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RESUMO

O hipotireoidismo congénito (HC) é o mais comum disturbio enddcrino congénito com
prevaléncia de 1/3000-4000 recém-nascidos. Por defini¢do, um individuo acometido por
HC resulta da falta de efeitos dos hormonios tireoideano (HT) sobre os tecidos
corporais. O diagnostico precoce e preciso da doenca é de fundamental importancia para
a intervencdo terapéutica atempada e retardo mental evitavel. Dos casos de HC a
disgenesia corresponde a 85% dos casos enquanto que a disormonogénese 10-15%,
sendo a principal causa, mutaces no gene da Tireoperoxidase (TPO), enzima chave na
sintese do HT. No intuito de identificar variantes polimorficos mais frequéntes em
pacientes com HC no estado da Paraiba, este estudo teve como objetivo identificar
através da técnica Polimorfismo de Conformacédo de Fita Simples (SSCP) as provaveis
mutacdes nos éxons 06, 07, 8B, 09, 10 e 12 do gene TPO. Nos resultados obtidos
observamos que 0s éxons 06 e 07 ndo apresentaram padrdo polimérfico, enquanto que
0s éxons 8B, 09, 10 e 12 apresentaram perfis variaveis e com possiveis mutacfes. Dessa
forma podemos concluimos que o SSCP provou ser um método eficaz para a triagem de
mutacdes no gene TPO; nos éxons 09, 10 e 12 individuos pertencentes as mesmas
familias compartilharam o mesmo padrdo eletroforético, o que corrobora que esses
perfis alterados correspondam a mutagdes no gene TPO; verificamos maior nimero de
perfis varidveis, provaveis mutacGes associadas ao HC nos éxons 8B, 09, 10 que
correspondem ao centro catalitico na enzima; e com o sequenciamento dos perfis
alterados rastreados por SSCP poderemos caracterizar a natureza das mutacgdes, como
também identificar polimorfismos e mutagdes relacionadas com HC, e dessa forma

verificar a frequéncia dessas mutac6es na populagdo paraibana.

Palavras chaves: Hipotireoidismo Congénito, gene TPO, Analise de Mutagdes, SSCP.



ABSTRACT

Congenital hypothyroidism (CH) is the most common congenital endocrine disorder
with a prevalence of 1/3000-4000 newborns. An individual with CH results in the lack
of thyroid hormones (TH) on body tissues. The early and accurate diagnosis of the
disease is critical for therapeutic intervention and mental retardation preventable. Cases
of HC dysgenesis accounts for 85% of cases while dyshormonogenesis 10-15%, being
the main cause gene mutations Thyroperoxidase (TPO) which is the key enzyme in the
synthesis of TH. In order to characterize the most frequent mutations in patients with
HC in the state of Paraiba, this study aimed to identify through the technique of
Conformation Polymorphism, Single-Stranded (SSCP) the probable mutations in exons
06, 07, 8B, 09, 10 and 12 of the TPO gene. According to the results found that the exons
06 and 07 showed no polymorphic pattern, while the exons 8B, 09, 10 and 12 showed
variable profiles and possible mutations. Thus we can conclude that the SSCP proved to
be an effective method for screening for mutations in the TPO gene, in exons 09, 10 and
12 individuals belonging to these families shared the same electrophoretic pattern,
which confirms that these profiles correspond to mutations in the altered TPO gene, we
found more variable profiles, HC likely associated mutations in exons 8B, 09, 10
corresponding to the catalytic center in the enzyme, and the sequencing of the altered
profiles screened by SSCP can characterize the nature of the mutations, as well as
identify polymorphisms and mutations related to HC, and thus determine the frequency

of mutations in the population of Paraiba.

Keywords: Congenital Hypothyroidism, TPO gene, Analysis of mutations, SSCP.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Glandula Tire0ide.........cccovruiiriiiniiire e
Figura 2 — Epitélio folicular da tire0ide............cocooereiiiiiiiiiee e
Figura 3 — Sintese dos hormaonios tireoideanos............ocoveirerennienieneieseseeas

Figura 4 — Gel de Poliacrilamida 10% (desnaturante - 5% de Glicerol)
Analise dos pacientes para 0 €X0N 06...........ccceevueiieereeriesieeieese e see e

Figura 5 — Gel de Poliacrilamida 10% (desnaturante - 5% de Glicerol);
Analise dos pacientes para 0 8X0N 07.........cccveiveiieeieerie s

Figura 6 — Gel de Poliacrilamida 10% (desnaturante - 5% de Glicerol);
Andlise dos controles para 0 EX0N 07..........cccoereiiirerinieneiee e

Figura 7 — Gel de Poliacrilamida (desnaturante - 5% de Glicerol); Analise dos
Pacientes Para 0 EXON 8B.........c.cciiiieiiiieie e

Figura 8 — Gel de Poliacrilamida (desnaturante - 5% de Glicerol); Andlise dos
pacientes Para 0 EX0N 8B........c.cocveiiiiiiiese e

Figura 9 — Gel de Poliacrilamida (desnaturante - 5% de Glicerol); Analise dos
pacientes Para 0 EX0N 09.........cocviieiierieierere e

Figura 10 — Gel de Poliacrilamida (desnaturante - 5% de Glicerol); Analise
dos pacientes para 0 EX0N 10.........ccceiieieeieiiese e

Figura 11 — Gel de Poliacrilamida (desnaturante - 5% de Glicerol); Analise
dos pacientes Para 0 EXON 12.........ccceiveieiieieeie e



LISTA DE GRAFICOS

Gréafico 1 — Exon 07: Representacdo da freqiiéncia do perfil 1 em pacientes e 2
BIM CONTOIES. ... ettt et e e st e e te s e s te et e e reesreeneeeree e

Grafico 2 — Exon 8B: Representacdo da freqiiéncia dos perfils 1 ao 4 entre
PACIENTES € CONTIOIES. .. .. eiieieieieie ettt

Grafico 3 — Exon 09: Representacdo da freqiiéncia dos perfis 1 ao 7 em
PACIENTES € CONTIOIES. ... ittt et enes

Grafico 4 — Exon 10: Representagdo da freqiiéncia dos perfis 1 ao 4 em
PACIENTES € CONTIOIES. .. ..veiiiieieieie et nes

Grafico 5 — Exon 12: Representacdo da freqiiéncia dos perfis 1 ao 7 em
PACIENTES € CONLIOIES.......viiviicieeie et re e nreas

31

33

34

35

37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacdo dos éxons
BIM ESTUAD. ...ttt ettt bbb o8

Tabela 2 — Possiveis mutacdes encontradas entre 25 doentes com HC no
rastreio molecular do gene ta TPO.........ccoviiiiiiccic e 37



1.
2.

5.
6.

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt se st 11

REFERENCIAL TEORICO ... eee s isss s 13
2.1, A GIANAUIA TIrEOIAR ....cvveveeieecie e s 13

2.1.1.  Hormonios Tireoideanos: SiNteSe € SECrEGAD........cevvrrvrerrererrerierierieienieeas 14

2.1.2. Efeitos da Fisiologia Tireoideana (Eixo Hipotadlamo-Hipofiséario) .......... 17
A o V1o Yo €L =To] [0 11 1 o ISR 18
2.3.  HipotireoidiSmo CONQENITO........c.coveiieieiie e 20
2.4. Etiologia e Classificacdo do Hipotireoidismo Congénito............ccccccvrvrirnnne 21
2.5. Defeitos genéticos na sintese hormonal (DiSOrmonogénese) ..........ccocevvevereene. 22
2.6. Enzima tireoperoxidase (TPO) € MULACOES..........ceveerueeriereeiecie e 23
2.7. PCR-SSCP para rastreio de MuUtaCies ..........ccoevveieeriesieieeieeiesreesie e 24

METODOLOGIA . ...t sae e e e e e naee e 26
3.1, AMOSIIAGEIM ...ttt 26
3.2, LOCAI 0B ESTUAOD .....ovivieiieiieieie ettt bbb 26
KT T O] [ - WSSOSO P SRR 26
34, AMPHTICAGAD ... ...iiviitiiieieeieie e 26
3.5, SISEMA & GBI ... 27
3.6, ANAliSe dasS MULACOES ........ccueieeiiieie ittt nas 28
3.7, ANAlISE ESTAtISTICA .. ..eivveieeiieieie et 28

RESULTADO ...ttt sttt e e snae e nnae e e nneee e 29
4.1. Rastreamento de MULAGOES ........c.oiveiiriiiiiieieie et 29
4.2, ANALISE O EXON 06 ......ooviiiieiieieieiie st 29
4.3, ANALISE dO EXON 07 ..ot 30
4.4, ANAlISE dO EXON BB ......ocueeiieieiee et 31
4.5, ANAliSe dO EXON 09 ....coeiiiiiciee e 33
4.6.  ANALISE dO EXON 10 ..iiuiiiieiieieie et 35
4.7, ANALISE O EXON 12 ..ot 36

DISCUSSAO ..ottt 38

CONCLUSAO ..ottt 41

REFERENCIAS ..ot e e e et e et es e e e e e et e e et e et e e e e et e ea et 42



11

1. INTRODUCAO

O Hipotireoidismo refere-se a sindrome clinica e bioquimica resultante da
diminuicdo ou auséncia da producdo e da reducgdo dos niveis circulares dos hormonios
tiredideo. No recém-nascido com hipofuncdo tiredidea 0s sintomas aparecem
gradualmente na vida extra-uterina (WAJCHENBERG, 1992).

O Hipotireoidismo Congénito (HC) é o mais comum distarbio enddcrino
mundial com uma constante incidéncia de 1:3000 a 1:4000 neonatos (MONTANELLI
et al., 2009). Acarreta severo retardo no desenvolvimento fisico e mental, se ndo for
diagnosticado precocemente e introduzida a terapia substutiva adequada. Na verdade, a
maioria das criancas com HC parecem normais ao nascimento e os sintomas clinicos
aparecem apenas depois de algumas semanas.

Os primeiros estudos mostraram, repetidamente, que o déficit cognitivo no HC
estd correlacionado com o lapso de tempo no diagnostico e inicio do tratamento
(DJEMLI et al, 2006). No entanto, a incidéncia do HC melhorou de
forma que desde a implantagdo do Programa Nacional de Triagem Neonatal - Teste do
Pezinho, mais raramente se observa na populacéo infantil, casos graves de HC com toda
sua abrangéncia de sinais e sintomas clinicos (MEDEIROS-NETO e KNOBEL, 2008).

A principal causa do HC com 85% ¢é a disgenesia, que corresponde a alteracdes
no desenvolvimento da glandula tiredide que podem surgir a partir de mutaces em
genes que codificam fatores de transcricdo tireoidianos: PAX8, TTF1, TTF2, assim
como mutacdes inativadoras do gene do receptor do Hormonio Estimulante da Tiredide
— (TSH) (VAISMAN et al., 2004).

A segunda causa mais frequente, com 10-15%, da sindrome congénita é a
disormonogénese devido a anormalidade na biossintese dos horménios. Outras causas
incluem a administracdo de iodetos durante a gravidez, uso materno de drogas
antitiredideas, tratamento materno para tirotoxicose com radioiodo e deficiéncia cronica
de iodo (WAJCHENBERG, 1992). O iodo € o componente raro e indispensavel nos
horménios da tiredide, que por sua vez, é essencial para o correto desenvolvimento e
maturacdo do cérebro. Deve ser ingerido na dieta cuja as principais fontes de iodo na
alimentacdo é através do leite, carnes, peixe, sal e 4gua (MORENO et al., 2008).

S8 véarios o0s genes candidatos na disormonogénese como TPO
(Tireoperoxidase), Tg (Tireoglobulina), NIS (Simportador de Na/l), PDS (Pendrina),
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THOX; (Dual oxidase 2). No entanto, de acordo com Rodrigues et al. (2005) e Neves
(2008), entre as alteracbes mais frequéntes na sintese dos hormonios destaca-se defeitos
na atividade da tireoperoxidase (TPO). Esta é uma hemoproteina glicosilada localizada
na regido apical da membrana, responsavel pela iodacdo de residuos de tirosina na Tg
para sintese dos Hormonios Tireoideanos (HT), T3 e T4. O grupo heme é composto por
um anel porfirinico no qual se acomoda em seu centro um atomo de ferro (produz
interacOes necessarias para o transporte e regulacdo do oxigénio no organismo) ligado a
quatro atomos de nitrogénio.

Deficiéncias ocasionadas por mutacGes no gene TPO, na disormonogénese, sao
as mais comuns causas responsavel por mais de 50% dos casos descritos de HC que
levam a erros na organificacdo de iodeto, podendo ser total ou parcial, dependendo da
localizacdo e do tipo da mutacdo (TURKKAHRAMAN et at., 2010). Defeitos na TPO
sdo normalmente herdados de uma herancga autossémica recessiva.

Mediante contexto, se faz necessaria a analise molecular do gene TPO em
diferentes populacGes para permitir a identificacdo das mutacGes endémicas da regido
bem como um possivel efeito fundador. O conhecimento das mutacfes especificas de
uma regido possibilita a producdo de um método de diagnostico molecular especifico
para alteracdes no gene tireoperoxidase. O diagndéstico precoce melhora a qualidade de
vida dos pacientes e evita danos permanentes como o retardo psicomotor.

Com esse objetivo, estudamos o perfil da populacdo paraibana para rastrear
mutagdes no gene da tireoperoxidase (TPO) através da técnica de SSCP (Polimorfismo
de Conformacéo de Fita Simples) nos éxons 06, 07, 8B, 09, 10 e 12, em pacientes com
HC acompanhados pelo servico de endocrinologia do Hospital Universitario Alcides
Carneiro (HUAC) na cidade de Campina Grande — Paraiba, para ter o conhecimento

molecular deste gene na populacéo estudada.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A Glandula Tireoide

Durante o desenvolvimento embrionario, a primeira glandula enddcrina que
surge € a tiredide (PERONE et al., 2004). Esta é a maior glandula do corpo humano,
normalmente pesando de 15 a 20 gramas em adultos (GUYTON e HALL, 2006),
responsavel pela producdo de Horménios Tireoideanos (HT): triiodotironina (Ts3) e
tiroxina (T4), que estdo envolvidos em diversos componentes da homeostase como
funcdo cerebral, cardiovascular, intestinal, metabolismo celular e producdo de calor
(MARINHO e FIGUEIRA, 2009).

A tiredide localizada no pescogo, na face anterior da traquéia, entre a cartilagem
cricoide e o estreito supraesternal tem como principal funcdo produzir hormonios
essenciais para o crescimento, controle no consumo de energia, desenvolvimento e
maturacdo de varios Orgaos. Para que ocorra a producdo normal desses horménios é
necessario um desenvolvimento padrdo da glandula, ou seja, regulacdo e funcionamento
adequado na biossintese e captagdo de iodo, sendo este ultimo constituinte e regulador
da glandula (RODRIGUES, 2004).

Ca_rtilagem
tiredidea

Tiredide

Traquéia

Figura 1: Glandula Tiredide; Fonte: GONFINETTI, 2011.
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Histologicamente, a glandula é composta por uma infinidade de foliculos
esféricos (Figura 2), que sdo unidades funcionais da tiredide denominada coloide,

formados por um epitélio de células cubicas especializadas em produzir horménios
tireoideanos (HT).
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O coldide é composto principalmente pela tireoglobulina (Tg), que é uma
glicoproteina alvo da ligacdo do iodo para originar a iodotirosina: monoiodotirosina
(MIT) e a diiodotirosina (DIT), que sdo precursoras dos HT (RODRIGUES, 2004).

As células que compde os foliculos tireoideanos sao especializadas em sintetizar,
armazenar e eliminar os horménios tireoideanos. Estes provém do aminoécido tirosina e
contém 60-65% do elemento iodo em sua composicao.

2.1.1. Hormonios Tireoideanos: sintese e secrecao

As células do epitélio folicular possuem dois p6los e, portanto, duas membranas:
membrana apical, disposta para o lumen folicular ou ‘coldide’, e a membrana basal,
voltada para o intersticio e capilares (Figura 3). A biossintese dos HT ocorre em torno
da membrana apical, onde se encontra a enzima determinante de todo o processo, a
tireoperoxidase (TPO), localizada em suas microvilosidades (MARINHO e FIGUEIRA,
2009).

Os hormonios tireoideanos tiroxina (T,) e triliodotironina (T3) sdo secretados sob

o0 estimulo da tirotropina hipofisaria, ou seja, sob a influéncia estimulatéria do hormonio
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estimulante da tiredide ou TSH (LAVIN, 2006). Eles sdo formados pela iodacdo da
tirosina da tireoglobulina (Tg) da propria célula tiredide, sendo posteriormente secretada
e armazenada no lumen folicular (coldide). A tireoglobulina (Tg) é uma importante
glicoproteina sintetizada pela tiredide, que funciona como uma matriz para a sintese do
horménio nesta glandula (RUBIO et al., 2008).

A captacio do iodeto plasmético é a primeira etapa da sintese dos HT, o iodo (1?)
ingerido é convertido a iodeto (I) e absorvido pela corrente sanguinea rapidamente
(OLIVEIRA, 2009).

Quatro proteinas principais sdo expressas na célula folicular da tiredide: o
receptor da tireotrofina (R-TSH), o co-transportador (simpoter) Na/l (NIS), a
tireoperoxidase (TPO) e a tireoglobulina (Tg). A biossintese dos horménios da tiredide
envolve uma sequéncia de etapas, nas quais cada uma dessas proteinas apresenta papel
fundamental. A acdo do TSH € o principal fator regulador da producéo e secrecdo dos
HT pela célula folicular da glandula. A acdo do horménio ocorre através da ligacdo do
seu receptor R-TSH na membrana apical. A proteina NIS faz a captagdo do iodeto pela
célula folicular pelo co-transporte ativo dos ions sodio (Na*) e iodeto (I") para a por¢ao
intracelular (CAPEN, 2000).

Através do carreador Na/l, sob o transporte ativo, é possivel garantir uma
concentracdo de iodeto livre 30-40 vezes maior que a do plasma (MARINHO e
FIGUEIRA, 2009). O I’ capturado pela célula folicular migra para a superficie apical,

onde sera oxidado pela enzima tireoperoxidase (TPO) que atua catalisando:

> ReacOes de oxidacdo do iodo: combinando iodeto com o perdxido de
oxigénio H,0y;

> lodacdo dos residuos de tirosina da tireoglobulina: formando as
iodotirosinas (MIT, monoiodotirosina e DIT, diiodotirosina);

» Acoplamento das iodotirosinas: formando os hormonios tireoideanos, Ts
e Ty

A jungdo de uma molécula de monoiodotirosina (MIT) com diiodotirosina
(DIT) forma Triiodotironina ou T3 e duas de DIT, unidas, formam Tiroxina ou T4
(RODRIGUES, 2004). Os horménios caem na circulagdo, sendo 20% de T3 liberado

pela glandula tiredide e o restante produzido pela desiodagédo do horménio T,em tecidos
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adjacentes. Apds a formacdo dos HT que sdo armazenados na tireoglobulina iodada,

estes hormonios séo liberados da glandula tireoideana por endocitose.

CAPILAR : Tlrusln 1

== Membr:
] o{0)-orpe

Monoiodotirosina (MIT‘

I
OH-@— oH.oH -coo)
NH

2
’ Diiodotirosina (DIT)
I

@- -@-CH,CH COOH OH@— @CH CH - cooH|

Figura 3: Sintese dos hormdnios tireoideanos; Fonte: MARINHO E FIGUEIRA, 2009.

i |

Conforme Guyton e Hall (2006), a superficie apical das células tireoideanas
emite pseuddpodos que cercam porcBes pequenas de coloide, formando vesiculas
pinociticas que penetram no apice da célula. Logo, os lisossomos presentes no
citoplasma celular imediatamente se fundem com as vesiculas, resultando em vesiculas
digestivas que contém as enzimas digestivas dos lisossomos misturadas com o coldide.
Inimeras proteases entre as enzimas digerem as moléculas de tireoglobulina e liberam
tiroxina e triiodotironina em sua forma livre. Entdo, estas se difundem através da base
da célula tireoideana para os capilares adjacentes, sendo os HT liberados no sangue.
Cerca de trés quartos da tirosina iodada na tireoglobulina jamais se torna hormonio,
permanecendo como MIT e DIT.

Os horménios tireoideanos permanecem armazenados no coldide, ligados a Tg, e
quando necessario sdo liberados. A taxa diaria de tiroxina é cerca de 90% dos
horménios secretados pela tiredide e apenas 7% por triiodotironina (GUYTON e
HALL, 2006), em poucos dias a metade da tiroxina é desiodada, formando mais

triiodotironina. Portanto, 0 horménio T3 é o responsavel pela atividade fisiolégica nos
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tecidos. Pode-se considerar 0 T, como um pré-hormonio e o T3 como o0 horménio ativo
(MARINHO e FIGUEIRA, 2009).

Os hormoénios tiroxina e a triiodotironina ao serem liberados no sangue se
combinam rapidamente com diversas proteinas plasmaticas. A acdo do hormonio Tj
ocorre cerca de quatro vezes mais rapido que a do T4, com um periodo de laténcia de

apenas 6 a 12 horas.

2.1.2. Efeitos da Fisiologia Tireoideana (Eixo Hipotalamo-Hipofisario)

A producdo de hormonios tireoideanos é regulada pelo eixo hipotalamo-
hipofise-tirebide bem como quase todo o sistema endocrino humano e o TSH,
denominado de tireotrofina, também é um horménio produzido pela glandula pituitéria
(MARINHO e FIGUEIRA, 2009). Esta glandula recebe estimulos que induzem a
liberacdo de hormonios que tem seu efeito em véarias partes do organismo
(RODRIGUES, 2004). Os neuronios hipotalamicos sintetizam e liberam o TRH
(Hormonio liberador de tireotrofina) que chega a circulacdo hipofisaria, irriga as células
e, entre elas os tireotroficos (células que produzem o TSH). Os efeitos do TSH sobre a
tiredide incluem (MARINHO e FIGUEIRA, 2009; GUYTON e HALL, 2006):

» Estimulo a sintese de horménio tireoideano: aumento da sintese da enzima
tireoperoxidase (TPO), da tireoglobulina (Tg) e do carreador Na/l (NIS);

» Estimulo a liberacdo de hormdnios tireoideanos: aumenta a reabsorcdo do
col6ide contendo a Tg iodada, bem como a atividade lisossémica, resultando em
maior demanda de hormonio liberado e secretado;

» Efeito Trofico: promove a hipertrofia das células foliculares e aumento da

vascularizacdo da glandula;

A sintese e secrecdo do TSH sdo estimuladas pelo TRH que é secretado pelos
neurdnios hipotaldmicos. A producdo destes horménios (TSH) é controlada pelos niveis
de T3 e T4 Quando o nivel de triiodotironina e tiroxina aumenta, inibe a producéo de
TSH e TRH que desse modo deixa de estimular as células epiteliais da tiredide

diminuindo a sintese e secrecdo dos HT. Quando esses niveis decaem no sangue, ndo ha
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producdo de TSH e TRH, voltando a existir estimulo nas células epiteliais. Este
processo e conhecido como eixo Hipotadlamo-Hipofisario (RODRIGUES, 2004).

O iodo desempenha papel central na fisiologia da tire6ide sendo um importante
componente dos HT e um regulador da funcéo da tiredide. Todas as etapas seguintes da
biossintese, organificacdo do iodeto para a secrecdo do T3 e T, na circulagdo, sdo
estimulados pelo TSH e inibida pelo iodo em excesso (CAVALIERI, 1997).

2.2. Hipotireoidismo

A relacdo inversa e dinamica entre os niveis de TSH, Tz e T4 sérico determinam
uma elevacgdo ou supressdo hormonal. A concentracdo elevada de TSH inibe a sintese de
HT, o que implica uma baixa dosagem de T3 e T4, fator essencial para o diagnostico de
hipotireoidismo. Predominantemente, a mensuracdo de HT livre corresponde a sua
viabilidade bioldgica.

O Hipotireoidismo é uma sindrome clinica ocasionada pela deficiéncia ou
auséncia dos hormonios tireoideanos que dependendo do grau e da duracdo da
deficiéncia destes, afeta os tecidos em maior ou menor proporgdo, promovendo assim
um retardo nos processos metabolicos. Os maiores danos ocorrem durante a vida
uterina, sendo os hormdnios da tiredide essencial no desenvolvimento cerebral do feto
nos primeiros meses de gestacdo (OLIVEIRA, 2009).

Pode-se classificar o hipotireoidismo em primario, onde ha faléncia na funcéao
tireoideana; secundario, tendo como causa a deficiéncia de TSH — causa hipofisaria, ou
terciario, manifestado pela deficiéncia hipotalamica de TRH. O modo secundario e
terciario pode ser caracterizado como hipotireoidismo central (MARINHO e
FIGUIERA, 2009).

Lavin (2006) descreve que pelo fato dos HT afetar o crescimento e
desenvolvimento, além de regular varios processos celulares, a auséncia ou deficiéncia
de hormonio tireoideano apresenta muito prejuizo para o individuo acometido por esta

sindrome podendo comprometer:

I. Sistema nervoso: queixas de esquecimento, memdria reduzida,
alentecimento mental, depresséo, reducdo da audicdo, contraturas de

tenddes mostram relaxamento alentecido.



VI.

VII.

VIII.

XI.
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Sistema renal: o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtracdo glomerular
sdo reduzidos, logo, uma reducéo na excre¢do de agua pode ser associada
a hiponatremia.

Sistema gastrointestinal: a constipacdo no hipotireoidismo € comum.
Ocorre acloridria associada a anemia perniciosa.

Sistema cardiovascular: pode ocorrer bradicardia, reduzido débito
cardiaco, miocérdio flacido, derrame pleural, edemas em membros
inferiores e cardiomegalia.

Sistema metabolico: hipotermia, intolerancia a temperatura fria, aumento
no nivel do colesterol, ganho de peso apesar da reducdo na ingesta
alimentar, mas a obesidade grave é raramente desenvolvida pelo
hipotireoidismo.

Sistema pulmonar: o hipotireoidismo grave pode causar retencdo de
dioxido de carbono. Os derrames pleurais possuem um elevado contetdo
protéico.

Sistema reprodutor: A menstruacdo pode se tornar escassa e cessar
completamente devido & secrecdo deficiente de gonadotrofinas. Em
adolescentes pode haver amenorréia priméaria. A hiperprolactinemia
ocorre pela auséncia do efeito inibitério do hormonio teroideano sobre a
secrecdo da prolactina.

Sistema musculoesquelético: derrames articulares, caimbras musculares e
mausculos rigidos.

Hemopoese: a anemia megaloblastica sugere a anemia perniciosa
coexistente.

Pele e cabelo: pele seca e fria € comum, acimulo de acido hialurdnico na
pele e nos tecidos subcutaneos, causando retencdo de sédio e agua. A
face € inchada e as fei¢bes grosseiras. Pele com aspecto amarelado e
possivelmente descamada. O cabelo ndo tem brilho, as sobrancelhas
laterais se afilam, e o pélo corporal é escasso.

Desenvolvimento: o crescimento e desenvolvimento das criangas sdo
retardados devido a secrecdo do hormonio do crescimento ser deficiente,
pois 0 HT ¢é indispensavel para a sintese do hormonio do crescimento. O
hipotireoidismo ndo tratado em gestantes pode resultar em funcéo

intelectual comprometida na progénie.
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XIl.  Glandula tiredide: o alargamento da glandula em criancas pequenas com

hipotireoidismo induz um defeito biossintético.

2.3. Hipotireoidismo Congénito

O Hipotireoidismo Congénito (HC) é a mais comum doenca enddcrina na
infancia com prevaléncia mundial de 1:3000 a 1:4000 nascidos vivos (MORENO et al.,
2002; AVBELJ et al., 2007), causados por disgenesia ou alteracbes na hormonogénese
tiredidea que podem ser provocados por mutacdes em genes das proteinas envolvidas, a
auséncia de diagndstico e tratamento podem causar retardo mental grave e irreversivel.
Em adultos com menos de 65 anos, a incidéncia é de aproximadamente 10%, na
populacdo em geral é de 1 a 2% (LAVIN, 2006). A disormonogénese também pode
resultar em aumento da tiredide (bdcio) devido a niveis elevados de TSH
(TARGOVNIK et al., 2011).

A causa mais comum para 0 HC é a auséncia de iodo. Em regiGes em que a
quantidade de iodo é suficiente a disgenesia é a causa mais comum. O HC esta
associado a disormonogénese, sintese dos horménios da tiredide, em 10 a 15% dos
casos, e 85% associado ao desenvolvimento da tiredide, disgenesia (RUBIO et al.,
2008; KOTANI et al., 1999). O diagnoéstico do Hipotireoidismo Congeénito é baseado no
nivel elevado do hormdnio TSH (>20uU/ml) e diminui¢do do nivel de T4 (<6.5 ug/dl)
(RODRIGUES et al., 2005; BAKKER et al., 2000). No entanto, a causa mais prevalente
de defeitos hereditarios do metabolismo da tiredide consiste na deficiéncia da
tireoperoxidase (TPO) em 50% dos casos (ABRAMOICZ et al., 1992).

Tendo-se verificado a importancia dos HT na regulacdo do metabolismo
corporal por toda a vida e a sua necessidade crucial para o crescimento do sistema
nervoso central fetal e durante os trés primeiros anos, o diagnéstico precoce e a
substituicdo dos hormonios tireoideanos evitam danos as criancas afetadas.

A auséncia dos hormdnios nos primeiros anos de vida resulta em retardo mental
e outras sequelas neuroldgicas. Grande parte da incidéncia do hipotireoidismo congénito
ndo € hereditaria. Portanto, ndo é possivel identificar mulheres gravidas de alto risco
que poderiam dar a luz a um bebé com HC (LAVIN, 2006). Além disso, as

manifestacdes clinicas dessa sindrome, frequéntemente sdo sutis ou inespecificas, ou até
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mesmo ausentes, de modo que essas condi¢des ndo é observada ou diagnosticada no
periodo neonatal.

Conforme Ramos et al. (2003), em 1989 foi regulamentado em Campina Grande
- Paraiba o Programa de Triagem de doencas congénitas o qual estabeleceu a
obrigatoriedade do teste em todas as criancas nascidas vivas com finalidade da triagem
em fase pré-sintomética, no entanto a triagem foi iniciada em 1998. No municipio, o
teste de rastreamento € realizado em instituicGes publicas e privadas.

A sintomatologia € rara e ndo especifica em recém-nascidos. Djemli et al. (2006)
relata que a severidade da doenca vai depender do tempo que a crianca esteve sujeita a
um estado de hipofuncéo tireoideana podendo desenvolver um quadro clinico severo, tal
como: hipotonia, mixedema, distensdo abdominal, bradicardia, dificuldade em se
alimentarem, choro rouco, macroglossia, ictericia prolongada, septo nasal incompleto,
fontanelas posteriores alargadas, obstipacdo, hipotermia, atraso na maturacdo 0ssea e
hérnia umbilical.

Além da confirmacdo laboratorial, o diagnostico pode ser reforgado pela
evidéncia radiologica de idade Ossea retardada. A presenca de bocio congénito pode ser
o primeiro indicio clinico de possivel erro inato do metabolismo da sintese hormonal da
tiredide (WAJCHENBERG, 1992).

2.4. Etiologia e Classificagdo do Hipotireoidismo Congénito

O iodo € o componente essencial dos hormonios tireoideanos (MORENO et al.,
2008). Perone et al. (2004) afirma que o HC é uma doenca que em regides iodo-
suficientes é a principal causa do retardo mental. Sua freqtiéncia é varidvel, dependendo
de fatores dietéticos e geograficos, caracteristicas genéticas da populacéo e a faixa etaria
dos pacientes. Porém, segue-se que a ingestdo adequada de iodo é um pré-requisito para
a sintese normal de HT.

O Hipotireoidismo Congénito pode ser classificado em quatro grupos principais:
hipotireoidismo permanente esporadico, hipotireoidismo permanente primario,
hipotireoidismo permanente hipotalamico-pituitario e hipotireoidismo transitdrio
(FOLLEY, 2000). O HC pode ser permanente quando a ineficacia na producdo de
horménios da tiredide permanece por toda a vida, e transitorio quando identificado no

momento do rastreio, e desaparece espontaneamente. Evidéncias sugerem que a forma
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esporadica ocorra, na maioria dos casos, devido a muta¢Bes no fator de transcricdo nos
genes TTF-1, TTF-2 e PAX-8 (PERONE et al., 2004). O HC primério corresponde a
tiredide lesionada ou incapaz de produzir a quantidade normal de T3 e T,4. Pode ocorrer
por condic¢des hereditarias, cuja sintese dos hormonios € insuficiente ou por remocao ou
destruicdo do tecido tiredideu. O hipotireoidismo transitorio ocorre pelo déficit de iodo
na alimentacgdo, pois uma vez estabelecida a quantidade de iodo necessario na dieta, a
producdo de HT é normalizada. Outra causa € a exposi¢cdo materna ou neonatal ao iodo
além da passagem de anticorpos através da placenta que inibem a ligacdo do TSH ao
receptor no feto (RODRIGUES, 2004).

2.5. Defeitos genéticos na sintese hormonal (Disormonogénese)

A disgenesia tiredidea (DT), anomalia que ocorre na embriogénese da glandula
tiredide, é a causa mais freqliente do HC (NEVES, 2008), com 85% dos casos. Os
outros 10 a 15% dos pacientes com hipotireoidismo congénito decorrem da deficiéncia
na sintese dos hormonios da tiredide, disormonogénese. O variado numero de defeitos
genéticos resulta de mutacGes em genes envolvidos na sintese, armazenamento,
secrec¢do, transporte ou na utilizacdo dos HT.

O HC causado por disormonogénese esta ligado a muitos genes podendo
destacar alteracdo na enzima tireoperoxidase (TPO), comprometendo a ligagdo do
iodeto a Tg, defeitos no gene NIS, PDS, THOX,.

Estudos de ligacbes genéticas estabeleceram a relacdo entre o defeito de
incorporacdo de iodeto e mutagfes no gene da TPO, com padrdo de heranga recessiva,
comprometendo os dois alelos, um em cada cromossomo, para que ocorra falha na
atividade catalitica da enzima (NEVES, 2008), onde no homozigoto o hipotireoidismo €
precoce e severo. No entanto, alguns casos podem ser devido a expressao monoalélica
do alelo mutante, com isso o defeito genético esta confinado para uma geragdo e, €
portanto, ndo herdada (DELADOEY et al., 2008). Nos individuos presumivelmente
heterozigotos, o distdrbio €, usualmente, brando e acompanhado de graus variaveis de
aumento tiredideo (WAJCHENBERG, 1992).
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2.6. Enzima tireoperoxidase (TPO) e mutacdes

A Tireoperoxidase (TPO) esté ligada & membrana apical das células da tiredide
onde desempenha a funcdo de catalisar a iodacéo e acoplamento posterior dos residuos
de tirosina na Tg, resultando na sintese dos horménios T3 e T4 (BIKKER et al., 1997).

O gene TPO de 150 kilobases (Kb) de tamanho, contém 17 éxons e 16 introns,
esta localizado no cromossomo dois, I6cus 2p25 (BAKKER et al., 2000; DELADOEY
et al., 2008). O sitio ativo da proteina é composto pelos éxons 08, 09 e 10 do gene, e seu
RNAmM contém 3048 pares de bases e codifica 933 aminoacidos (KIMURA et al.,
1989). A enzima é sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso da célula folicular e
transferida para o complexo de Golgi. Responsavel, na hormonogénese, pela oxidacao
de ions iodeto, iodacdo da tireoglobiluna e acoplamento das tirosinas ionizadas
(coupling) para a formacao dos horménios T3 e T4 (NEVES, 2008).

E uma enzima importante para a sintese dos horménios da tiredide, e seus
defeitos s@o considerados como causa prevalente de alteragbes congénitas no
metabolismo da glandula. Mutagdes na TPO geralmente séo transmitidas por heranga
autossdmica de carater recessivo (ABRAMOWICZ et al., 1992). Mutacdes inativadoras
desse gene levam a defeitos da organificacdo de iodeto, que pode ser total ou parcial,
dependendo da localizagéo e do tipo da mutacdo (TURKKAHRAMAN et al., 2010).

Mutacdes no gene da TPO mostram associagcdo com doengas da tiredide, como
disormonogénese, bdcio congénito, hipotireoidismo congénito, defeito na organificacédo
de iodeto entre outras. Estudos moleculares do gene TPO confirmam a importancia, da
proteina, em funcdes fisiologicas (WANG et al., 2010).

Diferentes alteracGes genéticas que causam Hipotireoidismo Congénito tém sido
caracterizadas, entre elas as mutacdes no gene TPO (SIMM et al., 2009). J& foram
descritas 61 mutacGes ao longo de todo o gene (RIS-STALPERS e BIKKER, 2010). Na
maioria delas, mutagdes missense (codificacdo de um aminoéacido diferentes do normal)
e nonsense (substituicdo de um determinado cddon pelo codon de terminagédo), algumas
em sitio de splicing (inversdo de éxons codificando outra proteina), delecbes ou

insercoes.
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2.7. PCR-SSCP para rastreio de mutagoes

Nos Ultimos anos, a identificacdo de um grande nimero de genes em doencas
levou a uma consideravel melhora clinica, melhor procedimento de diagndstico,
intervencdes terapéuticas e progndsticos eficazes, assim como exames pré-sintomaticos
para familiares de individuos afetados. Como algumas doencas podem estar ligadas a
genes conhecidos, tem-se aumentado na ultima década, a disponibilidade de técnicas
simples, de baixo custo e confidvel para detectar a mudanga na sequéncia de
nucleotideos (VORECHOVSKY, 2005). Além dos custos, o principal critério de
selecdo para esse método € a possibilidade de uma técnica para detectar a presenca de
mutacdes nas regides analisadas.

Foram desenvolvidas técnicas para a triagem de éxons mutados, como forma de
se evitar o sequenciamento total do gene, que uma vez detectado seriam seletivamente
sequenciados (JORGE, 2002). A analise Polimorfismo de Conformacao de Fita Simples
(SSCP) (ORITA et al., 1989) é uma das mais simples metodologia para a detec¢cdo de
mutacBes. A variacdo de uma sequéncia de DNA é detectada pela alteracdo na
conformacdo dos fragmentos desnaturados. Baseia-se no principio de que a
conformacao tridimensional de fragmentos de DNA fita simples depende da sequéncia
de nucleotideos, sendo que a diferenca de um nucleotideo altera o padrdo de migracdo
eletroforética (MOLINA e TOBO, 2004)

Contudo, moléculas que venham a diferir pela substituicdo de uma base
nucleotidica, podem formar diferentes estruturas em relacdo ao seu tamanho e
superficie, apresentando migracdo diferente na eletroforese de gel de poliacrilamida
desnaturante que possibilita a identificacdo da variacdo estrutural que é manifesta pela
mudanca de mobilidade (GIBSON et al., 1997). Em virtude da diferenca de mobilidade
eletroforética de um fragmento de DNA contendo uma ou mais bases diferenciadas, é
possivel visualizar os heteroduplex. Estes sdo sequéncias variantes, que aparecem como
bandas com diferentes deslocamentos eletroforético (GIBSON et al., 1997).

O SSCP possui dois métodos de revelagdo, o radioativo e ndo-radioativo. O nédo
radioativo, pode ser utilizado coloracdo pela prata, que é bastante utilizado devido a sua
praticidade, menor risco e maior sensibilidade. Esta coloracdo é um método
extremamente sensivel de impregnacdo permanente de acidos nucléicos em géis de

poliacrilamida.
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A natureza das bases diferenciadas € a determinante imperiosa para a capacidade
de detectar as mutacgdes, devido a separacdo dos fragmentos. Desse modo, uma vez
identificada a regido do gene alterada o sequenciamento sera sugerido.

Atualmente o SSCP vem sendo utilizado para detectar mutacdes em genes
responsaveis por inimeras doencas hereditarias, mutacdes somaticas em oncogenes,
sendo util também na detec¢do de polimorfismo ligados a genes de interesse (JORGE,
2002).
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3. METODOLOGIA

3.1. Amostragem: Estudo tipo paciente-controle no qual foram analisadas 25

3.2.

3.3.

3.4.

amostras de pacientes com Hipotireoidismo Congénito, por disormonogénese,
com diagndstico clinico e laboratorial confirmado, e 22 amostras de pacientes
(controles) normais para o Hipotireoidismo Congénito. Os grupos foram
pareados conforme género e idade, respectivamente. Todos assinaram um termo
de consentimento para utilizagdo das amostras para pesquisa cientifica. A
pesquisa foi avaliada e aprovada pelo comité de ética do Hospital Universitario
Alcides Carneiro (HUAC).

Local de Estudo: O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Biologia
Molecular (BIOMOL) do HUAC no municipio de Campina Grande, Paraiba.

Coleta: 5ml de amostra de sangue periférico de cada paciente com
Hipotireoidismo Congénito, e seus respectivos controles, foram coletados na
sala de coleta do BIOMOL do Hospital Universitario Alcides Carneiro —
HUAC. A extracdo do DNA genémico, que foi realizada através do kit de
extracdo de DNA ILLUSTRA BLOOD GENOMICPREP MINI SPIN KIT - 28-

9042-64 - GE Healthcare, seguindo o protocolo indicado pelo mesmo.

Amplificacdo: As amplificacdes das amostras com os éxons 06, 07, 8B, 09, 10

e 12 foram realizada nas seguintes condicdes:

v Solucdo Pré-mix (20ul):

- 10pl de Agua Mili-q

- 4ul de Tampéo IVB (5x) (Phoneutria) - Tampao especial para PCR
- 1,6ul de dNTP (200mM)

- 1,6l de Iniciador Direto (0,8 pMol)

- 1,6l de Iniciador Reverso (0,8 pMol)

- 0,5ul de Tag DNA Polimerase (5U/ul) (Phoneutria)

- 1ul de DNA molde
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As amostras foram amplificadas no termociclador TECGENE, da marca
Techine. O programa consiste em desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos seguidos
de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 57°C, 1 minuto a 72°C e extensdo final de
10 minutos a 72°C. A temperatura utilizada (57°C) foi a mesma para todos 0s
iniciadores. O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel desnaturante de

poliacrilamida com glicerol.

3.5. Sistema de gel: A técnica utilizada foi Polimorfismo de Conformacdo de Fita
Simples (SSCP) utilizando o produto da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10% e glicerol
5% desnaturante em sistema de géis verticais, em que o tampéo utilizado foi
TBE a 1%. A analise foi realizada para rastrear a presenca de mutacfes nos
éxons 06, 07, 8B, 09, 10 e 12.

v" Solucéo gel de Poliacrilamida 10% (Gel desnaturante — 5% de Glicerol):
- 13,3ml de Poliacrilamida 30%
- 20ml de tampdao TBE 10x (Tris-Borato- EDTA)
- 2ml de Glicerol
- 4,7ml de Agua Destilada
- 300pl de Persulfato de Amonia;
- 30ul de Temed;

Com a polimerizacdo de 30 minutos a temperatura ambiente, o gel foi submetido
a uma pré-corrida de 15 minutos sem amostras.

As amostras foram adicionado 5ul de formamida para cada 5ul de fragmento
amplificado, amplicon. Todas as amostras foram desnaturadas a 95°C durante 5 minutos
e posteriormente acondicionadas em gelo, choque térmico, para a permanéncia da
desnaturacdo dos fragmentos.

Os géis foram submetidos a uma tensdo de 50 Volts e corrente de 10mA em
temperatura de aproximadamente 4°C (dentro da geladeira) por 24 horas. Para a
revelacdo dos géis foi utilizado o método convencional de coloracdo pelo nitrato de
prata que consiste de trés etapas: a fixacao, onde o gel é tratado com &cido no intuito de

reter as moléculas para que elas ndo difundam durante a coloragdo, a impregnagéo pela



28

prata, onde o gel é tratado com nitrato de prata, e a revelacdo onde se utilizagdo uma

solucdo com formaldeido que reduz o ion prata em prata metalica. Cada etapa com

tempo méximo de 10 minutos.

3.6. Analise das Mutaces: Foram realizadas através da técnica de Polimorfismo
de Conformacéo de Fita Simples (SSCP) dos éxons 06, 07, 8B, 09, 10 e 12 do
gene TPO, os iniciadores utilizados foram descritos por Rodrigues (2004)

(Tabela 1).

Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacdo dos éxons em estudo.

Exon Sequéncia (5°—» 3°) Temperatura Tamanho do
fragmento
6(F) act gct tct gtg ttc ttc tcc ¢ 57°C 258
6(R) aag gct att tcc ctc cct ca
7(F) ggt cat ctt tct get acc ac 57°C 391
7(R) ctg cta ccc ctg gga ata gg
8B(F) atg aac ggg ttg acc tcgtt 57°C 480
8B(R) ggagag aga agc cac gat gc
9(F) gaa gat gct ctt cca cac tgc 57°C 373
9(R) aga gtt cat ggg gac cag c
10(F) ctg agc caa gag ctg tcc tt 57°C 252
10(R) cag ctg cat gag gtg tgc
12(F) ctg tgg gca get ggt ctt 57°C 369
12(R) aat cag ctc ctg ggg aag at

Fonte: RODRIGUES, 2004.

3.7. Analise Estatistica: Foram feitas analises da estatistica descritiva pelo teste de

pareamento T-Student através do programa online Student's T-Test disponivel

em: www.studentsttest.com/.
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4. RESULTADOS

4.1. Rastreamento de Mutacdes

Nos 25 pacientes estudados, o rastreio molecular do gene da TPO foi efetuado
por SSCP, que posteriormente serd seguido de sequenciamento para confirmacdo das
possiveis mutacdes identificadas. A identificacdo dos perfis eletroforéticos alterado por
SSCP foi eficiente, o resumo dos resultados esta descrito abaixo (ver tabela 2).

Em nosso estudo, alguns pacientes sdo familiares, constatando trés familias
distintas: Familia A: paciente 1, 4 e 7; Familia B: paciente 6, 13, 14 e 18; Familia C:
paciente 5 e 12.

Na analise das amostras o parametro para selecdo foi utilizacdo do padrdo de
mobilidade eletroforético do controle negativo, que € normal para o HC, para cada éxon
no intuito de possibilitar a comparacdo com os demais perfis. Novos grupos foram
formados a medida que caracteristicas diferentes surgiram, fator essencial na

determinacéo de outros perfis.

4.2. Anélise do éxon 06

No éxon 06 (Figura 4), as amostras apresentaram um mesmo perfil de migracao
dos fragmentos para todas as amostras analisadas em pacientes.
Da mesma forma, todos os fragmentos do DNA-controle apresentaram 0 mesmo

padrdo de banda. Neste caso, curiosamente, ndo houve a incidéncia de heteroduplex.
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Figura 4: Gel de Poliacrilamida 10% (desnaturante Glicerol 5%) para o éxon 06; Canaleta 1 a 21
representa 0s pacientes; a numeracdo abaixo dos fragmentos indica o padrdo de migragdo diferenciado
entre os demais; Padrédo (1): banda padréo.

4.3. Analise do éxon 07

Na anélise do éxon 07, tomando como base o padrdo do controle negativo que
convergiu com o padrdo de mobilidade dos hipotireoideos, verifica-se dois perfis
distintos entre pacientes e controles, com frequéncia de 100% para os primeiros, a qual
pode ser considerado polimorfismo, porém néo considerado padréo polimorfico.

Na figura 5, esta representado o perfil 1 que corresponde aos pacientes, nao
apresentando diferencas entre os analisados. Perfil 2 (Figura 6) corresponde aos

controles.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 C-Br

Figura 5: Gel de Poliacrilamida 10% (desnaturante - 5% de Glicerol); Anélise dos pacientes para o éxon
07; Canaleta 1 a 21 representa os pacientes; a numeragdo abaixo dos fragmentos indica o padréo de
migracdo diferenciado entre os controles; Controle negativo (C-); Branco (Br); Padrdo (1): 1?3 28 3?
banda;
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Figura 6: Gel de Poliacrilamida 10% (desnaturante - 5% de Glicerol); Analise dos controles para o0 éxon
07; Canaleta 10 a 17 representa os controles; a numeracdo abaixo dos fragmentos indica o padrdo de
migracdo diferenciado; Padrdo (2): 18, 22 banda.

O gréfico 1 mostra a incidéncia dos padrdes distintos identificados no éxon 07,

sendo o perfil 1 apenas os representantes pacientes e o perfil 2, apenas controle.

Exon 07

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Frequéncia

Perfil

H Pacientes - Total: 25 H Controles - Total: 17

Gréfico 1: Representagdo da frequiéncia do perfil 1 em pacientes e 2 em controles.

4.4. Analise do éxon 8B

A apresentacdo dos perfis é caracterizada pelo padrdo eletroforético
diferenciado. A maioria das supostas mutacdes detectadas foram encontradas nos éxons
08, 09, 10 e 12. Justificando, com exce¢do do éxon 12, a incidéncia de perfis variados
pela localizag&o desses éxons no gene TPO, isto &, estes éxons codificam o sitio ativo da
enzima, a parte envolvida na ligacdo heme (BAKKER et al., 2000). Na anélise das
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amostras dos pacientes para o éxon 8B, o padrdo de mobilidade entre os fragmentos
(Figura 6 e 7) mostra quatro padrdes distintos. O controle negativo mostrou um total de
onze bandas, sendo seis bandas padrdo com mais quatro abaixo da terceira banda e uma
abaixo da sexta, ao qual foi denominado perfil 1. Ainda neste mesmo éxons foi
identificado o perfil 2, caracterizado pela auséncia da primeira e segunda banda padrao,
e o perfil 3, que apresenta as seis bandas padréo, ambos os perfis mostraram frequéncia
de 6%. Ja no perfil 4 foi observado as seis bandas padronizadas com adi¢cdo de dois
fragmentos acima da segunda banda padré@o, com incidéncia de 10%. Ver frequéncia no
gréfico 2. Nos individuos controles ndo foi realizada as andlises devido a ndo
amplificacdo da PCR que pode ter sido provocada por contaminagdo nos componentes
da reacdo, concentragdo alta de DNA, impureza das amostras, temperatura de
anelamento dos primers, entre outros fatores. Logo, o numero total dos analisados foi de

18 pessoas, apenas pacientes.

> B

3 4
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Figura 7: Gel de Poliacrilamida (desnaturante - 5% de Glicerol); Analise dos pacientes para o éxon 8B;
Canaleta 1 a 21 representa os pacientes; a numeracdo abaixo dos fragmentos seguida por setas indica o
padrdo de migracdo diferenciado entre os demais; Padrdo (1): 18, 22, 32, 42 5?2 62 banda + Quatro abaixo
da 32 banda + Uma abaixo da 62 banda; (2): 3?, 42, 5%, 62 banda.
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Figura 8: Gel de Poliacrilamida (desnaturante - 5% de Glicerol); Continuacdo dos pacientes para 0 éxon
8B; a numeracdo abaixo dos fragmentos seguido por setas, indicam o padrdo de migracdo diferenciado
entre 0s demais; Padrdo (3): 18, 28, 32 42 52 62 banda; Padrdo (4): 18, 28, 32 42 52 62 banda + Duas acima
da 22 banda; Padrdo (5):3?, 42, 58, 62 banda.

Exon 8B
100% 80%
o 80%
'S
S 60%
3
T A0%
T 5% 5% _ 5% _ 5%
- g & ==
0%
1 2 3 4 5
Perfil

M Pacientes - Total: 18

Gréfico 2: Representacdo da frequéncia dos perfils 1 ao 5 em pacientes.

4.5. Anélise do éxon 09

No éxon 09, foram identificados sete perfis no padrdo de migracdo, sendo seis
verificados nos pacientes e um nos individuos controles, isto &, todos os individuos
controles apresentaram mesmo perfil. Isso explica o fato do éxon em questdo esta
localizado no centro catalitico da enzima.

Neste éxon também houve casos em que familiares apresentaram o0 mesmo

perfil, como € o caso dos pacientes 6, 13, 14 e 18 que pertencem a familia B.
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Mutacdes compartilhadas entre familiares fortalecem o indicio de provaveis
mutacdes relacionadas ao gene TPO, além de permitir investigar a presenca de efeito
fundador dessas mutacdes na regiéo.

O perfil 2 difere do perfil 1 pela presenca de um fragmento acima da terceira
banda padrdao. Com frequéncia de 10%, tem seus representantes todos os individuos
pertencentes a familia B (paciente 6, 13, 14 e 18) mais o paciente 15. Mais uma
investigacdo a cerca da consanguinidade. O perfil 3, 4 e 6 apresentaram frequéncia de
4%, 2% respectivamente. Nenhum de seus representantes aponta parentesco nesses
perfis. O perfil 2, 3, 4 e 6 demonstram a baixa frequéncia encontrada nos respectivos

perfis, reforgando a hipétese de provaveis mutagdes nesses pacientes.

8 9 40: 11 12 13 1415 16 1718 19 20 21 G- By

'__.T.—_ =] 11 N

Figura 9: Gel de Pollacrllamlda (desnaturante - 5% de Glicerol); Analise dos pamentes para o éxon 09
Canaleta 1 a 21 representa 0s pacientes; a numeracao abaixo dos fragmentos seguida por setas indica o
padrdo de migracdo diferenciado entre os demais; Controle negativo (C-); Branco (Br); Padréo (1): 12, 28,
3% banda; (2): 18, 28, 3% banda + Uma acima da 32 banda; (3): 18, 22, 32 banda + Uma acima da 3?2 banda +
Uma abaixo da 22 banda; (4): 12 banda + Uma abaixo da 12 banda + Uma abaixo da suposta 32 banda; (5):
123, 22 32 banda + Uma abaixo da 22 banda; (6): 1%, 32 banda.

Exon 09
100%
100%
& 80%
e 0
g 0% 136% 28%
S 40% 20% .
o 20% .ﬁ 8%q0, k% lﬁ 8%0% 0%
0% =
1 3 4 5 6 7
Perfil

W Pacientes - Total: 25 m Controles - Total: 22

Grafico 3: Representagdo da frequiéncia dos perfis 1 ao 7 em pacientes e controles.
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4.6. Andlise do éxon 10

A analise do éxon 10 demonstra que a maioria dos pacientes apresentam perfil 2
com frequéncia de migracdo correspondendo a 40% do valor total de incidéncia dos
perfis. Os pacientes 14 ao 18 apresentam o perfil 1 e o paciente 10 com perfil 3. A

figura 9 e o grafico 4 representam o perfil e a incidéncia, respectivamente citados a

cima. O paciente 14 e 18 sdo parentes, pertencendo a familia B.

e
[o%
o
o
el

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 1415 16 1718 19 20 21 C- Br

FTFTTEF

Figura 10: Gel de Poliacrilamida (desnaturante - 5% de Glicerol); Analise dos pacientes para o éxon 10;
Canaleta 1 a 21 representa os pacientes; a numeragao abaixo dos fragmentos seguida por setas, indica o
padréo de migracdo diferenciado entre os demais; Controle negativo (C-); Branco (Br); Padrdo (1): 12, 28,
38, 42 58 62 banda; (2) 18, 28, 3% 48 52 62 banda + Duas bandas acima da 62 banda; (3): 12, 28, 43, 5%, 62
banda + Uma abaixo da 5% banda + Uma acima da 62 banda.

O perfil 4 ¢ representado por apenas um individuos controle (C10) que ndo é
portador do hipotireoidismo congénito, representando 2% em sua frequéncia. Como
mostra no grafico. Considerou-se o perfil 1, devido ao parentesco que existe em dois

pacientes e ao numero geral de pessoas que apresentaram esse padrao.

Exon 10
95%
100% 76%
S 80%
& 60%
% 40% | 20% . »
I 20% % 4% gy ow% S%
[ —-7
0%
1 2 3 4
Perfil

W Pacientes - Total: 25 m Controles - Total: 22

Grafico 4: Representacdo da frequiéncia dos perfis 1 ao 4 em pacientes e controles.
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Por se tratar de uma frequéncia alta, perfil 2, a analise nos remete a um
polimorfismo encontrado nos pacientes ja que sua incidéncia é consideravel alta em

relacdo a sua presenca na populagéo paraibana.

4.7. Anélise do éxon 12

Por fim, a anélise do éxon 12 também revelou altera¢fes no padrdo de migracao
dos fragmentos (Figura 10). Foram identificados sete perfis através do rastreio
populacional da Paraiba para HC que foi realizado por SSCP, aproveitando a alteracédo

causada pelas supostas mutacdes, na mobilidade eletroforética.

100pb

2 34 5 6 Z & 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 ‘G- Br
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Figura 11: Gel de Poliacrilamida (desnaturante - 5% de Glicerol); Analise dos pacientes para o0 éxon 12;
Canaleta 1 a 21 representa o0s pacientes; a numeracao abaixo dos fragmentos seguida por setas, indica o
padréo de migracdo diferenciado entre os demais; Controle negativo (C-); Branco (Br); Padréo (1): 12, 22,
3% 42 banda; (2): 12, 22 banda; (3): 18, 28, 32, 42 banda + Duas abaixo da 12 banda; (4). 22, 42 banda; (5): 18,
28, 42 panda.

De maneira semelhante ao que foi observado no éxon 09 os pacientes 13, 14 e
18 da familia B apresentaram alteracBes comuns, porém divergindo apenas em perfis.

Os dois primeiros se encontram no perfil 4 e o ltimo no perfil 5.
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Gréfico 5: Representacdo da frequiéncia do perfil 1 ao 7 em pacientes e controles.

O grafico 5 traduz a frequéncia dos perfis analisados. Observamos alternancia de

expressao de perfis entre pacientes e controles. Os perfil 3, 4 e 5 apresentaram menor

incidéncia, os pacientes por eles representados serdo sequenciados. A tabela 2

demonstra em sintese os resultados das nossas analises.

Tabela 2 - Possiveis mutaces encontradas entre 25 pacientes com HC no rastreio molecular do gene

TPO.
Perfis com Total
Exon Perfis Provaveis Pacientes Frequéncia  Paciente/
Encontrados  Mutagdes controle
Perfil 8B.2 P7 5%
8B 4 Perfil 8B.3 P22 5% 18/0
Perfil 8B.4 P23 5%
Perfil 8B.5 P24 5%
Perfil 09.2  P6, P13, P14, P15, P18 20%
Perfil 09.3 P2, P3 8%
09 7 Perfil 09.4 P1 4% 25/22
Perfil 09.6 P16 4%
Perfil 10.1 P14, P15, P16, P17, P18 20%
10 4 Perfil 10.3 P10 4% 25/22
Perfil 12.3 P21 4%
12 7 Perfil 12.4 P13, P14 8% 25/22

Perfil 12.5 P15, P17, P18 12%
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5. DISCUSSAO

Métodos de triagem na deteccdo de mutacBes continuam sendo um grande
avanco para o diagnostico molecular de muitas alteracBes genéticas. Dessa forma, o
Polimorfismo de Conformacdo de Fita Simples (SSCP) vem apresentando melhores
resultados na rapidez, sensibilidade e simplicidade de sua reprodutividade.

A maneira como a mutacdo afeta a molécula de DNA, e como interfere na
mobilidade eletroforética da sequéncia amplificada norteia a deteccdo das mutacdes. Por
isso, os iniciadores da amplificacdo sdo de suma importancia para formacdo dos
heteroduplex que venham ter uma mobilidade eletroforética diferente do controle
normal (JORGE, 2002).

A principal causa genética da disormonogénese sdo os defeitos no gene da
tireoproxidase (RUBIO et al., 2002). Neste estudo, foi realizada anélise de DNA
gendmico de 25 pacientes, acometidos pelo HC oriundos de varios municipios do estado
da Paraiba, visando identificar alteragdes no gene TPO. Os resultados apontam para
diferentes perfis de migracdo com mecanismos de mobilidade variados.

A atividade enzimatica do TPO depende da conformacdo estrutural correta da
proteina, da sua insercao apical e da presenca do sitio ativo. Trés diferentes mecanismos
ja foram identificados podendo interferir na atividade da enzima. Primeiramente,
muta¢des que causam mudanca no quadro da leitura (frameshift). Segundo, a troca de
aminoacidos pode provocar importantes mudancas de conformacdo da proteina.
Terceiro, a substituicdo de um aminoacido pode afetar a funcdo da enzima sem alterar
sua estrutura e localizagdo (DELADOEY et al., 2008).

Conforme verificado, grande parte dos éxons analisados nesse estudo apresentou
variantes polimorficas. Porém algumas andlises pacientes-controles ndo foram
possiveis, por exemplo, 0 éxon 8B individuos controle, devido a problemas na reacéo da
PCR. Como também problemas de expressao dos fragmentos, que foram repetidos para
melhor visualizacao.

O rastreio de mutagdes no gene da TPO em doentes com HC na populacdo
paraibana demonstra heterogeneidade no padrdo de mobilidade eletroforético. No
presente trabalho, os éxons com maior prevaléncia de possiveis mutacdes foram o 8B,
09, 10 e 12. Entretanto, 0 éxon que apresentou maior numero de perfis e de individuos
afetados aparentados que compartilhavam o mesmo padréo de migragdo de fragmentos

correspondem ao éxon 009.
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A nivel da localizagio das mutagBes no gene da TPO, os resultados das variadas
pesquisas apontam regides que correspondem ao centro catalitico da enzima (éxon 08,
09 e 10). As mutagdes ja descritas na literatura, ndo foram caracterizadas em termos de
expressao e funcao da proteina mutada.

Apesar da TPO ser uma enzima chave na sintese de HT, os casos de HC com
defeitos no gene desta proteina, em comparacdo com a totalidade dos casos de HC, séo
considerados raros (RODRIGUES, 2004). A genotipagem dos pacientes pode ajudar no
entendimento do papel das mutac6es no desenvolvimento desta sindrome, dessa forma a
caracterizacdo ganha importancia uma vez que no futuro o nimero tende a aumentar.

O Polimorfismo é considerado como diferengas nos fenétipos, mudancas nas
sequéncias de DNA, ndo acompanhadas de variacdo fenotipica, ou ainda uma variacdo
comum na sequéncia de DNA entre os individuos. Nos éxons 06 e 07, para a populagéo
estudada, ndo foi identificado variantes, podendo ser considerado polimorfismo e nédo
padrdo polimorfico.

Segundo Avbelj et al. (2007) a mutacdo identificada no éxon 06 cria um sinal de
terminacdo causando uma perda da parte catalitica da enzima. No entanto, néo
observamos padrdes de migracdo diferenciado para este éxon na nossa amostra. A ndo
divergéncia dos padrdes eletroforéticos, para este éxon, pode ser justificada devido a
localizacéo extracelular na proteina.

A analise de SSCP em Rivolta et al. (2007) resultou em uma mutacéo frameshift
com um codon de parada prematuro no éxon 07 na populacdo de Buenos Aires. Em
nossa analise por este mesmo método eletroforético e diferente populacdo, o éxon 07
apresentou mesmo perfil em todos os pacientes e perfil diferente para os controles.
Podendo ser considerado polimorfismo, mas ndo um padréo polimarfico.

No éxon 8B foi analisados cincos perfis dos quais apenas quatro (2, 3, 4 e 5)
foram considerados. No éxon 09 acompanhamos a identificacdo de sete perfis de
migracado na nossa amostra, sendo quatro destes relevantes para nossa avaliacdo devido
a importancia critica desta regido totalmente ativa no gene TPO. Todos os perfis
eletroforéticos alterados presentes em apenas em pacientes de baixa frequéncia serdo
verificadas por sequenciamento.

Bakker et al. (2000) descreve quatro grupos de mutacGes na populacéo
holandesa: frameshift (seis diferentes) ocorrem com maior frequéncia (39 dos 69 alelos
estudados no gene TPO); mutagcdes missense (seis diferentes) encontrados em 15 alelos

mutados, esta em segundo lugar; splicing (trés diferentes), responsavel por cinco alelos



40

afetados e, finalmente, uma mutacdo de absurdo, que afeta quatro alelos TPO. A
maioria das possiveis mutacdes ocorrem nos éxons 08, 09 e 10 assim como as possiveis
mutacdes de nosso estudo na populagdo paraibana. Estes éxons codificam o sitio ativo
da enzima, a parte envolvida na ligacdo heme.

Neves (2008) descreve uma alteracdo no exon 10 que leva a substituicdo da
arginina pela glutamina, sendo individuos heterozigotos para HC. Para este éxon
encontramos quatro perfis alterados e apenas dois exclusivos para pacientes que foram
selecionados para sequenciamento.

Na nossa pesquisa também ha tragos variaveis nas espressdes de mobilidade dos
perfis no éxon 12. Foram identificados 7 padrbes, sendo o perfil 4 representado por
individuos aparentados (13 e 14) e o perfil 5 representado pelos pacientes 15, 17 e 18,
este também integrante da mesma familia dos representantes do perfil 4, familia B.
Verificamos que os demais perfis apresentaram incidéncia maior que 2% no grupo

controle, indicando que todos séo polimorfismos.



41

6. CONCLUSAO

» O SSCP provou ser um método eficiente para a triagem de possiveis mutacdes
nos gene TPO, no entanto, a padronizacdo é importante para a deteccdo das
mutagoes.

» Verificamos um maior numero de perfis variaveis, provaveis mutagdes
associadas ao HC nos éxons 8B, 09, 10 que correspondem ao centro catalitico na
enzima.

» Nos éxons 09, 10 e 12, individuos pertencentes as mesmas familias
compartilharam o mesmo padrao eletroforético. O que corrobora que esses perfis
alterados correspondam a mutacdes no gene TPO.

» Com o sequenciamento dos perfis alterados rastreados por SSCP poderemos
caracterizar a natureza das mutacdes, como também identificar polimorfismos e
mutacdes relacionadas com HC, e dessa forma verificar a frequéncia dessas

mutac¢des na populacéo paraibana.
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