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Resumo

Introducdo: O hipotireoidismo congénito (HC) € a principal causa de
deficiéncia mental passivel de prevengdo. A maioria dos casos tem origem na
mal formacdo da tiredide, seguido por defeitos no sintese de horménios
tireoidianos e pela transferéncia de anticorpos de origem materna. Os fatores
genéticos envolvidos na etilogia do HC nao estdo totalmente elucidados, no
entanto varios trabalhos demonstraram que alteragdes no gene do receptor de
hormonios da tiredide (TSHR), podem levar ao surgimento HC. Objetivo: Este
trabalho teve como objetivo geral Investigar alteragdes no gene TSHR em
pacientes com HC primério diagnosticados e tratados na Unidade de
Referéncia Especializada Materno Infantil e Adolescente (URE-MIA/PA); e
como obijeticos especificos determinar a freqiéncia das mutacdes encontradas
no gene TSHR em pacientes HC primario; determinar o genétipo dos pacientes
com HC além de, descrever os achados clinicos e bioquimicos dos pacientes.
Material e métodos: Para coleta dos dados clinicos e bioquimicos foi
consultado os protuarios médicos dos pacientes e para identificacdo dos
alteracdes genéticas foi realizado a técnica de rea¢do em cadeia da polimerase
(PCR) seguindo do sequenciamento automatico direto do gene TSHR.
Resultados: Neste trabalho foram encontradas as alteragcbes P52T em
heterozigose em 4 pacientes, com frequéncia genotipica (FG) de 4,44% e
frequéncia alélica (FA) 2,22%. O polimorfismo N187N em homozigose em 5
pacientes (FG=5,55%) e em heterozigose em 31 pacientes (FG=34,44%); A FA
FOI foi de 22,78%. O polimorfismo A459A em heterozigose em 4 pacientes
apresentando frequéncia genotipica de 4,44% e alélica de 2,22%. E a
alteracdo L645L em heterozigose em apenas um pacientes apresentando uma
frequéncia genotipica de 1,11% e alélica de 0,55%. Os principais achados
clinicos foram hérnia umbilical, ictericia precose, hipotonia, obstrucado intestinal,
macroglossia e fontanelas amplas. 70% dos pacientes com HC apresentaram
pelo menos um tipo de polimorfismo; Foram identificados dois pacientes com o
gendtipo P52T/N187N e cinco com o genoétipo N187N/N187N. Os demais
pacientes foram heterozigotos para pelo menos um polimorfismo. Os achados
clinicos descritos nesse trabalho corroboram os sinais e sintomas presentes
descritos na literatura nos individuos com HC.

Palavras chaves: hipotireoidismo, tireotrofina, molecular e receptor.



Abstract
Introduction: Congenital Hypothyroidism (CH) is the main cause of mental
deficiency that can be prevented. Most cases are originated on thyroid
malformation, followed by defects on thyroid hormones synthesis and by
antibodies transference from mother to child. The genetic factors involved on
CH etiology are not completely clear, however, several researches showed that
alterations on thyroid hormones receptor gene (TSHR) can lead to CH.
Objectives: The main objective was to investigate genetic alterations on TSHR
gene in patients with primarily CH diagnosed and treated on Unidade de
Referéncia Especializada Materno Infantil e Adolescente (URE-MIA/PA); and
the specific objectives were to determine the mutation frequency on TSHR gene
in patients with primarily CH; determine the genotype of these patients, besides
describing the clinical and biochemical findings. Material and methods:
Medical handbooks were consulted in order to collect clinical an biochemical
data and polymerase chain reaction (PCR) technique was realized to identify
genetic alterations, followed by direct automatic sequencing of TSHR gene.
Results: The P52T alteration was found in heterozygosis in 4 patients, its
genotypic frequency (GF) was 4.44% and the allelic frequency (AF) was 2.22%.
The N187N polymorphism was found in homozygosis in 5 patients (GF=5.55%)
and in heterozygosis in 31 patients (GF=34.44%); AF was 22,78%. A459A
polymorphism was found in heterozygosis in 4 patients, presenting genotypic
frequency of 4.44%, and allelic frequency of 2.22%. One patient presented
L645L alteration in heterozygosis, with genotypic frequency of 1.11% and allelic
frequency of 0.55%. The main clinical findings were umbilical hernia, early
jaundice, hypotonia, intestinal obstruction, macroglossy and large fontanels.
70% of CH patients presented at least one kind of polymorphism. Two patients
were indentified with P52T/N187N genotype and five with N187N/N187N
genotype. Remaining patients were heterozygotes to at least one
polymorphism. Clinical findings described in this paper justify signs and

symptoms already described on literature in individual with CH.

key words: Hypothyroidism, thyrotropin, Molecular and Receptor



1. INTRODUCAO

11.1 GLANDULA TIREOIDE

1.1.1 Caracterizacdo anatomica e histoldgica datireoide.

A glandula tireéide normal encontra-se abaixo da laringe, anteriormente
a juncéo das cartilagens tiredide e cricoide (Figura 01). Pesa aproximadamente
de 15 a 20g, apresenta um lobo direito e um esquerdo, 0s quais estao
conectados na linha média por um istmo, do qual projeta-se um terceiro lobo
chamado piramidal. O Ilobo piramidal é pequeno e representa um
remanescente embrionario da por¢ao inferior do ducto tireoglosso, um canal

ligado ao primoérdio tireoidiano (Guyton & Hall, 2002).

Cartilagem
Tiredide

Glandula Tire6ide

Traquéia

Figura 01. Glandula Tireéide

A unidade funcional da tiredide é o foliculo tireoidiano (Figura 02) o qual
tem formato de esfera, mede entre 0,2 a 0,9 mm de didmetro, sendo formado
por uma unica camada de células epiteliais. O interior de cada foliculo é
preenchido por um coldide constituido, principalmente, pela glicoproteina
iodada denominada tireoglobulina, a qual contém cerca de 115 residuos de
tirosina. Além das células foliculares, é encontrada na tiredide as células C ou

parafoliculares cuja funcéo € produzir e secretar o hormonio calcitonina, o qual



esta envolvido na regulacdo do metabolismo do calcio no organismo (Junqueira
& Carneiro, 2004).
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Figura 02. Foliculo tireoidiano
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1.1.2 Aspectos embriolégicos da tiredide

A tiredide € a primeira glandula endocrina a ser formada no embrido
humano. Ela inicia seu desenvolvimento entre o 20° a 22° dia ap6s a
fecundacdo. Origina-se a partir de um grupo de células da endoderme
localizado no assoalho da faringe primitiva (Kratzch & Pulzer 2008). Esse grupo
de células migra na direcdo caudal e posiciona-se em situacdo cervical final por
volta da sétima semana de gestacao (Theiler, 1989 & Perone et al, 2004).

Evidéncias sugerem que os fatores de transcricao tireoidianos; Fator 1
de transcricao tireoidiano (TTF1), Fator 2 de transcricéo tireoidiano (TTF2) e o
paired box transcrition factor 8 (PAX8), sdo fundamentais para a migracédo e
desenvolvimento normal da glandula tiredide. Estes sao expressos,
preferencialmente, em tiredcitos e realizam suas fung¢des ao interagirem com
promotores da tireoglobulina (TG), tireoperoxidase (TPO), Hormonio
estimulante da tiredide ou tireotrofina (TSH) e seu receptor (TSHR) e/ou outros
genes (Park & Chatterjee, 2004).



Quadro 01. Participacédo dos fatores de transcricao no desenvolvimento

embrionario da tiredide.

Foml;argta: do Migracdo S%b;?m;'a Diferenciagao Expsgial:sdas

endodérmico cervical precursoras funcional foliculares
TTF1 + + + + +
TTF2 - + + + +
PAXS + + + - +

Adaptado de knobel et al 2000. TTF1: Fator 1 de transcricdo da tiredide; TTF2:Fator 2 de

transcricdo da tiredide; PAX: paired box transcrition factor 8; (+) Presenca do fator de

transcricéo.

1.1.3 Sintese e secre¢do dos horménios datiredide

A sintese e secrecdo dos hormdnios tireoidianos dependem de vias
metabdlicas nas quais esta envolvida uma série de proteinas, como horménio
liberador de tireotrofina (TRH), o receptor de TSH (TSHR), Proteina G;
Transportador simporte Na*/I” (Proteina NIS); TG; TPO; NADPH oxidases
(ThOX1 e ThOX2); Pendrina e Desalogenases. No individuo saudavel, esses
processos estdo sob o comando de uma regulacéo fina, a qual atua no eixo
hipotalamo-hipdfise-tiredide,
(Gillam & Kopp, 2001).

O passo inicial para a sintese dos hormonios da tireéide comeca com a

realizada por retroalimentacdo ou feedback

secrecdo pelo hormoénio liberador de tireotrofina (figura 03), o qual atua sobre
as células basdfilas (tireotrofos) da pars distalis da adenohipdfise estimulando a
secrecdo do TSH. O TSH por sua vez, através da corrente sanguinea, chega a
tiredide e se liga ao seu receptor na membrana basal das células foliculares.
Esse acoplamento dispara um sinal de segundo mensageiro, via proteina G, o
qual estimula a sintese e a acdo das proteinas envolvidas no processo
(Refetoff et al., 2001).



Figura 03. Regulacéo, Sintese e Secre¢do dos Hormdnios Tireoidianos

No processo de sintese dos hormdnios tireoidianos o iodo é um
elemento essencial. Ele entra na célula folicular tireoidiana via proteina NIS
localizada na membrana basolateral da célula, processo denominado sequestro
de iodo. Apds a entrada na célula, o iodo € transportado para o limem folicular,
através da proteina pendrina. No interior dos foliculos o iodo € oxidado e
inserido nos residuos de tirosina da tireoglobulina, por acdo da enzima
tireoperoxidase. Esse processo € denominado de incorporacdo do iodo
(Royaux et al., 2000).

No final do processo, a tireoglobulina contém moléculas de
monoiodotironinas  (MIT), diiodotironinas (DIT), triiodotironina (T3) e
tetraiodotironina (T4) que sao armazenados. Diante de estimulo do TSH,
formam-se filopédios na superficie apical das células foliculares resultando na
endocitose de goticulas de coldide. As vesiculas endocitadas contendo coloide
se fundem com lisossomos e dentro desta organela os residuos iodados da
tireoglobulina sdo clivados por proteases e liberados para o citoplasma nas
formas de MIT, DIT, T3 e T4 livres (Bermne & Levy, 2000).

MIT e DIT sofrem ag¢do da enzima iodotirosina-deiodinase também

conhecida como desalogenase, disponibilizando iodeto e residuo de tirosina



para ser reaproveitado pela célula. Enquanto que T3 e T4 sdo secretados pelas
células foliculares nos espacos do tecido conjuntivo da tiredide, para ser

distribuidos pela corrente sanguinea (Serrano et al, 2006).

1.1.4 Funcdes dos horménios datiredide

ApOs a secrecdo pelas células foliculares, T3 e T4 alcancam a corrente
sanguinea e se ligam a proteinas plasmaticas, as quais servem como
reservatorios e distribuidores para os tecidos, sendo que apenas cerca de
0,03% a 0,05 de T4 e T3, respectivamente, fica na forma livre. As proteinas
plasmaticas distribuidoras séo a globina TBG (80% de T4 e 90% de T3), a Pré-
albumina TBPA (15% a 20% de T4 e 1% a 5% de T3), e albumina (5% a 10% T4
e 5% a 30% de T3) (De Aradjo et al, 2003).

A medida que entram nas células-alvo, esses hormonios (especialmente
0 T3) interagem com receptores nucleares de hormdnios tireoidianos e vao
sendo lentamente usados por varios dias ou semanas. Estes horménios
promovem a transcricdo de muitos genes, o que culmina com a producdo de
varias proteinas levando ao aumento generalizado do metabolismo celular
(Gartner & Hiatt, 2007).

Os hormonios tireoidianos agem acelerando a taxa do crescimento nos
jovens, otimizam 0s processos mentais, estimulam a atividade das glandulas
enddcrinas e processos energéticos. Atuam aumentando a sintese de &cidos
graxos e a captacao de vitaminas. Além de diminuirem a sintese de colesterol,
triglicerideos e fosfolipideos (Gartner & Hiatt, 2007).

Segundo De Araujo et al (2003), no feto e nos recém-nascidos esses
hormdnios promovem a diferenciacdo das células neuronais e glias do sistema
nervoso central, desenvolvem dendritos e axdnios, estimulam a formacao de

sinapses, a maturacao pulmonar e o desenvolvimento renal.



1.2 HIPOTIREOIDISMO CONGENITO (HC)

1.2.1 Generalidades

O HC é a mais comum desordem enddcrina neonatal, em regides iodo
suficientes, sendo a principal causa de deficiéncia mental passivel de
prevengao. Em aproximadamente 5% dos casos ocorre por transferéncia de
anticorpos de origem materna. Em 10% a 15% o HC tem origem em um dos
passos que levam a producdo dos horménios tireoidianos (disormonogénese),
enquanto que a grande maioria dos casos, 80% a 85%, surge devido a
malformacdes da glandula tiredide, as quais sdo denominadas coletivamente
de disgenesia tireoidiana (Rubio et al, 2002).

A disgenesia tireoidiana € um grupo heterogéneo de malformacfes que
inclui quatro formas: ectopia, agenesia, hemiagenesia e hipoplasia. A ectopia é
a mais frequente, sendo o tecido tiredide encontrado freqiientemente na base
da lingua. A agenesia é a segunda mais frequente e caracteriza-se pela
auséncia de deteccédo, pelo isétopo radioativo, de tecido tiredideo em local
normal ou em qualquer lugar no trajeto cervical (Ramos et al, 2008).

A hipoplasia é caracterizada por uma tiredide com localizagdo normal,
hipoplasica, hipofuncional, bilobulada, discretamente detectada por is6topo
radioativo. E, finalmente, a hemiagenesia corresponde a uma disgenesia na
qual a glandula encontra-se em local anatémico normal, no entanto um lobo da

glandula esta ausente (Ramos et al, 2008).

1.2.2 Classificacao do Hipotirepoidismo

O HC pode ser classificado em: primario, secundario ou central e
periférico. E dito primario se estad associado a disgenesia tireoidiana ou a
disormonogénese tireoidiana (Gillam & Kopp, 2001). O HC é classificado como
central quando ha algum defeito no eixo hipotadlamo-hipofise, o qual leva
auséncia ou diminuicdo da producédo de TSH (Vulsma & de Vijlder, 2002). O
HC €& denominado periférico quando ha resisténcia dos tecidos-alvo ao
horménio tireoidiano (Refetoff et al., 1993).



1.2.3 Epidemiologia do Hipotireoidismo Congénito.

A incidéncia global do HC é a 1: 4.000 nascidos vivos (Serrano et al,
2006). Nos Estados unidos e Canada a incidéncia € de 1: 4.000, no Brasil a
estimativa € de 1 afetado para cada 3.500 nascidos vivos. No Japao a taxa é
mais elevada, 1: 3.000. No entanto, segundo Kratzch & Pulzer (2008), é na
Holanda onde se verifica a maior incidéncia, 1: 1.800 nascidos vivos.

Em relacdo ao género, o HC acomete duas vezes mais mulheres
guando comparado aos homens. Essa maior frequiéncia no género feminino &
um achado particularmente interessante, porém ndo se sabe se as mulheres
sd0 mais susceptiveis ou se o feto feminino tem maior taxa de sobrevivéncia

com a doenga quando comparada ao masculino (Amieva et al, 2004).

1.2.4 Aspactos Clinicos

O HC é uma doenca progressiva sendo somente 1% a 5% dos casos
diagnosticados clinicamente (Carranza et al, 2006), uma vez que a maioria dos
afetados, até o terceiro més de vida, apresentam uma aparéncia normal,
provavelmente devido a passagem de hormonios tireoidianos da mée para o
feto através da placenta (Dantas et al, 2007).

Mesmo quando apresentam alteracdes, as manifestacdes clinicas séo
inespecificas, a exemplo de mialgia, artralgia, caimbras, pele seca. Unhas
quebradicas, cabelos finos e palidez também sao achados inespecificos
presente nesta patologia.

As evidéncias clinicas, em 95% dos casos, surgem entre o terceiro € 0
sexto més de vida. Os sinais mais freqlentes sao ictericia fisiologica
prolongada, hipotermia, hipoatividade cerebral, macroglossia, fontanela grande,
ronco, dificuldades para alimentacdo, assim como hérnia umbilical, sonoléncia,

anemia refrataria e bradicardia (Borges et al, 2006).



1.2.5 Diagnostico do Hipotireoidismo Congénito

O diagndstico do HC é feito atraveés do teste de triagem neonatal (TN),
conhecido como teste do pezinho. A TN é realizada desde a década de 70, no
entanto somente em 1992 tornou-se obrigatéria. Em 2001, foi instituido o
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), o qual passou a contemplar
além do HC e fenilcetonuria, a fibrose cistica e as hemoglobinopatias (Borges
et al, 2006).

No Para, o programa tém uma cobertura de 77,33%, com um total de
430 postos de coleta de sangue. O Laboratério de Apoio a Pesquisa e ao
Diagnostico da Universidade do Estado do Para (UEPA) é o responsavel por
realiza a triagem neonatal. Os pacientes diagnosticados com Fenilcetonuria e
HC s&o atendidos na Unidade de Referéncia Especializada Materno Infantil e
Adolescente (URE-MIA); os pacientes com diagndstico de Fibrose Cistica sao
atendidos no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto; enquanto que 0s
pacientes com Hemoglobinopatias e Anemia Falciforme sdo atendidos na
Fundacdo Hemocentro do Para (HEMOPA) (DATASUS, 2007).

Dentre as doencas diagnosticadas pela TN, o HC é a patologia de maior
frequéncia. O diagnéstico é realizado através da dosagem de TSH no sangue
colhido em papel filtro. O teste deve ser realizado entre terceiro e o sétimo dia
apos o nascimento. Quando o valor da mensuracdo do TSH fica entre 10 e 20
muUI/L, é solicitada uma segunda amostra de sangue, para para confirmag&o ou
exclusao diagnodstica (Portaria N° 848, de 31 de outubro de 2002).

A maioria dos pacientes com valores de TSH >20 mUI/L apresenta HC,
no entanto € importante descartar uso de drogas antitireoidianas pela mée ou
de solucdes iodadas em bercéario, ou ainda o hipotireodismo materno que
poderd levar a passagem placentaria de auto-anticorpos bloqueadores da
tiredide fetal, como causas de hipotireoidismo transitorio (Zakarija et al, 1990).

Para o diagnostico etiologico do HC, é indicada a realizacdo de outros
exames tais como: dosagem de T4 livre e TSH, ultra-sonografia da tiredide,
cintilografia com captagéo tiredidea de iodo radioativo (valor de referéncia 14%
a 40%), dosagem de tireoglobulina, anticorpo anti-tereoidianos (anti-TG e anti-

TPO) e anticorpos anti-receptor de TSH (Franco et al, 2002).



1.2.6 Tratamento do hipotireoidismo congénito.

O tratamento farmacoldgico do HC é baseado na administracdo de
levotiroxina, a qual deve ser tomada em jejum e pelo menos 4 horas de
diferenca entre a administracdo de outras medicacdes, uma vez que, a
absorcdo deste farmaco pode ser afetada por drogas como colestiraminas,
sulfato ferroso, célcio e alguns antiacidos que contém hidréxido de aluminio. A
vida média da levotiroxina € de sete dias, e a resposta maxima € atingida na
segunda semana de tratamento. E administrada uma vez ao dia, pela manha.
O quadro 02 mostra as doses recomendadas para criancas e adolescentes
(Setian, 2007).

Quadro 02: Doses recomendadas de levotiroxina para criancgas
e adolescentes com hipotireoidismo congénito

Idades Dose (pg/Kg/dia)
0 a 3 meses 10 a 15
3 al2 meses 6 alo
1 a 3 anos 4 a6
3 a 10 anos 3 ab
10 a 16 anos 2 a4

Adapitado de Setian, 2007

Essas doses devem ser reajustadas conforme as variacoes laboratoriais
e sinais de superdosagens como irritabilidade, perda de sono, rubor, diarréia,
taquicardia e sudorese (Setian, 2007). O tratamento precoce é fundamental
para o desenvolvimento normal das criancas afetadas com HC, evitando o
dano neuroldgico e a defciéncia mental que € uma caracteristica frequente e

irreversivel, em criancas nao tratadas (Silva et al, 2005).

1.3 ASPECTOS GENETICOS DO HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

Os fatores genéticos envolvidos na etilogia do HC ndo estéo totalmente
elucidados, no entanto varios trabalhos, nos ultimos anos, demonstraram que
delecdes, insercbes e mutagdes de ponto em diferentes genes podem levar ao

surgimento HC.
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1.3.1. Gene TSHR e Disgenesia Tireoidiana

O TSHR pertence a superfamilia de receptores associados a proteina G,
gue exibem estrutura comum consistindo de sete segmentos transmembrana,
trés alcas extracelulares, trés alcas intracelulares, extremidade extracelular
aminoterminal e intracelular carboxiterminal. O TSHR est4 envolvido nos
estagios finais da organogénese da tiredide; além de ser o principal
intermediador das acbes do TSH no crescimento, diferenciacdo e funcdo das
células da glandula tiredide (knobel et al, 2001; Zheng Liu et al, 2008).

O gene que codifica o receptor de TSH, em humanos, estd no locus
14931, sendo constituido por 10 éxons distribuido em 191,1 Kb (Kopp, 2001).
O éxon 10 é o maior e tem como funcéo codificar os dominios transmembrana
e intracelular do receptor. Os éxons 1 a 9 e parte do éxon 10 séo responsaveis
pela codificacdo dos dominios extracelulares (Agretti et al, 2001).

Nagayama et al (1989) relataram que o gene TSHR é responsavel pela
producdo de uma proteina composta de 764 residuos de aminoacidos. Em
1990, Misrahi et al revelaram que a proteina TSHR madura contém 743
aminoécidos, sendo 394 residuos no dominio extracelular, 266 residuos no
dominio transmembrana e 83 residuos no dominio intracelular.

Em 1994, Stein et al, utilizando camundongo da linhagem Hyt como
modelo experimental, foram 0s primeiros a sugerir a participacdo do receptor
de TSH na diferenciacdo, crescimento e funcdo da tiredide. Os autores
demonstraram que o0s camundongos que exibiam mutagdes no quarto
segmento transmembrana do receptor ndo apresentavam resposta via AMPc
qguando estimulado pelo TSH.

Em 1995, Sunthornthepvarakul et al estudaram uma familia composta
por méde, pai e trés filhas. As filhas apresentavam niveis de horménios
tireoidianos normais, no entanto a concentragdo de TSH sérico era elevada o
que caracterizava uma condi¢cdo denominada de hipotireoidismo compensado.
Os autores utilizando técnicas de biologia molecular e celular identificaram
alteragcbes no TSHR e comprovaram que estava relacionado a mutacado no
gene do receptor de TSH.

As mutacdes que afetam o TSHR podem ocasionar ganho ou perda de

funcdo (HC). Os pacientes com mutacdes no gene TSHR, que causam perda
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de funcéo, apresentam total ou parcial resisténcia ao TSH, hipoplasia
tireoideana, defeitos na sintese e secrecao de T3 e T4. Essas condi¢des sao
conhecidas como hipertireotropinemia e caracterizam-se por apresentar um
quadro bioquimico alterado (concentracdes sanglineas elevadas de TSH e
niveis normais ou baixos de hormdnios tireoidianos) (Koop, 2001).

Os quadros 03 e 04 a seguir resumem as dele¢cbes e mutacdes descritas
na literatura, que causam perda de fungéo no TSHR.

Quadro 03 — Delegdes causadoras de HC encontradas no gene TSHR

Delecéo Exon Referéncias

Delecéo do éxon devido a transverséo de )
o o 6 Gagne et al., 1998.
G para C na posicao +3 do doador splicing

AG -> splicing variante (intron5/éxon6) 6 Bretones et al., 2001.

Biebermann et al.,

Delecao de 18pb / Insercao de 4pb 10
¢ P ¢ P 1997.

Gagné et al., 1998.
Delecéo de AC no cédon 655 (ACT) 10
Alberti et al., 2002.

Adptado de http://www.uni-leipzig.de/innere/tshr/ 2004



Quadro 04 — Mutagdes causadoras de HC encontradas no gene TSHR
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TSHR | Aminoacido | Aminoacido | Seqiiéncia | Sequéncia Exon Referéncia
(residuo) Normal Mutante Normal Mutante
L . De Roux et al.,1996.
41 Cisteina Serina TGC TCC 1 Alberti et al.. 2002.
109 Arginina Glutamina CGG CAG 4 C“fton_lglé%h etal,
Sunthornthepvarakul
et al., 1995.
De Roux et al.,1996.
162 Prolina Alanina CCT GCT 6 Tonacchera et al.,
2001.
Costagliola et al.,
1999.
) Sunthornthepvarakul
167 | Isoleucina Acido ACC cce 6 etal., 1995.
Aspartico Costagliola et al.,
1999.
310 Arginina Cisteina CGC TGC 10 Russo et al., 2000.
324 | Glutamina | ©0donde CAG TAG 10 De Roux etal,
término 1996.
De Roux et al.,1996.
390 Cisteina Triptofano TGT TGG 10 Bierbmann et al.,
1997.
Acido . De Roux et al.,
410 ASpartico Asparagina GAC AAC 10 1996,
450 Arginina Histidina cGC CAC 10 Nagaszhgonf‘ etal,
467 Leucina Prolina CTG CCG 10 Alberti et al., 2002.
477 Treonina Isoleucina ACT ATT 10 Tonacgggga etal.,
498 Glicina Serina GGT AGT 10 | Nagashimaetal,
2001
525 Fenilalanina Leucina TTC TAG 10 De Rlosjnget al,
De Roux et al.,
: Cddon de 1996.
546 Triptofano término TGG TAG 10 Clifton-Bligh et al.,
1997.
553 Alanina Treonina GCC ACC 10 Abram‘i‘é"é‘? etal,
600 Cisteina Arginina TGT CGT 10 Alberti et al., 2002
609 Arginina quon de CGA TGA 10 | Tiosano et al., 1999.
término

Adptado de http://www.uni-leipzig.de/innere/tshr/
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O estudos de base celular e molecular sobre o TSHR, estédo cada vez
mais sendo intensificados. Isso se justifica pelo fato dessa proteina ser
essencial tanto para o desenvolvimento embriol6gico como para a fisiologia da
tiredide. A maioria das mutacdes descritas na sequéncia codificante deste
receptor encontra-se no éxon 10, podendo ser mutacdes de ponto ou dele¢cbes
de alguns pares de base.

O padrdo de heranca do HC primario € na maioria dos casos
autossomico recessivo (Koop, 2001). No entanto Sunthornthepvarakul et al.
(1995) descreveravam um modelo de heranca autossémica dominante para
resisténcia parcial ao TSH, sugerindo mutacbes em apenas um dos alelos do
gene TSHR. Esses pacientes apresentam o0s mesmos sinais clinicos de
pacientes com mutacdes nos dois alelos do TSHR, porém de intensidade

menor.



2.1

2.2
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar alteracbes no gene TSHR em pacientes com HC primario
diagnosticados e tratados na Unidade de Referéncia Especializada
Materno Infantil e Adolescente (URE-MIA/PA).

Objetivos Especificos

Determinar a freqiéncia das mutagcdes encontradas no gene TSHR em

pacientes com HC primario;

Determinar o genétipo dos pacientes com HC.

Descrever os achados clinicos e bioquimicos dos pacientes com HC.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizagcdo da Amostra

A amostra estudada neste trabalho foi composta por 90 pacientes com
diagnéstico de HC (66 do sexo masculino e 24 do sexo feminino), na faixa
etaria entre 3 a 15 anos de idade, tratados na Unidade de Referéncia

Especializada Materno-Infantil e do Adolescente (URE-MIA).
3.2  Aspectos Eticos

Este estudo esta de acordo com os principios éticos basicos das
diretrizes e normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Santa Casa de
Misericordia do Para (Anexo ).

As familias dos pacientes foram convidadas a participar deste estudo e
receberam um folheto com informac8es (Anexo Il). Aos pais ou responsaveis,
gue autorizaram a participacao das criancas no estudo, foi fornecido o termo de
consentimento livre e esclarecido (anexo lll). Apds esse procedimento, foi

realizada a coleta de uma amostra de sangue do paciente.
3.3  Critérios Clinicos e Bioquimicos de Inclusédo

O critério fundamental para a inclusdo dos pacientes foi o diagndstico
confirmado de HC, realizada através da avaliacdo clinica e bioquimica dos
pacientes, considerando a dosagem do horménio TSH em sangue impregnado
em papel filtro.

34 Coleta e armazenamento das amostras

Uma amostra de sangue total (5 a 10mL) foi obtida por puncdo venosa e
colhida em frascos de vidro de 10mL, contendo 54uL de Acido Etileno Diamino
Tetra-acético (EDTA). A amostra foi identificada (home do paciente, data e hora

da colheita) e armazenada a -20°C até o momento da extracdo de DNA.
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3.5 Coletados achados clinicos e bioquimicos

Os achados clinicos e bioquimicos disponiveis dos pacientes com HC
foram obtidos de seus prontuarios meédicos encontrados na Unidade de
Referéncia Especializada Materno-Infantil e do Adolescente (URE-MIA).

3.6 Extracdo de DNA

A extragdo do DNA foi realizada segundo o método descrito por
Sambrook et al., 1989.

3.7 Amplificacdo do gene TSHR
O gene TSHR foi amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) de acordo com as condi¢fes descritas no quadro 05. Logo apds a

amplificacdo os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 1%.

Quadro 05— Condicdes de amplificacdes gene TSHR

L Numero de :
Estagios Ciclos Temperatura | Tempo (minuto)
10 | Desnaturagao 1 94 °C 5
inicial
Desnaturacéo 94°C 1
20 Anelamento 30 53a6l°C 1
Extensao 72°C 1
3° | Extenséo final 1 72°C 5

Adaptado de Asubel et al., 1996.

Os iniciadores (primers) que foram usados para amplificar o gene e

regides intrénicas adjacentes do gene estdo descritos no quadro 06 abaixo.



Quadro 06 — Iniciadores para amplificacdo do gene TSHR
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Temperatura de

10ER: AGCTATGTGTTGGGGGTGTC

Iniciadores
anelamento
1F: CTCCCGGGTCTCCTTTGG
1 58 °C
1R: CCTGATCTCTCCCGGGTACT
2F: CAGCCAACATATTGTGAAAACTG
2 53°C
2R: CTGCCATTGATTTATGCAAGT
3F. GGGAAGCGCATAACAAAAAG
3 57 °C
3R: TGGAGCCCCAAGATTATCAG
4F: GGTACCCTGTGGCGTAAATG
4 57 °C
4R: CCCCCAGAAAAGTAGGATGG
5F: GGAAGGTGTTGGGAGTTTGA
5 56 °C
5R: CAAACAAAATATTGTCAAACATGG
6F: TAAGTGCATATGCGCAGCAA
6 57 °C
6R: ATGGCTCTTGGATGGTCTGT
7F. TGTGGGACCTGAAAAACCTT
7 61°C
7R: CCCTTGACTTACACAGCATCC
8F: TGGTCACATTTTATTCTGATATTTG
8 57 °C
8R: CCTTAATGTCTCCATTTATTCCAA
9F: CCATCCCTCCTTAGACCAGA
9 57 °C
9R: TCCACCAAGGTCTTTTGTCA
10AF: CCAGCCAATGTTTGCATTTT
56 °C
10AR: CTGGCCAAAACCAATGATCT
10BF: TGGGTACAAGGAAAAGTCCAA
57 °C
10BR: AGGTACATCCCCATGCAGAA
10CF: TCTCCTCACCAGCCACTACA
10 61°C
10CR: AGACGATGACGAAGGCAACT
10DF: TGCTTCCTTTGGTGGGAATA
56 °C
10DR: TGCTGTTCTTTGGAGGAACC
10EF: ACTCCTGTGCCAATCCATTC
61°C

Adaptado de Alves et al., 2008.
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3.8 Identificacdo de mutacdes

Este trabalho utilizou a técnica de seqienciamento automéatico (kit Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Standart Version 3.1) para a investigacéo de
possiveis mutacdes e/ou polimorfismos no gene TSHR. Os iniciadores

utilizados para o sequenciamento foram os mesmos utilizados na PCR.

3.9 Analise estatistica

As frequéncias das mutagcdes encontradas foram calculadas pela diviséo
do numero de alelos portadores das mesmas pelo numero total de alelos
pesquisados. Para a determinacdo dos valores percentuais este coeficiente foi
multiplicado por 100. O programa Bioestat (versdo 5.0) foi usado para a analise

estatistica dos resultados apresentados neste estudo.
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4. RESULTADOS

4.1. ALTERACOES ENCONTRADAS NO GENE TSHR:

4.1.1 Exon 1: Polimorfismo c. 154 C>A (P52T)

O polimorfismo P52T foi encontrado em heterozigose em 4 pacientes
(figura 04), apresentando frequéncia genotipica de 4,44%. A frequéncia alélica
do polimorfismo foi de 2,22%. Dois dos pacientes para o polimorfismo P52T
também apresentaram o polimorfismo N187N, no éxon 7, considerados,
portanto, heterozigotos compostos (vide figura 5).

Os dados clinicos dos pacientes com o polimorfismo P52T revelaram
hérnia umbilical (67%), obstrucdo intestinal (33%), ictericia prolongada (33%),
hipoatividade (33%), pele seca (33%), bocio (33%). Dois destes pacientes
realizaram o exame de cintilografia com captacéo de iodo radioativo. Um deles
foi classificado com ectopia tireoidiana e outro com disormonogénese. A média
de TSH dos pacientes foi de 67,15 mUL/mL +77,01mUL/mL.

Sequéncia Selvagem Sequéncia Mutante - Heterozigoto

A& G C T T & C C G C C C & G T & A 3 C T T A C <& G H < o A G T A
p—

Figura 04: Polimorfismo c. 154 C>A (P52T)
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4.1.2 Exon 5: Polimorfismo ¢.561 T>C (N187N)

O polimorfismo N187N foi encontrado em homozigose em 5 pacientes
(freqiéncia genotipica de 5,55%) e em heterozigose em 31 pacientes
(frequéncia genotipica de 34,44%). A frequéncia alélica do polimorfismo foi de
22,78%. A figura 05 mostra estes achados.

Os principais achados clinicos contidos nas fichas dos pacientes foram:
obstrucéo intestinal (68,8%), hérnia umbilical (62,5%), ictericia prolongada
(43,8%), fontanelas amplas (31,3%), hipoatividade (18,8%), choro rouco
(18,8%), macroglossia (18,8%), alargamento da base do nariz (18,8%), pele
seca (18,8%), hipotonia (12,5%), lingua protusa (6,3%), bécio (6,3%).

Dez dos trinta e seis pacientes realizaram o exame de cintilografia; dos
quais 5 pacientes apresentaram ectopia tireoidiana, 4 apresentaram
disormonogénese e 1 apresentou hipoplasia tiredidea. O valor médio do TSH
foi de 85,15 mUL/mL £ 72,90 mUL/mL.

Sequéncia Selvagem Sequéncia Mutante - Heterozigoto

o

| \'\ /\\ff \/\Uﬁ‘f v\f J \J’f\\ / \/\/ \J‘ | v \' / \ /\I;' \'/\;"“*.,._jll | /\, \/ Al ,“/\ \H/ \f \l( |

Sequéncia Mutante - Homozigoto

Figura 05: Polimorfismo c. 561 T>C (N187N)
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4.1.3 Exon 10: Polimorfismo C.1377 G>A (A459A)

A alteracdo nucleotidica causada pela transicdo de uma guanina por
uma adenina na posicdo 1377 (figura 06) do gene do TSHR, ndo altera o
residuo de alanina (codon 459) do TSHR. Essa alteracdo foi encontrada em
heterozigose em 04 pacientes (freqiéncia genotipica de 4,44% e alélica de
2,22%).

Os pacientes com o polimorfismo A459A apresentavam hérnia umbilical,
obstrucéo intestinal e hipotonia. Em um destes pacientes a cintilografia ndo

revelou captacdo de iodo 131 (I1**%)

por parte da tire6ide. Os outros trés
pacientes ndo realizaram o teste de cintilografia. O valor médio da dosagem de
TSH destes pacientes no momento do diagnéstico foi elevado (94,27 mUL/mL

+ 12,66 mUL/mL).

Foward (Seguéncia Mutante) Reverse (seqiiéncia Mutante)
T ol S —— & e & A T C 5 5] E i
v
Foward (Segiiéncia Selvagem) Reverse (Sequéncia Selvagem)
T [e3 cC ] [e3 Fiy T jl T C C G’ C A

—l o

Figura 06 — Alteracdo Nucleotidica C.1377 G>A (A459A)
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4.1.4 Exon 10: Polimorfismo ¢.1935 G>A (L645L)

A alteracdo nucleotidica causada pela transicdo de uma guanina por
uma adenina na posicdo 1935 (figura 07) do gene do TSHR, ndo altera o
residuo de leucina (cédon 645) do TSHR. Essa alteracdo foi encontrada em
heterozigose em apenas um pacientes com HC (freqiiéncia genotipica de
1,11% e alélica de 0,55%).

Foi observado que o paciente portador da alteracdo L645L apresentava
obstrucéo intestinal e ictericia precoce. O teste do pezinho revelou valor de
TSH 22,48 mUL/mL (triagem neonatal) e a dosagem do TSH e do T4 livre no
soro foi de 172 mUL/mL e 0,26 ng/dL, respectivamente. A cintilografia revelou

|131

captacado de 13,21% de por parte da tiredide.

Foward (Sequiéncia Mutante)

7. AT 6 € T € T A TEC Kb G C

§ AN

Foward (Sequéncia Selvagem)

T AT GC TCT G6GTCAGC

Figura 7 — Alteracdo Nucleotidica C.1935 G>A (L645L)
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4.1.5 Exon 10: Polimorfismo ¢.2181 C>G (D727E)

A alteracdo nucleotidica causada pela transversdo de uma citosina por
uma guanina na posigdo 2181 (figura 08) do gene do TSHR altera o residuo de
acido aspartico para acido glutamico (cédon 727) do TSHR. Essa alteracédo foi
encontrada em heterozigose em 18 pacientes representado uma frequéncia
genotipica de 20% e alélica de 10%.

A andlise clinica dos pacientes portadores da alteracdo D727E revelou
que 39% apresentavam hérnia umbilical, 39% obstrucdo intestinal, 33,33%
ictericia precoce, 27,77% choro fraco e rouco, 27,77% pele seca e aspera,
22,22% macroglossia, 22,22% hipotonia e 22,22% fontanelas amplas.

O valor médio de TSH apresentado pelos pacientes com a alteracdo
D727E foi elevado (82,22mUL/mL £ 43,46mUL/mL) e a dosagem T4 livre no
soro foi de 0,55ng/dL + 0,39ng/dL. O teste de cintilografia foi realizado por 8
pacientes e os resultados foram: 5 pacientes com hipoplasia, 2 pacientes com

agenesia e 1 paciente com bdcio hipercaptante.

Reverse (Sequéncia Selvagem)

C I C A T G

Foward (Seqliéncia Selvagem)

T C G T G G G T

[ C T - .Y T ] T C

—

ﬁx/\ /\ﬂ

Figura 08: Alteracdo Nucleotidica C.2181 C>G (D727E)
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A tabela abaixo descreve as alteracdes nucleotidicas encontradas nos pacientes, as frequéncias genotipicas e alélicas, os
achados clinicos, além dos valores médios do horménio estimulante da tiredide (TSH) encontrados na primeira dosagem, realizada

na triagem neonatal.

Tabela 01: Polimorfismos e principais achados clinicos e bioquimicos em pacientes com HC

: : Frequéncia Freqiéncia . TSH no teste do
Polimorfismos . . Achados clinicos :
Genotipica Alélica pezinho

o - ) ) o 67,15 mUL/mL
Hérnia umbilical (66,7%), obstrucéo intestinal (33,3%), ictericia prolongada
P52T 4/90 (4,44%) 2,22% _ o *
(33,3%), hipoatividade (33,3%), pele seca (33,3%).
77,01 mUL/mL

Obstrucgéo intestinal (68,8%), Hérnia umbilical (62,5%), ictericia prolongada
) o 85,15 mUL/mL
(43,8%), fontanelas amplas (31,3%), hipoatividade (18,8%), choro rouco
N187N 36/90 (40%) 22,78% _ ) *
(18,8%), macroglossia (18,8%), alargamento da base do nariz (18,8%), pele
) . i . 72,90 mUL/mL
seca (18,8%), hipotonia (12,5%), lingua protusa (6,3%), bécio (6,3%).
94,27 muUL/mL*
A459A 4/90 (4,44%) 2,22% Hérnia Umbilical, obstrucéo intestinal e Hipotonia +
12,66 mUL/mL
22,48 muUL/mL*
172 mUL/mL**
) N _ ) _ ) 82,22muUL/mL*
39% hérnia umbilical e obstrucéo intestinal; 33% ictericia precoce; 27,77%

D727E 18/90 (20%) 10% i ] ] ] *
choro fraco e rouco e pele aspera; 22,22% macroglossia e hipotonia.
43,46mUL/mL

L645L 1/90 (1,11%) 0,55% Ictericia precoce e obstrugéo intestinal

Valores de referéncia. TSH < 15,00 mUL/mL; T4 Livre: 0,89 — 1,76 ng/dL.
Média + Desvio padrdo; * valor da dosagem realizada pela triagem neonatal; ** valor da dosagem realizada no soro; ***Pvalor=0,725
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4.2. Descrigdo dos achados clinicos dos pacientes com HC

Os achados clinicos dos pacientes (grafico 01) revelaram que 47% dos
pacientes estudados apresentaram hérnia umbilical, 38% ictericia precoce,
33% hipotonia, 27% obstrucéo intestinal, 25% macroglossia, 20% fontanelas
amplas, 18% choro fraco e rouco, 18% pele seca e aspera e 14% abdbémen
globoso. Em 97,5% dos casos o diagndstico foi precoce e em 2,2% da amostra

havia outro caso de HC na familia.

Grafico 01 — Achados clinicos dos Pacientes com HC
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5. DISCUSSAO

51 ANALISE MOLECULAR

Diversas alteragbes no gene TSHR foram relatadas como sendo
responsaveis por disfuncdes tireoidianas, sejam elas adquiridas ou
hereditarias. Essas alteracbes podem atuar tanto no ganho de funcdo do
receptor quanto na perda, diminuindo a resposta ao horménio TSH (Park &
Chatterjee, 2004).

Em ambos os casos, o TSHR mutante causa alteracdo dos niveis
plasmaticos de hormdnios tireoidianos, 0 que o torna um importante alvo de

estudos na analise do funcionamento da tire6ide.

5.1.1 Polimorfismo P52T

No presente estudo, o polimorfismo P52T apresentou freqiiéncia alélica
de 2,22%. Os quatro pacientes foram heterozigotos para o alelo variante. O
polimorfismo P52T é uma alteracdo que resulta na substituicdo de um residuo
de prolina por um residuo de treonina. Alguns autores sugerem que este
polimorfismo poderia causar uma alteracdo na conformacdo da porcao
extracelular do TSHR, podendo tornar o receptor alvo de anticorpos ou levar a
expressao e regulacdo anormais do TSHR (Bohr et al., 1993).

Loos et al. (1995) mostraram que o polimorfismo P52T, quando expresso
em células ovarianas de hamsters chineses, foi capaz de elevar a producao de
AMPc. Dessa forma, especula-se a possibilidade do polimorfismo intensificar o
hipertireoidismo em pacientes com Doenca de Graves.

Alguns autores apoOiam essa hipotese. Cuddihy et al. (1995b)
encontraram uma frequéncia elevada do P52T em mulheres com Doenca de
Graves e de Hashimoto, em comparacdo ao grupo de mulheres saudaveis.
Esta mesma relagdo nao foi encontrada em homens. Um estudo feito na
Espanha mostrou frequiéncia de 7,5% para o polimorfismo P52T em um grupo
de 62 pacientes com hipertireoidismo (Palos et al., 2006).

Ho et. al., 2003 realizaram um estudo em um grupo de 164 pacientes

com Doenca de Graves e mostraram uma frequéncia de 11,4% para o
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polimorfismo P52T, sendo mais prevalente em Indianos (frequéncia alélica:
16,5%), e raro em Chineses (frequencia alélica: 0,5%). Neste mesmo estudo,
0s pacientes com o alelo P52T apresentaram niveis significativamente menores
de anticorpos anti-Tireoglobulina e anti-TPO, quando comparados aqueles que
nao apresentaram polimorfismo.

Entretanto, a maior parte dos estudos subseqientes n&o confirmou
esses achados. O polimorfismo foi encontrado com igual freqiéncia tanto em
pacientes com Doenca de Graves quanto em individuos saudaveis (Kotsa et
al.,, 1997; Allahabadia, et al., 1998; Sunthornthepvarakul et al., 1999;
Simanainen et al.,1999; Kaczur et al., 2000; Chou et al., 2002). Outros estudos
também mostraram individuos homozigotos para o alelo variante que nao
apresentavam quaisquer sintomas na tiredide (Cuddihy et. al., 1995a;
Tonacchera et. al., 1996).

Estudo realizado na Inglaterra em 307 individuos saudaveis, revelou que
29 apresentaram o polimorfismo em heterozigose e 3 em homozigose. Os
dados bioquimicos disponiveis de 2 dos 3 individuos homozigotos para o alelo,
indicaram niveis plasmaticos normais de TSH e T4 livre (Cuddihy et. al.,
1995a). Tonacchera et al. (1996) expressaram tanto o receptor mutante quanto
o selvagem em células COS-7, e a analise por radioimunoensaio mostrou
niveis equivalentes de atividade do AMPc em ambos os tipos de receptores.

Sunthornthepvarakul et al. (1994), em um estudo realizado nos EUA,
relataram frequéncia de 12% para o receptor variante em um grupo de 60
individuos saudaveis. Os autores ndo encontraram relacédo entre a presenca do
polimorfismo e o0s niveis séricos de T4 livre e TSH.

O polimorfismo P52T foi encontrado em 1 paciente com tiredide
hipoplasica, em um grupo de 35 pacientes com HC estudados no estado do

Parana (Ramos et. al., 2009).
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5.1.2 Polimorfismo N187N

O polimorfismo N187N apresentou expressiva frequéncia alélica na
populacao estudada (22,78%). A troca de bases T>C na posicdo 561 do gene
ndo altera o amino4cido asparagina na posicdo 187 do receptor de TSH,
possivelmente ndo tendo relagdo com as disfungdes tireoidianas. Um estudo
realizado com 60 individuos caucasianos nao relacionados, na Argentina,
revelou a presenca do polimorfismo N187N em 15 individuos, dos quais 2 eram
homozigotos para este polimorfismo. A frequéncia do alelo variante foi de
14,0%. Este mesmo estudo mostrou que todos os individuos portadores do
N187N também apresentavam os polimorfismos intrénicos g.IVS5 - 69C > T e
0.IVS6 + 13A > G (Esperante et. al., 2008).

Yaun e colaboradores (2008) analisaram 79 pacientes com HC e 100
individuos saudaveis e ndo encontraram diferenca significativa em relagéo a
presenca do polimorfismo N187N.

Entretanto, outros achados servem de base para que os estudos acerca
dessa variante sejam aprofundados. Olsmail et al. (2009) analisaram duas
geragdes (n=13) de uma familia com 5 casos de hipertireoidismo ndo auto-
imune (4 irmaos e uma tia paterna). O sequenciamento dos 10 éxons do gene
TSHR mostrou a combinacdo de duas variantes genémicas em todos os
individuos afetados, no pai (ndo afetado) e em mais dois irmaos com
hipertireoidismo subclinico. As duas variantes encontradas foram o
polimorfismo N187N e a variante intrbnica IVS7+68T>G. Ambas foram
encontradas apenas em heterozigose. Essas alteracbes ndo se apresentaram
nos demais membros ndo afetados da familia (mae e outros 4 irmaos) (Ismail
et. al., 2009).

Lonn et al. (2007) observaram uma diminuicdo sugestiva do risco de
desenvolvimento de carcinoma papilar da tirebéide em individuos que
apresentavam o polimorfismo N187N. Foram analisados 167 pacientes e 491
individuos saudaveis. O odds ratio encontrado foi de 1.0, nos homozigotos para
o alelo selvagem; 0.7, nos individuos heterozigotos para o polimorfismo e 0.6
para os homozigotos para o N187N (p=0.11).

Em relagéo a esses dois polimorfismos encontrados (P52T e N187N),

nao existem trabalhos suficientes que comprovem associacdo ou auséncia de
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associacdo dessas alteragbes com disfuncbes tireoidianas, sejam elas
relacionadas ao hiper ou hipotireoidismo.

Dessa forma, é necessario que demais estudos sejam realizados para
gue se conheca melhor a atuacdo desses polimorfismos. Faz-se importante a
comparacao dos dados encontrados neste trabalho com uma analise realizada
em um grupo controle, para que se conheca a frequiéncia dessas alteragdes em
populacdes saudaveis do nosso meio.

Além das alteracdes nos éxons 1 e 7, foram encontradas trés alteracdes
nucleotidicas no éxon 10; sendo duas transicdes de uma guanina para uma
adenina nas posicoes 1377 (GCG—->GCA) e 1935 (CTG—>CTA); e uma
transversdo de citosina para guanina na posi¢cao 2181 (GAC>GAG). As duas
primeiras transicfes nao alteram o residuo de aminoacido na estrutura final do
TSHR.

5.1.3 Polimorfismo A459A

A transicdo GCG—>GCA (A459A) na posicdo 1377 foi identificada em
quatro pacientes (4,4%), todos em heterozigose. Gabriel et al (1999),
descreveram esse polimorfismo (A459A) na sequéncia de nucleotideos do
TSHR em sete pacientes que apresentavam cancer de tiredide, porém nao ha

nenhum relato na literatura deste polimorfismo em pacientes com HC.

5.1.4 Polimorfismo L645L

A transicdo em heterozigose CTG->CTA na posicao 1935 foi identificada
em apenas um paciente (1,11%). Esta alteracdo nunca foi descrita na literatura
e por nao influenciar na constituicdo do TSHR (L645L), ela pode se configurar
como um novo polimorfismo na sequéncia de nucleotideos deste receptor. No
entanto, é fundamental um estudo desta alteragcdo em um grupo controle a fim

de definir sua frequiéncia alélica na populagao.
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5.1.5 Polimorfismo D727E

A transversdao GAC->GAG na posicdo 2181 ja havia sido descrita na
literatura como um dos polimorfismos na sequéncia génica do TSHR (Gabriel et
al.,1999; Sykiotis et al., 2003; Guoa et al., 2005). O presente estudo mostrou
que 72 pacientes com HC (80%) foram homozigotos GAC/GAC e 18 (20%)
foram heterozigotos GAC/GAG. A frequéncia alélica nessa amostra foi de
90,0% para GAC e 10,0% para GAG. Estas frequéncias ndo apresentaram
diferenca significativa quando comparadas ao grupo controle (frequéncia
genotipica 17,6% e frequéncia alélica 8,8%).

Gabriel et al. (1999) sugeriram que a presenca do polimorfismo D727E é
importante na patogénese do bdécio toxico multinodular. Essa alteracdo foi
encontrada em oito (33,33%) dos vinte e quatro pacientes. No mesmo trabalho,
realizaram estudos em um grupo controle (N=52) e em pacientes com doenca
de Graves (N=49) e obtiveram o0s seguintes resultados: cinco individuos
controle (9,62%) apresentaram a mutacdo D727E em heterozigose e 8
individuos com doenca de Graves (16,32%) foram heterozigotos.

Com o objetivo de elucidar qual a atuacdo deste polimorfismo no bdcio
téxico multinodular e na doenca de Graves, 0s pesquisadores caracterizaram
(in vitro) a expressdo do TSHR selvagem e do TSHR D727E na superficie de
células COS-7 transfectadas com DNA complementar destes dois tipos de
receptores. Os resultados deste experimento ndo apontaram diferenca
significativa na expressdo do TSHR normal e TSHR D727E, ou seja, a
presenca do polimorfismo né&o interfere na expressdo do TSHR (Gabriel et al.,
1999).

Gabriel et al. (1999) realizaram um estudo para testar a capacidade do
TSHR D727E em estimular a producédo de AMPc. Este experimento mostrou
uma diferenga significativa, indicando que a producédo de AMPc foi maior na
presenca do TSHR D727E. No entanto, Skylotis et al. (2003) revelaram que
nao houve diferenca significativa na producdo de AMPc entre os dois tipos de
receptores: TSHR selvagem e TSHR D727E.
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A figura 09 mostra a localizacdo dos polimorfismos encontrados nos
pacientes com HC.
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Figura 09 — Localizacéo das alteracdes encontradas no TSHR

N&o foram encontradas alteragfes nos exons 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 9 do gene
TSHR nos pacientes com HC. 70% (63/90) dos pacientes com HC
apresentaram pelo menos um dos polimorfismos encontrados neste estudo.

Uma vez que a o desenvolvimento da glandula tiredide € controlado por
varios genes, seria de fundamental importancia a investigacdo molecular de
outros genes a exemplo do PAX8, TTF1 e TTF2, no intuito de determinar a
participacdo destes genes na etiologia do HC. Outra abordagem interessante
seria a expressao in vitro da alteracdo D727E para investigar a real influéncia
deste polimorfismo na funcdo do TSHR. Além do estudo in vitro, poderia ser
relevante conhecer a distribuicdo deste polimorfismo em pacientes com cancer
de tiredide.
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5.2 ANALISE CLINICA E BIOQUIMICA

Com a implantagcdo do programa de triagem neonatal para HC, foi
possivel acumular dados a respeito dos sintomas clinicos desta doenca
(Kempers et al., 2006).

Os fendtipos clinicos e bioquimicos dos pacientes que apresentaram
alteracdes nos éxons 1, 7 e 10 do gene TSHR estdo de acordo com os
achados e sintomas classicos de pacientes com HC (Law et al., 1998; Tahirovic
& Toromanovic, 2005; SBEM - Projeto diretrizes, 2005).

E importante ressaltar que o diagnostico de HC n&o € feito por analise
clinica, visto que os sintomas levam tempo para aparecer, sendo fundamental a
realizacdo da triagem neonatal, para evitar o aparecimento dos sintomas
irreversiveis, como por exemplo, a deficiéncia mental.

O tratamento do HC baseia-se na reposicao via oral do hormonio
sintético Levotiroxina. Essa terapéutica é instituida apos a dosagem plasmatica
dos horménios TSH e T4. Nos casos de HC os valores encontrados para o TSH
sdo elevados e os valores de T, podem ou ndo estar abaixo do valor de
normalidade (Kempers et al., 2006).

Os fendtipos clinicos e bioquimicos dos pacientes com HC que
apresentaram mutacfes ndo foram exclusivos deste grupo, uma vez que 0s
mesmos achados foram encontrados em pacientes com HC sem mutagao.

A maioria dos pacientes com HC nao apresentou outro caso na familia
(97,8% dos casos) e apenas 2,2% dos pacientes fazia referéncia a outro caso
de HC na familia. Estes achados estdo de acordo com outros estudos (Vulsma
& Vijlder, 2002; Castanet et al., 2001).
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CONCLUSOES

As freqUéncias alélicas para os polimorfismos P52T, N187N, A459A,
L645L e D727E em pacientes com HC foram 2,22%, 22,78%, 2,22%,

0,55% e 10,0%, respectivamente.

70% (63/90) dos pacientes com HC apresentaram pelo menos um tipo
de polimorfismo: P52T (4,44%), N187N (40,0%), A459A (4,44%), L645L
(1,11%) e D727E (20,0%).

Foram identificados dois pacientes com o gendétipo P52T/N187N (2,22%)
e cinco com o gendtipo N187N/N187N (5,55%). Os demais pacientes

foram heterozigotos para pelo menos um polimorfismo (62,23%).

N&o foram encontradas alteragbes nos exons 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 9 do gene
TSHR nos pacientes com HC analisados.

Os polimorfismos encontrados nos éxons 1, 7 e 10 do gene TSHR nédo
explicam a etiologia do HC nos pacientes analisados.

Os achados clinicos e bioquimicos encontrados nos pacientes com HC e
que apresentaram pelo menos um polimorfismo sdo 0s mesmos

achados classicos de pacientes com HC.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

INFORMAGOES PARA OS PAIS OU RESPONSAVEIS LEGAIS
TITULO DO ESTUDO:

ANALISE MOLECULAR DO GENE DO RECEPTOR DE TIREOTROFINA EM
PACIENTES COM HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

O QUE E O HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

A tiredide €é uma glandula endécrina importantissima para o bom
funcionamento do nosso corpo. Os hormdnios produzidos por ela, T4 (tiroxina) e Ts
(triiodotironina) estimulam o metabolismo, isto €, o conjunto de rea¢des necessarias
para assegurar todos 0s processos bioquimicos do organismo.

Os principais disturbios da tiredide sdo o hipotireoidismo (baixa ou nenhuma
producdo de hormonios) e o hipertireoidismo (produgcédo excessiva de hormonios),
doencas que incidem mais nas mulheres do que nos homens.

QUAIS AS CONSEQUENCIAS DESSA DOENGA?

No recém-nascido, ocorre: choro rouco, apatia, diminuicdo de reflexos, pele
seca, dificuldade de desenvolvimento e problemas neuroldgicos.

Se o paciente ndo receber tratamento adequado até a quarta semana de vida,
pode ocorrer retardo mental severo, surdez, e retardo no desenvolvimento de peso e
altura.

A doenca predomina no sexo feminino, no qual ocorre também irregularidade
menstrual, incluindo a cessacdo da menstruacdo (amenorréia), infertilidade e
galactorréia (aparecimento de leite nas mamas fora do periodo de gestacdo e
puerpério).

COMO O MEDICO FAZ O DIAGNOSTICO?
No recém-nascido, deve ser realizada a triagem neonatal através da dosagem
de T, ou TSH em papel filtro. Se essas dosagens forem alteradas, o exame deve ser

confirmado com os mesmos procedimentos no sangue e, se alterados, iniciar de
imediato o tratamento.

COMO SE TRATA?
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O tratamento de todas as formas de hipotireoidismo € realizado através da
reposicdo dos horménios que a tiredide ndo estd produzindo (Tiroxina ou T,). O
controle do tratamento é realizado pela dosagem de TSH, que deve se manter sempre
em um padrdo normal.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

O objetivo desse estudo é identificar a causa genética (Mutacdes e
Polimorfismo — alteragdes no DNA) responsavel pelo aparecimento do Hipotireoidismo
Congénito no seu filho, sendo este exame o diagndstico molecular (diagndstico
definitivo) que mostra as alteracdes genéticas que levaram a ndo producdo dos
horménios da tireéide, nas pessoas com hipotireoidismo que foram detectados pelo
teste do pezinho.

COMO E ONDE ESTE ESTUDO SERA REALIZADO?

Deverdo participar deste estudo pacientes do Estado do Para. Os pacientes
selecionados serdo solicitados a fornecer informacdes sobre sua historia médica. Se
vocé permitir, estas informac¢des poderdo ser obtidas através do seu médico ou de
registros médicos hospitalares. Os pacientes que estiverem comparecendo a consulta
de retorno serdo convidados a participar deste estudo quando serd realizado o
seguinte procedimento:

» Coleta de sangue (5 a 10mL). O material coletado sera processado e
analisado nos Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo e Laboratorio de
Genética Humana e Médica, ambos da Universidade Federal do Para, para
identificar as mutacdes causadoras da doenca.

QUAIS OS RISCOS DESTE ESTUDO?

A coleta de sangue podera causar um desconforto temporario por causa da
picada de agulha, hematoma e raramente, infecgéao.

QUAIS SAO OS BENEFICIOS DESTE ESTUDO?

Como esse diagnostico, podera ser possivel estabelecer correlagdo com a
gravidade da doenca e, com isso, oferecer melhor tratamento, isto €, ajustar a
reposi¢do hormonal de acordo com a gravidade das mutagdes detectadas pelo estudo
molecular, ou seja, de acordo com as mutacfes detectadas, se mais ou menos graves,
permitir uma reposi¢cdo hormonal mais ou menos rigorosa. Além disso, para as familias
interessadas, este estudo pode ser oferecido para encontrar pessoas portadoras da
mutacgdao, ou seja, identificar pessoas da mesma familia que tém o risco de ter um filho
com Hipotireoidismo Congénito.

POSSO RECUSAR A PARTICIPACAQ?
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Seu filho ndo é obrigado a participar deste estudo. A sua participagdo neste
estudo é voluntaria. A recusa em participar ndo tera consequéncias para 0S seus
cuidados presentes e futuros. Seu filho podera se retirar do estudo a qualquer
momento. Os médicos do estudo podem decidir para o estudo ou ndo permitir a
participacao de seu filho se isto for do seu melhor interesse.

TENHO QUE PAGAR PARA PARTICIPAR?

N&o ha nenhum custo para participar dessa pesquisa. Seu filho ndo sera pago
para participar deste estudo.

E SE EU / MEU FILHO FOR PREJUDICADO?

O Dr. Luiz Carlos Santana da Silva devera ser notificado se vocé suspeitar que
seu filho foi prejudicado por estar no estudo.

AS INFORMACOES SOBRE MEU FILHO SE TORNARAO PUBLICAS?

A identidade de seu filho e outras informacdes pessoais obtidas neste estudo
serdo confidenciais. Informagdes cientificas e médicas obtidas neste estudo, das quais
a identidade de seu filho ndo podera ser revelada, deverdo ser apresentadas em
encontros e publicadas a fim de tornar as informagbes obtidas neste estudo de
beneficio para os outros.

COM QUEM POSSO TIRAR DUVIDAS?

Vocé esta livre para fazer perguntas sobre estudo clinico a qualquer momento.
Quando vocé tiver duvidas relacionadas a este estudo, podera falar com:

- Dr. Luiz Carlos Santana da Silva
- Dra. Milena Coelho Fernandes Caldato

- Mestrando Clebson Pantoja Pimentel

Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo

Universidade Federal do Para

Instituto de Ciéncias Biolégicas

Av. Augusto Correa, 01, Bairro Guama, CEP. 666075-900 Belém-Pa

Telefone: 3183-2030 — e-mail: Icss@ufpa.br

ANEXO 1l
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu manifesto
meu consentimento com envolvimento do meu filho no projeto de pesquisa
intitulado:

1. A natureza e objetivo do projeto de pesquisa, descritos na folha de
informagao em anexo, foram explicadas a mim. Eu compreendo e concordo
em participar.

2. Eu compreendo que meu filho podera néo ter beneficio direto por participar
do estudo

3. Eu entendo que os possiveis riscos e/ou efeitos adversos, desconforto e
inconveniéncias, como foi destacado na folha de informacfes, foram
explicadas a mim.

4. Eu compreendo que, apesar das informacfes obtidas no estudo poderem
ser publicadas, elas serdo confidenciais e meu filho ndo sera identificado a
partir delas.

5. Eu compreendo que posso retirar meu filho do estudo em qualquer etapa e
que isto ndo ira afetar os cuidados médicos ou quaisquer outros aspectos
da relacao recebidos ao meu filho.

6. Eu compreendo que ndo havera pagamento para meu filho por participar
deste estudo.

7. Eu tive a oportunidade de discutir a participacdo de meu filho neste projeto
de pesquisa com um membro da familia ou amigo e/ou tive a oportunidade
de ter um membro da familia ou amigo presente enquanto o projeto de
pesquisa estava sendo explicado pelo pesquisador.

8. Eu estou ciente de que devo guardar uma copia do Termo de
Consentimento, quando completo, e da folha de Informacdes.

9. Eu concordo que o material (sangue) coletado de meu seja utilizado no
projeto acima.

Assinatura do Responsavel:

Relacéo de parentesco com o paciente:

Nome completo do paciente:

Data: [/ [/
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