo de sequéncias nucleotidicas utilizadas como primers nas amplificagdes por PCR

Exons Rétulo Sequéncia dza;? 31(111:1?0 T(C)

EXON 1S 5'-CGGCTGCCTGTTGAGGGAGGAAGA-3’ 773 pb 64
1 1A 5-GCAGCGGGAGCGGCCAACCTT-3'

EXON 2S 5" -CCAGCAGTACCACCAGGCACTACA-3' 310 pb 64
2 2A 5-CAT GGC CAC AGG GGA TTC TGC-3'

EXON 3S 5'-AAGGGCGGAGGAATGGAAGTCTCA-3' 632 pb 65
3 3A 5-CCCACCCCCACCCTCTGGAATCTA-3’

EXON 48 5'-GCCAAGGGATAAGCAGCCAGAG-3’ 417 pb 57
4 4A 5-CATGCGACACAACAAGCTACCATT-3’

EXON 58 5'-CCCCTCCCACCACCCCATTT-3’ 411 pb 64
5 5A 5-GGAGTGCCAGTACCCAGGGAAAAA-3'

EXON 6S 5'-ACGGGCTGAGAGTACCTTTGGACA-3'
6 6 A 5-GTGCGCAGGTCTGGGAACAAGTG-3’ 395 pb 01

Fonte: CHARLES et al., 1995, p. 49 (Adaptada).
Nota: Dados trabalhados pelo autor

Foram realizadas 42 reacdes de PCR, incluindo todas as variacdoes de
concentracdo de fons cloreto, quantidade de Taq Polimerase, temperatura. A amplifica¢io das
regides de interesse foi realizada pela técnica de PCR (Reag¢do em Cadeia da Polimerase) e foi
adotado um protocolo padrdo (AUSUBEL et al., 1995), utilizado em nosso laboratério com
modificagdes, para as concentragdes e quantidades dos reagentes necessdrios por reacdo de
volume definido como 50 pL com a Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen): 31,2 uL
de H20 Milli-Q autoclavada; 5 uLL de tampao PCR 10x sem cloreto (20 mM Tris-HCI (pH
8.0), 40 mM NaCl, 2 mM Fosfato de s6dio, 0.1 mM de EDTA, 1 mM de DTT, estabilizantes,
50% (v/v) glicerol) (Invitrogen); 1 uL de mix ANTP (dATP + dGTP + dTTP + dCTP) 10mM
(Invitrogen); 1,5 uL de solucdo de MgCl12 50mM (Invitrogen); 0,5 uL de primer senso e 0,5
pL de primer antisenso a 10pmol/uL; 0,3 uL de Platinum® Taq DNA Polimerase 5U/uL
(Invitrogen) e 10 uLL. de DNA a 5 ng/ pL.

Na amplificacdo pela GoTaq® Green Master Mix, utilizou-se o seguinte protocolo

com as concentragdes e quantidades dos reagentes necessarios por reacdo de volume definido
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como 50 pL: 25uL (1x) de GoTag® Master Mix (2X); 5.0uL de primer senso (10 pmol/uL);
5,0 uL de primer antisenso (10 pmol/uL); 10 uL de DNA a 5 ng/uL; e completar com H,O
Milli-Q autoclavada para o volume final de S0pL.

Para otimizar a amplificacdo dos iniciadores, foram necessarias algumas
adaptagdes do protocolo de modo a aumentar a estringéncia da reacdo, permitindo a
amplificacdo dos produtos especificos esperados e eliminacdo de fragmentos espurios. Essas
adaptacdes foram feitas apds padronizacdo das reagdes nas quais se utilizou DNA humano
diluido dos individuos estudados, de modo a obter a propor¢do adequada de DNA na reagdo
nas concentracdes desejadas. Para amplificacdo do fragmento, utilizou-se volume de 0,5 uL
de cada primer a 10pmol/uL e 3 pL de MgCl, 50mM por reagdo; para amplificacdo dos
demais fragmentos (2, 3, 4, 5, 6) utilizei o protocolo padrdo para a reacdo de PCR.

Para a amplificacdo das sequéncias alvos do DNA gendmico, foram utilizados os
termocicladores automdticos MJ96+ e o termociclador de gradiente MJ96G da Biocycler.

O programa adotado para a amplificacdo com Platinum® Taq DNA Polimerase
(Invitrogen) envolveu uma desnaturagdo inicial da dupla fita a 94°C por 3 minutos, seguido de
35 ciclos envolvendo 3 etapas, 30 segundos a temperatura de 94°C, 1 minuto de anelamento
dos iniciadores com temperaturas que variaram entre 57°C e 65°C (57°C para o fragmento 4,
64°C para os fragmentos 2 e 5, 65°C para o fragmento 3 e 61°C para o fragmento 6), e 1
minuto de extensao a 72°C. Uma etapa seguinte de 3 minutos foi destinada para uma extensao
final das fitas a 72°C, para que seja completada a extensdo homogénea de todos os amplicons
resultantes. Apds o término da reacdo, as amostras foram mantidas a 4°C até serem retiradas
termociclador e guardadas na geladeira a 4°C para posterior visualizagdao do produto em gel de
agarose 1% por eletroforese, utilizando brometo de etidio. J4 o programa adotado para a
amplificacdo pela GoTag® Green Master Mix (Promega) envolveu uma desnaturagdo inicial
da dupla fita a 96°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos envolvendo 3 etapas, 45 segundos a
temperatura de 96°C, 1 minuto de anelamento dos iniciadores com temperaturas que variaram
entre 64°C para o fragmentos 1, 1 minuto de extensdo a 72°C. Uma etapa seguinte de 3
minutos foi destinada para uma extensdo final das fitas a 72°C, para que seja completada a
extensdo homogénea de todos os amplicons resultantes. Apds o término da reagdo, as
amostras foram mantidas a 4°C até serem retiradas termociclador e guardadas na geladeira a
4°C para posterior visualizagdo do produto em gel de agarose 1% por eletroforese, utilizando

brometo de etidio.
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Foram realizadas 132 reacdes de seqiienciamento englobando reacdes que nado
foram obtidos sinais idéias para leitura e reacdes com sinais de intensidade e espagcamentos de
picos aceitaveis.

O produto de PCR foi aplicado no gel de agarose 1% dissolvida em TBE (90 mM
Tris; 90 mM 4cido bérico; 2mM EDTA), corado com brometo de etideo (concentracdo final
de 10mg/mL). Ap6s a montagem do gel nas cubas, e a deposi¢ao das amostras nos pocos do
gel, foi utilizada voltagem de 80 volts na formag¢do de um campo elétrico homogéneo, por
aproximadamente 55 minutos, propiciando a migragao do DNA do anodo (pdlo negativo) para
o catodo (pdlo positivo). Ao término do processo de eletroforese, as bandas estaciondrias dos
amplicons de DNA, de disposi¢do avaliada com auxilio do padrdo de peso molecular 100 pb
(ladder) (Invitrogen), eram visualizados sob a incidéncia de luz ultravioleta em
transluminador e comparadas com as posicoes de bandas resultantes da aplicacdo do padrao
de peso molecular. A purificacdo dos amplicons gerados a partir do DNA dos pacientes foi
feita através da excisdo das bandas de interesse do gel de agarose e purificacdo utilizando o
kit de purificacgdo Wizard® SV gel and PCR clean-up System da Promega segundo
orientacoes do fabricante.

A quantificagdo dos produtos de PCR purificados foi feita no Nanodrop®
ND1000.

Para obtencao de fragmentos marcados com fluorescéncias a serem detectadas no
sequenciador, utilizou-se o kit da Applied Biosystems, Big Dye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing, em uma reacdo de sequenciamento no termociclador. A reacdo de
sequenciamento foi realizada segundo protocolo indicado pelo fabricante com algumas
alteracoes. Reagentes (quantidade por reacdo): 1 uL de Big Dye v.3.1 com concentragcdo
padrdo do kit; 1 uLL de tampdo de sequenciamento 5x com concentragdo padrao do kit; 2 uL
de primer a 0,8 pmol/uL ou 0,2 uL de primer a 10 pmol/uL; 2,5 uL 4 uLL do produto de PCR,
dependendo da quantificacdo do produto purificado, sendo que a concentragdo de DNA
desejada em cada reacdo € de 20 ng, sendo o volume final da reacdo completado com dgua até
10uL.

O programa adotado para a amplificacdo diferencial com incorporagdo das
fluorescéncias envolveu uma desnaturacdo inicial da dupla fita de DNA a 96°C por 3 minutos,
seguido de 44 ciclos envolvendo 3 etapas, 30 segundos a temperatura de 96°C procedendo a
desnaturacdo da dupla fita de DNA, 15 segundos de anelamento do iniciador (senso ou

antisenso, somente um primer em cada reacdo) com fita inica de DNA a temperatura de 50°C
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e 4 minutos de extensdao a 60°C. Uma etapa seguinte de resfriamento cessando as reagdes
quimicas a temperatura de 4°C, sendo mantidas nessa temperatura até a transferéncia para o
freezer a -20°C.

Logo em seguida procedeu-se ao protocolo de precipitagao Etanol/EDTA/Acetato
de sédio proposto pela Applied Biosystems conforme sugestio do manual do Big Dye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, com algumas altera¢des: adi¢cdo de 1 uL de EDTA
125mM aos 10 uL. da amostra obtida apés a reacdo de sequenciamento, 1 uL. de acetato de
sodio 3M e 25 uL de etanol 100%; homogeneizacdo e manutencdo a temperatura ambiente
por 15 minutos; retirada do sobrenadante e adi¢do de 35 uL de etanol 70%; centrifugacio a
4°C, 4.500 rpm por 10 minutos; retirada do sobrenadante e secagem dos tubos in natura.

Procedeu-se ao sequenciamento no aparelho ABI PRISM 3130 - 1 x capillary
sequencer (Applied Biosystems), com sequenciamento das fitas senso e ndo-senso.

A andlise dos eletroferogramas obtidos do sequenciamento foi feita utilizando o

programa Codon Code Aligner v.2.0.6. DEMO.



4 RESULTADOS

4.1 Analise dos amplicons

Os amplicons obtidos (figura 4) continham a regido exdnica completa, exceto os
amplicons dos éxons 1 e 6. No éxon 1, parte da regido 5° UTR foi excluida e no éxon 6 parte
da regido 3’ UTR foi excluida devido a impossibilidade do desenho de primers especificos
para regides que os englobassem. A regidao 5° UTR por ser rica em GC, inviabilizou sua
amplificacdo por falta da especificidade necessdria e ndo alcancada no desenho dos
iniciadores. Foram feitas duas tentativas de desenho de primers para o éxon 1 incluindo a
regido 5’UTR, mas ndo houve especificidade na amplificagdo sob vdrias condicdes testadas,
temperatura, concentracio de ions CI e concentracdo de primers sendo que foram realizadas
15 PCR em termociclador de gradiente de temperatura. Foi feita também uma tentativa de
amplificacdo da regido 3° UTR junto ao éxon 6, porém sem especificidade e gerou um
amplicon com tamanho muito grande para o sequenciamento completo, aproximadamente

2800 pb.
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FIGURA 4 - Fotografia da padronizacdo da amplificagdo do éxon 2
(Ex2), éxon 3 (Ex3), éxon 4 (Ex4), éxon 5 (Ex5) e éxon
6 (Ex6) do gene MCT8 humano. PPM — padrao de peso
molecular; C1 — DNA controle 1; C2— DNA controle 2.
Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2 Analise de eletroferogramas

Todos os 6 éxons foram analisados. Nao foram encontradas mutagdes nem SNPs.
Os sequenciamentos senso e antisenso realizados a partir de DNA gendmico purificado dos 5
membros da familia, controles negativos e sequéncia referéncia tiveram coincidéncia de
sequéncia, ndo obtendo o padrdo esperado de heterozigosidade das mulheres portadoras e de

homozigosidade dos homens afetados pela doenca proposta no diagndstico clinico.

\GCTGGGGCGCEGAGCCTGGAGGAGGAGGCAGCGGCAGCGGC
150 170 150

Probando 1:” | /&y . /V\AM /W\’\IX

AGCTGGGGCGCGGAGCCTGGAGGAGGAGGCAGCGGCAGCGGC.,

.GCTGGGGCGCGGAGCCTGGAGGAGGAGGCAGCGGCAGCGGC A

gt

FIGURA 5 - Eletroferogramas  exibido no software = CodonCodeAligner apds o
sequenciamento de amplicons do éxon 1 do probando, sua mae e controle
negativo, com alinhamento para verificacdo de discrepancias na sequéncia de
bases nitrogenadas.

Fonte: Codon Code Aligner v.2.0.6.

Controle

I

Através de andlise dos eletroferogramas (figura 5) ndo foi evidenciada mutagdo

em nenhum dos amplicons dos éxons de 1 a 6 sequenciados.
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4.3 Alinhamento

O passo seguinte ao sequenciamento foi a realizagdo do alinhamento das
sequéncias geradas a partir dos amplicons dos éxons de 1 a 6, dos pacientes e controle
negativo, com a sequéncia consenso extraida do banco de dados Ensembl Genome Browser.
Através desta andlise, ndo foi possivel detectar qualquer alteracdao nucleotidica entre as
sequéncias provenientes dos individuos da familia analisada com aquela depositada no banco

de dados (Figura 6).

Paciente 1 'G6CCCARGCAGCCACAGTCCCCCCOCCGCCATOGCGCTCCARAGCCAGGCOAGCOAGCARGCARAGGGE
Paciente 2 "GGCCCAAGCAGCCACAGTCCCCCCGCCOCEATEOCECTOCARAGCCAGGCCAGCEAGGARGCARAGGGE
Controle N 'GGCCCAAGCAGCCACAGTCCCCCCOCCECOATOOCECTCCAAAGCCAGGLGAGCGAGGARGCARAGGEE

Seq. Ref. 'GGCCCAAGCAGCCACAGTCCCCCCGCCGCCATOGCGCTGCARAGCCAGGCOAGCCAGGARGCARAGGRE

Legenda:

Paciente 1 - Probando
Paciente 2 - M3e do probando
Controle N - Controle negativo

FIGURA 6 - Resultado de alinhamento de sequéncia exibido pelo software
CodonCodeAligner. A figura ilustra o resultado do sequenciamento de parte do
éxon 1 e seu alinhamento com a sequéncia referéncia (Seq. Ref.), extraida do
banco de dados Ensembl Genome Browser, gerando uma sequéncia consenso
resultado do alinhamento das mesmas (Contig). Neste sequenciamento ndo foi
possivel detectar qualquer alteracdo nas sequéncias apresentadas.

Fonte: Codon Code Aligner v.2.0.6. DEMO.



5 DISCUSSAO

Diante da ndo identificacdo de uma mutacdo nas regides exoOnicas, faz-se
necessdario a investigacdo das regides ndo seqiienciadas (5’ e 3° UTR). Para a realiza¢do do
sequenciamento da regido 5° UTR do éxon 1, uma alternativa seria a utiliza¢do de polimerases
resistentes a temperaturas superiores a 94°C de ativacdo enzimatica, para que as ligagdes por
pontes de hidrogénio estabelecidas entre as bases Guanina e Citosina sejam quebradas com
maior eficiéncia nas regides GC repetitivas, facilitando a amplificacdo. Ja na regido 3’UTR do
éxon 6, o desenho dos primers deverd abranger regides que propiciem condicoes ideais de
anelamento, delimitando amplicons com o tamanho necessario a inclusdo das regides UTR
(~2800 pb). Para que os amplicons finais ndo excedam 1000 pb, que é o tamanho ideal para o
sequenciamento, é sugerido aqui um semi-nested, amplificando sub-regides com primers
internos, reduzindo o tamanho das sequéncias obtidas no final do processo. Tais sugestdes
emanam da andlise dos resultados e da consciéncia da necessidade de mais tempo para que
todas as hipdteses aqui levantadas fossem elucidadas, diante dos resultados obtidos.

Ciente do resultado obtido, a ndo identificac@o de alteragdes na sequéncia de bases
nitrogenadas dos amplicons dos éxons 1, 2, 3, 4, 5, e 6 do gene MCTS8, foi feita uma
abordagem genética mais ampla no sentido de considerar eventos mutacionais em outras
regides do gene que pudessem corroborar o diagndstico clinico da AHDS. MutacOes em
regides UTR, promotoras ou intronicas com ag¢d0 no processo transcricional, de
recomposi¢do, ou traducional, podem determinar a formacdo do fendtipo da AHDS, via
mecanismos de interacdo molecular.

Nao foi encontrada nenhuma referéncia bibliogréafica sobre possiveis mecanismos
de acdo de mutacdes determinantes na formacgdo do fendtipo da AHDS, via mecanismos de
interacdo molecular, possivelmente em funcdo da ndo existéncia de estudos voltados para
processos alternativos, de mutagcdes em promotores, de interacao de transcritos de introns e da
existéncia de pequenos RNAs ndo-codificantes interagindo na expressao génica.

Por outro lado, a modulacdo da expressdo génica por pequenos RNAs ndo-
codificantes é uma descoberta recente de regulacdo da transcricdo em animais, tendo sido
implicados em vdérios aspectos do desenvolvimento animal, como o neural, muscular e
desenvolvimento de linhagens germinativas. A idéia tradicional da expressdao génica relegou
ao RNA um papel de certo modo subsididrio, reservando a maioria das fun¢des regulatdrias

para proteinas. Nao obstante, em 1961, Jacob e Monod propuseram que RNAs poderiam
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inibir a expressao de operons por pareamento de bases com a sequéncia do operador (JACOB,
MONOD, 1961). Aliando esses conhecimentos a recente descoberta de que 74% de todos os
genes humanos possuem transcricdo dentro de seus introns (NAKAYA et al., 2007) podemos
levantar a hipdtese da existéncia de mutacdo na regido intrénica do gene MCTS8 que teria
implicacdo na transcricdo do gene e consequentemente na sua tradu¢do, o que geraria o
fendtipo descrito nos pacientes com AHDS aqui estudados. Merece entdo, a regido intronica,
uma aten¢@o no sentido de busca de regides candidatas a localizagdo da mutacdo no gene
MCTS, que confirme o diagndstico clinico dos membros acometidos na familia estudada.

Na andlise dos dados constantes no prontudrio médico do probando BCNS, foi
encontrado o registro de uma tomografia computadorizada de encéfalo (TCE) aos 5 anos de
idade com laudo afirmando espectroscopia normal. Em pesquisa literdria especifica,
encontrou-se relatados de alteragdes anatdmicas cerebrais devido a retardo na mielizanizagao
e neurogénese, em um probando AHDS com sintomatologia semelhante a do nosso paciente.
Aos 2 anos, sua tomografia computadorizada do encéfalo mostrou extensivo retardo na
mielinizacdo e alta intensidade de sinal do globo palidus, devido a mutacdo no gene MCTS8
(c.1649delA) (NAMBA et al, 2008). Entretanto, a auséncia de anomalias anatomicas na TCE
do probando BCNS € pouco expressiva diante da variabilidade fenotipica encontrada nos
dados clinicos de diferentes pacientes acometidos com AHDS.

Durante uma critica janela de desenvolvimento, o hormoénio tireoidiano induz a
diversas formas de sinais de diferenciacdo e maturacdo que estabelecem o circuito neural.
Este processo inclui neurogéneses, migracdo de células neurais (ocorrendo
predominantemente entre 5 e 24 semanas de gestacdo), diferenciacdo neuronal, crescimento
dendriticos e axonais, sinaptogéneses, gliogéneses (do estdgio fetal avancado para 6 meses
apés o pos-parto), mielinizacdo (segundo trimestre a 24 meses pds-parto), e sintese de
enzimas neurotransmissoras. A auséncia de hormonio tireoidiano durante este tempo parece
apontar para um retardo em algum grau levando a eliminar eventos morfolégicos criticos ou
expressdo de genes, resultando em desordem na comunicag¢do intercelular (BROWN;
LARSEN, 2005). Essa desordem pode ser traduzida em formagdes anatdomicas encefélicas
discrepantes das consideradas formas normais. Dito isso, € necessario ainda salientar que nao
€ obrigatdria a presencga dessas anormalidades fenotipicas no encéfalo para que o diagndstico
da Sindrome de Allan-Herndon-Dudley seja confirmada. Variagdes fenotipicas sao

observadas em pacientes cuja mutagdo ocupe uma posicao diferente em regides funcionais do
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gene MCTS. Variagdes fenotipicas sdo observadas em pacientes cuja mutagdo ocupe uma
posicdo diferente em regides funcionais do gene MCTS.

Foram realizados exames bioquimicos constando de dosagens hormonais, T3, T4,
LT4, e TSH. Todos com dosagem dentro dos parametros de normalidade ou no caso do TSH
ligeiramente abaixo do normal. Cabe aqui um comentdrio relevante no que tange as
discrepancias quantitativas hormonais frequentes em sindromicos da AHDS. Testes de fungao
tireoidiana que apresentam elevados niveis de LT3 e baixos niveis de L'T4 na presenga de
secrecdo de tireotrofinas (TSH) com valores préximos ao limite superior da dosagem
admissivel dentro dos padrdes de quantificacdo, sdo indicativos de AHDS. Entretanto,
diferentes estudos com portadores de mutacdes diferentes no gene MCTS, tem indicado para
um consenso sobre a existéncia da distor¢dao na dosagem de LT3 (FRIESEMA et al., 2004,
NAMBA et al., MARANDUBA et al., 2006). Uma possivel explicacdo para o fato é que o
transporte de HT através da barreira hematocefélica acontece continuamente, o T4 e T3 (em
menor quantidade) serd absorvido pelos astrdcitos, que metabolizardo o T4 convertendo-o a
T3 pela acdo da D2. Apds liberacdo do T3 pelos astrécitos, deveria ser absorvido pelos
neuronios, porém ndo haverd absor¢do, uma vez que os neurdnios ndo possuem a proteina
transportadora MCTS8 funcional, ou as possuem com comprometimento na eficiéncia do
transporte, variando com o tipo e posicdo da mutacdo. Os valores de T3, T4, LT4 e TSH sao
varidveis dentro do fendtipo da AHDS, ndo constituindo um parametro de inclusdo ou
exclusdo sendo que em diferentes mutacdes encontramos variagdes significativas na dosagem
dos mesmos.

Os parametros determinantes na caracterizagdo da sintomatologia do AHDS
consistem na mensura¢do dos niveis hormonais de LT3, LT4 e rT3 (FRIESEMA et al., 2010).
BCNS, aos 5 anos, realizou dosagens hormonais de T3, FT4 e TSH, obtendo resultados
normais para as duas primeiras dosagens e abaixo do normal para o TSH. Estes resultados s@o
possiveis dentro do quadro clinico descrito para sindromicos da AHDS. A dosagem de TSH
acima dos parametros bioquimicos normais evidenciada em casos de AHDS relaciona-se a um
fendmeno ainda pouco estudado e compreendido da fisiopatologia. Nao foi possivel ainda
contar com informagdes bioquimicas importantes, dosagem de FT3 e rT3, uma vez, da
auséncia dos exames bioquimicos supracitados para reforcar a hipétese de AHDS.

Na busca por dados que refor¢assem o diagnéstico clinico e delineasse com mais
nitidez o quadro situacional, foi elaborada a tabela 3 onde fica clara a comparagdo entre a

sintomatologia de pacientes com AHDS e as apresentadas pelo probando BCNS.



TABELA 3

Comparacgdo entre a sintomatologia de pacientes com AHDS e do Probrando

Pacientes AHDS

Probando

1 Hipotonia;

1 Hiporeflexia;

i Retardo mental severo;

& hipoplasia muscular;

i Retardo no desenvolvimento;

1 Pronuncia de palavras com esforco e
dificuldade

W 1LT3, | LT4, 1<>TSH

] Imagem de ressonincia magnética =
normal ou com ligeira atrofia cortical,
com hipomielinizag¢ao;

b atraso no desenvolvimento
psicomotor.

i Incapacidade de manutengdo da
postura da cabeca (hipotonia
congénita).

k1 Com 5 anos e 9 meses, incapacidade
de manter postura.

i idade e peso abaixo do normal
(hipoplasia muscular)

i Dosagem T3, LT4, normais e TSH
abaixo do normal, aos 5 anos.

] Ressonancia magnética cefalica
normal

] Tomografia computadorizada de
encéfalo normal

Fonte: Dados do autor
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A tabela 3 vale-se das descri¢des sintomaticas do probando e da doenga ligada ao

demonstrou coincidéncia entre varios aspectos sintomatolégicos.

sexo eleita como mais provavel, a Sindrome de Allan-Herndon-Dudley. A comparacio



6 CONCLUSAO

Embora nao tenha sido encontrado qualquer alteracdo nucleotidica (muta¢@o) nos
éxons e regioes adjacentes (jungdes), evidenciada pelo sequenciamento das regides exonicas e
pequenas adjacéncias intronicas do gene MCT8 ou mesmo com a falta de evidéncias
bioquimicas e/ou fisicas detectadas por imagens, permanecem evidéncias de retardo mental
ligado ao X, visualizada pela histéria familiar, apoiado pela sintomatologia do probando, que
aos 5 anos e 9 meses, data da ultima consulta, manifestava hipotonia, hipoplasia muscular,
retardo mental grave e movimentos atetdides, indicando como hipdtese mais provavel o
diagnéstico clinico como Sindrome de Allan-Herndon-Dudley.

Sugere-se aqui um estudo complementar com sequenciamento das regides UTR 5’
e 3°, regido do promotor, e investigagdo de transcritos intrdnicos que possam interagir na
recomposicdo dos éxons do gene MCTS8 para a total elucidacdo do possivel processo

molecular responsavel pelas manifestagdes fenotipicas observadas na familia estudada.
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ANEXOS

TABELA 4

Sequéncia nucleotidica dos éxons do gene MCT8 (SLC16A2) com regides intronicas,

exOnicas e marcacao simbdlica dos primers e sua localizagao.

Exon

Comprimento

do Exon (pb)

Comprimento
do amplicon

(pb)

Sequéncia

2.585

773

TCTAGAGCCTGCGGGGAAAAGAGGGCAGGAGAACAGGATAGTTTGTGC
TTCCTTTTTTCCATTTTAACTTTTCCTCTAACGGGCATCCGGGCAAGAAC
AGGGTTCAGTAGTTTGGGAAGGGAGCTGGGGGAGGCAGTGGCGGC
TGGAGTAGGTAGGCGAGTAAAAGGAGGAGGAAGGGCTGGGGAGAA
GAGCGAGGCTGTAGCGGCTGCCTGTTGAGGGAGGAAGAGGTGGGG
GGTGTGGAGGAGGGGGAGGAGAGAGAGATGACATGGGGAGAGGA
GGAGGGGGGTTGGACGTGGGAGGAGGAGGAGAGGGCTCGAGGGA
CCGTCTGTCGCGGGACGGGCTGGCCAGCTGGGGCGCGGAGCCTGG
AGGAGGAGGCAGCGGCAGCGGCAGCAGCAGCCCTCCGAGCAGCAG
CAGCTGCAGCAGCAGAAACAAGTACCAGCCACAAAGCGGCTCCTCT
GGCCCAAGCAGCCACAGTCCCCCCGCCGCGATGGCGCTGCAAAGC
CAGGCGAGCGAGGAAGCAAAGGGGCCCTGGCAGGAGGCAGACCAG
GAACAGCAGGAGCCGGTGGGTAGCCCAGAGCCGGAGTCTGAGCCG
GAGCCTGAGCCCGAGCCCGAGCCCGTGCCAGTGCCCLCCGLCCCGAG
CCCCAGCCGGAGCCCCAGCCCCTACCGGACCecGeAceeeTaeea
GAGCTGGAGTTCGAGTCCGAGCGGGTGCACGAACCCGAGCCCACG
CCTACGGTAGAGACCCGCGGCACCGCGCGCGGCTTCCAGCCTCCC
GAAGGTGGCTTCGGCTGGGTGGTGGTGTTCGCTGCCACCTGGTGCA
ACGGCTCCATCTTCGGCATCCATAACTCTGTCGGGATCCTCTACTCC
ATGCTGCTAGAGGAGGAAAAGGAAAAAAATCGCCAAGTGGAGTTCC
AAGCAGGTGAGTGGCCCCGCACGCCCCACTTGGCATTTTGGGCAAGGT
TGGCCGCTCCCGCTGCCACCGACCCCATACCTCCCGGTCCGAGGCGCC
CCTCCAACGCGCCTCTCCGACTCCTCCCCTTACCCCTTACCCCTTGCCCC
TTGCCCCTTTCCATGGCTCTCC

229

310

CAATGCAATGCCCCCTGTGAAAGGCCAGAGAAGAAGAGCTGAGATACC
AGCAGTACCACCAGGCACTACACTAAGCTAAAGTGTCTTTGCACTTGT
TTTCTCTGCAGCATGGGTCGGAGCCCTCGCGATGGGTATGATCTTCT
TCTGTTCTCCCATTGTGAGTATATTCACTGACCGTTTGGGCTGCCGA
ATCACAGCAACCGCGGGGGCTGCCGTTGCTTTCATTGGCCTCCATA
CCAGCTCCTTCACCAGGTAAGGCTAAGAGTTGGTGGTTATTTCCCCAA
GGCTGAGGGTTGGTTTTTTTCTGGGCTTTAGCTAGGGTTACTTTTCTCAC
TGCAGAATCCCCTGTGGCCATGGCCCTGTAGGGCCCTCAAAGATCCTG
CACCCTGGATTCAGAATCCA

144

CTTCTTTGTCTGTTCTGAGGGTCAGTGGCAAGTGGGGCTGTGGGTTAAG
5GCGGAGGAATGGAAGTCTCAGGAAGCTGACAGGGGAGGGCAGGTA
GATTGCTGGTCAGGCTGCTGAGGACAGCTCTTGGTATTTCTCCCACAGC
TCCCTAAGCCTGCGCTACTTCACCTACGGGATTCTCTTTGGTTGTGG
CTGTTCCTTCGCCTTTCAGCCATCCCTCGTCATCCTGGGCCACTACT
TTCAACGCCGCCTGGGTCTGGCCAATGGTGTGGTGTCTGCTGGGAG
TAGCATTTTCTCCATGTCCTTCCCCTTCCTCATCAGAATGCTGGGGG
ATAAGATCAAGCTGGCCCAAACCTTCCAGGTGCTGAGTACCTTCAT
GTTTGTTCTTATGCTGCTTTCACTCACCTACCGGCCCCTCCTGCCCA
GCTCCCAGGACACCCCAAGCAAGAGAGGTGTCCGCACCCTGCACCA




Exon

Comprimento

do Exon (pb)

Comprimento
do amplicon

(pb)

Sequéncia

GCGCTTTCTGGCTCAGCTCAGGAAGTACTTCAACATGCGAGTGTTC
CGCCAACGCACTTACCGCATCTGGGCCTTCGGAATTGCTGCTGCTG
CCCTTGGCTACTTTGTTCCCTATGTACACCTGGTGAGGAATACCAGA
GTGGGCCCACCCCACCTGGCCCCAAGAAGCTACCCTCAACCTGCCTAGA
TTCCAGAGGGTGGGGGTGGGAGACATTGAAAGGGCAGAGCTGGGAC
CTTTGGGAAAAGAAACAAAATATTGGTTGGAGAGATCCAGAGAGGGAA
A

451

417

GGGCGTGGAGGTACCCACCCTCCTTAGCTGTTGCTCAGAAGTCCAGAAT
CCAGACAGCCAAGGGATAAGCAGCCAGAGAGCTTGTCATGGAGGTAG
GGCTACAGGAGAGGGGGTTTCTGTCCTGCTCCAGGAAAGTAAGCAGTA
GGGGATTCTGGATATGCCTACAGTTAACCAGTCAGCTCCTCTTTCTCCTC
CTGTTTCTGGGGATCCTTGTGCTATGCTTTTCAGATGAAGTATGTGGAG
GAGGAGTTCTCAGAAATCAAGGAGACCTGGGTGCTCTTGGTGTGTA
TTGGGGCTACCTCAGGCCTTGGGCGTCTTGTGTCAGGCCACATCAG
TGACTCCATCCCTGGACTTAAGAAGATCTACTTGCAGGTGAGTGTGA
CCACTTGTCCACTGTGGGGAGAAACAGCCTGCCACAAATGCAAGGTTAT
CCACAGCCTTTGGGATAGAATGGTAGCTTGTTGTGTCGCATGGGAAA
GTCAATCAAAT

145

411

CAAGACTTTGAAAGGGCCTAACCATTCAGCCCAACTGCTCTCTCTGTTG
ACACCTTCCCCCTCCCACCACCCCATTTTATAGATGGTAGAAATGAAG
ACTTGAGAAAGGAGATGTGATGCTATGTGGTCTTGGCTGGCCAGCACAA
CCTGACCTCAGGCCCTTGTTTCTCCAGGTCCTTTCCTTCCTGCTCCTGG
GCCTGATGTCCATGATGATTCCCCTGTGCCGGGACTTCGGGGGCCT
TATCGTCGTCTGTCTTTTCCTGGGCCTTTGCGATGGCTTCTTCATCA
CCATCATGGCCCCCATTGCATTTGAGCTGGTGGGCCCAATGCAGGC
CTCACAGGCCATTGGCTACCTCCTGGGCATGATGGCCCTGCCAATG
ATTGCTGGGCCCCCCATTGCAGGTGAGGCTGATATTCCAGGGAGGGC
ATGAATCAGGGAGTCCTTTTTTCCCTGGGTACTGGCACTCCTGAGCAT
CTCTCCTTGAGGCCCCTTTTCCTCTTATCGTCTATTTAAGCAGCTTTGTCA
GAGTGCGTGAAAC

1.265

(98]
Nl
W

AAGGCAATACACGCCAAGATTATCTGGATAGGCACTGTGATGGCCCCTA
GAACGGGCTGAGAGTACCTTTGGACAGTAGGGCAAAGCTGAGCTTGA
CTTGTCTCTCTTGACTGTTTCAGGCCTACTCCGCAACTGTTTTGGGGA
CTACCATGTGGCCTTCTACTTTGCCGGTGTGCCCCCCATCATCGGG
GCTGTAATCCTCTTCTTCGTCCCTCTGATGCATCAAAGGATGTTCAA
GAAAGAGCAGAGAGATTCCAGCAAGGATAAGATGTTGGCCCCTGAC
CCAGACCCCAATGGGGAGCTACTGCCGGGCTCCCCCAACCCTGAGG
AACCAATCTAATGCCTTTCTTGCCATTGTGTGCCCTTTCCCAGCTCT
TCCCCTTCATCCCACCCTGCTCAGCATTTACATTTTTGCCACCAGCA
CACTTGTTCCCAGACCTGCGCACACAGCATTTCAGCCACCTGACAA
TCTCCTTGGAGTCAAAGCTCCAGGTGTTCCAAACTCATTAACTAAAT
TCTCCCCAGAATGCTTTTAAATTTTCCAGGGCCTTTCTCCTCCCAGG
ATCTGGGAAAGCTTGGGAACCACCCCTGGCCTTTGGAACCTCTCCA
TATACTTTCTAAGCTCTGGGGGAGGAGGAGGATGGGACCTCCTGGA
CCCAGCTTGTTAGTCACCCACTATAATCAACTGCCAAAGGTGCTACT
GTGTCCCCAGGAGCCTAATAGGGTAGGCCCAAATCTCTGTTTGCTG
AGGAGGTCATTGCCATCCATATTTGGGAGCCACTGGGTGGAGGGGC
AGGGAGGCAAAATGAGACAAGTAGCCTTGGTTAGTCTTAGAGTTGC
TGATGACTGTGGCTTCCCAAGAACTGGGTACAAGCAGTGCCCTTAT

56



Exon

Comprimento
Comprimento

, do amplicon
do Exon (pb)

(pb)

Sequéncia

TGTATGGTTGGTTAACAGTCTGCTCCCCTCTTCCCTTCCTTCTTTTT
TTCCTCTACTGACTTCTCTCCATACTCTTTCCCCTCTATTTCTTTGTA
TGACTGTCATAGACACATGGGTGCTTGAAGAAAGGAGGGACCCGGA
ACTTGGGCCAATCAGCCTCACCTTGTCCCAGTCCACTCCTAACACTA
GCATCAGTCCCACTCATCTCAGGCTGAGCCACATCTCACTTTTTCGC
TCAAGCTATATAATCCTAGACTGGAAGAGTAGAATATCATATAGGG
AAGAAACCTTAAACACCACAGTGTTCCATGTTCCAGTCACTGATTTT
TACAAATCTTACAGTCCAAGGCATTAACCTCAAGGCCCTCCCAGCA
CCCCATTCTTGTATACACATGGCAAAATGTGAAGAAACTCCTTTCAT
CTCAGCAGGTAGAGGAGGACTGATGACACGAGCTGCCATGGCGGG
AGGAGGGGCAGTAGTTATTGATATGGTGAGCCCCATCTCTCAGTTT
TCATGACAGGTCTATATTTCTACCTGGGCCAGGCCAGGAAAGAGAC
TATTTAAGAAAAAAAAAATCAATTCCTAGCCTGGATCCCAAAAAGGT
ACAGGCAGCAGTTGCACATAGGGTTGGAAAATTTCTTTTGGGAAGG
GGAAGCCATCCCAGCCTTTACCACCCAATGTGTCTCCCATGCTGGG
CATCCTAGGCCACTTTGCTTAGAGGGCATTAAAGGTGCCATGAAAG
GTAGACTCTGAACCACTTTGATCCCTCTGAAGTAGGTGACTGATGC
CTCCTTATGCCCAGGCTCTGGCAACAGTCTTACTGAAGAACATTCC
CAGTGCCCCTGGCTAGGGGCAGAGGGCACTGCCAGGCTGTGTTCA
GTTAGCACAGCTCACCTCATTAGGAGCTCAGCCTCTCTCCTCACTCT
GCCTCTTTGTGTCTCTTTTTCTCCTCTCTGAGCCTTTGTCTATTGTG
TTCCTGTCACCCACCCTTTCATCATCTTTTTGCCAGGCATTCCTGGC
TGTCACTTGGAGCCAACAGTAACTTGCCACCTTAAGGCAGGGTCAT
CCCCGGGCCAGGAGGATGAGGTTGTCCTGAGGGGCTCCAAAGAAG
ACAATAGTTCCCACTCATGATTTTCCGTTACAAACAGGCAGCTGGG
GCATGGTTGGCCTCCAATGATTTCATTCAAGGCCAAAGTCCTGAGC
CCCCTCCGCTGGTCCCAGTCCAGCTCTTATCAACTCCCCAAAGGAA
AACCCACTGGTTCTTAGCTCTGTGGGTAGGAAGGGGCCCTAGAAAG
GGCCTAGTTACTATCCTGTCAGTTCTAACAGTAGTGGAACAGGAGA
ATCTGGGCCCTAGGAGCCCTGTAACTCCCAGGAGAGACCACTGAAA
ATACTGGAGCAACAATGCCCCTGCTTCCATTTCTCCCCACCTCACTC
TCACCAAGTCACCAGAGGGTGGTTCTGTAGGACCTCTTTTGTTGCT
TAAGATGCAGATGGCTCTTAAGAATCAGGCAGTCGCCCACTTCTCT
CCAGATGAAGGGAAGACATTCATAGGTCCCAAATCTGCCCATTCAG
ATGTCACATAATATGGTGGGATATCAATTTACTTCTTCCACACATGT
GGTTGTGCACATGTGAGCTTGTGTGCTTTTGGAGAGAATGTTGATT
GGCAAAAGCAGCACAGTATTAATATTTAGAGTAGGATGCAGCCTCT
TATGCACCACAGTTAAATCTAGAACGAACAAAATTTCAGAGCTCAA
GACATGGGACATTTAAATCCTCAAGGAGTTTGGAACAAAATAAACA
GATCT

57

LEGENDA: AGTATCCT = Regiao intrOnica
GACCCGGA = regido UTR
CTGTAATC = regido exOnica
GTACCTTTG = regido dos primers
CACTTGTTCCCAGACC-regiao de localizacao de primers em regides UTR

Ensemble Genome Browse

Fonte:

CHARLES et al., 1995.
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