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Com o tempo vocé aprende (...) que ndo importa em quantos pedacgos seu coracao foi

partido, 0 mundo ndo péra para que vocé o conserte.
Aprende que o tempo nao € algo que possa voltar para tras.

Portanto, plante seu jardim e decore sua alma, ao invés de esperar que alguém lhe traga

flores.

E vocé aprende que realmente pode suportar, que realmente é forte, e que pode ir muito
mais longe depois de pensar que ndo se pode mais. (...) Nossas duvidas sdo traidoras e nos

fazem perder o bem que poderiamos conquistar, se ndo fosse o medo de tentar.”

William Shakespeare
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ANALISE DA MUTACOES NA POSICAO ¢.886C<T DO EXON 7 DO GENE DA
TIREOGLOBULINA (TG) EM PACIENTES COM HIPOTIREOIDISMO
CONGENITO DA PARAIBA

ANNA BRAZILINA DA COSTA GALDINO

RESUMO

O Hipotireoidismo Congénito (HC) é uma doenca enddcrina com incidéncia
estimada mundialmente de 1:3.500 criancas nascidas vivas. A doenga € causada pela
deficiéncia dos hormdnios da tiredide, presentes logo nos primeiros dias de vida, podendo
ser causada por uma anormalidade na embriogénese tiroideana (disgenesia) ou na
biossintese dos hormonios tireoidianos (disormonogénese), caracterizando o retardo no
desenvolvimento 0sseo, inabilidade intelectual, dentre outros.A disormonogénese
tireoidiana esta diretamente ligada as mutagdes no gene Tireoglobulina (TG), localizado
em 8924, que sintetiza uma glicoproteina com 660 KDa. As diferentes mutaces que
levam ao bocio congénito tém sido identificadas e caracterizadas no gene do TG: ¢g.IVS3-
3 C>G, p.R277X (exon 7), p.362fsX382 (exon 9), p.C1245R (exon 17), p.R1511X (exon
22), g.IVS30+1G>T, p.C1977S (exon 33), 0.1VS34-1G>C, e p.R2223H (exon 38), todas
associadas com o bdcio simples e endémico. Dentre essas, a mutagcdo ¢.886C<T no éxon
7, que gera uma proteina truncada (pR277X), é considerada a mais frequente dentre as
populacbes com bocio congénito. Nesse trabalho, foi analisada a mutagdo na posicao
€.886C<T do exon 7 do gene da TG em24 pacientes com diagnostico clinico-laboratorial
confirmado para HC acompanhados no Hospital Universitario Alcides Carneiros —
HUAC/UFCG, no estado da Paraiba. Foram utilizadas as técnicas de RFLP e
sequenciamento para identificar a ocorréncia da mutacdo. Dentre os pacientes estudados,
0 paciente Q apresentou a mutacdo em questdo, logo, a proteina TG ndo é completamente
sintetizada, pois a mutacdo gera um cddon de parada no aminoéacido Arg277. Esse foi o

primeiro caso confirmado da mutacdo ¢.886C<T na Paraiba.

Palavras chaves: Hipotireodismo Congénito, Mutacéo, Tireoglobulina.



1 INTRODUCAO

O Hipotireoidismo Congénito (HC) é uma doenca enddcrina com incidéncia mundial
estimada de 1:3.500 nascidos vivos (AGRETTI et al., 2013). A doenca é causada pela
deficiéncia do hormonio da tiredide, presente logo nos primeiros dias de vida. Umas das
principais causas da doenca € a disgenesia, comprendendo a ma formacdo da glandula
tireoidiana durante a embriogénese; ou a disormonogénese, uma falha na sintese da
producdo hormonal da glandula da tiredide (RASTOGI; LAFRANCHI, 2010).

A disgenesia é responsavel por 85% dos casos de HC (AGRETTI et al., 2013). A
glandula da tiredide é originada de células foliculares, derivada do primordio tiredideo e
diferenciada por meio dos fatores de transcricbes (TTF1-TTF2) e
pairedboxtranscriptionfactor 8 (PAX-8). Esses fatores devem desempenhar
orquestradamente suas 11 funcbes para o desenvolvimento da glandula, sendo
fundamentais também para a migragéo correta da glandula e para a proliferacdo hormonal
(VONO — TONIOLO & KOPP, 2004).

A disormonogénese da tiredide é causada principalmente por defeitos em proteinas
ligadas a sintese dos hormonios tireoidianos de carater hereditario (cerca de 15%)
(AGRETTI et al., 2013). Mutacdes nos genes da Tireoglobulina (TG),hormonio
estimulante da tireoide (TSH),da proteina Co-transporte Sodio/lodo (NIS), da proteina
Pendrina (PDS), genes do sistema THOX 1 e THOX 2 e no gene da tireoperoxidase
(TPO) podem estar relacionadas com a disormonogénese da tiredide (KOPP, 2002).

A maior parte dos casos de disormonogénese tireoidiana esta diretamente ligada a
mutacOes no gene da TG. Gene esse quefunciona como uma central para a sintese dos
hormdnios tireoidianos (RIVOLTA et al., 2005).

O HC pode acometer o individuo de maneira permanente ou transitoria. No HC
permanente, a deficiéncia hormonal sera por toda a vida, necessitando de uma reposicao
hormonal no tratamento. JAa no HC transitorio, a deficiéncia ocorre nos primeiros
momentos de vida e posteriormente, os niveis de horménio sdo regularizados (RASTOGI,;
LAFRANCHI, 2010). Os individuos afetados pelo HC apresentam sinais e sintomas nédo
muito especificos durante os primeiros dias de vida (PEZZUTI et al., 2009). Dentre os
sintomas mais evidentes do hipotireoidismo estdo: o grito rouco, constipacao, ictericia
prolongada, hérnia umbilical, macroglossia, bocio, retardo no desenvolvimento 6sseo e do
intelecto (RASTOGI; LAFRANCHI, 2010). Pelo fato dos sintomas do HC serem



impercetiveis nos primeiros dias de vida, ressalta-se a importancia da realizagdo de uma
triagem neonatal, no Brasil implantadopelo Ministério da Satde desde 2001 (Portaria n°
822/2001) (RAMALHO, et al., 2009). Ainda assim, pode-se detectar a doenca antes
mesmo do nascimento por meio do historico familiar da crianca. O diagndstico precoce e
0 tratamento nas primeiras semanas de vida sdo de fundamental importancia para impedir
maiores danos a crianga com HC (RASTOGI; LAFRANCHI, 2010).

A TG é uma glicoproteina formada por 2768 aminoacidos, de 660 KDa,
sintetizada e secretada pelas células tireoideanas dentro do limen folicular (VAN DE
GRAAF et al.,2001).

No entanto, a biossintese dos hormonios tireoideanos necessitam que todas as
etapas sejam realizadas integralmente. A sintese da TG inicia-se com a modulacdo
intracelular de Monofosfato de Adenosina ciclico (AMPc). Por intermédio do receptor de
TSH (RTSH), localizado na membrana basal da célula, o0 AMPc sinaliza o inicio da
transcricdo do gene da TG, regulado pelos TTF- 1, TTF-2 e PAX-8 (RIVOLTA et al,,
2006). Em outra via, oiodeto entra na célula folicular pela membrana basalpor meio do
transpostador NIS (VAISMAN et al.,2004), apds entrar na célula, outra proteina é
responsavel pra levar o iodo até o limen folicular, a PDS. No lumen o iodeto é oxidado
pela acdo da enzima TPO, o iodo fixa nos residuos de tirosil da TG formando o
monoiodotirosina e diiodotirosina (MIT e DIT) (RIVOLTA et al., 2006). Intercorrendo o
aclopamento desses dois residuos com o iodeto, gera uma molécula de TG iodado
transportando o T4 (aclopamento de dois DITs), ou T3 (aclopamento de um MIT/DIT). O
complexo TG-horménios formados entra na célula por invaginacdo, dentro dos
lisossomos acontece a proteolise e os hormdnios tireoidianos T3 e T4 séo liberados para o
fluxo venoso juntamente com algumas moleculas de TG maduras. Entretanto, com
insuficiéncia de iodo, moléculas de TG imaturo internalizam-se até o complexo de Golgi
para serem aproveitada e é identificada na membrana pela proteina dissulfeto-isomerase
(PDI). Apds todo esses processos, o complexo da TG é armazenado no limen folicular em
proteinas compactadas (figura 1) (VAN DE GRAAF et al.,2001).
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Figura 1: Representacdo da sintese dos horménios tireoideanos: Glandula tireoidiana, em contato com a
corrente saguinea a membrana basal, 0 TSH se liga aos seus receptores (rTSH) que enviam sinal pra que o
RNA mensageiro (MRNA) da TG seja produzido no nicleo (N) da célula e siga para o reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), local de sitese da proteina (2). Depois da tradugdo, a proteina passar por um
controle de qualidade, por sete chaperonas, entdo migram para o complexo de golge, jA com umdimero,
completando entéo o processo pos-traducional (3). A TG ainda imatura segue para limem folicular, onde
acontece 0 acoplamento MIT e DIT na proteina da TG, em decorréncia de condicOes oxidativas do iodo,
formando os hormdnios tireoideanos T3 e T4 (4), o complexo TG-hormdnios tireoideanos (T3, T4, MIT e
DIT) é transportado novamente pra dentro da célula (5). Entdo, essas moléculas sdo englobadas pelos
lissomos que sofre protedlise para a liberagcdo dos hormdnios tireoideanos na corrente sanguinea, o iodeto
ndo aproveitado na sintese da TG, podem retornar ao complexo de golgi para ser reaproveitado pela
célula(VAN DE GRAAF et al.,2001).



10

O gene da TG estd no locus 8g24.2 -8g24.3 do cromossomo € sintetizada como
molécula de 12S que forma homodimeros de 19S e até terameros de 27S, em sua
formacéo de 48 éxons separados por introns que variam no tamanho (RIVOLTA et al.,
2006), e seu RNAm tem aproximadamente 8,5kb, com suas seuquéncias heterogénia por
ter a existéncia de 21 polimorfismos (VAN DE GRAAF et al.,2001).

Ja foram identificadas 62 mutagbes para esse gene em humanos: 14
splicing(remocdo dos introns), 12 mutacdes nonsense(um determinado coddo de residuo
de aminoécido é substituido por um coddo de terminagdo),25missense(mutacGes sem
sentido), 8 delecdes (perda parcial ou total de um segmento do cromossomo) e 3 SNPs (é
uma variacdo na sequéncia de DNA que afeta somente uma base) (CITTERIO et al.,
2013). Mas, um novo estudo realizado pelo mesmo autor CITTERIO (2015), relata uma
nova mutacao splicing no éxon 6 no gene da TG 745+1G>A (g.1IVS6+1G>A), de uma
familia do Vietna.

As alteragOes genéticas funcionais da TG sdo herdadas de forma autossdmica
recessiva de individuo homozigoto ou heterozigoto composto, que possui mutacGes

diferentes nos dois alelos do individuo causando entdo a doenca(AGRETTI et al., 2013).

As diferentes mutacbes que levam ao bdcio congénito tém sido identificadas e
caracterizadas no gene da TG: g.IVS3-3 C>G , p.R277X (éxon 7), p.362fsX382 (éxon 9),
p.C1245R (éxon 17), p.R1511X (éxon 22), ¢.IVS30+1G>T, p.C1977S (éxon 33),
g.IVS34-1G>C, e p.R2223H (éxon 38), todas associadas com bécio simples e endémico
(RIVOLTA et al.,2006). O primeiro caso de mutacdo associada a expressdo anormal do
TG foi descrita por Leiri et al (1991). Estudos moleculares mostraram a perda do éxon 4
no RNAm do TG, o que levou a sintese de uma proteina menor, sem um Segmento
peptidico de 68 aminoacidos. O residuo de tirosina localizada na posi¢do 130 (éxon 4) é
provavelmente um sitio doador de tirosina na sintese de tiroxina. A perda do exon
4ocorreu devido a substituicdo de citosina por guanina na posi¢do -3 no sitio receptor de
splice no intron 3 (IVS3—-3C>G). Outro estudo realizado com uma familia, onde dois
irmaos eram portadores de HC com bdcio, detectou uma dele¢cdo em homozigose de um
fragmento de 138 nucleotideos na regido central do RNAmM da TG, causando uma
degradacéo e diminui¢ao dos hormdnios tireoidiano (RUBIO et al., 2002).

A mutacdo do gene TG mais frequente entre as populagdes com bdcio congénito €
a mutacdo ¢.886C<T (p.R277X) no éxon 7. A mutacdo pontual é do tipo nonsense e foi

encontrada em familias da Argentina e em uma familia do Brasil. A mutacéo, por sua vez,
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gera uma proteina grosseiramente truncada de 276 aminoacidos diminuindo a capacidade
de gerar hormoniotireoideanos (RIVOLTA et al., 2005).

Esse estudo, visou caracterizar mutacao no gene da TG no éxon 7 de 24 paciente
diagnosticados através de exames clinico-laboratorial com HC, acompanhados no
Hospital Universitario Alcides Carneiros — HUAC/UFCG, no estado da Paraiba.Elegemos
0 gene TG éxon 7 para a nossa pesquisa, por serfrequente entre as populagfes com bdcio
congénito e desermonogénese. A mutacdo pontual p.R277X no gene TG é do tipo
nonsense e ja foi encontrada em familias da Argentina e em uma familia no Brasil
(RIVOLTA et al., 2005).

Portanto, tal alteracdo na proteina TG justifica 0 mau funcionamento da glandula
da tireoide dos pacientes com HC, diminuindo a secrecdo para o coldide de horménios
tireoidianos T3 e T4.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Tipo de estudo

Estudo caso-controle, no qual se comparou um grupo de 24 pacientes com
diagnostico clinico-laboratorial confirmado para HC (caso) e um grupo de 22 pessoas

saudaveis para a doenca (controle).

2.2 Local de estudo e amostragem

A Pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular -
LGBM, localizado no complexo Trés Marias no Campus I, da Universidade Estadual da
Paraiba - UEPB, em Campina Grande — PB.

Foram obtidas amostras de sangue de 24 pacientes com diagndstico confirmado
para Hipotireoidismo Congénito provenientes da 22 Macrorregido de Saude do Estado da
Paraiba, que sdo assistidos no Hospital Universitario Alcides Carneiro (HUAC/UFCG).

Os pacientes envolvidos apresentaram glandula com tamanho e localizagdo nomais
e alguns apresentando bécio, sugerindo disormonogénese. A média de idade dos pacientes
foi de 21,3 anos, possuindo faixa etéria de 5 meses a 55 anos, com 52% dos individuos do

sexo masculino.
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O outro grupo utilizado como controle foi composto por 22 individuos, que ndo
apresentam a disfuncdo de HC. O material bioldgico foi obtido através de pun¢do venosa
e armazenado a 4°C em tubos de coleta a vacuo contendo EDTA. As coletas foram
realizadas pela equipe de endocrinologistas do HUAC.

Todos os participantes ou responsaveis legais assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para a autorizagdo de utilizacdo das amostras de
sangue, e o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital

Universitario Alcides Carneiro.

2.3 Amostras

As amostras do DNA gendmico dos 24 pacientes com HC e os 22
controlesfoirecebidas em tubos de EDTA congeladas a 4°C. A extracdo do DNA foi
realizada a partir de amostras de sangue periférico dos individuos, seguindo o protocolo
de extracdo organica (SAMBROOK et al., 2001).

2.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para todas as amostras foi amplificado um fragmento de 400 pb do exon 7, do
gene da TG, utilizando-se os iniciadores direto '5 TGGACCTTCCTTCCACCTTCACTG
'3 e a Reveso '5CCTTCCGTCTGGCACTGCA '3 (VAN DE GRAAF et al, 1999).

A amplificagdo do DNA dos 24 paciente e os 22 controles foi realizada em um
volume final para cada amostra de 25 pl contendo: 1 pl de DNA genémico, 17,56 ul de
H20, 500mM KCI; 100 mM Tris-HCI pH 8,4; 1% Triton X-100 ; 15 mM MgCl, (tampéo
IB), dNTP 0,2 mM, iniciador direto 0,4 pmol, iniciador reverso 0,4 pmol (unidades por
pl) de Taqg polimerase 1 U/L. As amplificdes foram realizadas no termociclador (Veriti
®96-Well Applied Biosystems) com o programa de temperatura para a desnaturagéo
inicial por 1 min a 95 °C; com 35 ciclos de anelamento por 1 min a 60 °C e extens&o por
1,5 min a 72 °C; e extensao final por 10 min a 72 °C (CITTERIO et al., 2012).

2.5 Polimorfismo de Fragmentos de Restricdo (RFLP)

Os produtos amplificados foram submetidos a processo de digestdo enzimatica

utilizando a enzima de restricdo AlwNI (Cail)* (Fermentas Life Sciences). Cada reagédo de
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digestdo enzimética continha 4,4 pl de H,O ultra-pura, 0,5 pl de tampdo com
concentracdo 10x FastDigest green Buffer, 01 ul da enzima AlwNI e 5,0 pl de produto de
PCR. As reacdes foram incubadas a 37°C por 3 horas no banho-maria. Apds a disgestdo
0s paciente com a mutacdo p.R277X reconhecerar o sitio da enzima CAGNNNCTG,
produzindo dois fragmentos, um com 100pb e outro com 300pb.

2.6 Eletroforese gel poliacrilamida

Foram utilizados 10 pl do produto da reacdo de digestdo enzimatica que foram
aplicados em um gel de poliacrilamida a 8% submetido a eletroforese em uma cuba
vertical. O tampdo utilizado para a corrida eletroforética foi TBE 1x (Tris-Borato-EDTA)).
A corrida eletroforética teve duracdo de 2h20min, com voltagem de 120 Volts, 11
miliAmperes e uma pré-corrida de 36 Volts de 15 mim. O tamanho dos fragmentos foram
caracterizados por um marcador de peso molecular de 100pb (Jena Bioscience.).

A solucdo de nitrato de prata foi utilizada para corar os gés e a solucéo reveladora
de Hidrdxido de sodio foi usada no final do processo, segundo o protocolo de Crestes et
al. (2001).

2.7 Sequenciamento

Encontrando algum paciente com digestdo enzimatica formando dois fragmentos,
um de 100pb e outro de 300, realizamos o sequeneciamento das amostras amplificadas
juntamente com um controle ndo afetado HC. Essas amostras foram sequenciadas
utilizando o Analisador Genético 3500 XL (Applied Biosystems). Para cada amostra
foram realizados dois sequenciamentos, um utilizando o iniciador direto e outro utilizando

o iniciador reverso.

Para a reagdo de sequenciamento foram utilizados: 2ul. do amplicon purificado
enzimaticamente com EXOI/SAP (3-10ng/ul), 1 uL do iniciador (5pMol/ul), 1,75 puL do
Tampao de Sequenciamento, 0,5 uL de BigDye (Applied Biosystems) e 4,75 uL de H20
Mili-Q, para o volume final de 10 puL. As reagdes foram realizadas em placas de 96-pogos
submetidas as condi¢fes térmicas de: desnaturacdo inicial de 96°C por 1 min; e 40 ciclos
de desnaturacdo a 96°C por 1 sec, anelamento de 50°C por 15 sec, extensdo de 60°C por 4

min.
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As amostras foram purificadas e precipitadas utilizado 1ulL de Acetado de Sodio
(3M, pH 5,2) 1 uL de EDTA (125 mM, pH 8,0) e 25 pL de etanol absoluto, que seguiram
para a centrifugacdo a 4°C, a 3.700 rpm por 40 sec. A solucdo removida foi adicionada
aos pogos 35 uL de etanol a 70%; as amostras foram centrifugada novamente a 4°C, a
3.700 rpm por 10 sec. Apds secagem da placa, foi adicionado 10 uL. de formamida em

cada poco e levado ao sequenciador.

2.8 Anadlises das sequéncias

Para a analise das sequéncias foram utilizados o pacote de programas Staden
(STADEN et al., 2000), o programa MEGA v.6 (TAMURA et al., 2013) e a Ferramenta
de Busca de Alinhamento Local Basico — BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). No Staden
foram analisados os cromatogramas, por meio do programa Trev e gerado o contig
utilizando os programas pregap4 e gap4. O contig gerado foi resultado das quatro
sequéncias (duas correspondentes ao paciente, sendo uma direta e outra reversa e duas
correspondendo ao controle). O Mega 6 foi utilizado para fazer o alinhamento das
sequéncias com o contig, sendo possivel alinhar essas sequéncias e identificar a regido da
mutagdo. O  programa BLAST estd disponivel no site do NCBI

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) e foi utilizado para comprovar que as sequéncias

obtidas eram as esperadas.

3 RESULTADOS

A TG necessita que em sua totalidade funcional, seja perfeita sua sintese na
formacgdo dos hormonios tireoidianos, assegurar assim, que ndo haja o surgimento HC.
Todos os 24 individuos passaram por uma triagem, realizando exames laboratoriais de
tipagens soroldgicas dos horménios tireoidianos e exames de imagem da regido

tireoidiana demostrados na tabela 1.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabela 1: Dados dos pacientes envolvidos na pesquisa.

Familias Paciente Sexo IDDIAG Ultrasson TSHiic TSHmix T4mic TPO T3Total TGinic TGquant TGqualit L-T4inic

A M M R 4l 22 w02 /A S VS TR
Il ¥ 8A 137 82 B 3 18 5500 150
I3 F 14 18 01

BOH M 1AM 98 (I} 150
Il ¥

C H F 1A 47 9m 14 ) 125
2 M 1AM ) 8 418 008 7
I3 M M 15 /. | K o 2 %
V4 M A iy 5 100

D 1 F 99 100 106

E 1 FooooAM 1 ] 30 [y

F 1 Foo4 23 79 619 1l 315

G 1 Fo normal 1389

H I M 4 o5 M 4 9 2 ¥

I I M 1 LI 568 568 100 109 100

] 1 F 17

K 1 F 9 %

L I M amment Do vol <3l difuida 1.3

M I M

N I M

0 I M A Speqparaidade 100 100 03 50

P ! Foooum 1,1 hopoplasia A X U7

Q I M 7N 053 bipoplasia 549 09 4 100

R 1 F 1D HipoplasiaHemiagenesia 922 920 19 3 25

Tabela 1. Dados coletados na triagem dos paciente com HC, acompanhados no Hospital Universitario
Alcides Carneiro (HUAC/UFCG). Valores de referencia: TG <15 ng /ml, TSH 0.35-3.5ul/ml T4 7,5 -21,1
ul/ml (CITTERIO et al, 2013). O paciente Q destacado referencia ao individuo afetado com a mutacéao

p.R277X encontrado na pesquisa.

Dentre as amostras dos 24 pacientes submetidas a amplificacdo do fragmento de
interesse, seguida pela digestao enzimatica, foi identificada 23 individuos com resultado
de aplificacdo de 400pb referenciados pelo marcado de peso molecular de 100pb, e uma
amostra cujo fragmento inicial foi digerido pela enzima AINwl formando dois
fragmentos, um com 100pb e outro com 300pb, observadas no gel de
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poliacrilamida(Figura 2). Revelando assim a caracterizacdo relatada por CITTERIO,

(2013) referentes & mutacdo p.R277X no éxon 7 no gene da TG.

1000
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400
300

200

100‘ <:

Figura 2: Eletrofrorese de poliacrilamida 8%visualiza a analise de RFLP(AIwNI). E mostrado o marcador
(M) com peso molecular de 100bp e (C) controles. As setas mostram o paciente (P) MUTADO,

amplificacdo dos dois fragmentos 300bp e uma banda fraca de 100bp.

Encontrado um individuo para a mutacdo, realizamos o sequenciamento das
amostras do paciente e de um controle, para cada uma das amostras foram realizadas dois
sequenciamentos, um utilizando o iniciador direto e outro utilizando o iniciador reverso.

A partir dos resultados obtidos pelo sequenciamento, realizamos a andlise
sequéncias em um programa de bioinforméatica, o pacote Staden. Nessa analise
verificamos que os cromatogramas gerados pelo sequenciamento encontrava-se em um
valor de confianca de 30q para serem rodados no programa e a formacéo dos contigs.

O fragmento amplificado do paciente afetado contém exatamente 409 pb, sendo o
sitio da enzima(CAGATTCCG) localizado na posicao 86-94 pb e a mutacdo encontra-se
na posicdo 93 do fragmento. Por meio do sequenciamento foi possivel identificar o
nucleotideo citosina na amostra controle e o nucleotideo timina na amostra do Paciente
mutado, comprovando a presenca da mutacdo p.R277X no gene TG (Figura 3). A
mutacédo esta localizado no final do éxon 7, bem préximo a regido intrénica do gene, a

identificacdo da sequencia foi confirmada pelo BLAS.
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Figura 3: Cromatogramas do sequenciamento da amostra controle (C) e da amostra do Paciente Q (PQ).
Retangulo roxo destaca mutagéo p.R277X no Paciente afetado. Sitio de restricdo da enzima na posicdo 82-
99 e polimorfismo na posicdo 93 pb. Barras azuis mostram os valores de confianga do sequenciamento.
Figura obtida do software TREV do pacote STADEN.

3 DISCUSSAO

As analises realizadas na pesquisa confirmaram a presenca da mutagédo
p.R277Xem homozigoto no gene TG, em um paciente com HC de pais consanguineos
(ndo incluidos em nossas andlises), oriundo da cidade de Inga-PB.

Estudos relatam que individuos com HC por defeito na sintese se TG apresentam
sintomas de bdcio congénito, organificacdo normal de iodeto, baixos nives de TG, valores
de TSH elevado, como baixos ou normais T4 e T3, hormonios tirecideanos(MEDEIROS-
NETO et al, 2002; KNOBEL & MEDEIROS-NETO, 2003).

Associando o fenotipo de disormonogénese ao paciente mutado em homozigose,
foi observado o baixo nivel de TG sérico <0,2 ul/ml (valor de referéncia: <15 ng /ml),
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elevagdo no TSH 54,9 ul/ml (valor de referéncia 0.35-3.5ul/ml), T40,9 ul/ml (valor de
referéncia: 7,5-21,1ul/ml), valores referenciados pelo autores Citterio et al, (2015).

O paciente afetado néo realizou o teste do pezinho ap6s seu nascimento, tendo um
diagndstico de HC tardio, s6 aos sete anos de idade. Contudo, o pacientes com
diagnéstico HC tardio apresenta um prejuizo significante no seu desenvolvimento
cognitivo e motor, ou seja, agravando ainda mais a doenca (AVBELJet al., 2007). Outra
caracteristica fortemente associada a doenca em individuos ndo tratados € o pobre
crescimento e consequente baixa estatura (HASHEMIPOUR et al., 2012).

A mutagdo nonsense R277X é a mais frequente relatada no gene da TG. De um
modo geral mutacdes no gene da TG s&o herdadas de forma autossomica recessiva. Os
acometidos sdo homozigotos ou heterozigotos composto e 0s seus pais provavelmente
serdo o portador da mutacdo no gene (CITTERIO et al., 2012).

O autor Peteiro-Gonzalez et al., (2010) relata em um dos seus estudos que uma
familia com oito membros de Galicia, comunidade localizada no noroeste da Espanha,
encontrou nos individuos as mutacbes p.R277X éxon 7 e g.IVS35+ 1delG éxon 35. No
rastreamento, observaram-se que trés deles eram afetados com o HC, heterozigotos
composto, possuiam bocio e retardo mental leve, apresentando a mutagdo ¢.886C<T no
éxon 7 do TG, provocando uma mudanca a partir da arginina (CGA) para um cédon de
terminacdo (TGA) no residuo 277, acontecendo um cdodon de parada formando uma
proteina truncada p.R277X ocorrendo um CpG (metilacédo), regido favoravel a transicao
de C<T devido a desaninagdo de 5-metilcitosina acontecendo a substituicdo por timina,
ndo formando um splicing alternativo. Observou-se, que no sequenciamento do paciente
Q, acontece a mudanca de base promove a mudanca de um aminoéacido para um codon de
terminacéo, fazendo com que se fabrique uma proteina menor que o normal.

Resultados posteriores de ancestralidade confirmardo como a mutagédo p.R277X no
éxon 7 do TG foi introduzida na populacdo da Paraiba,pois Peteiro-Gonzalez et al.,
(2010), relata em seu artigo, que o haplétipo da familia de Galicia e as familias relatadas
anteriomente no Brasil e na Argentina com a mesma mutacdo p.R277X no éxon 7 tem
uma correlacdo de parentesco. Eles testaram dezenove marcadores, s6 um hapl6tipo néo
correspondeu entre os marcadores utilizados nos membros das familias de Galicia,
levantando assim a possibilidade de um antepassado com o alélo mutado ter sido
introduzido na populacdo da América do Sul, por esses paises abrigarem uma grande

populacédo de imigrantes dessa regido da Europa.
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4 CONCLUSAO

O rastreamento realizado nos 24 pacientes do estado da Paraiba envolvidos na
pesquisa, apontou em um deles a presenca da mutacdo p.R277X, frequencia para amostra
estudada 4.16%, que resulta em uma proteina truncada no gene da TG, impedindo
entdoque a sintese dos horménios tireoidiano do paciente seja eficiente. Esta analise pode
contribuir para o aconcelhamento genético dos pacientes provinientes desta regido e do
estado e que provavelmente tenham a mesma origem genética.

Andlises futurasde ancestralidade poderdo confirmar como esse alelo fora

introduzido na populagdo do estado da Paraiba.

ANALYSIS OF MUTATION IN ¢.866<T POSITION OF EXON 7 OF THE
THYROGLOBULIN GENE IN PATIENTS WITH
CONGENITALHYPOTHYROIDISM IN PARAIBA

ABSTRACT

The Congenital Hypothyroidism (CH) is an endocrine disease with an estimated incidence
worldwide of 1: 3,500 live births. The disease is caused by thyroid hormones deficiency,
present in the first days of life, can be caused by an abnormality in thyroid embryogenesis
(dysgenesis) or in the biosynthesis of thyroid hormones (dyshormonogenesis),
characterizing the delay in bone development, inability to intellect, among others. Thyroid
dyshormonogenesis is directly linked to gene thyroglobulin (TG) mutations, located into
8924, which synthesizes a glycoprotein with 270KB. The different mutations leading to
congenital goiter have been identified and characterized in the TG gene: g.IVS3-3 C> G,
p.R277X (exon 7) p.362fsX382 (exon 9), p.C1245R (exon 17) , p.R1511X (exon 22),
g.IvVS30 + 1G> T, p.C1977S (exon 33), g.IVS34-1G> C, and p.R2223H (exon 38), all
associated with simple and endemic goiter. Among these, ¢.886C <T mutation in exon 7,
which generates a truncated protein (pR277X), is considered the most frequent among
populations with congenital goiter. In this work, the mutation in ¢.886C<T position of
exon 7 of the TG gene was analyzed in 24 patients with clinical and laboratory diagnosis
confirmed for CH followed at University Hospital Alcides Carneiro HUAC/UFCG, in
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Paraiba. The RFLP and sequencing techniques were used to identify the occurrence of
mutation. Among the patients studied, the Q Patient presented the mutation in question, so
the TG protein is not completely synthesized, because the mutation creates a stop codon at
amino acid Arg277. This was the second confirmed case of the ¢.886C <T mutation in

Brazil.

Keywords: Congenital hypothyroidism, Mutation, Thyroglobulin.
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