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RESUMO

O Hipotireoidismo Congénito (HC) é o disturbio endécrino apontado como a causa
mais comum de retardo mental passivel de prevencdo e se deve a auséncia ou
deficiéncia na producéo dos hormonios tireoidianos (HTs), sendo a prevaléncia de
1/3000 a 1/4000. Na biossintese dos HTs, a Tireoperoxidase (TPO) é a enzima
chave por catalizar importantes reacées. Mutacbes neste gene sao consideradas a
principal causa de HC por disormonogénese. Diante disto, se prop0s no presente
trabalho prospectar mutac6es nos éxons 1, 2, 3, 4, 5 e 8a em pacientes com HC
provenientes de diferentes municipios do estado da Paraiba (22 macrorregido de
saude), através do método PCR-SSCP. A amostragem foi constituida por 25
pacientes diagnosticados com HC e 22 controles. A técnica de PCR foi padronizada
utilizando os oligonucleotideos iniciadores de DNA descritos por Rodrigues et al.,
(2005). No total, foram observados 17 padrdes eletroforéticos distribuidos nos 6
exons: 8 perfis sdo provaveis mutagcdes encontrados somente em pacientes. Os
demais perfis sdo standard, observados nos dois grupos. As provaveis mutacoes e
suas respectivas frequéncias foram observados nos éxons 1 (perfil 3 - 8%), 2 (perfil
2 - 4%), 3 (perfis 2 e 3 - 12%, cada), 4 (perfil 2 - 4%), 5 (perfil 3 - 4%) e 8a (perfis 2 e
4 - 8% e 12%, respectivamente). Variantes polimdrficas foram observadas nos éxons
1 (perfil 2 — pacientes 16%, e controles 5%) e 5 (perfil 2 - pacientes 24%, e controles
27%). O éxon mais polimorfico foi o 8a, o qual apresentou 4 padrbes. Dentre os
casos familiares, a familia 3 apresentou maior numero de éxons com padrbes
alterados: éxons 2, 3 e 8a. Casos esporadicos também apresentaram perfis com
padrdao de migracéo alterado em diferentes éxons: P3 (éxons 1 e 5), P16 (éxons 1 e
3), P17 (éxons 5 e 8a) e P25 (éxons 3 e 4). A técnica de SSCP mostrou-se eficiente
na prospeccdo das mutacdes e os dados obtidos permitem concluir que tanto os
casos familiares quanto os casos esporadicos para HC aqui amostrados carregam
mutacbes e polimorfismos nos diferentes éxons analisados. Estas alteractes
possivelmente ocasionam mudanca na sequéncia nucleotidica da proteina e
provavelmente estdo relacionadas ao fenotipo apresentado pelos pacientes. Pelas
caracteristicas da populacdo amostrada, fatores como as relacdes familiares e o
efeito fundador podem estar relacionados a ocorréncia de HC. A natureza genética
das alteracOes serdo elucidadas através de sequenciamento.

PALAVRAS-CHAVE: horménios tireoidianos, disormonogénese, PCR, SSCP,
polimorfismo.



ABSTRACT

The Congenital Hypothyroidism (CH) is an endocrine disorder named as the most
common cause of preventable mental retardation and is due to absence or deficiency
in the production of thyroid hormones (TH), a prevalence of 1 / 3000 to 1 / 4000. In
the biosynthesis of HTs, the thyroperoxidase (TPO) is the key enzyme for catalyzing
important reactions. Mutations in this gene are considered the major cause of HC by
dyshormonogenesis. Therefore, we proposed in this paper exploring mutations in
exons 1, 2, 3, 4, 5 and 8a in patients with HC from different municipalities in the state
of Paraiba (2nd macroregion health) by PCR-SSCP. The sample comprised 25
patients diagnosed with HC and 22 controls. The PCR was standardized using the
DNA primers described by Rodrigues et al. (2005). A total of 17 electrophoretic
patterns were observed distributed in 6 exons: 8 profiles are likely to mutations found
only in patients. Other standard profiles are observed in both groups. The probable
mutations and their frequencies were observed in exons 1 (profile 3 - 8%), 2 (Profile
2 - 4%), 3 (Profiles 2 and 3 - 12% each), 4 (Profile 2 - 4%) , 5 (Profile 3 - 4%) and
eighth (sections 2 and 4 - 8% and 12% respectively). Polymorphic variants were
observed in exons 1 (profile 2 - 16% of patients and controls 5%) and 5 (Profile 2 -
24% patients, and controls 27%). The most polymorphic exon was the eighth, which
showed four patterns. Among the familial cases, family 3 showed the largest number
of exons with altered patterns: exons 2, 3 and eighth. Sporadic cases also had
profiles with altered migration pattern in different exons: P3 (exons 1 and 5), P16
(exons 1 and 3), P17 (exons 5 and 8a) and P25 (exons 3 and 4). The SSCP
technique was efficient in the exploration of changes and the data obtained showed
that both the family cases and sporadic cases sampled here for HC carry mutations
and polymorphisms in different exons analyzed. These changes probably cause
changes in the nucleotide sequence of the protein and are probably related to the
phenotype of the patients. Characteristics of the sampled population, factors such as
family relations and the founder effect may be related to the occurrence of HC. The
nature of genetic changes will be elucidated by sequencing.

KEY WORDS: thyroid hormones, dyshormonogenesis, PCR, SSCP polymorphism.
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1 INTRODUCAO

O Hipotireoidismo Congénito (HC) é a sindrome resultante da deficiéncia ou
auséncia dos hormonios tireoidianos (HTs), os quais regulam distintos processos
metabodlicos (DOUGLAS, 2006; RAMOS et al., 2003). A auséncia ou tratamento
tardio ocasiona consequéncias graves, como a deficiencia no desenvolvimento
psicomotor e retardo mental (PEZZUTI et al., 2009).

Dependendo do mecanismo envolvido, o HC pode ser classificado em
digenesia e hormonogénese. O tipo mais comum de HC por disormonogénese se da
por defeitos no gene TPO, para o qual ha inUmeras mutacfes descritas. Este gene
codifica a proteina Tireoperoxidase, envolvida em mecanismos essenciais da
biossintese dos HTs (SIMM et al., 2009).

Mutacdes em qualquer dos éxons do gene TPO resulta em HC e o fenoétipo
pode variar de leve a grave, dependendo da natureza da mutacdo (STALPERS e
BIKKER, 2010). Isso demonstra a importancia de estudos que aprofundem o
conhecimento relacionado ao gene e aos fenotipos associados as alteracdes na
estrutura da proteina.

O avanco da biologia molecular favoreceu o desenvolvimento de técnicas
eficazes que possibilitam o rastreamento de mutacdes genéticas, entre as quais se
destacam o método PCR-SSCP, apontado como de alta sensibilidade para deteccéo
e analise de mutacdes de ponto (SHEFFIELD, 1993).

Diante das consideracdes supracitadas no respectivo trabalho se propés
realizar o rastreamento de mutacdées nos éxons 1, 2, 3, 4, 5 e 8a do gene em
pacientes com HC provenientes de diferentes municipios do estado da Paraiba (22
macrorregido de saude).

O estudo é uma proposta de um projeto com grandes propor¢des, que visa 0
estudo molecular para o levantamento das frequéncias de mutacdes e polimorfismos
no gene na populacao referida. Como parte desta proposta, posteriomente a andlise
molecular, se busca a elaboracdo de um método diagndstico para deteccdo rapida
de HC e a implementacdo de programas de aconselhamento genético para

orientacao as familias envolvidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da glandula tiredide

A tiredide é a primeira glandula endécrina que surge durante o
desenvolvimento embrionario. Sua organogénese tem inicio a partir do
espessamento endodérmico (diverticulo tiredideo) mediano no assoalho da faringe
primitiva. Este primoérdio tireoidiano desenvolve-se tornando-se bilobulado e migra
caudalmente se posicionando na regido cervical. A tireide embiondaria assume sua
forma definitiva entre a 8% ou 92 semana da gestacdo (PARK & CHATTERJEE,
2005). Alocalizacao final se da imediatamente abaixo da laringe, em ambos os lados
da traquéia, isto é, bilobulada e conectada por um istmo, na sua parte anterior
(GUYTON, 1992).

A unidade funcional basica da glandula é o foliculo, constituido por células
gue se reunem em esferas, de formato cuboidal, circundadas pela membrana basal.
O lamen folicular contém uma substancia de composicao viscosa — o0 coloide. Os
foliculos sdo circundados por uma rede capilar extremamente rica e terminacdes
nervosas simpaticas e parassimpaticas. A principal funcéao das células foliculares é a
producdo dos horménios tireoidianos (HTs), a 3,5,3’,5tetraiodotironina (tiroxina ou
T4) e a 3,5,3 triiodotironina (T3), que exercem profundos efeitos, aumentando o
metabolismo do organismo. A tireoglobulina (Tg) € a precursora destes hormonios,
uma glicoproteina de elevado peso molecular (660 kD) contida no espaco folicular e
armazenada no coloide. Esta proteina contém aproximadamente 110 residuos do
aminoacido tirosina. Esta é a unidade que formara a base de sintese dos HTs
(MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 1992). A glandula também secreta a calcitonina, um
importante hormonio relacionado ao metabolismo do calcio (GUYTON, 1992).

No processo de sintese dos HTs, as unidades de tirosina sdo halogenadas
por ligacbes ao elemento iodo (I;), um componente essencial dos HTs que,
entretanto, ndo é biossintetizado. Isso explica a necessidade do aporte diario de
iodo, o qual é obtido na dieta. Este elemento liga-se aos anéis fendlicos dos residuos
de tirosina da Tg para dar origem a iodotirosinas, a monoiodotirosina (MIT) e a
diiodotirosina (DIT), que sédo unidades dos HTs. Para que haja uma produ¢édo normal
destes hormbnios €é necessario o desenvolvimento normal da glandula,

funcionamento e regulacdo adequados do mecanismo de biossintese e captagéo
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adequada do iodo (DOHAN e CARRASCO, 2003).

2.1.1 Biossintese dos hormonios tireoidianos

O iodo obtido na nutricdo é absorvido no trato gastro-intestinal e transformado
em iodeto sendo rapidamente captado pelos tireécitos a partir da corrente
sanguinea. Esse processo precede o inicio da sintese dos HTs (MEDEIROS-NETO e
KNOBEL, 1992).

A hormonogénese se inicia com o transporte ativo do iodeto presente na
corrente sanguinea para o interior das células foliculares dos tiredcitos através do
Simportador Sodio e lodeto (Na® / I' ou NIS). NIS ¢ uma glicoproteina
transmembrana que medeia a captacdo ativa do |I" da regido basal para o limen do
tiredcito, constituindo um passo crucial para producdo dos HTs (DAI et al., 1996). Do
citoplasma, o I" é transportado para a regiao apical do tiredcito por acdo da proteina
de membrana Pendrina (PDS) (KOPP, 2000).

Na por¢éo luminal da membrana apical ocorrem etapas cruciais a sintese dos
HTs: oxidacdo de ions |-, iodacdo da Tg e coupling. Estas reacdes sdo catalisadas
por uma hemoproteina apontada como a enzima principal na hormonogénese, a
Tireoperoxidase (TPO) (KOTANI et al., 2003).

Apoés a interiorizacdo do iodeto, processsa-se a reacdo oxidativa realizada
pela TPO. Nesta reacdo ocorre a conversdao dos ions de iodeto em uma forma
oxidada do iodo, nas formas de iodo nascente (I°) ou como (I'3), que é capaz de se
combinar diretamente com o aminoacido tirosina (GUYTON, 1992).

A TPO atua na presenca de peroxido de hidrogénio (H.0O,), o qual é requerido
como substrato da reacdo enzimatica como aceptor final de elétrons, recebendo a
carga negativa do iodeto. Portanto, € um fator essencial que atua também no
coupling e é gerado pelo sistema DUOX; (DE DEKEN et al., 2002).

Em seguida a TPO catalisa a incorporacdo do iodo aos residuos tirosil da
cadeia peptidica da Tg, processo chamado de organificacdo da Tg, que conduz a
formacédo das iodotirosinas — monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT) — as quais
sdo conjugadas também por acdo da TPO (o coupling). Da ligacdo de uma MIT e
uma DIT resulta Tz e da unido de duas DIT, T4 (GUYTON,1992).

Para que ocorra a liberacdo das iodotirosinas € necessario que ocorra a

reabsorcdo de coldide contendo Tg para dentro dos tiredcitos. Nesse processo, sdo
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formados pseudopodes na superficie apical da célula, estendendo-se ao coloide e
goticulas sao interiorizadas por endocitose. Os lisossomos, 0s quais contém as
enzimas que realizam a clivagem proteolitica da Tg, fundem-se com as goticulas do
coloide formando o fagolisossomo. Deste, sdo liberados T3, T4, MIT e DIT
(MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 1992)

As moléculas de MIT e DIT ndo utlizadas na sintese dos horménios
permanecem nas células e sdo desalogenadas por acdo da enzima desalogenase
(DEHAL) desiodase e o iodo liberado é reinserido nas vias produtoras dos
horménios. Os hormbnios T3 e T4 entram na circulagdo sistémica (Figura 1)
(GNIDEHOU et al., 2002).

TG TG
Mit T,

Lamen

Pendrina
Membrana apical

Célula folicular
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Figura 1 — Esquema representativo da biossintese dos hormdnios da tiréide (adaptado de RIVOLTA
et al., 2005).

2.1.2 Regulacéo da atividade secretora da glandula

Diferentes mecanismos regulam a secrecdo dos HTs. O excesso de iodo
intratiredideo diminui o transporte de iodeto (auto regulacao tiredidea), a resposta da
célula tiredidea ao TSH e a organificacdo do iodo. Também bloqueia a sintese da
TPO, a protedlise e a secrecdo hormonal. O bloqueio da organificacdo do iodo
ocorre na presenca de altas concentracbes deste componente e corresponde ao
efeito Wolff-Chaikoff (VAISMAN et al., 2004).

Os HTs T3 e T4 séo sintetizados e secretados sob a influéncia estimulatoria da

tirotropina hipofisaria (Horménio Estimulante da Tiredide ou TSH). A secrecdo do
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TSH é regulada pelos niveis HTs e pelo horménio regulador da tirotropina(TRH),
portanto, por feedback negativo (SINGER, 2006). O TRH é um tripeptideo presente
em elevada concentracdo no hipotdlamo, que quando estimulado, libera-o e atinge a
hipofise, estimulando a sintese e liberacdo do TSH. Sua acédo implica em fixacdo em
um receptor membranal especifico, o receptor de TSH (rTSH), estimulando a
elevacao na secrecdo dos horménios (MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 1992).

Quando ha caréncia de iodo por baixa ingestdo, € produzido o bocio, o qual
deve-se a escassa formacao dos HTs, que ndo bloqueando a hipdéfise, aumenta
compensatoriamente a secrecdo de TSH, estimulando a glandula tiredide, a qual
exarceba e incrementa o volume, constituindo o bocio (DOUGLAS, 2006).

A figura 2 esquematiza o mecanismo de regulacdo secrecéo dos HTs a partir

do eixo hipotalamico-hipofisario.
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Figura 2 - Regulacdo da sintese e secre¢cdo dos horménios da tirdide - Eixo hipotalamico-
hipofisiario-tiroideu (adaptado de Greenspan, 2004. In RODRIGUES, 2004).

2.1.3 Acao periférica dos hormonios tiredideos

Cerca de 90% do horménio secretado consiste em T4, € 10% em Ta.
Entretanto, a maior parte de T4 € convertida em T3 nos tecidos por retirada de um ion
iodeto por desalogenacdo enzimatica (desalogenase tipos | e Il). A afinidade de
ligacdo do T3 com os receptores celulares € muito elevada, e na ligacdo aos
receptores a propor¢ao € a mesma que na secrecao. As func¢des dos horménios séao

qualitativamente idénticas, porém eles diferem na rapidez e intensidade de sua agéo.
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A T3 é cerca de quatro vezes mais potente que o T4, mas em quantidades bem
menores na circulagdo sanguinea e persiste por periodo de tempo bem menor que
T, (GUYTON, 1992).

A T3 fixada ao receptor nuclear associado a cromatina passa a ativar uma
série de processos bioquimicos, entre eles a sintese aumentada de RNAm induzindo
a sintese protéica, o aumento da passagem de aminoacidos através da membrana
celular e estimulo a atividade ATPase, Na* dependente na mitocondria. A Tz também
pode ligar-se a membrana plasmatica, mitocbndrias, e provavelmente a outras
estruturas celulares. Através destes mecanismos expressa-se um numero muito
grande de a¢des que afetam, praticamente, todas as células corporais do organismo,
e portanto, todo os sistemas corpéreos se constituem alvo dos HTs (DOUGLAS,
2006).

Os tecidos que mais concentram e que possuem maior afinidade pelos HTs,
excetuando-se o tirotrofocito hipofisario, séo figado, rins, musculo e tecido adiposo.
O cérebro, o0 baco e as génodas concentram menor quantidade e tais diferencas
ocorrem em paralelo ao grau de consumo de oxigénio dos tecidos citados. Os HTs
atuam no crescimento somatico, desenvolvimento cerebral, crescimento e
maturacdo 6sseos, erupcado e desenvolvimento dentarios, sistemas metabdlicos,
desenvolvimento puberal e na funcdo hipotalamo-hipofisaria (MEDEIROS-NETO e
KNOBEL, 1992).

A falta completa de secrecdo da tiredide provoca, queda do metabolismo
basal de até 40% abaixo do normal, enquanto excessos extremos de secrecao
podem causar elevacdo do metabolismo basal de até 60 a 100% acima dos valores
normais (GUYTON, 1992).

2.2 Hipotireoidismo

O Hipotireoidismo refere-se a sindrome clinica e bioquimica que é resultado
da reducdo dos niveis circulantes dos HTs ou da auséncia destes. A incidéncia na
populacédo é de 1 a 2%, podendo ocorrer em todas a idades, com pico de incidéncia
entre 40 e 60 anos. E classificado em Hipotireodismo Primario (causa tireodiana),
Secundario ou Central (causa hotalamica-hipofisaria) e Terciario (resisténcia
generalizada ao horménio tereoidiano) (KNOBEL & MEDEIROS-NETO, 1992).

Os HTs estao relacionados a diferentes mecanismos do organismo, e portanto,
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sua auséncia ou deficiéncia afetam o desenvolvimento regular de muitos processos
celulares, apresentando muitas consequéncias prejudiciais, conforme descritos por
Hershman (2006):

» Glandula tiredide - alargamento da glandula nas criancas pequenas com
Hipotireoidismo sugere um defeito biossintético. Em adultos, com a presenca
de bocio, é causado pela tireoidite de Hashimoto.

> Desenvolvimento — o crescimento e o0 desenvolvimento das criancas €
retardado. As epifises permanecem abertas. A secrecdo do horménio de
crescimento € deficiente, pois o horménio tireoidiano é necessério para a
sintese do hormbnio de crescimento. O hipotireoidismo ndo tratado nas
mulheres gravidas pode resultar em funcao intelectual reduzida na progénie.

» Hematopoese — a anemia pode ocorrer, geralmente do tipo normocitico. A
anemia megaloblastica sugere anemia perniciosa coexistente.

> Pele e cabelos — a presenca de uma pele seca e fria € comum. As
glicosaminoglicanas acumulam-se na pele e nos tecidos subcutaneos,
causando retencdo de sodio e agua. A face € inchada, e as feicdes,
grosseiras. A pele tem um aspecto amarelado e pode ser descamada, e
também alaranjada devido aos depdsitos de caroteno. O cabelo ndo tem
brilho. As sobrancelhas laterais afilam-se e o pélo corporal é escasso.

» Sistema nervoso - 0s pacientes podem queixar-se de esquecimento,
memoria reduzida, alentecimento mental, depressdo, parestesia, ataxia e
reducdo da audicdo. As contraturas dos tenddes mostram relaxamento
alentecido.

» Sistema cardiovascular - pode haver bradicardia, débito cardiaco reduzido,
bulhas cardiacas abafadas, miocardio flacido, derrame pleural, baixa
voltagem e ondas T achatadas no eletrocardiograma e edema nas posi¢cdes
dependentes, etc.

» Sistema gastrointestinal - a constipacdo € comum. Ocorre acloridria
frequente associada a anemia perniciosa. O liquido ascitico, como 0s outros
derrames serosos no mixedema, possui elevado conteudo protéico.

» Sistema renal — uma reducéo na excrecdo de uma sobrecarga de agua pode
ser associada a hiponatremia. O fluxo saguineo renal e a taxa de filtragdo

glomerular (GFR) estédo reduzidos, mas a creatinina sérica € normal.
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» Sistema pulmonar — as respostas ventilatorias a hipoxia e a hipercapnia
estdo reduzidas. O hipotireoidismo grave pode causar retencao de dioxido de
carbono. Os derrames pleurais possuem um elevado contetdo de proteinas.

» Sistema musculoesquelético — artralgia, derrames articulares, caibras
musculares e musculos rigidos ocorrem. A creatinina-fosfoquinase sérica
pode ser muito alta.

> Sistema reprodutor — a menorragia por ciclos ovulatérios pode ocorrer, ou a
mestruacdo pode se tornar escassa Ou mesmo cessar completamente em
virtude da secrecao deficiente de gonadotrofina. Em adolescentes pode haver
amenorréia primaria. A hiperprolactinemia ocorre por causa da auséncia do
efeito inibitério do hormonio tireoidiano sobre a secrecdo da prolactina e
causa galactorréia e amenorréia.

» Sistema metabdlico — hipotermia € comum. A intolerancia a temperatura fria
€ um achado especifico. A hiperlipidemia com aumento de colesterol e nos
triglicerideos séricos ocorre devido a redugdo no numero de receptores da
lipoproteina lipase; as condi¢cdes hiperlipidémicas hereditarias sao
exarcebadas pelo hipotireoidismo. O ganho de peso € comum apesar da

reducado na ingesta alimentar.

2.2.1 Hipotireoidismo congénito

O Hipotireoidismo Congénito (HC) € o disturbio endécrino apontado como a
causa mais comum de retardo mental passivel de prevencdo (ROSE, 2006). A
incidéncia do HC é de quatro a cinco vezes maior do que a da fenilcetonuria, para a
qual os programas de triagem foram originalmente desenvolvidos, sendo de
aproximadamente, a niveis globais, 1/3000 a 1/4000 recém-nascidos vivos, em
regides em que o iodo € suficiente (PEZZUTI et al., 2009; DELADOEY et al., 2008;
ABRAMOWICZ et al., 1992).

Entretanto, o aumento da sensibilidade na triagem dos recém nascidos e nos
métodos de deteccdo do HC evidenciaram que a incidéncia varia conforme a
localizacdo geografica. Os estudos demonstram que a incidéncia do HC também
pode variar dependendo da etnias com alto grau de consaguinidade e em gémeos

ou individuos aparentados. A frequéncia é maior em neonatos brancos do que em
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neonatos negros sendo a predominancia feminina 2:1 entre mulheres e homens
(RASTOGI & LAFRANCHI, 2010; ROSE, 2006; KNOBEL et al., 2001).

Um relatério com dados coletados no Quebec (Canadd) aponta que a
preponderancia do sexo feminino ocorre principalmente com tiredide ectdpica, e em
menor incidéncia em casos de agenesia, sendo esta prevaléncia relacionada a forma
de HC por digenesia (DEVOS et al., 1999). Isto € corroborado por Perone et al.,
(2004).

Como supracitado, o HC € a principal causa de retardo mental evitavel. I1sso
se deve ao fato de que os HTs s&o cruciais para o crescimento do sistema nervoso
central (SNC) fetal durante os primeiros trés anos de vida, sendo responsaveis por
estimular a proliferacdo e migracdo de neuroblastos fetais, o crescimento axonal e
dentritico, a diferenciacdo dos oligodendrécitos e a mielinizacdo. Se deficientes ou
ausentes, suas funcbes serdo prejudicadas, ocasionando graves consequéncias
neurolégicas, dentre as quais se destacam anormalidades: nas fun¢des congnitivas,
no ténus muscular, na marcha, na coordenacdo motora, na fala, na audicdo e na
visdo. Estes podem se manifestar isolados ou associados, estando diretamente
relacionados ao tempo de determinagédo do diagndstico: quanto mais cedo, menores
séo as sequelas no SNC (LAFRANCI, 2006).

2.2.2 Programa Nacional de Triagem Neonatal e o HC

O HC ¢é considerado uma urgéncia pediatrica, podendo ocorrer
consequéncias graves na auséncia de tratamento (PEZZUTI et al., 2009). Por isso, 0
diagndstico precoce e o tratamento iniciado nas primeiras semanas de vida séo
fundamentais para evitar retardo mental nas criancas afetadas (SETIAN, 2007).
Neste contexto, o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) & fundamental
por possibilitar a prevencdo de sequelas indeléveis aos portadores da doenca,
guando diagnosticada e tratada tempestiva e corretamente (RAMALHO et al., 2004).

No Brasil, a triagem comecou em 1976, na Associacao dos Pais e Amigos dos
Excepcionais (APAE) de S&o Paulo. Com o Estatuto da Crianca e do Adolescente
(ECA), em 1990, o exame tornou-se obrigatério em todo o pais. Contudo, apenas
eram triados os erros inatos do metabolismo. Em 2001, através da portaria n° 22, de

15/01/2001, foi criado o PNTN pelo Ministério da Saude, objetivando diagnosticar
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precocemente diferentes moléstias com tratamento possivel e sequelas que podem
ser prevenidas (MEDEIROS-NETO, 2008).

Conforme apontam os dados dos indicadores do PNTN, no Brasil sao
acompanhados 8.770 casos positivos para o HC, distribuidos nas cinco regifes
brasileiras. Atualmente, este niUmero possivelmente elevou-se, decorridos ja quatro
anos, pois, apenas no ano desta publicacédo foram detectados 1.231 casos para HC
no pais (estes dados foram incluidos). Conforme estes indicadores, o HC € a doenga
com maior nimero de casos, sendo as hemoglobinopatias a segunda doenca mais
incidente (5.903 casos) (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Em Campina Grande, o programa de rastreamento para doengas congénitas,
gue atualmente é responsavel por detectar Fenilcetondria, Hipotireoidismo
Congénito e Anemia Falciforme (fase IlI), foi regulamentado pela lei municipal 2.004
de 15/12/1989. Decorridas quase duas décadas de institucionalizagdo, o programa
ainda é muito deficiente pois conforme apontam dados de avaliacdo, o mesmo
apresentou cobertura de apenas 32,2%, entre marco de 2000 e fevereiro de 2001.
De 2.192 coletas, apenas 54 foram realizadas adequadamente, o que corresponde a
2,5%. Além disso, os critérios recomendados pelo PNTN nédo estdo sendo seguidos,
no que se refere a idade média dos recém nascidos na primeira coleta e tempo de
entrega dos resultados (RAMOS et al., 2003).

2.2.3 Classificacdo e etiologiado HC

A classificacdo vigente para o HC agrupa em cinco categorias: primario,
secundario, sindrémico, periférico e transitério (RASTOGI & LAFRANCHI, 2010). A

tabela 1 sintetiza esta classificacéo.



24

Tabela 1 - Classificagéo e etiologia do Hipotireoidismo Congénito

Hipotireoidismo primario

Disgenesia da tiredide: hipotireoidismo, devido a uma anomalia do desenvolvimento
(Ectopia da tiredide, agenesia, hipoplasia, hemiagenesia)
Mutac¢Oes associadas: TTF1, TTF-2, PAX-8

Disormonogénese tiredide: o hipotireoidismo devido a producéo hormonal deficiente
Mutagbes associadas: Defeito simportador sodio-iodeto (NIS)

Defeitos Peroxidase da tiréide (TPO)
Defeitos na producao do perdxido de hidrogénio (DUOX2, DUOXA?2)
Defeito na Pendrina (sindrome de Pendred)
Defeito na Tireoglobulina
Defeito na Deiododinase lodotirosina (DEHAL1)

Resisténcia a sinalizacdo ou ligagdo do TSH

Mutac¢Bes associadas: defeito nos receptores do TSH
mutacgédo na proteina-G: pseudohipoparatiroidismo tipo 12

Hipotireoidismo central (sin. hipotireoidismo secundario)
Deficiéncia isolada de TSH (mutacdo no gene na subunidade B doTSH)
Deficiéncia do hormonio liberador da tireotropina - TRH

Isolada, a sindrome de interrupcao da haste hipofisaria (EIPS), lesdo do hipotalamo
Resisténcia ao hormonio liberador da tirotropina

Mutacéo no gene do receptor TRH
Mutacao nos fatores de transcricao deficientes envolvidos no desenvolvimento da hipdfise ou
mutacdes nos genes HESX1, LHX3, LHX4, PIT1 PROP1

Hipotireoidismo Periférico
Resisténcia ao horménio tireoideano
Mutacdo no receptor 3 da tirebide
Anormalidades no transporte do hormonio tireoidiano
Sindrome Allan-Herndon-Dudley (mutac¢éo no transportador monocarboxilase 8)

Hipotireoidismo Sindrémico

Sindrome Pendred (surdez hipotireoidismo - bocio) mutagao na Pendrina

Sindrome de Bamforth-Lazaro (hipotireoidismo - fenda palatina - cabelos espetados) mutagao no
TTF-2

Displasia ectodérmica (hipoidrética - hipotireoidismo - discinesia ciliar)

Hipotireoidismo - (dismorfismo - polidactilia postaxial - déficit intelectual)

Sindrome Kocher-Deber-Semilange - (pseudohipertrofia muscular - hipotireoidismo)

Coréia Benigna - hipotireoidismo

Choreoathetosis - (hipotireoidismo - dificuldade respiratéria neonatal) mutagdo NKX2.1 / TTF-1
Obesidade - colite - (hipotireoidismo - hipertrofia cardiaca - atraso no desenvolvimento)

Hipotireoidismo Congénito Transitorio

Consumo materno de drogas antitireoidianas

Passagem transplacentaria de anticorpos bloqueadores maternos ao receptor de TSH
Deficiéncia ou excesso de iodo maternal ou neonatal

Mutacdes heterozigotas de THOX, ou DUOXA,

Hemangioma hepético congénito / hemangioendotelioma

Adaptado de RASTOGI e LAFRANCHI, 2010.
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Cerca de 85% do hipotireoidismo primario permanente é decorrente de
defeitos na formacao glandular durante a embriogénese e é denominada disgenesia
tireoidiana - DT (RIVOLTA et al., 2005). A DT pode decorrer por agenesia glandular
(25% a 35% dos casos), definida como auséncia de tecido tiredideo detectavel;
ectopia (40% a 60%), com tecido tiredideo encontrado desde a base da lingua até o
mediastino ou hipoplasia (aproximadamente 5%), onde a glandula de tamanho
reduzido se situa em posigao cervical normal (KNOBEL et al., 2001).

Os defeitos em proteinas envolvidas sintese hormonal, geralmente
herediarios, sao classificados como disormonogénese e ocorrem em
aproximadamente 15% dos casos (PERONE et al., 2004).

Qualquer gue seja a etiologia, o tratamento para pacientes com HC se da com
reposicao da tiroxina (T,4) sintética, mantendo 0s niveis séricos normais e permitindo

o desenvolvimento psicomotor normal, evitando com isso o retardo mental.

2.3 Aspectos genéticos do HC

O avanco da biologia molecular permitiu a caracterizacdo de diversas
variacdes genéticas que interferem na hormonogénese tireoidiana por ocasionarem
alteracoes deletérias nos genes que codificam as proteinas envolvidas
organogénese da glandula e na sintese, armazenamento, secrecdo e utilizacdo dos
hormonios.

Os genes associados ao HC primario sado agrupados em duas categorias:
genes que causam a digenesia e genes que estdo associados a defeitos na

biossintese do hormdnios, ocasionando a disormonogénese.

2.3.1 Genes relacionados a digenesia

Estéo inclusos genes que causam o HC nado-sindrémico - defeito no receptor
do TSH (rTSH) e os fatores de transcricdo que causam o HC sindréomico: Fator de
Transcricdo 1(TTF-1), Fator de Transcricdo 2 (TTF-2) e Pareid Box Transcription
Factor 8 (PAX-8) (PARK e CHATTERJEE, 2005).

Evidéncias atuais sugerem que os fatores de transcricdo TTF-1e TTF-2eo0

PAX-8 sado indispensaveis a evolucdo glandular devido as fungbes durante a
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migracdo ou proliferacdo das células. Estes se expressam preferencialmente em
tiredcitos e interagem com promotores Tg, TPO, TSH e seu receptor rTSH e outros
genes. Assim, mutagfes nos genes relacionados a DT podem causar a né&o
formacao do diverticulo tireoidiano ou dificuldades na migracéo, o que faz a glandula
se posicionar em local incorreto ou a reducao no tamanho da mesma (KNOBEL et
al., 2001).

Alteracbes moleculares no rTSH resultam em uma resposta comprometida ao
TSH biologicamente ativo, o que se denomina de resisténcia ao TSH que podera ser
total ou parcial As mutagdes causadoras do defeito comprometem os dois alelos, e
o fendtipo caracteriza-se por concentracdes circulantes elevadas de TSH e niveis
normais ou baixos de HTs (RIVOLTA et al., 2005; RUBIO et al,. 2002).

Os fator transcricionais TTF-1 e TTF-2 atuam sobre os genes da Tg, do TPO
e do rTSH. Mutacbes nesses fatores podem afetar a formacdo glandular
(ocasionando a agenesia tiredidea) ou a migracéo das células primordiais (causando
ectopia), além de outras alteracbes como a hipotonia muscular e problemas
pulmonares (PARK e CHATTERJEE, 2005; RIVOLTA et al., 2005; KNOBEL et al.,
2001).

O fator de transcricdo PAX-8 é expresso no diverticulo tiredideo, no cérebro e
no rim e esta envolvido na regulacdo dos passos iniciais do desenvolvimento de
orgaos, definindo a especificacao celular regional, através do controle que exerce

sobre a expressao génica dos genes da Tg e do TPO (PERONE et al., 2004).

2.3.2 Genes relacionados a disormonogénese

A disormonogénese se deve a defeitos em qualquer uma das proteinas
intervenientes na sintese dos hormdnios tireoidianos, na qual estdo envolvidos os
genes da Tireoglobulina (Tg), Horménio Estimulante da Tiredide (TSH), receptor do
Hormonio Estimulante da Tiredide (rTSH) e Tireoperoxidase (TPO). Também estéo
incluidos os genes que codificam as proteina (Simportador Sodio lodeto) NIS,
(Pendrina) PDS e o (Sistema Gerador de H,0,) DUOX; (RASTOGI e LAFRANCHI,
2010).

A Tg é elemento chave na sintese hormonal, pois nela estdo os residuos de

tirosina nos quais se ligam ions I' no processo de sintese. Por isso, alteracfes nesta
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proteina interfere na biossintese, por ser considerada um pré-horménio (RUBIO et
al., 2002).

NIS é uma proteina integrante simporte localizada na membrana basal. A
baixa captacdo do I' pode esté relacionada a defeitos nesta proteina o que interfere
diretamente na hormonogénese (DAl et al., 1996).

A pendrina (PDS) é uma proteina apical transmembranosa que carreia o I’
para o coldide. Expressa-se predominantemente nas células foliculares tiredideas,
no ouvido interno e rim. Muta¢gdes nesse gene impedem o transporte do iodeto para
o local de sintese dos horménios (limen do tiredcito), resultando em HC por
disormonogénese (KOPP, 2000).

O sistema DUOX, é responsavel por gerar o peréxido de hidrogénio
necessario a acao da TPO. Alteracbes neste sistema podem ocasionar defeito total
na organificagéo do iodo (DE DEKEN et al., 2002).

Como apontados, defeitos em qualquer uma das proteinas participantes na
via de biossintese dos hormoénios da tirdide podem esta relacionados a origem do
HC. Porém, o tipo mais comum de HC por disormonogénese se da por defeitos no
gene que codifica a proteina Tireoperoxidase, envolvida em mecanismos essenciais
da hormonogénese (SIMM et al., 2009).

2.4 Enzima Tireoperoxidase — aspectos moleculares

O gene TPO humano é constituido por 17 éxons e 16 introns e contém
aproximadamente 150 kb de DNA localizado no cromossomo 2p25. A estrutura
nucleotidica do cDNA , localizacdo cromossOmica e sequéncia proteina foram
mapeadas por KIMURA et al.,, (1987). O mRNA (GeneBank Acession number:
NM_000547) compreende cerca de 3.1 Kb que codifica uma proteina de 933
aminoacidos de peso molecular de 103 kDA de DNA. E uma glicoproteina de
membrana localizada na porcao apical do tire6cito com o centro catalitico voltado
para o coléide, composto pelos éxons 8, 9, 10 (Figura 3) (PARK e CHATTERJEE,
2005; RIVOLTA et al., 2003).
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Figura 3 — Esquema representativo da estrutura do gene TPO. Adaptado de Neves, 2008.

Como supracitado, a TPO é apontada como a enzima chave na biossintese
dos horménios, sendo responsavel pela oxidacéo de ions iodeto (I ), ligacdo do iodo
as moléculas de tioreoglobulina e o mecanismo de coupling (TURKKAHRAMAN et
al., 2010). Isto explica o fendtipo severo de portadores de mutacdes deletérias neste
gene. O padrdo de heranca para o HC ocasionado por mutacbes no TPO €, na
maioria dos casos, do tipo autossémico recessivo (RASTOGI & LAFRANCHI, 2010;
KIMURA et al., 1987).

Entretanto, a literatura aponta casos em que mutacdo em apenas um alelo foi
suficiente para alteracfes na estrutura e funcdo da proteina, resultado no fendtipo
severo com defeito total de organificacdo do iodeto (DTIl) (NEVES et al., 2010;
FUGAZZOLA et al.,, 2003). Geralmente, para este fendtipo ambos alelos séo
mutados, enquanto que para o HC do tipo leve, com defeito parcial de organificacéo
do iodeto (DPII), apenas um alelo esta alterado. Porém, este padrdo pode ser
modificado (STALPERS e BIKKER, 2010).

Foram descritas mutacbes homozigoticas ou heterozigoticas compostas e
dados recentes apontam 61 mutacfes que se distribuem em todo o gene (Figura 4),
0 que demonstra a grande heterogeneidade nos defeitos para esta proteina. Desta
maneira, dependendo da natureza da mutacédo, alteracdo em qualquer dos éxons
podera resultar em manifestacdes clinicas do HC (STALPERS e BIKKER, 2010;
BAKKER et al., 2000).
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Figura 4 — Esquema do gene TPO com as mutacdes relatadas até o presente momento. Fonte:
STALPERS e BIKKER, 2010.

Logo, o grande numero de mutacdes identificadas corrobora com o fato de
defeitos no TPO sdo a causa mais comum de HC por disormonogénese
(DELADOEY et al., 2008). Nesse contexto, o rastreamento de mutagdes no gene
TPO é fundamental para compreenséo da natureza genética dos diferentes fenotipos

gue existem para o HC por disormonogénese.

2.5 Rastreamento de mutacdes

identificacdo de mutacbes tem se tornado cada vez otimizada pela
disponibilizacdo de métodos que permitem a avaliacdo com precisdo das alteracdes
presentes nas doencas genéticas. A versatilidade, e em alguns casos, a simplicidade
dessas metodologias vem permitindo uma importante maximiza¢cao do conhecimento

basico da estrutura e funcéo génicas (CARVALHO e RECCO-PIMENTEL, 2007).
Os estudos genéticos moleculares utilizam uma variedade de técnicas para

analisar os acidos nucléicos (DNA e RNA). Dentre elas destacam-se:

v’ técnicas de hibridizacdo Southern e Northern blots, e hibridizag&o in situ (HIS)

- para identificacdo de sequéncias especificas;
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v’ técnicas de amplificacdo de alvos-especificos como a Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), e suas variantes (PCR Hot Start, PCR Touch-down, PCR
Multiplex, Nested PCR e RT PCR);

v' tecnologia de microarranjos (microarrays) — possibilita da determinacdo de
perfis de expressao génica e identificagcdo das sequéncias de gene;

v' endonucleases de restricdo e a técnica de Polimorfismos de Comprimento de
Fragmentos de Restricdo (RFLP) — permite a clivagem de sequéncias
especificas;

v' Polimorfismo de Conformacdo de Fita Simples (SSCP) — possibilita a
deteccdo de mutacdes através da mobilidade eletroforética dos fragmentos
separados em um Unico filamento;

v Eletroforese em Gel Desnaturante (DGGE) — assim como SSCP, esta baseia-
se nas diferencas de mobilidade eletroforética de fragmentos com seqiéncias
de DNA,;

v' sequenciamento — determinacdo da sequéncia de nucleotideos dos acidos
nucléicos ou a sequéncia de aminoacido das proteinas.

Os resultados destes ensaios podem ser Uteis no diagnéstico, prognaostico,
determinacao da terapia a ser utilizada, e até mesmo na avaliacao da suscetibilidade
a doencas (RODRIGUES et al., 2006; KARP, 2005; BORGES-OSORIO e
ROBINSON, 2001).

Entre os métodos citados, os que sdo mais utilizados para triagem de
mutacbes sdo: 0 sequenciamento, o0 SSCP, o DGGE e o RFLP. Destes, o
sequenciamento € apontado como método de maior nivel de resolucdo, permitindo
analisar cada uma das bases de determinada sequéncia de DNA (MOLINA & TOBO,
2004).

Entretanto, o sequenciamento requer altos investimentos em equipamentos e
reagentes. Uma alternativa é o emprego de SSCP, que permite detectar mudanca de
uma unica base em sequéncias de DNA amplificado por PCR (SHEFFIELD et al.,
1993).

2.5.1 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi descoberta em
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1987 por Karry B. Mullis (1987). Consiste em uma reacéo de amplificagéo de regides
especificas de DNA flanqueada por um par de oligonucleotideos sintéticos que
funcionam como iniciadores da reacdo (primers), os quais se ligam a fitas
complementares do DNA molde. A reagdo € catalisada por uma enzima
termoestavel — Tagq DNA polimerase — para qual o cofator é o ion o MgCl,. E
realizada em trés etapas, que ocorrem em diferentes temperaturas, repetidas em
ciclos: desnaturacdo do DNA, anelamento dos iniciadores a sequécia especifica e
extensao da fita por acdo da DNA polimerase (SAIKI et al., 1988).

A técnica é considerada um dos desenvolvimentos mais revolucionarios da
tecnologia do DNA recombinante, pois além de permitir amplificar fragmentos
especificos, a PCR pode fornecer grandes quantidades de DNA a partir de amostras
iniciais minGsculas. E a alternativa mais rapida e menos onerosa para clonagem e
muitas outras aplicagdes da tecnologia do DNA. E largamente utilizada em testes
para diagnostico de doencas génicas. Também é amplamente utilizada em
investigacdo criminal e na medicina forense por permitir o trabalho com goticulas de
sangue, a partir do qual o DNA é amplificado, obtendo-se uma impresséao digital de
DNA da pessoa investida — fingerprinting (KARP, 2005; BORGES-OSORIO e
ROBINSON, 2001).

No processo de padronizacdo da reacdo de PCR diferentes variaveis devem
ser consideradas para obtencdo de um protocolo reprodutivel. A concentracdo dos
componente sdo fatores criticos, pois, 0 excesso ou a baixa concentracdo de um
unico componente interfere diretamente no sucesso da reacao. Isto é refletido na
inibicdo da reacao, ocasionando a auséncia de bandas, ou a formac&o de produtos
inespecificos. A temperatura de anelamento a sequéncia de DNA e o numero de
ciclos térmicos sao variaveis que também devem ser observadas (VIEIRA, 2002).

O desenho dos iniciadores € fundamental para o sucesso da PCR, sendo
ideal o par que se anele a uma Unica sequéncia alvo e ndo a outras regides do DNA,
na amostra. A complementariedade da sequéncia de bases presente na extremidade
3’ deve ser total com o DNA-alvo para que o anelamento seja mantido de forma mais
estavel possivel. Além disso, devem ser evitadas sequéncias complementares entre
os dois iniciadores que formam o par de forma a minimizar a formacao de dimeros
(SAIKI et al., 1988).

Além da complementariedade, outro paramentro importante dos iniciadores é

a temperatura de anelamento (T.,), a qual depende do seu tamanho, do contetudo
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de GC e do tipo de cétion presente na solugdo. A temperatura ideal de anelamento é
estimada em torno de 5°C abaixo da temperatura de fuséo; entretanto, o
estabelecimento de uma temperatura 6tima depende de cada reacdo se fazendo
necessario testes até a obtencdo do melhor resultado. Assim, a especificidade de
anelamento do iniciador com a sequéncia alvo depende de sua T, € isso é um dos
determinantes do sucesso da PCR (RODRIGUES et al., 2006).

Outro fator fundamental € a concentracédo do cofator da Tag DNA-polimerase -
0 magnésio (Mg*®) - que é um cétion que se liga a enzima e é essencial a sua
atividade. A Tag DNA-polimerase tem uma alta atividade na presenca de 1,2 a 1,3
mM de Mg*? livre; entretanto, essa concentracéo é afetada pela concentracdo dos
dNTPs devido a seu efeito quelante com o Mg*?, j& que na reacdo o fon forma um
complexo com estes blocos construtores, que interage com o esqueleto de acucar-
fostato dos acidos. Assim, a alta concentracdo de dNTPs faz a concentracdo deste
ion livre na reacao diminuir, o que € critico para reacdo (KRAMER e COEN, 2001).

Portanto, a concentracdo de Mg*? tem uma influéncia significativa no resultado
da PCR: se € muito baixa pouco produto amplificado € formado e se é muito alta ha
reducdo na fidelidade da da Taq DNA-polimerase, ocorrendo a formacédo de
produtos inespecificos (SHARMA et al., 1992). O efeito da concentracdo varia com
diferentes pares de iniciadores e diferentes DNAs-moldes, de maneira que a
concentracdo oOtima deve ser determinada para cada reacdo. A concentracdo da
enzima € outro fator limitante, pois quando em excesso ha uma reducdo de sua
fidelidade, ocorrendo a formacdo de produtos indesejados (RODRIGUES et al.,
2006).

Outro paramentro fundamental da PCR sao as condi¢cdes dos ciclos térmicos.
A obtencado do produto amplificado e sua especificidade sdo também afetadas pelo
tempo e namero total de cada ciclo. Uma das razGes para isso € que com a
acumulacdo do produto da PCR (amplicon) a quantidade de iniciadores diminui,
resultando no reanelamento das fitas sintetizadas umas as outras. Outro fator € que
a Taq DNA-polimerase ndo é completamente termoestavel o que faz com que
algumas moléculas sejam inativadas a cada ciclo, devido a alta temperatura utilizada
na desnaturacdo. As especificidades do termociclador e o tempo de incubacéo
também interferem, pois, em geral, aqueles que alcancam rapidamente as
temperaturas programadas contribuem para uma maior eficiéncia da reacdo
(RODRIGUES et al., 2006; VIEIRA, 2002).
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A PCR apresenta especificidades nas condicbes em que a reagao acontece,
sendo determinantes para um resultado satisfatorio, pois cada rea¢do possui suas
préprias caracteristicas quanto a concentracdo de reagentes e condi¢cdes de
temperatura.

Logo, é necessario para cada tipo de estudo a realizacdo de testes nos quais
se realize o ajustamento dos parametros e das condicbes da reacdo para a
otimizac&o dos resultados, obtendo-se a padronizacdo de um protocolo satisfatorio e
gue seja reprodutivel. Durante a padronizacdo, problemas com inibicdo da PCR,
inespecificidade dos produtos obtidos, contaminacdo e impureza das amostras

devem ser resolvidos, a partir dos sucessivos testes.

2.5.2 Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

A técnica de SSCP foi desenvolvida em 1989 por Orita e colaboradores.
Possibilita uma analise comprovadamente simples e efetiva para deteccdo de
mutacbes de ponto em filamento simples de DNA. Dentre suas diferentes
aplicacoes, é largamente utilizada para rastreamento de polimorfismos e marcadores
genéticos (ORITA et al., 1989).

O principio fundamental é a desnaturacdo do DNA dupla fita e a mobilidade
eletroforética dos filamentos desnaturados. Quando aplicados no gel, estes
filamentos tendem a se reanelar. Porém, se houver alguma mutacdo em uma das
fitas ocorre a formacao de heteroduplex, indicando alteracdes pontuais do fragmento
devido a mudanca conformacional da fita simples de DNA. Assim, a alteracdo de um
Unico nucleotideo é suficiente para alterar a mobilidade eletroforética sendo
detectado por SSCP (KOZLOWSKI e KRZYZOSIAK, 2001; HAYASHI, 1991).

A migracdo diferenciada se deve ao dobramento alterado da sequéncia
mutada que ocorre em funcao das interacdes intramoleculares. O direcionamento do
fragmento durante a migracdo € um dos critérios utillizados para prever o tipo de
alteracao. Porém, ndo é possivel determinar a nivel molecular a especificidade da
mutacdo (HAYASHI, 1991).

A sensibilidade da técnica é afetada por alguns fatores, dentre eles, o
tamanho do fragmento de DNA. Para manter o alto desempenho do método em

triagem de mutagdes, o ideal € que o tamanho dos fragmentos de PCR sejam entre
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150-300 pb, pois para fragmentos maiores o desempenho da técnica podera ser
comprometido (KOZLOWSKI e KRZYZOSIAK, 2001).

Como a deteccdo de mutacdes atraves desta técnica depende de mudancas
conformacionais da molécula de DNA em fita simples, a concentra¢do, composi¢ao e
temperatura do gel, bem como a concentracdo dos ions do tampao sdo fatores
limitantes e que devem ser observados durante a padronizacdo da técnica
(SHEFFIELD et al., 1993).

A concentracdo do gel é um importante fator, pois quanto mais concentrado,
maior € a malha formada pela bisacrilamida e menores sdo 0s poros por onde
migrara a amostra, dificultando a migracdo. O efeito inverso ocorre com gel em
menor concentracdo. No que se refere a temperatura, é aconselhavel que a corrida
eletroforética seja em torno de 4°C (HAYASHI, 1991).

Quanto a composicédo do gel, foi constatado que a presenca do glicerol nas
concentragbes 5-10% otimiza consideravelmente a deteccdo de sequéncias
mutadas, aumentando a sensibilidade para 99% em fragmentos de até 300pb e para
87% em fragmentos entre 300-450pb. Foi verificado que na auséncia deste a
sensibilidade € muito menor. Este fendbmeno ocorre, provavelmente devido a agao
de que o alcool exerce sobre os acidos nucléicos, abrindo a estrutura quando esta
parcialmente dobrada de modo que a maior area de superficie da molécula fica
exposta e, portanto, ha mais oportunidade para as fibras de acrilamida confinar a
diferenca estrutural causada pela mutacdo (HAYASHI, 1991).

Como se evidencia, a combinacdo das técnicas PCR-SSCP resulta em um
método simplificado, eficiente e de alta sensibilidade para deteccdo de mutacées em

DNA gendmico.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de estudo e amostragem

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular (BIOMOL) do
Hospital Universitario Alcides Carneiro (HUAC) da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG) no estado da Paraiba.

O HC abordado no presente estudo foi do tipo permanente primario por
disormonogénese, no qual foram exclusos os casos de digenesia.

Estudo tipo caso-controle em que foram analisadas 25 amostras de pacientes
com hipotireoidismo congénito sintomaticos e/ou assintomaticos com diagndstico
clinico-laboratorial confirmado. O exame demonstrou a presenca de glandula topica,
com desenvolvimento e localizagdo normais, tendo alguns deles maior volume da
glandula (bdcio). A presenca deste aponta para o HC por disormonogénese, tipo de
HC estudado nesta pesquisa. O grupo controle foi constituido por 22 individuos
normais para o HC. Os dois grupos foram submetidos a exames clinicos nos quais
foram verificados: peso, altura, idade, localizacdo da tireéide e historico familiar de
ocorréncia da doenca.

A selecdo da amostra ocorreu no hospital no qual o estudo foi desenvolvido,
pelo servico de endocrinologia responsavel pelo atendimento de pacientes
provenientes de diversos municipios do estado, principalmente, da 22 macrorregiao
de Saude. Todos o0s participantes assinaram um termo de consentimento
autorizando a utilizacdo das amostras para pesquisa cientifica e o projeto foi
analisado e aprovado pelo comité de ética do Hospital Universitario Alcides Carneiro
(HUAC/UFCG).

3.2 Coleta das amostras

O material coletado foi sangue periférico total através de puncédo venosa no
volume de 10 ml, sendo 5 ml foi armazenado em tubo de coleta a vacuo com EDTA a
4°C do qual foi extraido o DNA genémico utilizado no estudo. O restante do sangue
foi destinado a testes bioquimicos que foram realizados pelo método de
qguimioiluminescéncia utilizando-se como material o soro isolado para deteccdo T4
livre, TSH, TG, anti TPO, anti TG.
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3.3 Extracao de DNA

A extracdo do DNA gendmico das amostras de pacientes e controles foram
realizadas com o emprego do kit de extracdo de lllustra blood genomicPrep Mini
Spin Kit 28-9042-64 (GE Healthcare), seguindo o protocolo indicado pelo mesmo.
Conforme indicado nas especificacdes a quantidade de DNA obtido foi de 30-50 ng.

Também foi realizada extracdo organica seguindo o protocolo indicado por
Sambrook e Russell (2001).

3.4 Padronizagdo da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Na padronizacdo da PCR (ORITA et al., 1989) para os éxons 1, 2, 3, 4,5 e
8A, foram realizados utilizando o desenho dos oligonucleotideos iniciadores de DNA
descrito por Rodrigues et al., (2005), confome tabela 2. As reac6es de amplificacéo
foram realizadas em um termociclador gradiente Techgenee (FTGENESD)
programado para 10 min a 94° C para desnaturacéo inicial, seguido por 35 ciclos de
1 min a 94° C (desnaturacao), 1 min a 57° C (anelamento) e 1 min a 72° C

(extenséo), com extensao final de 72° C por 10 min.

Tabela 2 - Iniciadores utilizados na amplificacdo dos éxons 1, 2, 3, 4, 5, 8a do TPO.

Exon Tamanho do Iniciador direto (5°—3’) Iniciador reverso (3'—>5’) Temperatura
fragmento de
anelamento
meédia (Tm)
1 460 pb tct ccc tct tgt ata att ttt ccc ¢ cag ctt tgc tga tga gag acg ¢ 64 °C
2 237 pb tcc cat gg c ctt gtc agt cag gag cta cca tta tgc cc 54 °C
3 222 pb gaa ctg tca ttg cgc ttt ga tct gca att gcg aaa atc ag 52 °C
4 361 pb gtg cct gtc aca ttg tct gg tgc aca aag tca agg tgt cc 56 °C
5 216 pb tca tgg ttt cct att ttt cac a cat gtt cag atc caa ctt tca c 55°C
8a 263 pb tga cct tga act ccc ctt tg agc cgg agc agc cct tcg ge a 60 °C

Adaptado de RODRIGUES et al., (2005).

Nos testes foram modificadas as seguintes varidveis: temperatura de
anelamento especifica para cada éxon, concentraces da Taq DNA Polimerase e
dos oligonucleotideos iniciadores de DNA e a composi¢ao do tampao utilizado.

A composicdo dos tampdes presentes no kit, estdo indicadas na tabela 3.

Também foi realizada PCR Hot Start, que é uma variante da técnica, utilizada para
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diminuir a formagé&o de produtos inespecificos (RODRIGUES et al., 2006).

Tabela 3 — Composi¢céo dos tampdes de calibragdo da reacdo de PCR do kit Phoneutria.

Tampéo Composicéao

Tampéo IB (10X) 100mM (NH4)2S04; 100mM KCI; 100mM Tris-HCL pH 8,4; 1% Triton X-100;
15mM MgCl2

Tampdo IlIB (10X) 100mM (NH4)2S04; 100mM KCI; 100mM Tris-HCL pH 8,4; 1% Triton X-100;
15mM MgCl2

Tampéo IC (10X) 500mM KCL; 100mM Tris-HCL pH 8,4; 1% Triton X-100; 20mM MgCl2

Tampéo IIC (10X) 400mM NacCl; 100mM Tris-HCL pH 8,4; 1% Triton X-100; 20mM MgCl2

Tampéo ID (10X) 500mM KCL; 100mM Tris-HCL pH 8,4; 1% Triton X-100; 30mM MgCl2

Tampéo IVB (5X) Tampdo especial para PCR (composi¢cdo ndo informada pelo fornecedor)

Fonte: PHONEUTRIA BIOTECNOLOGIA & SERVICOS.

3.5 Eletroforese

O DNA isolado foi quantificado através de eletroforese em gel de agarose a 2%
em tampdo TAE (Tris-Acido acétido-EDTA: Tris-base 0.4 M, Acido acético 0,2 M;
EDTA 0,01 M, pH 8.3) corado com brometo de etidio e visualizado sobre luz
ultravioleta em transiluminador. Ao DNA da amostra foi adicionado 2 ul de tampéo de
amostra (TA) - (Tampé&o Tris 10mM, pH 7.5; EDTA 10mM; Azul de Bromofenol) e
aplicado no gel. A corrida eletroforética foi realizada juntamente com marcador de
peso molecular 100pb (5 pug) (GE healhcare).

Os produtos das PCR's foram submetidos a eletroforese com gel de
poliacrilamida & 7,5% com tamp&do TBE (Tris-Borato-EDTA: Tris Base, Acido bérico,
EDTA 0,5 M pH 8.0). Foi adicionado 5ul de TA (Tampao Tris 10mM, pH 7.5; EDTA
10mM; Azul de Bromofenol) a 5ul do produto da PCR e, em seguida, aplicada no
gel, o qual foi submetido a uma tensdo de 120 Volts com de amperagem variavel
durante 90 minutos e corado com Nitrato de Prata. O tamanho dos fragmentos
amplificados foi caracterizado através de um marcador padrdo de peso molecular
100pb (5 pg) (GE Healthcare).
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3.6 Anélise do gene TPO por SSCP

A padronizacdo da técnica de SSCP (ORITA et al., 1989), utilizada para
deteccéo das mutacgdes e polimorfismos localizadas no gene TPO, foi realizada a 5%
de glicerol (2ml), 10% de poliacrilamida (13,3ml), TBE 10X (Tris-Borato-EDTA)
(20ml), 300ul de Persultado de Amonio e 30ul de TEMED; o tampé&o utilizado para
corrida das amostras foi o TBE.

Em 5ul da amostra de DNA amplificado (amplicon) foi adicionado 3ul de TA e
5ul de formamida. Em seguida, a amostra foi submetida a desnaturacdo a 95°C por
5 minutos, sendo imediatamente acondicionadas em gelo, para evitar que as fitas
simples de DNA se reanelassem. Posteriomente, foram aplicadas no gel,
previamente preparado, o qual foi corado pelo método de nitrato de prata. A corrida
das amostras foi realizada a 50 Volts, em tempo total de 24 horas, dentro de
refrigerador, o qual manteve a temperatura a aproximadamente 10°C.

Os padrdes de migracdes alterados (heteroduplexes), que podem caracterizar

novas mutacdes, serdo analisados posteriormente por sequenciamento direto.

3.7 Analise estatistica

As frequéncias das mutacdes foram calculadas por contagem direta dos
alelos. Foi realizada analise estatistica através do teste online de pareamento T-

student, disponivel em <http://studentsttest.com/>.
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4 RESULTADOS

4.1 Extragao de DNA

A extracdo do DNA das amostras de sangue total de pacientes e controles foi
efetuada de acordo com o protocolo do fornecedor do kit e pelo método de extracao
organica. O DNA isolado de 18 dos pacientes atraves do kit foi visualizado,

conforme a figura 3.
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose 1% com amostras da extracdo de DNA gendmico de 18
pacientes. Canaleta 1: marcador molecular de 1kb. Canaletas 2-19: DNA dos pacientes 1 a 18.

O DNA extraido do grupo controle, de acordo o mesmo protocolo, foi

visualizado em conforme a figura 4.
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Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1% com amostras da extracdo de DNA gendmico de 15
controles. Regido superior do gel - canaleta 1: marcador molecular de 100 pb; canaletas 2-12: DNA

dos controles 1 a 11. Regido inferior do gel - canaleta 1: marcador molecular de 100 pb; canaletas
2-5: controles 12 a 15. Fonte: foto da autora.

Amostras de DNA de controles isoladas através de extracdo organica, foram
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em menor quantidade e portanto, aplicadas em diferentes géis para testar a
extracao, nao estando acima apontados.

Apesar do protocolo e kit de extragao utilizados terem sido 0s mesmos para o
procedimento nas amostras dos pacientes e do grupo controle, a andlise dos géis
permite verificar diferenca da intensidade da banda que corresponde ao DNA
gendmico, o que se explica por diferentes varidveis: o tamanho dos pocos formados
pelos pentes no gel 1 (figura 3) € menor que os poc¢os formados no gel 2 (figura 4),
fazendo com com haja maior difusdo do DNA aplicado no segundo gel; a quantidade
de DNA aplicado no gel 1 foi de 3 ul e no gel 2 foi de 2ul — tampéao de amostra no 1°
gel foi 1ul e no 2°, 2ul ; as condicdes para realizacdo do registro fotografico do gel
variaram, pois ocorrerem em diferentes ambientes — que pode ter influenciado pela
maior ou menor luminosidade — e com diferentes cameras fotograficas, alterando a

imagem.

4.2 Padronizacao da reacao de PCR

As condicdes da primeira reacdo realizada para os 6 éxons foram as
seguintes: 2,5 ul de agua mili-gq, 0,2mM de DNTP’s, 1X de tampéao de reacao (15mM
MgCl2; 500mM KCI; 100mM Tris-HCI pH 8,4; 1% Triton X-100)(Phoneutria), 50pmol
iniciador direto, 50pmol de iniciador reverso, 2,5U/ul de Tag DNA Polimerase 1pul e
50ng de DNA. O volume final foi de 12,5ul. O programa utilizado no termociclador,
descrito na metodologia supracitada, foi utilizado. Nestas condi¢cdes ndo se obteve a
presenca das bandas esperadas para nenhum dos éxons.

As condicBes da reacao para os seis éxons foram modificadas, obtendo-se a
seguintes concentracdes: 0,2mM de dNTP’s, 1X de tampédo de reacdo (Phoneutria),
1pmol de iniciador direto, 1pmol de iniciador reverso, 2,5U/ul de Taq DNA
Polimerase e 50ng de DNA, totalizando no volume final 12,5ul, mantendo o mesmo
programa de amplificacdo. Os produtos da PCR foram aplicados em gel de

poliacrilamida. O resultado obtido foi visualizado conforme figura 5.
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1 2 3 456 7 8 910 11 12 13 1415 16 17

1000pb

500pb

100pb

Figura 7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5% com amostras da amplificacédo dos éxons 1,
2, 3, 4,5 e 8A. Canaleta 1: marcador molecular de 100 pb; canaleta 2: (E1BR); canaleta 3: branco
(E1C); canaleta 4: (E2BR); canaleta 5: (E2C); canaleta 6: (E3BR); canaleta 7: (E3C); canaleta 8:
(E4BR); canaleta 9: (E4C); canaleta 10: (E5BR); canaleta 11: (E5C); canaleta 16: (E8ABR);
canaleta 17: (ESBAC).

As bandas com tamanhos esperados foram observadas em todos os éxons,
de acordo com os tamanhos apontados na tabela 2, como também se visualizou
excesso de bandas inespecificas para todos os éxons.

Diante disto, a primeira variavel a ser modificada durante a padronizacéo foi o
uso das temperaturas de anelamento (Tn,) utilizando para cada éxon a média entre
as T, do iniciador direto e Ty, do iniciador reverso. Se constatou a persisténcia na
formacédo dos dimeros de iniciadores nos éxons 1, 2 e 3 indicando que os iniciadores
ainda estavam em excesso. Nas reacfes dos éxons 4, 5 e 8a obteve-se eliminacéo
dos produtos inespecificos. Porém, para os éxons 4 e 8a, a intensidade da banda
esteve bastante fraca, o que inviabilizou o uso destas condicoes.

A segunda variavel a ser modificada foi a concentracdo de dois componentes
da reacédo: Tag DNA polimerase e oligonucleotideos iniciadores de DNA. O primeiro
componente variou de 2,5U/ul para 1Upl e o segundo componente de 1pmol para
0,8pmol. Nestas condi¢des, as reagbes dos éxons 2 e 3 ndo funcionaram. A reacao
do éxon 1 foi melhorada significativamente, ficando livre de dimeros e bandas
inespecificas.

Foi realizada PCR Hot Start. Esta € uma variante da PCR tradicional, na qual

a DNA-polimerase sO entra em contato com 0s componentes da reagcdo apoés a
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primeira etapa da desnaturacdo. O programa de amplificagdo utilizado foi mantido.
Para as reagfes dos éxons 2 e 5 os dimeros da reagdo foram eliminados e para as
reacOes dos éxons 3 e 4 ndo houve melhora na reacgéo.

A Ultima variavel testada foi a concentracdo dos ions de magnésio (Mg*?) e a
composicdo dos sais do tampdo, através de um kit de calibracdo de PCR
(Phoneutria), constituido por seis diferentes tamp&es, com suas variacdes descritas
na tabela 3. Todos os éxons foram testados com cada tampao do kit. A tabela 4,

aponta o tampao que otimizou ao maximo a reacao para cada éxon.

Tabela 4 — Exon e tamp&o especifico.

Exons Tamp&o
1B
IC
1B
IB
1B
IVB

g b~ wN PP

[o¢]
[}

Apoés estes testes, foi obtida a padronizacdo da reacdo de todos os éxons,
calculada para volume final 20ul, com as seguintes concetracdes: 1X de tampao de
reacdo (Phoneutria), 0,2mM de dNTP’s, 0,8pmol de iniciador direto, 0,8pmol de
iniciador reverso, 1U/ul Taqg DNA Polimerase e 50ng de DNA. O programa do
termociclador foi 0 mesmo para todos os éxons, com T,= 57°C (conferir na

metodologia).

4.3 Analise em SSCP

Os géis de SSCP foram realizados em conformidade com o protocolo descrito
na metodologia. Foi realizada comparacdo entre os padrdes eletroforéticos de
migracdo das bandas dos heteroduplexs formados, observados na amostra de
pacientes versus a amostra de controles. O perfil standard em todos os géis foi uma
amostra negativa para o HC, o controle negativo (C -), nomeado como perfil 1. Logo,
0s amostras que apresentaram padrao eletroforético de migracdo semelhante ao C -,
foi agrupada no perfil 1.

A partir da analise dos géis para o éxon 1, foi possivel identicar trés perfis de

migragéo, conforme apontados na figuras 6 e 7.



Perfil 1 Perfil 2

Figura 8 - gel de SSCP em dlicerol
5%. Exon 1 (Pacientes) - Canaleta
1. marcador 100pb; canaleta 2:
branco da reacédo; canaleta 3: C - ;
canaletas 4 - 6: P1 - P3.

Perfil 3

Figura 9 - gel de SSCP em glicerol 5%. Exon
1 - pacientes (complemento). Amostras de
pacientes do éxon 1. Canaleta 1. C - ;

canaleta 2: branco da reacao; canelata 3-6:
P21- P24.
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A frequéncia observada na amostra de pacientes foi de 76% para o perfil 1,

16% para o perfil 2 e 8% para o perfil 3. Na amostra de controles observou-se que

95% dos individuos apresentaram o perfil 1 e 5% dos individuos apresentaram o

perfil 2. Nenhum controle apresentou o perfil 3, o qual foi selecionado para posterior

sequenciamento, por indicar provavel mutacdo, assim como o perfil 2, por apontar

possivel polimorfismo (Gréfico 1).

100 T

60 -
40 -

20

PERFIS

B PACIENTES
CONTROLES

Gréafico 1 - Frequéncia dos perfis no éxon 1.
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No éxon 2 foram observados dois padrdes de migracéo, conforme a figura 8.

Perfil 1|| Perfil 2

237 pb

Figura 10 - gel de SSCP em glicerol 5%. Exon 2 (Pacientes). Canaleta 1: P12; canaleta 2: P13

A partir dos célculos das frequéncias dos perfis encontrados neste éxon, foi
obtido o gréafico 2. Apenas na amostra de pacientes houve a presenca do perfil 2:
96% apresentaram perfil 1 e 4% apresentaram perfil 2. Todos o0s controles
apresentaram o perfil 1, correspondendo a 100%. Por este motivo, o perfil 2 foi foi
selecionado para o sequenciamento, pois por sua baixa frequéncia indica provavel
mutacao.

H PACIENTES
1 CONTROLES

PERFIS

Gréafico 2 - Frequéncia dos perfis no éxon 2.
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Para o éxon 3, trés perfis foram verificados, apontados na figura 9.

Perfil 2 Perfil 1 Perfil 3

222 pb

Figura 11 - gel de SSCP em glicerol 5%. Exon 3 (Pacientes) - Canaleta 1-9: P5-P13.

Na amostra de pacientes para este éxon, observou-se que 76% apresentou o
perfil 1, 12% apresentou o perfil 2 e 12% apresentou perfil 3. Na amostra de
controles, 100% apresentou perfil 1, e portanto, nenhum controle apresentou o0s
perfis 2 e 3 (Gréfico 3). Estes foram selecionados para sequenciamento para que

sejam observadas as diferencas na sequéncia do éxon a nivel molecular.

Ry
D
D

100 ~

76 M PACIENTES
4 CONTROLES
50 -
fal fal
0 T T 1
1 2 3
PERFIS

Gréfico 3 - Frequéncia dos perfis no éxon 3.
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No éxon 4 foram observados dois perfis de migracao, conforme se verifica na
figura 10.

Perfil 1 Perfil 2

~&

5
=

f
P -

-

361pb<—’&-“ -

Figura 12 - gel de SSCP em glicerol 5%. Exon 4 (Pacientes) - Canaleta 1:C -; canaleta 2-6: P21-
P25,

Obteve-se, na amostra de pacientes, 96% apresentando o perfil 1 e 4% com
padrao do perfil 2. 100% da amostra de controles apresentou perfil 1, sendo ausente
o perfil 2, como se observa no grafico 4. Neste éxon, o perfil 2 foi selecionado para

sequenciamento, por apresentar baixa frequéncia na amostra e indicar provavel
mutacao.

H PACIENTES

4 CONTROLES

PERFIS 2

Gréfico 4 - Frequéncia dos perfis no éxon 4.
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No éxon 5 foram verificados trés padrdes de migracdo, como observa-se na
figura 11.

Perfil 2 Perfil 1 Perfil 3

216 pb

Figura 13 - gel de SSCP em glicerol 5%. Gel do éxon 5 (Pacientes) - Canaletas 5-12: P6-P17.

Como se evidencia no grafico 5, 72% dos pacientes apresentaram o perfil 1,
24% o perfil 2 e 4% o perfil 3. Aproximadamente 73% dos controles apresentaram o
perfil 1 e 27% o perfil 2. Nenhuma amostra de controle apresentou o perfil 3, sendo
este perfil selecionado para sequenciamento. O perfil 2 também foi selecionado por
indicar uma forma porlimérfica para o éxon.

H PACIENTES
4 CONTROLES

PERFIS

Gréfico 5 - Frequéncia dos perfis no éxon 5.
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No éxon 8a foram observados quatro padrdes de migracdo, apontados na
figura 12.

Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4

1 2430 4 s5deb 7 8 9<d1g-11 12 13d14-

Figura 14 - gel de SSCP em glicerol 5%. Gel do éxon 8a (Pacientes) - Canaleta 1: marcador 100pb;
canaleta 2: branco da reacdo; canaleta 3: C - ; canaletas 4 —21: P1-P11.

A frequéncia dos perfis encontrados para este éxon estdo evidenciados no
grafico 6. Na amostra de pacientes, 44% apresentaram perfil 1, 8% apresentaram
perfil 2, 36% apresentaram perfil 3 e 12% apresentaram perfil 4. Na amostra de
controles, 50% apresentaram perfil 1 e 50% apresentaram perfil 3. Nao foram
observados na amostra a ocorréncia dos padrdes 2 e 4, sendo estes selecionados
para sequenciar por apresentarem indicio de mutacao.

/\
100 T

80
60

H PACIENTES
40 LI CONTROLES

20

PERFIS

Grafico 6 - Frequéncia dos perfis no éxon 8a.
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A partir das andlises realizadas dos padrdes eletroforéticos de migracédo das
amostras aplicadas em géis de SSCP, foi realizada a filtragem dos perfis que
apresentaram baixa frequéncia, o que pode corresponder a possiveis mutacées. A
tabela 5 apresenta uma sintese do numero de perfis encontrado em cada éxon, 0s
perfis que indicam mutacdo e forma polimérfica para o éxon e os pacientes que

apresentaram-nos, destacando, por diferentes realces 0s casos aparentados.

Exon  Numero total Provavel Provavel Pacientes com padrdes
de perfis por mutacao Polimorfismo alterados
éxon no perfil no perfil por perfil
indicado indicado
1 3 e 2 P3, P10, P15, P16
3 e P21, P24
2 2 2 e P13
3 3 2 e P4, P5, P25
3 P13, P14, P16
4 2 2 e P25
5 3 e 2 P2, P3, P6, P7, P9, P22
3 e P17
8a 4 2  eeemeemeeee P2, P3
a e P11, P17, P18

Tabela 5 — Numero de perfis por éxon, perfis alterados e individuos portadores. Casos aparentados:
Familia 1 (P1, P4, P7); familia 2 (P5, P12); familia 3 (P6, P13, P14, P18).

~

Como se evidencia na tabela, os pacientes pertencentes a familia 3
presentaram o maior numero de perfis alterados: éxons 2, 3 e 8a. Os pacientes da
familia 1, P4 e P7, apresentaram alteracdo nos padrées de migracao dos éxon 3 e 5.
O paciente 5 da familia 2, também apresentou alteracao no éxon 3.

Dentre os casos esporadicos, alguns, também apresentaram perfis diferentes

do standard em varios éxons. O paciente 3 apresentou alteracdo nos éxons 1, 5 e
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8a. Os padrbes de migracdo do paciente 16 estiveram alterados nos éxons 1 e 3. No
paciente 17 houveram alteracdes nos éxons 5 e 8a e no paciente 25, o perfiis
eletroforéticos estiveram alterados nos éxons 3 e 4.

Devido a sensibilidade do método em detectar mutacdes de ponto, as
alteracdes aqui observadas podem ser resultado de substituicdes sinGnimas
(mutacdo missense), e substituicdes ndo sinbnimas (nonsense). Também indicam
delecdo e duplicacdo de segmentos dos fragmentos analisados, podendo resultar
em frameshift, alterando a sequéncia nucleotica e consequente mudanca na
estrutura proteica, o que pode esta relacionado ao fendtipo apresentado pelos
pacientes.

Foi realizado teste T de pareamento entre a amostra de pacientes e a amostra
e controles e as diferencas estatisticamente significantes foram observadas apenas
para os éxons, 1 e 3 como se verifica: éxon 1(p = 0.00535), éxon 2 (p = 0.16364),
exon 3 (p = 0.00837), éxon 4 (p = 0.16364), éxon 5 (p = 0.37529) e éxon 8a (p =
0.30758).
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5 DISCUSSAO

Durante os testes de padronizagdo a maior dificuldade encontrada foi a
amplificacdo de bandas inespecificas. O excesso de componentes da reacgdo -
oligonucleotideos iniciadores de DNA e Taq DNA polimerase - também foram
verificados, tendo sido necessaria sucessivas modificacdes nas condi¢cdes da reacao
para obtencéo da reacao otimizada.

As temperaturas de anelamento (T.) especificas para cada éxon foram
utilizadas na tentativa de reduzir a formacdo dos produtos indesejados, pois, 0
sucesso da PCR depende principalmente da especificidade de anelamento dos
iniciadores com a sequéncia alvo, e isso depende criticamente da sua temperatura
média (Tn) (VIEIRA, 2002).

O excesso dos oligonucleotideos iniadores foi constatado pela formacéo de
dimeros. Estes se formam quando ha excesso de iniciadores na reacdo (VIEIRA,
2002).

A melhora das reacdes dos éxons citados por PCR Hot start é explicada pela
especificidade que esta técnica confere na reacéo, ja que a Tag DNA-polimerase s6
entra em contato com 0s componentes da reacdo apds a primeira etapa da
desnaturacao, diluida no tampéo hot start. O uso desta variante evita a formacéao de
produtos indesejados devido ao anelamento inespecifico dos iniciadores e atividade
da Tag DNA polimerase, favorecidos pela baixa temperatura (RODRIGUES et al.,
2006). Portanto, a otimizacdo da reacao para 0s éxons supracitados é explicada pela
especificidade que esta técnica confere na reacao.

O teste para a concentracdo do ion cofator e dos sais do tampéao, no qual se
obteve a padronizacéo da reacdo, permitiu a constatacao de que as reacdes para 0s
diferentes éxons ocorreram em melhores condi¢cdes com tampdes especificos. Isso
se explica, pois, dependendo do tipo do sal h4 uma necessidade de maior ou menor
concentracdo do cofator da enzima e que diferentes sais interagem de maneiras
diferentes com as fitas de DNA gerando resultados que dependem exclusivamente
da reacdo (KRAMER & COEN, 2001; SHARMA et al., 1992).

Padronizada a reacdo de PCR, através da técnica de SSCP, foram triados os
padrdes eletroforéticos alterados.

No éxon 1 verificamos que o perfil 2 apresentou alteragdo da posi¢édo do 3°

heteroduplex, posicionado abaixo em relagcdo ao mesmo heteroduplex do perfil 1.
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Este padrdo foi percebido nas amostras de pacientes e controles indicando um
provavel polimorfismo. O perfil 3, caracterizado por uma mudanca da posi¢édo dos 3°
e 4° heteroduplexes, localizados acima em relacdo ao perfil 1 foi observado apenas
nos pacientes 21 e 23 (casos esporadicos). Esta alteracdo pode indicar insercao,
duplicacdo ou mutacao de ponto. Para este éxon ja foram registrados polimorfismos
heterozigbticos em amostra da populagéo brasileira, com a troca G>A, na posicao -
35 e a troca A>G, na posicao 16. Os pacientes apresentaram DPII associado a
outros polimorfismos e mutagbes (NEVES, 2008).

O éxon 2 foi caracterizado pela presenca do perfil 2 exclusiva no paciente 13
(familia 3). Este perfil se distinguiu por apresentar mudanga na localizacdo do 9°
heteroduplex, posionado acima, o que pode indicar aumento no numero de
nucleotideos no fragmento. Na populacdo holandesa foi observada uma duplicacao
homozigotica neste éxon de 20 pares de base (pb) que gerou um mutacéo frameshift
alterando a sequéncia de aminoacidos e gerando sinal de terminacdo no éxon 3. O
fendtipo descrito se caracterizou por completa auséncia da atividade da TPO (DTII).
Neste caso néo havia relacdo de consaguinidade e em trés geracdes nao houve
casos de HC (BIKKER et al., 1994).

Para o éxon 3 foram encontrados dois perfis alterados: 2 e 3. O perfil 2 foi
observado nos pacientes 4 (familia 1), 5 (familia 2) e 25 (caso esporadico) e se
distinguiu pela presenca de uma banda antes 4° heteroduplex. O perfil 3,
caracterizado pela presenca de uma banda acima do 6° heteroduplex, foi verificado
no pacientes 13 e 14 (familia 3) e P16 (caso esporadico). Para ambos os perfis, a
presenca de uma banda a mais pode indicar insercédo ou duplicacdo nucleotidica na
sequéncia do fragmento. Na populagdo chinesa, uma mutacdo heterozigotica do
tipo missense para este éxon foi relatada, com substituicio G>C (posi¢cao 157),
ocasionando uma troca da alanina para prolina no codon 53 — (NIU, 2002).

No éxon 4, um padrao eletroforético diferente do perfil 1 foi constatado e
exclusivo do paciente 25 (caso esporadico). Este perfil, se caracterizou por auséncia
de heteroduplexes, podendo indicar auséncia de nucleotideos por delecdo de um
segmento no fragmento. Foi encontrada na populacdo argentina uma mutacao
frameshift resultante da delecdo nucleotideo adenina de posicdo 215 neste éxon,
ocasionando troca do aminoacido 72, gerando um cédon de parada prematuro no
aminoacido 86 no mesmo éxon (RIVOLTA, 2007).
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Dois perfis com padréo alterado foram distinguidos no éxon 5: perfis 2 e 3. O
perfil 2 se caracterizou por auséncia do 3° heteroduplex e foi identificado em
pacientes e controles, indicando provavel polimorfismo. O perfil 3 foi exclusivo do
paciente 17 (caso esporadico), distinguido por apresentar uma banda acima do 32
em relacdo ao perfil 1. Para este éxon foi descrita mutacdo do tipo missense em
populacdo portuguesa, a substituicdo T>C (posi¢do 391) que origina a troca de um
residuo de serina por uma prolina. Esta mutacdo elimina um potencial local de
glicosilacéo da TPO, o N129. A perda deste local de glicosilacdo da proteina mutada
possivelmente altera sua conformacédo e promove a sua degradacdo perturbando,
com isso, transporte do I até membrana (RODRIGUES et al., 2004). Foi relatado
gue uma delecdo do nucleotideo citosina na posicdo 387 do éxon resultou em
mutacéo frameshift no aminoacido 129 com um codon de parada prematuro putativo
no aminoacido 208 no exon 7 (RIVOLTA et al., 2007).

O éxon 8a foi o éxon mais polimoérfico na populacdo aqui amostrada e trés
padrdes eletroforéticos diferentes do perfil 1 foram observados. O perfil 2, presente
nos pacientes 2 e 3 (casos esporadicos), se caracterizou por apresentar o 3°
heteroduplexe posicionado acima relacdo a mesma banda do perfil 1. O perfil 3
apresentou alta frequéncia nas duas amostras e € indicio de polimorfismo na
populacdo estudada. O perfil 4, observado nos pacientes 11 e 17 (casos
esporadicos) e no P18 (familia 3), foi caracterizado por apresentar bandas de baixa
intensidade, acima do 3° heteroduplex. Este perfil, exclusivo da amostra de
pacientes assim como o perfil 2 s&o indicio de inser¢cdo e/ou duplicacdo de
nucleotideos.

Para o éxon 8 grande numero de alteracdes deletérias ja foram descritas, a
exemplo da mutacdo frameshift homozigoética observada na populacdo argentina,
caracterizada uma duplicacdo tetranucleotidica - CCGG — 152pb acima da juncao
com o intron 8 na posicdo 1227 do éxon. A mutacédo gera codons de parada no éxon
9, resultando em uma proteina truncada e inativa (ABRAMOWICZ et al., 1992). Em
estudo realizado com populacfes provenientes da Slovénia, Bdsnia e Herzergovina,
foi detectada duplicacdo — GGCC - na posicao 1273 1276, em 32% dos pacientes
avaliados, afetando a sequéncia da proteina (AVBELJ et al., 2007). Foi relatada uma
delecdo do nucleotideo citosina, na posicao 1425, e resulta em mutacdo frameshif,
gerando um cédon de parada no éxon 9 (BAKKER et al., 2000). Na Germania, Em

um caso de HC familiar, com trés individuos irmaos afetados, ambos heterozigotos
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compostos, uma mutagdo missense foi encontrada com a troca G>C no nucleotideo
de numero 1338 ocasionou a uma substituicdo de glutamina por histidina (SIMM et
al., 2009). Em populacdo portuguesa, uma mutacdo missense com a troca A>G no
nucleotideo de posi¢cdo 1274 resultou na mudanca da asparagina por serina no
codon 425, criando um um novo sitio de restricdo para enzima Ddel (RODRIGUES
et al., 2005).

Como existem, na amostra estudada, pacientes aparentados e afetados para
o HC é possivel que existam mutacdes relacionadas a este fator. A presenca de
padrdes alterados em diferentes éxons, tanto nos casos familiares quanto nos casos
esporadicos, sugerem a ocorréncia de mutacdes em diferentes locais do gene. A
confirmacdo por sequenciamento e o estudo de cossegregacdo, permitira a
determinacdo da origem da heranca dos alelos mutados e a correlagdo entre o
fendtipo destes pacientes e a natureza das mutacdes. Em estudo realizado com
casos de HC familiar em populacdo chinesa, foi demonstrado que uma mutagao
presente em cinco diferentes familias estava associada ao efeito fundador (NIU et
al., 2002). Em amostra de populacdo norte americana, constatou-se que em quatro
das cinco familias estudadas, os individuos afetados com HC provinham de
casamentos consanguineos, sendo 0s pais primos em primeiro grau
(MANGKLABRUKS et al., 1991).

O efeito fundador e a consaguinidade sdo fendbmenos que podem estar
relacionados as provaveis mutacdes expressadas nas familias aqui amostradas,
uma vez que as mesmas sao provenientes de pequenas cidades do interior das
adjacéncias de Campina Grande (22 macrorregido de saude). Agrega-se o fato da
tradicdo de casamentos consanguineos ser predominante na regido Nordeste
(SANTOS & BIZZO, 2005). Em comunidades isoladas, colonizadas por um nucleo
pequeno de individuos, ha uma tendéncia a casamentos consaguineos e como o
fluxo génico é restrito hd maior chance de aparecimento de genotipos raros por
recessividade refletindo em mutacBes genéticas, encontrando-se mutuamente dois
fatores que favorecem o aparecimento de alelos deletérios (BITTLES & BLACK,
2010).

Como supracitado, o HC por disormonogénese para mutacdes no TPO é
herdado por transmissdo autossémica recessiva. Assim, a ocorréncia dos casos
esporadicos aqui presentes poderdo ser explicados ap6s 0 sequenciamento por

duas maneiras: expressdao monoalélica e heterozigoze composta. Na primeira o
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individuo afetado recebe dois alelos de progenitores ndo aparentados, sendo que
um dos alelos estd mutado, e este € 0 que se expressa, resultando em DTII, fenotipo
tipico de heranca autossdmica recessiva. Casos como esses sao relatados por
Neves et al., (2010) e por Fugazzola et al., (2003).

Outra forma de explicar o fenétipo esporadico para HC € por heterozigoze
composta, quando os progenitores ndao aparentados carregam mutacdes diferentes
em cada um dos alelos. Ao ocorrer a recombinagdo, os alelos se encontram
possibilitando a ocorréncia do genétipo heterozigoto composto, resultando em um
individuo afetado. Foi relatado que mutacdes tanto em individuos homozigotos
guanto heterozigotos compostos eram responsaveis por inativacdo na atividade
enzimatica da TPO, demonstrando ndo haver diferenga na penetrancia nem
expressividade variavel (BAKKER et al., 2000). Este fendmeno também explicou o
caso de pseudominancia para heranca do HC por disormonogénese em populagao
canadense, como descrevem Deladoéy et al., (2008).

Por ser o perfil gendbmico brasileiro resultado da miscigenacéo de povos de
diferentes origens étnicas, como apontam Carvalho-Silva et al. (2001) e Alves-Silva
et al. (2000), as mutacdes descritas para as diferentes populacdes poderédo ser aqui
encontradas, além da possilibidade da ocorréncia de mutacdes novas. Isso é
corroborado com um estudo molecular no gene TPO realizado com amostra da
populacdo paulistana, no qual diferentes mutacées novas e polimorfismos foram
encontrados além da constatacdo de mutacdes ja descritas para outras populacdes
(NEVES et al., 2008). Neste estudo, também foi encontrado um caso de expressao
monoalélica, pouco relatado na literatura (NEVES et al., 2010).

Os éxons 1, 2, 3, 4, e 5 aqui analisados, codificam aminoacidos de uma
porcdo da proteina TPO correspondente a regido extracelular. Ha baixa incidéncia
de mutacdo para estes éxons em relacdo aqueles que codificam o centro catalitico
da enzima, entre os quais se incluem o éxon 8 ( RIVOLTA et al., 2003; BAKKER et
al., 2000). Entretanto, os resultados das muta¢des, descritas ao longo de todo o
gene, apontam para a perda da atividade enzimatica o que indica que os residuos
alterados estdo localizados em regides cruciais da proteina (STALPERS e BIKKER,
2010). A alteracdo nos diferentes éxons pode ocasionar um arranjo estrutural
defeituoso impedindo-a realizar suas funcbes na hormonogénese (RODRIGUES,
2004).
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

» A padronizagdo e a tipagem por SSCP foram eficientes para
identificacbes de padrdoes alterados de migracdo para 0S exons
analisados;

» Os padroes eletroforéticos alterados séo indicios de mutagfes tanto
nos casos familiares quanto em casos esporadicos;

» as mutacdes para populacdo amostrada estdo distribuidas em todo o
gene, tanto nos éxons que codificam o centro catalitico, como na
porcdes extracelular;

» as mutacdes presentes no gene TPO da amostra em analise estéao
relacionadas ao HC manifesto, entretanto, a relacdo genotipo-fendtipo

ainda nao foi realizada.
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7 PERSPECTIVAS

Caso seja confirmado que as relagBes familiares € fator da origem genética
do HC nas familias amostradas, deverd ser instituido um programa de
aconselhamento genético que convoque as familias para que sejam orientadas
sobre os riscos que advém das relag6es entre individuos de mesmo pool génico.

Nos casos de HC em que ndo sejam confirmadas mutacdes no gene TPO,
devera ser dada a sequéncia ao estudo seguindo algoritmo de busca dos genes
candidatos, pois como supracitado, outros genes também estao relacionados ao HC
por disormonogénese.

Para elaboracdo do método de diagndético molecular, uma alternativa é o
estudo com énfase nas enzimas de restricdo utilizadas na técnica de RFLP, pois
diversos sitios de mutacao séo relatados na literatura para este gene.

Portanto, devera ser dada a continuacdo deste trabalho, pois, como se
constata, existem muitas questdes a serem elucidadas no que se refere a
hererogeneidade do HC e as causas relacionadas. Logo, futuros trabalhos no estado

devem surgir para rastrear mutacdes nos genes relacionados a doenca.
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