Hipotiveoidismo Congénito:
Recentes Avangos em Genética Molecular

atualizacao

RESUMO

O hipotireoidismo congénito (HC), detectado em recém-nascidos ras-
freados ao nascer, € causado por anomalias na organogénese (agene-
sig, firedide ectépica, hipoplasia firedidea) ou por defeitos especificos
na hormonogénese. Mais raramente, o hipotirecidismo congénito tem
origem em defeitos genéticos centrais, localizados no eixo hipotdlamo-
hipdfise ou em mutagdes do gene do TSH-beta ou no receptor de TSH.
Defeitos especificos da hormonogénese sdio causados por mutacdes no
gene codificador para a proteina transportadora de iodeto (NIS), no
gene da peroxidase (TPO), no gene traduzindo a pendrina (sindrome de
Pendred), no gene da fireoglobulina, além de mutacdes que afetam o
receptor de hormodnio tiredideo (resisténcia genética ao HT) ou aos
varios defeitos no fransporte de HT na circulagdo periférica. Na maioria
dos casos, os defeitos genéticos indicados criam condi¢cdes para
fendtipo com bdcio e grau variGvel de hipotireoidismo, podendo a
mutacdo genética ter expressdo variGvel durante a vida adulta. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2002;46/4:391-401)

Descritores: Ectopia tiredidea; Hipoplasia tiredidea; Disormonogénese;
Mutagdes; Genes tiredideos; Hipotireoidismo congénito

ABSTRACT

Congenital Hypothyroidism: Recent Advances In Molecular Genetics.
Congenital hypothyroidism (CH), as seen in the neonatal period, is pre-
dominantly caused by defects in the organogenesis (athyreosis, ectopic
thyroid, thyroid hypoplasia) or by specific defects in hormonogenesis
(dyshormonogenesis). Central hypothyroidism is rare, being linked to spe-
cific franscription factors involved in the maturation of the hypothalam-
ic-pituitary axis or by mutations in the TSH-beta gene. Dyshormonogene-
sis may be caused by mutation coding for thyroid proteins such as the
TSH receptor, the sodium-iodide symporter (NIS), the pendrin (Pendred’s
syndrome), thyroid peroxidase (TPO), thyroglobulin (TQ), thyroid dehalo-
genase, the receptor for thyroid hormone (TR-beta) or thyroid transport
proteins (TBG, fransthyretin). Usually, most of these defective genes will
induce a phenotype with goiter and variable degree of hypothyroidism
that may be present in the neonatal period or will gradually develop dur-
ing post-natal life. Moreover, the genetic expression may be partial or
total according to the specific mutation occurring in the involved genes.
(Arq Bras Endocrinol Metab 2002;46/4:391-401)

Keywords: Ectopic thyroid; Thyroid hypoplasia; Dyshormonogenesis;
Mutations; Thyroid genes; Congenital hypothyroidism

OHIPOTIREOIDISMO CONGENITO (HC) ESPORADICO, usualmente, é oca-
sionado por defeitos na formag¢io glandular. Em regides iodo-suficientes
o HC permanente afeta cerca de 1:3000 a 1:4000 recém-nascidos (1). Dis-
genesia tiredidea, que compreende grupo heterogéneo de anormalidades da
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embriogénese tiredidea, ¢é res-ponsivel por, aproximada-
mente, 80% dos casos de HC. Inclui a agenesia (ou
hemiagenesia) tiredidea, tecido tirebideo ectopico, cistos
do ducto tireoglosso ¢ hipoplasia (2). Em 10 a 15% dos
pacientes, o HC tem origem em um dos varios passos da
sintese hormonal. Os 5% restantes resultam de hipo-
tireoidismo materno provocado por anticorpos (3).

A sintese hormonal tiredidea ¢é iniciada pelo
transporte ativo do substrato iodeto pela membrana
basolateral da célula folicular, por intermédio de um
simportador de sodio e iodeto (Nat/T" ou NIS) (4).
A pendrina, cambiador anidnico recentemente identi-
ficado, pode facilitar o transporte do iodeto através da
membrana apical (5,6). Na face luminal desta tltima, a
tireoperoxidase (TPO) oxida o iodeto e, subseqiiente-
mente, introduz o iodo em residuos tirosil da tirco-
globulina (Tg) intrafolicular [incorporagio de iodeto].
As iodotirosinas (MIT e DIT) s3o conjugadas para for-

mar T3 e T4, reacio também catalisada pela TPO
[conjugagio].

As reagdes de incorporagio e conjugagio neces-
sitam do agente oxidante H,O,, gerada por um sis-
tema dependente de flavoproteina. Recentemente,
foram identificadas 2 nicotinamida-fosfato (NADPH)
oxidases (Thox 1 € Thox 2) os quais participam do sis-
tema gerador de peréxido de hidrogénio (7).

A Tg contendo T3 e T4 ¢ internalizada na célula
folicular por micro e macropicnose e digerida nos lisos-
somos. Enquanto o T3 e T4 sio secretados na corrente
sangiiinea, o MIT e DIT sio desalogenados e reciclados.

Até o presente foram identificados varios defei-
tos genéticos que afetam a biossintese hormonal
tiredidea. Estas moléstias decorrem de mutag¢des inati-
vadoras em genes codificadores de proteinas essenciais
a sintese, armazenamento, secre¢io ou utilizagio dos
hormonios (tabela 1).

Tabela 1. Defeitos genéticos que resultam em desenvolvimento glandular anormal ou disormonogénese tiredidea*.

Defeito Observacoes Gene Heranca Cromossomo
Disgenesia tireéidea
Agenesia TTF2 AR 3022
Hemiagenesia PAX8 AD 2q12-q14
Ectopia N&o identificado
Disormonogénese
Eixo hipotdlamo-pituitario
Deficiéncia pituitaria Diminuicdo ou ligeiro aumento PROP1 AR 5q
combinada (CPHD) de TSH sérico, combina deficiéncia POUTF1 AR,AD 3pll
hormonal pituitéria, displasia do LHX3 AR 9034.3
septo &tico, ectopia da pituitaria HESX1 AR,AD 3p221.2-p21.1
posterior, hipoplasia pituitéria Outro gene
ou mutac¢do ndo
identificada
TRH Mutacdo ndo
identificada AR 3p
Receptor de TRH TSH sérico normal, auséncia TRH AR 8p23
de resposta PRL apds TRH
Sub-unidade TSHB TSH sérico baixo ou inativo sub-unidade TSHP AR 1p13
Célula folicular tireéidea
Receptor de TSH Mutagdes provocando ganho TSHR 14931
ou perda de funcdo
GSa GNASI 20q13.2
Outros defeitos pds-receptores Outro gene AR,AD
ndo identificado
Simportador de sédio/iodeto NIS AR 19p12-13.2
Tireoperoxidase Auséncia parcial ou completa da TPO TPO AR 2p25
Geracdo de Hy,O Thox1, Thox2 ou outro AR 159156.3
gene ndo
identificado
Tireoglobulina Incorporacdo de iodeto prejudicada  Tg AR, (AD?) 8024
por defeitos qualitativos
ou quantitativos
Desalogenase gene/enzmando  AR?
identificada
Sindrome de Pendred hipotirecidismo subclinico ou ndo; PDS AR 7931
bdcio, surdez neurossensorial
Haploinsuficiéncia disfungdo tiredidea TTF1 Haplo 14913
para o TTF1 e sofrimento respiratdrio. insuficiéncia

*Adaptado de Medeiros-Neto, Knobel e De Groot (8) e Guillam e Kopp (9).
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No presente artigo pretendemos apresentar
alguns resultados de trabalhos sobre o assunto realiza-
dos pela Unidade de Tiredide do HC-FMUSP e ja
divulgados na literatura.

Fator de TranscricGo PAX8
O PAXS pertence a uma familia de fatores de transcri¢ao
essenciais a embriogénese (10). O PAXS se expressa no
diverticulo tire6ideo, cérebro e rim (11). Na tiredide,
este fator esta envolvido no desenvolvimento glandular
e expressao dos genes da Tg e TPO (12).

Foram identificadas em 2 pacientes esporadicos
e em um individuo pertencente a uma familia com
hipotireoidismo familiar (13). Naqueles 2 primeiros
afetados portadores de disgenesia tiredidea, o HC foi
atribuido a mutagoes diferentes na regido codificadora
do gene PAX-8. As criangas exibiam niveis elevados de
TSH; em uma (heterozigdtica), com ectopia tirebidea,
o T4 encontrava-se no limite inferior da normalidade
e na outra (heterozigotica), com hipoplasia tiredidea,
era subnormal. O pai, aparentemente, ndo era afetado.
Muito recentemente, Congdon e cols. (14) estudaram
4 meninas naquela situagdo, portadoras de hipoplasia
glandular. Concluiram que uma delas apresentava
mutagio heterozigética no PAX-8. A mie, embora
com tiredide de tamanho normal, exibia igualmente,
transversio cromossOmica heterozigética no gene.
Anilises funcionais da seqiiéncia codificadora defeitu-
osa mostraram comprometimento do elemento de
resposta, assim como auséncia de transativa¢io do pro-
motor da TPO. Estes achados confirmam a relagio do
PAX-8 com o desenvolvimento tiredideo, e indicam
que as mutagdes exibem penetrincia ou expressividade
variavel. O estudo de Vilain e cols. (15) confirma
aquela observagio feita por Macchia e cols. (13) e
Congdon e cols. (14), que muta¢des no PAX8 podem
ser transmitidas por heranga autossdbmica dominante.
Estudos funcionais da mutag¢do evidenciaram auséncia
de ligagio do mutante ao elemento de resposta e
aboli¢io ou redugdo da atividade transcricional. Nio
estd esclarecido porque a mutagio monoalélica do

Tabela 2. Fendtipos clinicos da resisténcia ao TSH.

PAX8 provoca HC em humanos, pois camundongos
portadores de muta¢io heterozigdtica no mesmo gene
nio exibem o fenétipo patolégico (11). Admite-se que
o mecanismo molecular causador da disgenesia
tiredidea inclui: muta¢io monoalélica ou redug¢io na
expressao da proteina normal, resultando em produgio
hormonal insuficiente por fendmeno denominado
haploinsuficiéncia.

Receptor de TSH

A participagdo do TSHR na diferencia¢io, fungio e
crescimento foi inicialmente sugerida em camundon-
gos da linhagem Ayt (16), modelo experimental para
HC autossémico recessivo. Estes roedores exibem
mutag¢io no 4° segmento transmembranoso do recep-
tor, que abole a resposta do AMPc ao TSH (17).

A resisténcia ou insensibilidade ao TSH ¢
definida como resposta reduzida ou ausente ao hor-
moénio, biologicamente, ativo. E causada por altera-
¢oes no receptor ou em nivel pds-receptor. As mu-
tagoes causadoras do defeito comprometem os dois
alelos e o fendtipo caracteriza-se por concentragoes
circulantes elevadas de TSH e niveis normais ou baixos
de HT (tabela 2).

A primeira mutagao descrita no TSHR em
paciente portador de HC foi descrita em 1995 (18).
Trabalhos ulteriores registraram outros casos em indi-
viduos com hipoplasia glandular originarios de, pelo
menos, mais 13 familias (19-24).

A base molecular do distarbio foi esclarecida
em estudos utilizando-se de células transfectadas ex-
primindo o TSHR mutante em comparagio ao nor-
mal (24). Na familia estudada, trés irmds euti-
reéideas, com niveis séricos normais de HT, mas va-
lores muito elevados de TSH (hipotireoidismo com-
pensado), exibiam captagio normal de iodeto em
glindulas cutépicas morfologicamente normais.
Duas mutag¢oes diferentes foram identificadas na
seqiiéncia extracelular aminoterminal do receptor
(cada um dos alelos comprometidos provinha de um
dos pais — por isso denominados heterozigbticos

Diagndstico molecular

Apresentacdo clinica

Mutagdes inativadoras no gene do receptor de TSH

Auséncia de mutacdes no gene do receptor
de TSH (defeito pds-receptor?)

TSH elevado (bioatividade normal)

Defeito parcial: T4 normal, tiredide normal

ou aumentada; captacdo de RAI normal,
tireoglobulina sérica normal;

Defeito completo: T4 baixo, tiredide hipopldsica,
captacdo de RAI ausente, tireoglobulina

sérica normal ou alta.

TSH elevado (bioatividade normal), T4 baixo, tiredide
normal, tireoglobulina sérica normal ou alta.
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compostos - portadores assintomaticos), provocando
redug¢io da sua afinidade ao TSH.

A resisténcia pode resultar ainda de defeitos em
outro local, que nio o receptor. A base molecular
dessa forma de resisténcia ao TSH, dominantemente
herdada, nio estd esclarecida. Os possiveis candidatos
sdo fatores localizados em nivel pés-receptor ou outros
genes com influéncia sobre o desenvolvimento da
tiredide (25). Esta possibilidade foi demonstrada em
criangas sem grau de parentesco, portadoras de HC.
Nio foi possivel relacionar a ocorréncia de tiredide
topica hipoplasica a mutagdes no gene de TSHR e
nem ao gene do TSH (26,27), denotando sua hetero-
geneidade genética.

Disormonogénese Tiredidea

Defeito no transporte ativo de iodeto

E causa rara de hipotireoidismo com bécio congéni-
to. O padrio de transmissio genética parece ser
autossdmico recessivo. A acumulag¢io ativa do fon na
glaindula é mediada por um simportador (carreador)
protéico transmembranoso intrinseco Na* /I" (conhe-
cido sob o ep6nimo NIS) (3,28). Apds a clonagem do
gene do NIS (28), foram descritas virias mutagoes
homozigoticas ou heterozigdticas compostas em indi-
viduos portadores de defeito no transporte ativo de
iodeto. A maioria dos afetados exibe bécio difuso ou
nodular, pouca ou nenhuma captagao glandular de
radioiodo. Em criangas, a tiredide, inicialmente, pode
se apresentar com tamanho normal e aumentar com o
transcorrer do tempo. Em nivel molecular, muta¢oes
inativadoras homozigéticas puderam ser identificadas
como responsaveis pela captagio comprometida de
iodeto em alguns individuos (29,30). Em nosso meio
estudamos um paciente adulto com volumoso bécio e
hipotireoidismo, apresentando capta¢ao de radioiodo
ao redor de 1%, na presen¢a de TSH elevado. A
auséncia de sistema captador de iodo foi confirmada
na tire6ide, nas glandulas salivares ¢ na mucosa gastri-
ca. A administra¢do de iodo (Lugol) corrigiu o hipo-
tireoidismo e diminuiu o tamanho da tiredide. Anali-
ses in vitro com tecido tiredideo obtido pds-cirurgia
indicaram incapacidade da célula tire6idea de apro-
veitar ativamente o iodeto. O seqiienciamento do
gene do simportador revelou substitui¢gio homozi-
gbtica da citosina 1163 por adenina, resultando em
sinal de parada no cédon 272. Esta muta¢io sem sen-
tido produz uma proteina NIS truncada, que nio
exibe atividade funcional quando transfectada em
células COS (30). Em outro caso, o afetado parecia
ser heterozigético composto para duas diferentes
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mutagoes. O alelo aberrante, derivado do pai, apre-
sentava comprometimento codificando proteina inati-
va, enquanto o alelo materno exibia mutagio que
originava o NIS incompleto (31). No Japdo, foram
descritas varias outras familias (figura 1) e duas novas
mutagoes, que alteravam aminoicidos na proteina
comprometendo sua habilidade em transportar iodeto
(32,33). Curiosamente, a mesma alteragio genética
(mutagao T354P) resulta em heterogeneidade feno-
tipica clinica, indicando que outros fatores podem
atuar como moduladores do efeito da mutagio (34).
Por outro lado, foram registradas altera¢oes funcio-
nais provocadas por duas outras mutagoes (Q267E,
S§515X), onde as proteinas mutantes ndo conseguiam
atingir a membrana plasmdtica, provocando sua
retengdo intracelular (35).

Sindrome de Pendred

Esta sindrome ¢ caracterizada por surdez neurossenso-
rial congénita ¢ bécio (36). O bécio, de cardter
multinodular, encontrado nos portadores, usualmente
estd associado a eutireoidismo ou hipotireoidismo
compensado de grau leve. Os hormonios tireideos
estdo, em geral, normais com exce¢io do TSH sérico,
que pode estar discretamente aumentado, enquanto a
Tg sérica encontra-se, muitas vezes, eclevada. A
condi¢io sine qua non é a ocorréncia de descarga de
radioiodo de, pelo menos, 15%, apés administragio
oral de tiocianato ou perclorato. A audigdo encontra-
se comprometida devido a ocorréncia de deformidade
coclear do tipo Mondini (37,38), onde os individuos
afetados apresentam aumento dos aquedutos vestibu-
lares e sistema endolinfitico (37,38). O padrio de

5 5(1;211570 5.(7]151)?11[{76 530985
NH /
~ extracellular
— ¢ P—
AR s e 7 18] 2] ]o] [r1] 12| [13] cell membrane
* E *

intracellular
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Q267E (272X

565—322

T354P

6.16—6.30

G543E

5795322

Figura 1. A localizagdo das mutagdes descritas na literatu-
ra no gene codificador do NIS (simportador de sédio e
iodeto). A mutacdo T354P é extremamente frequente no
Japdo e pode estar presente associada a outra mutacdo
como a V59E. Os nimeros abaixo das mutacdes indicam a
mudang¢a do ponto isoelétrico das proteinas mutantes. A
expressdo do gene alterado resulta em minima captagdo
de iodeto pela célula folicular (Adaptado de Medeiros-
Neto, Knobel e De Groot (8)).
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hereditariedade da sindrome ¢ autossdmico recessivo.
Sua patogénese estd vinculada a mutagdes no gene
PDS (figura 2), que codifica para uma proteina trans-
membranosa denominada pendrina, relacionada aos
carregadores de sulfato (39), embora capaz de atuar
como transportadora de cloreto e iodeto (40). Expres-
sa-se predominantemente nas células foliculares
tiredideas, no ouvido interno e rim. Nos tiredcitos,
localiza-se na membrana apical onde atua como car-
reador de iodeto para o limen folicular (41). No rim,
parece atuar como trocador de cloreto por hidréxido
ou bicarbonato (42). No ouvido interno, a pendrina,
essencial na sua embriogénese, pode funcionar como
transportador anidnico.

Examinamos as caracteristicas da sindrome de
Pendred em 41 individuos pertencentes a uma familia
nordestina com elevado grau de endogamia. A nova
mutag¢io encontrada afetou o 1° dominio transmem-
branoso (43) gerando uma pendrina incompleta,
enquanto outras mutagdes registradas anteriormente
alteraram o 9° ou 10° dominio transmembranoso ou
regido da terminag¢io carboxiterminal (39). Em outro
estudo detalhando as andlises moleculares em 4
pacientes mexicanos, origindrios de 3 familias ndo rela-
cionadas, realizado em colabora¢io com a Unidade de
Tireéide do HC-FMUSP, identificamos 3 novas
mutag¢oes, uma delas bastante complexa, expandindo o
espectro de mutagdes no gene PDS e enfatizando a
ocorréncia de marcante heterogeneidade alélica (44).

Tireoperoxidase
Os defeitos da TPO sio os mais freqiientes entre os
erros inatos da sintese hormonal tireéidea. Com a

516 17 1819 20 21

fl B

8 9 10111213141
af | = feysl

22 [
311 I

intracellular

7q

Figura 2. O gene PDS e a respectiva profteina traduzida,
denominada pendrina. Estd localizado no cromossomo
7931 e se expande por 21 exons. O cDNA tem 2343 pares
de bases e codifica proteina com 780 aminodcidos, a qual
€ altamente hidrofébica. Funcionalmente, a pendrina se
localiza na membrana apical da célula folicular e promove
o fluxo de iodeto em dire¢cdo ao coldide.
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incorporagdao de iodeto comprometida, os pacientes,
tipicamente, exibem perda de iodeto radioativo
intratire6ideo apds administragdo de perclorato.

Tém sido registradas na literatura, mutagdes no
gene da TPO em varias familias onde o defeito ocorre
de forma parcial ou total (45-48).

A classificagdo apresentada a seguir (tabela 3)
poderd auxiliar o entendimento da natureza do defeito
bioquimico.

Existe grande heterogeneidade clinica e bio-
quimica nos portadores do defeito. Pacientes com
DTII podem apresentar algum grau de deficiéncia
fisica ou mental, bécios volumosos e hipotiroidismo.
Em outros casos ha uma compensacio do defeito de
incorporagio de iodeto com o aumento do tamanho
da glindula, formando grandes bocios capazes de
manter cutiroidismo limite, geralmente com eleva-
dos niveis de T3 e normais ou baixos niveis e T4. A
resposta do TSH ao THR ¢ exacerbada em pacientes
cutireéideos ou hipotiredideos. Em estudos de
familias se observa que o defeito aparece em ambos
sexos ¢ em irmandades. Os pais nao afetados sao fre-
qiientemente consangiiineos, sugerindo uma heran-
¢a autossdmica recessiva (49).

Virias mutagoes inativadoras, comprometendo
ambos os alelos do gene da TPO, foram identificadas
em pacientes com HC devido a DTII (tabela 4)
(46,50-53), a maioria localizada nos exons 8,9 el0,
que contém os residuos de histidina de liga¢io heme,
distais e proximais, que correspondem a regido
catalitica da enzima. Alteragdes de seqiiéncias nestes
importantes sitios podem, provavelmente, levar a ina-
tividade da TPO. Nos achados de estudos molecu-
lares descritos por Bakker e cols. (52), em estudo
realizado na Holanda em 45 pacientes com DTII
(tabela 4), trinta e cinco entre os 45 estavam
disponiveis para as anilises moleculares; 13 /45 eram
homozigotos ¢ 16/35 eram heterozigotos compos-
tos para as muta¢Oes afetando os exons ou limites
intron-exons do gene da TPO. Em 4 de 35 familias
foi detectado somente um alelo afetado; em uma nao
foi identificada nenhuma mutagio. Um paciente
apresentou isodissomia parcial materna do cromosso-
mo 2p, resultando em homozigosidade para mutagio
inativadora do gene da TPO (54).

Tabela 3. Defeitos na incorpora¢do de iodeto.

Defeito total (DTII)

Defeito parcial (DPII)

Inibidores da atividade da TPO

Deficiéncia na geracdo de perdxido de hidrogénio
(H02)

BN~
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No Brasil, Santos e cols. (47) vém realizando
andlise genética sistematica de familias com DTII.
Até o momento o estudo tem mostrado elevada
ocorréncia de heterozigosidade composta, tendo
sido detectada uma nova mutagio (no exon 11)
ainda nio descrita por outros autores. A descri¢ao

das mutagoes identificadas estd exposta na tabela
seguinte (tabela 5).

Até o presente nio foram ainda descritas na li-
teratura muta¢des no gene da TPO associadas com
defeitos parciais de incorporagao de iodeto (DPII). O
estudo recente de 5 familias com DPII, feito no Brasil

Tabela 4. Resumo de mutagdes do gene da TPO registradas nos Ulfimos 5 anos na literatura em pacientes com DTII.

Grupo N°  Exon Mutacdo Posicao Efeito da mutacdo na sintese protéica Referéncia
A
1 2 ins 20bp 141 Mudang¢a de quadro de leitura, 52
com sinal de terminagdo no exon 3.
2 8 ins GGCC 1277 Mudang¢a de quadro de leitura,
com sinal de terminagdo no exon 9.
3 8 del C 1425 Mudang¢a de quadro de leitura,
com sinal de terminagdo no exon 9.
4 12 del TT 2243/2244 Mudang¢a de quadro de leitura,
sinal de terminacdo imediato.
5 14 ins C 2505/2511 Mudan¢a de quadro de leitura,
com sinal de terminagdo no exon 16.
6 14 del T 2512 Mudan¢a de quadro de leitura,
com sinal de terminagdo no exon 3
B
1 8 G—A 1066 Ala 326 Thr 52
2 9 A—T 1429 lle 447 Phe
3 9 -G 1447 Tyr 453 Asp
4 9 G—T 1671 Trp 527 Cys
5 12 C-T 2167 Arg 693 Trp
6 14 G—=A 2485 Glu 799 Lys
C
1 4 G—-C 439 GG/gt GC/gt (splicing alternativo) 52
2 10 G—=A 1858 AG/gt (splicing alternativo)
3 10 G—A +1 intron 10 AG/at (splicing alternativo)
D
1 10 C—T 1708 Arg 540 codon de terminacdo 52
E
1 7 sem sentido Heterozigose composta E1/A5: 51
TPO de tamanho similar, porém sem atividade
F
11 C—T 2083 Localizagcdo celular anormal da TPO 55
13
9 G—A 1477 Gly 493 Ser 53
13 G—T 2386 Asp 796 Thy ou (splicing alternativo) 53
9 T—-C 1463 Leud58Pro 48
G
13 ins T 2268 48
14 del C 843
8 del C 2413
E
8 ins GGCC 1277 Mudang¢a de quadro de leitura 47
ins GGCC 1277 com sinal de terminacdo no exon 9
11 C-G 2008 Mudang¢a de quadro de leifura,
C-T 2083 com sinal de terminagdo no exon 9
14 ins C 2505/2511 GIn669Glu
Localizag&o anormal da TPO na célula
Mudanc¢a de quadro de leitura,
com sinal de terminagdo no exon 14
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Tabela 5. Alteragcdes de seqléncia nucleotidica identificados em andlises moleculares realizadas em 7 familias de pacientes

portadores de defeito total de incorporacdo de iodeto*.

N° de familias Exon Mutac¢do Posi¢cGo Efeito da mutagdo na sintese protéica
2 8 Ins GGCC 1277 Mudanc¢a de quadro de leiturag,
homozigdtica com sinal de termina¢cdo no exon 9
2 8 Ins GGCC 1277 Mudang¢a de quadro de leitura,
heterozigdtica com sinal de ferminacdo no exon 9
1 11 C-G 2008 GIn669GIu
heterozigdética
1 1 C-T
heterozigdtica 2083 Localizacdo anormal da TPO na célula
1 14 Ins C 2505/251 Mudang¢a de quadro de leiturag,
heterozigdtica com sinal de termina¢cdo no exon 14

*Adaptada de Santos e cols. (47).

por Nascimento em 2002 (56) identificou as mutag¢oes
descritas na tabelas 6 e 7. As alteragdes encontradas nos
pacientes portadores de DPII (tabela 6) ndo estavam
presentes naqueles pacientes com DTII (tabela 7) per-
tencentes a 3 outras familias, ndo relacionadas as 5
primeiras. Em um tnico caso foi possivel compor teori-
camente a heterozigose com novas mutagdes no exon 8
(posi¢io 1242) e no exon 10 (posi¢ao 1780). Todavia,
¢ necessario realizar estudo de atividade protéica para
confirmar que muta¢oes pontuais encontradas no gene
da TPO, talvez, modificando parcialmente a atividade
da enzima, sejam responsaveis pelos DPII.

Tireoglobulina
A Tg ¢ elemento chave na sintese hormonal ¢ no
armazenamento de iodo e hormonios tirebideos.

Tém sido descritos defeitos na sua sintese em
varios animais ¢ em seres humanos (57) causadores de
HC. Geralmente sio transmitidos por heranga
autossdmica recessiva, embora tenha sido registrada
em uma familia transmissdo autossomica dominante.

Concentra¢io baixa ou limitrofe de Tg pode
indicar defeito quantitativo, enquanto pacientes com
defeito qualitativo exibem niveis normais ou eleva-
dos. Em outros casos, a altera¢io genética provoca
reten¢do intracelular ou modificagdes secunddrias.
Alguns individuos com Tg estruturalmente alterada
exibem conjugacio prejudicada das iodotirosinas
onde a maioria do iodo incorporado encontra-se na
forma de MIT e DIT. A situagio metabdlica oscila
entre o eutireoidismo, hipotireoidismo subclinico e
hipotireoidismo franco. Quando nio tratados, os

Tabela 6. Alteracdes de seqUéncia nucleotidica identificadas em 5 pacientes de familias ndo relacionadas portadores de

defeito parcial de incorporacdo de iodeto.

Alteracdo de sequiéncia e efeito na sintese protéica

Familia A

Exon 8: variantes polimérficas nas posicdes 1207 e 1283 com frocas de alanina por serina

e serina por freonina, respectivamente (j& descrita).

Exon 11: Troca G por A, posicdo 2084, heterozigdtica com troca de arginina por glutamina

na posicdo 665 da TPO (nova mutacdo)

Familia B

Exon 8: variantes polimérficas nas posicdes 1207 e 1283 com frocas de alanina por serina

e serina por treonina, respectivamente (j& descrita)

Exon 10: Troca C por A, posicdo 1780, heterozigdtica com froca de leucina por isoleucina

na posicdo 564 da TPO (nova mutacdo)

Familia C
na posicdo 384 da TPO (nova mutagdo)

Exon 8: Troca G por T, posicdo 1242, com troca de glutamina por écido aspartico

Variante polimérfica na posicdo 1207 com froca de alanina por serina (j& descrita)

Exon 10: Troca C por A, posicdo 1780, heterozigdtica com froca de leucina por isoleucina

na posicdo 564 da TPO (nova mutacdo?)

Familia D

Exon 8: variantes polimdrficas nas posicdes 1207 e 1283 com trocas de alanina por serina

e serina por treonina, respectivamente (j& descrita)

Familia E

Borda exon/intron 9: troca AG/gt por AT/gt afetando provavelmente o splicing (hova mutacdo)
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Tabela 7. Alteragdes de seqUéncia nucleotidica identificadas em 3 pacientes de familias ndo relacionadas, portadores de

defeito total de incorporacdo de iodeto.

Alteracdo de sequiéncia e efeito na sintese protéica

Familia 1 Exon 8: insercdo GGCC na posicdo 1277, homozigdtica com sinal de terminagdo precoce no exon 9
Familia 2 Exon 8: insercdo GGCC na posicdo 1277, heterozigdtica com sinal de terminac&o precoce no exon 9
Exon 11: tfroca C por G na posicdo 2068, heterozigdtica com troca de glutamina
por &cido glutémico na posicdo 660 da TPO
Familia 3 Exon 11: froca C por G na posicdo 2068, heterozigdtica com troca de glutamina por dcido glutémico

na posicdo 660 da TPO

Exon 14: insercdo de C entre as posicdes 2505 e 2511, gerando um sinal de terminacdo

precoce no exon 16

pacientes, tipicamente, se apresentam com bécio des-
de a infancia.

Ao contririo do hipotireoidismo com bécio pre-
sente em alguns roedores ¢ em seres humanos, os camun-
dongos nanicos recessivos rdw/rdw exibem HC sem
bécio (58). Nestes animais a Tyg alterada fica retida no
reticulo endoplasmdtico, mas por razio ainda ndo esclare-
cida, nio ostentam bodcio. A importancia da identificacio
de mutag¢do no gene da Tg como causa de hipotireoidis-
mo sem bécio nos camundongos rdw,/rdw, estd na con-
testacdo da generalizagdo prévia de que o HC sem bocio
em humanos ¢ provocado por disgenesia ou defeitos no
TSHR. Este achado sugere que alguns pacientes com
disormonogénese poderio se apresentar com HC, mas
ndo acompanhado de aumento do volume tiredideo.

O primeiro relato de mutag¢io associada a
expressdo anormal de Tg foi descrita por Ieiri e cols.
em 1991 (59). Estudos de seqiienciamento mostra-
ram a perda do exon 4 do gene da Tg, que levava a
sintese de uma glicoproteina anormal, isto ¢, sem um
segmento peptidico de 68 aminoacidos. A troca de
citosina por timidina no gene da Tg foi identificada

em dois irmios portadores de hipotireoidismo con-
génito, levando ao aparecimento de sitio de termi-
na¢io na posigio 1510 (60). Em outra familia com
dois irmdos portadores de hipotireoidismo congénito
com bécio foi detectada a delegio em homozigose de
um fragmento de 138 nucleotideos na regidao central
do mRNA da Tg, embora a conseqiiéncia funcional
desta dele¢io nao esteja muito clara (61) podendo
estar associada a degradag¢ao prematura, baixa concen-
tragdo no coldide e conseqiiente diminui¢dao dos hor-
monios tiredideos.

Em estudo em andamento, nio publicado,
envolvendo 4 familias com 5 descendentes porta-
dores de defeito de sintese de Tg, foram localizadas
mutagdes no cDNA da Tg no tecido tiredideo,
decorrentes de alteragdes nucleotidicas descritas na
tabela 8.

Para a andlise da seqiiéncia génica da Tg foi
necessdrio analisar a seqiiéncia do seu mRNA, de
8,4Kb, dado que o gene da Tg possui mais de 250Kb
(48 exons ¢ os respectivos introns) (57,62,63). Os tra-
balhos, entio, foram iniciados com a extragio de

Tabela 8. Alteracdes na seqUéncia nucleotidica do cDNA de Tg em 5 pacientes pertencentes a 4 familias ndo relacionadas.

Exon Posicdo Troca de base

Troca de aa ou tipo de mutagdo

Familia/Pacientes (Iniciais)

RO/Ade RO/Dil UZ/Em ALX/Fab SE/Jai
2 113 G por A Arg por Lys (+) (+) - - -
9 1269 CporT Silenciosa + + - - -
10 2200 T por G Ser por Ala + + + + +
2334 TporC Silenciosa + + + + +
2561 G por A Arg por Glt (€D ) - - -
3082 A por G Met por Val -
16 3474 TporC Silenciosa + + + + +
17 3753 A porG Silenciosa + + + + +
18 3935 G por A Gly por Ser + + + - -
21 4506 C porT Silenciosa + + + + +
5512 A por G Asn por Asp + + + + +
5995 CporT Arg por Trp - - + + +
38 6701 C por A Arg por Apn - - +) ) +)
43 7408 C porT Silenciosa - - + + +
7414 G por C Val por Leu +) +) - - -
7501 Tpor C Trp/Arg + + + + +
46 7920 TporC Silenciosa + + - - -

alteracdo da sequéncia nucleotidica j& descrita na literatura.

+
(+) alteragdo nucleofidica nova. o
- auséncia de alteracdo da sequéncia nucleofidica.
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Figura 3. Mutacdes no gene da Tg descritas em humanos e registradas na literatura.
1 - leiri e cols. (89); 2 - van der Graaf e cols. (64); 3 - Hishinuma e cols. (65); 4 - Targovnik e cols. (61); 5 - Targovnik e cols. (62);

6.7.8 e 9 - Novas mutagdes identificadas neste frabalho.

mRNA de tecido tiredideo, sintese de cDNA e poste-
rior seqlienciamento.

Este estudo permitiu a identificagio de quatro
novas muta¢oes, nos exons 2, 10, 30 ¢ 43, ainda nio
descritas na literatura (figura 3).

Na familia RO, verificou-se que ambos afetados
(primos em primeiro grau) possuem as mesmas altera-
¢oes nucleotidicas no gene da Tg, sendo que trés delas
sdo novas. Estas foram localizadas no exon 2, posi¢io
113 (com troca de arginina por lisina), no exon 10,
posi¢io 2561 (com troca de arginina por &cido
glutimico) ¢ no exon 43, posi¢io 7414 (com troca de
valina por leucina).

Nas familias UZ, ALX e SE foi identificada a
mesma altera¢io de seqiiéncia, mas diferente da en-
contrada na familia RO. Esta dltima ocorreu na
posi¢do 6701 e provocou troca nucleotidica originan-
do a substitui¢do de arginina por asparagina (tabela 8).
Estudo funcional da Tg permitird verificar o carater
inativante destas mutagoes.

Adicionalmente, foram identificadas nestes 5
pacientes afetados outras alteragdes de seqiiéncia nu-
cleotidica, que causaram mutagdes silenciosas (sem efeito
na atividade da proteina) ou polimorfismos (tabela 8).
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