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Resumo

RESUMO

O Hipotiroidismo congénito (HC) primario afecta cerca de 1:3000 a 1:4000 recém-
nascidos e pode ser causado por defeitos na ontogenia da tirdide ou na hormonogénese. Nas
duas ultimas décadas houve grandes avangos na genética molecular, o que levou a
caracterizagdo de genes que sdo essenciais para o normal desenvolvimento e producgédo de
hormonas do eixo hipotalamo-pituitaria-tirdide e para a biossintese da hormona da tiroide.
Mutac6es identificadas nestes genes permitiram explicar a patogénese molecular de algumas
formas de HC esporadicas e familiares.

Defeitos no gene da peroxidase da tir6ide (TPO) tém sido descritos como causa de HC por
deficiéncia na biossintese da hormona tiroidea (disormonogenese). Pretendeu-se com este
estudo determinar a frequéncia e natureza das mutac6es no gene da TPO em doentes com HC,
com valores elevados da hormona do crescimento (TSH) e com localizagdo normal da tirdide,
identificados no Programa Nacional de Diagnoéstico Precoce.

O estudo incidiu sobre 55 doentes, de 52 familias ndo relacionadas, que frequentam as
consultas programadas de endocrinologia dos centros de tratamento do Porto e Lisboa. O
rastreio molecular do gene da TPO foi realizado recorrendo a técnica de SSCA (Single Strand
Conformational Analysis) seguida de sequenciacdo dos fragmentos que apresentavam
alteracdes no padrdo de migracdo. Foram identificadas 8 mutagdes causais e 15 variantes
polimorficas em 13 dos doentes rastreados (7 homozigotos, 6 heterozigotos compostos).
Foram identificadas 4 mutacdes novas, 3 do tipo missense, ¢.391T>C (p.S131P), c.1274A>G
(p-N425S), ¢.2512T>A (p.C838S) e uma com possivel alteragdo splicing, ¢.2748G>A. Foi
ainda detectada uma variante polimérfica no intrdo 3, ¢.180-47A>C, ainda ndo descrita na
literatura.

Das mutacdes detectadas as mais frequentes foram ¢.1978C>G (p.Q660E) e
€.1183 1186dupGGCC (p.R396fsX76). No sentido de inferir sobre a origem destas duas
mutacdes mais frequentes foi realizada a haplotipagem dos doentes e familiares utilizando os
polimorfismos intragenicos. Os resultados sugerem uma origem comum para cada uma delas.

Este é o primeiro estudo molecular realizado em doentes Portugueses com HC para
estabelecer a etiologia da doenca devido a um defeito na hormonogénese. A proporcao de
doentes onde foram identificadas mutagdes no gene da TPO (aproximadamente 24% da nossa

amostra) justifica a implementacédo do rastreio molecular.
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Abstract

ABSTRACT

Congenital primary hypothyroidism (CH) affects about 1:3000 to 1:4000 infants and
may be caused by defects in thyroidal ontogeny or hormone synthesis. In the past two decades,
there were impressive advances in molecular genetics that lead to characterization of
numerous genes that are essential for normal development and hormone production of the
hypothalamic-pituitary-thyroid axis and for normal thyroid hormone synthesis. Mutations
identified in these genes allowed the molecular caracterization of several sporadic and
familial HC forms.

Defects in the thyroid peroxidase (TPO) gene are reported to be one of the causes of
congenital hypothyroidism (CH) due to thyroid hormone biosynthesis defect (thyroid
dyshormonogenesis). The aim of the present study was to determine the nature and frequency
of TPO gene mutations in patients with CH, characterized by elevated thyroid stimulating
hormone (TSH) levels and orthopic thyroid gland, identified in the Portuguese National
Neonatal Screening Programme.

The sample comprised 55 patients, from 52 unrelated families, with follow-up in the
endocrinology clinics of the treatment centres of Porto and Lisbon. Mutation screening in the
TPO gene (exons 1-17) was performed by single-strand conformational analysis (SSCA)
followed by sequencing of fragments with abnormal migration patterns.

Eight different mutations were detected in 13 patients (7 homozygotes, 6 compound
heterozygotes). Novel mutations included 3 missense mutations namely ¢.391T>C (p.S131P),
€.1274A>G (p.N425S), ¢.2512T>A (p.C838S) as well as the predictable splice mutation
€.2748G>A. The undocumented polymorphism ¢.180-47A>C, was also detected.

The two most frequent mutations were ¢.1978C>G (p.Q660E) and
€.1183 1186dupGGCC (p.R396fsX76). In order to establish the genetic background
associated to these two most frequent mutations, haplotype analysis was done in patients and
relatives using intragenic markers. The results suggested a common origin for each of these
mutations.

This is the first molecular study ever performed in Portuguese CH patients to establish
the aetiology of CH due to a hormonogenic defect. The large proportion of patients found to
have TPO mutations (approximately 24% of our sample) justifies the implementation of

routine molecular testing.



Abreviaturas e simbolos

ABREVIATURAS E SIMBOLOS

a.v.h volts acumulados / hora

CCP Proteina de controlo complementar

CcP Citocromo c oxidase

cDNA Acido desoxirribonucleico complementar ao mRNA
cm centimetros

DIT Diiodotirosina

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribontcleico

EGF Factor de crescimento epidermal

EPO Peroxidase eosindfila

HC hipotiroidismo congénito

HTs Hormonas da tirdide

hTPO Peroxidase da tirdide humana

LPO Lactoperoxidase

MIT Monoiodotirosina

min minuto

MPO Mieloperoxidase

MRNA Acido ribonucleico mensageiro

NIS Transportador sédio —iodo, Na+/I- Simporte

dNTP Trifosfato desoxinucleotideo

PCR Reaccdo em cadeia da polimerase

r.c.f Forca centrifuga do rotor

T, Triiodotironina reversa

S segundo

SNPs Polimorfismos de variagdo de um Unico nucleotideo
SPO Peroxidase salivar

SSCA Anélise de polimorfismos de conformagao em cadeia simples
Ts Triiodotironina

T, Tetraiodotironina ou Tiroxina

Tg Tiroglobulina

TG Gene da tiroglobulina

TGB Globulina ligadora da tiroxina

TPO Peroxidase da tir6ide

TRH Hormona libertadora da tirotropina

TSH Hormona estimuladora da tirdide (tirotropina ou hormona do crescimento)

Os aminoéacidos serao citados pelo cadigo de uma letra
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1 Fisiologia da tiréide — aspectos gerais

A principal funcdo da glandula da tiride € a producdo de hormonas essenciais para a
regulacdo do consumo energetico, crescimento, desenvolvimento e maturacdo de varios
Orgdos. Para que haja uma producdo normal de hormonas é necessario um desenvolvimento
normal da glandula, funcionamento e regulagdo adequados do mecanismo da sua biossintese e
um normal aporte de iodo, principal constituinte destas hormonas e regulador da sua fungéo.

A estrutura microscopica desta glandula € bastante distinta. Apresenta uma camada
externa de células epiteliais que rodeia um material amorfo denominado coldide. Estas
estruturas constituem os foliculos, a unidade funcional da tirdide e encontram-se em estreito
contacto com vasos sanguineos, vasos linfaticos e terminacBGes nervosas adrenérgicas. O
coldide é composto principalmente de tiroglobulina (Tg) e uma pequena parte de tiroalbumina
iodada. A tiroglobulina é uma grande glicoproteina homodimérica de 660 kDa que é
sintetizada pelas células da tirdide e secretada para o limen do foliculo (Delangue, 1990). A
principal funcéo das células foliculares é a sintese e secrecdo das hormonas da tiréide (HTs), a
3,5,3’,5’tetraiodotironina (tiroxina ou T,) e a 3,5,3” triiodotironina (T3). O iodo liga-se aos
anéis fenolicos dos residuos de tirosina da Tg para dar origem a iodotirosinas, a

monoiodotirosina (MIT) e a diiodotirosina (DIT), que s&o precursoras das HTs (figura 1.1).

T3 T3 T4
HZNYCOOH HENYCOOH H;NYCOOH
CH, CH, CH,
MIT DIT
HaN COOH H;N COOH
h I I 1 I I
CH, CH, O O 0O
1 I I I’ i ~1 i ~1 I I
OH OH OH OH OH

Figura 1.1 Estrutura das hormonas da tirdide e dos seus precursores. MIT, 3-Monoiodotirosina; DIT, 3,5-
Diiodotirosina; rTs 3,3’,5’triiodotironina inactiva ou Ts; reverso; Ts, 3,53’triiodotironina; T,
3,5,3’,5’tetraiodotironina (adaptado de Whitley et al, 1996).
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1.1.1 Biossintese das hormonas da tiréide

Segundo Taurog, (2000), a biossintese das hormonas da tiréide compreende seis passos
distintos: transporte activo de iodeto (I") para dentro das células foliculares; iodizacdo dos
residuos de tirosina na Tg; ligacdo das moléculas de iodotirosina na Tg; clivagem proteolitica
da Tg para libertacdo das iodotirosinas e iodotironinas; desiodagdo das iodotirosinas na tirdide
com a reutilizacdo do iodeto libertado; desiodagdo da T4 e T3 pelas desiodases tipo | e tipo Il
presentes na tirdide (figura 1.2).

No tracto gastrointestinal o iodo (l;) ingerido é transformado em iodeto (I)) que é
rapidamente absorvido pela corrente sanguinea. O transporte de I” para dentro das células
foliculares é o primeiro passo para a biossintese das HTs. E realizado através de um transporte
activo onde intervém uma proteina transportadora do tipo simporte Na*/l" (NIS; Levi et al,
1997). A concentragdo de iodeto no interior das células da tirdide, pode aumentar 20 a 40
vezes em relacdo a sua concentracdo no plasma (De La Vieja et al, 2000), constituindo um
mecanismo de adaptacdo que permite manter a producdo normal de HTs mesmo quando o
aporte de iodo na dieta é baixo. Além da tirdide outros 6rgdos concentram o iodeto (glandulas
salivares, mucosa gastrica, gandulas mamarias, plexus coroideus e a placenta) mas ndo sdo
capazes de o organificar (Delangue, 1990).

A biossintese das HTs inicia-se com a oxidacdo do iodeto seguida da iodizacdo dos
residuos de Tg dando origem as iodotirosinas (MIT e DIT). Uma molécula de DIT e uma de
MIT ligam-se para formar T3 e duas de DIT ligam-se para formar T, (ligagdo ou coupling).
Estas reaccOes sdo catalizadas por uma enzima, a peroxidase da tirdide (TPO; DeGroot e
Niepomniszcze, 1977), na presenc¢a de H,O,. A TPO ¢ a enzima chave da hormonogénese € 0
seu papel neste processo sera abordado mais a frente, com mais pormenor.

Apos a iodizagdo e ligacdo das iodotirosinas estas permanecem ligadas a Tg. Para se
libertarem da molécula de Tg terd que ocorrer, previamente, uma reabsorcdo de coldide pela
célula através de um mecanismo de endocitose mediado (Dunn e Dunn, 2001). Pequenas
goticulas de colbide, contendo Tg, formam-se na superficie apical da célula folicular. Estas
goticulas entram na célula e fundem-se com lisossomas formando fagolisossomas. As
proteases que intervém neste processo séo as catepsinas B e L, e com menor relevancia a
catepsina D (Dunn, 1991). Quebram-se as ligacGes peptidicas entre os aminoacidos iodizados
e a Tg formando-se T3 T4, MIT e DIT que sdo libertados para a célula. As hormonas Tz e T,

difundem-se na circulacéo sistémica. Apenas 20% de T3 circulante é secretada pela tiroide a
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restante é produzida por desiodacdo da T, em tecidos periféricos. A desiodacdo das

iodotironinas € levada a cabo por enzimas da familia das selenoproteinas: a desiodase tipo |

(Berry et al, 1991), a desiodase tipoll (Croteau et al, 1996) e a desiodase tipo Ill (Croteau et

al, 1995). MIT e DIT permanecem nas células foliculares onde sdo desiodadas pelas

Tg Tg

(b) (c)
Oxidacéo lodizagao Ligacdo
TPO*HO: o teOIT+Tg —> +E0 >
Lamen I

Protedlise da Tg

Membrana
Apical
' (d)
! Endocitose
' (a) Transporte do iodo
! (b) lodizagao o2
. . . L SO
: (c) Ligagdo das iodotirosinas OO
! (d) Endocitose
i 1 (e) Protedlise \1,
Ce_lula ! (f) Desiodagdo de MIT e DIT @)
Folicular ! (g) Desiodacdo da T,
:
)
]
)
)
)

Membrana
Basal

( T‘l’ Capilar Vv v O

Figura 1.2 Esquema representativo dos principais passos da biossintese das hormonas
da tiréide. EO: produto de reaccdo da enzima nativa com o H,O, - composto |
(adaptado de Taurog, 2000).

desiodases especificas para as iodotirosinas e o iodeto libertado constitui uma importante

fonte para a producdo de mais HTs (Rosemberg e Goswami, 1979). No interior das células da

tirdide, uma fraccdo indeterminada de T, também é desiodada a T3 por desiodases 5” (tipo | e

tipo I1) semelhantes as encontradas nos tecidos periféricos (Chanoine et al, 1993).
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1.1.2 Controlo da sintese e secre¢do das hormonas da tirdide.

A sintese e a secre¢do das HTs sdo reguladas principalmente pela hormona estimuladora
da tirdide (TSH ou tirotropina) e pela concentracdo de iodeto no soro (Whitley et al, 1996). A
TSH é uma hormona produzida pela glandula pituitaria. Esta glandula recebe sinais do
hipotalamo que estimulam a libertacdo de hormonas que afectam grande parte das funcfes do
organismo. A TSH apresenta receptores nas células epiteliais da tirdide e estimula a glandula
a produzir e secretar as HTs, aumentando tamanho e nimero de células foliculares e alterando
0 metabolismo intratiroidal (Taurog, 2000; Dunn, 2001). Os efeitos da TSH incluem: aumento
da transcricdo dos genes da tiroglobulina (TG), da peroxidase da tirdide (TPO) e do
transportador Na*/I” (NIS), através da estimulagdo dos factores de transcrigdo; aumento da
producdo de perdxido de hidrogénio; alteracdo da distribuicdo da TPO; aumento dos niveis de
T relativamente a Ty; alteragdo da distribuicdo da T4 nos residuos de tirosina da Tg; clivagem
das ligacdes peptidicas associadas ao iodo; formacdo de goticulas de col6ide; activacdo das
catepsinas B e L nos lisossomas. A sintese e secrecdo da TSH €, por sua vez, estimulada pela
hormona libertadora da tirotropina (TRH) um tripeptideo que € secretado pelos neurénios
hipotaldmicos e que apresenta receptores nas células da pituitaria anterior (figura 1.3). A
producdo das hormonas TSH e TRH ¢é controlada pelos niveis de Tze T4 no sangue por um
mecanismo retroactivo negativo classico (feedback negativo). Quando os niveis de Tze T4no
sangue aumentam inibem a producdo de TSH e TRH que assim deixam de estimular as
células epeteliais da tirdide diminuindo a sintese e secre¢do das HTs. Quando os niveis de Tz e
T, no sangue decaem, o controlo retroactivo deixa de ter efeito na producédo de TSH e TRH,
voltando a existir estimulacdo das células epeteliais. A este mecanismo de controlo destas
hormonas da-se o nome de eixo hipotalamico-hipofisiario-tiroideu (Greenspan, 2004).

A disponibilidade de iodo é outro factor importante na regulacdo da sintese das HTSs,
alterando a sensibilidade da tir6ide & TSH num processo que é designado por “autorregulacéo
da tiroide” (Cavalieri, 1997). O excesso de iodo exerce geralmente um efeito inibitorio,
levando a um bloqueio do mecanismo de iodizacdo, através da diminuicdo de producdo de
H.0, (efeito Wolff-Chaikoff), inibindo a sintese de hormonas. Baixos niveis de iodo levam a
um incremento da estimulacdo pela TSH, aumentam o transporte de iodo para dentro da

célula, aceleram o turnover do iodo e estimulam a producédo de T3 em detrimento da Ta.
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Pituitaria
Anterior

Figura 1.3 Regulacdo da sintese e secrecdo
das hormonas da tiroide - Eixo hipotalamico-
hipofisiario-tiroideu. (adaptado de Greenspan,
2004).

Suzuki et al, (1998) sugerem que a Tg pode, selectivamente, alterar a expressdo dos
factores de transcricio como TTF-1 (factor de transcricdo da tirdide-1), TTF-2 (factor
detranscri¢do da tirdide-2) e Pax-8 (paired box transcription factor) suprimindo a expressao
génica de NIS, TPO, TG e o receptor da TSH. A Tg podera assim influenciar a iodizacao e a
formacdo das hormonas através da regulacdo da sua propria sintese e a sintese de outras

proteinas que intervém na iodizagao.

1.1.3 Metabolismo periférico das hormonas da tiroide

Uma vez libertadas, as HTs vdo estar no soro ligadas a proteinas plasmaticas
transportadoras (LaFranchi, 2000). Por exemplo, cerca de 70% da T, circulante esta ligada a
globulina ligadora da tiroxina (TBG). Com menor importancia a nivel de transporte, esta a
pré-albumina ligadora da tiroxina (transtirretina) e a aloumina. Apenas 0.03% da T, ndo esta
ligada a estas proteinas designa-se por T, livre. A importancia bioldgica deste transporte por

6



Introducéo

parte das proteinas ligadoras ainda ndo € conhecida, no entanto, a possibilidade de algumas
intervirem no transporte das hormonas para determinadas regides do corpo ainda ndo foi
excluida (Dunn e Dunn, 2001).

Sdo as hormonas livres que vao entrar na célula, atravessando a membrana e o citosol,
através de um transportador especifico ou por difusdo passiva, para se ligarem a um receptor
no nucleo. Apos a entrada na célula a T, € desiodada a T3 e € a concentracgdo intracelular de T3
que determina o grau de ligacao aos receptores nucleares regulando assim a resposta biolégica
as HTs (Brent, 1994). Estes receptores ligam-se a locais de elementos de resposta no DNA
(response element) localizadas a jusante do inicio da transcricdo em promotores de genes
especificos. A ligacdo da T3 a estes receptores pode resultar na estimulacdo ou inibicdo da
transcricdo destes genes.

A funcdo primaria das HTs € a regulagdo do consumo energético e sdo indispensaveis para
0 crescimento, desenvolvimento e maturacdo dos mamiferos. Entre outras funcbes destas
hormonas incluem-se o estimulo da frequéncia e for¢a da contrac¢do cardiaca, estimulo da
sintese proteica e do metabolismo glicidico, aumento de sintese e degradacao do colesterol e
triglicerideos aumento das necessidades vitaminicas e potencializacdo da sensibilidade dos
receptores B-adrenenérgicos as catecolaminas (Whitley et al, 1996).

Todos estes aspectos da fisiologia da tiride sdo importantes para a compreensdao da
producédo e regulacdo hormonal. Defeitos num destes mecanismos poderdo traduzir-se em

alteracdes da sua funcéo.
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1.2 O hipotiroidismo congénito

O hipotiroidismo congénito (HC) primério é das doencas metabolicas mais comuns na
infancia. Caracteriza-se por uma perturbagdo da funcdo tiroideia devido a uma deficiente
producdo da hormona da tirdide (HT) ou de uma deficiente actividade receptora hormonal.
Um défice de HT num estddio inicial do desenvolvimento, resulta ndo s6 num
hipometabolismo generalizado como também em danos cerebrais que a nivel clinico se
manifestam na forma de atraso mental irreversivel (Andersen, 1961). Assim, durante muito
tempo, o termo cretinismo foi utilizado como sinénimo de HC.

Tendo-se verificado que quanto mais cedo se estabelecesse 0 diagndstico e a terapia de
substituicdo do HC, maiores seriam as probabilidades de evitar danos a nivel neuroldgico nas
criangas afectadas (Klein, 1972), muitos paises introduziram o rastreio neonatal de HC tdo
cedo quanto possivel. Em Portugal, o Programa Nacional de Diagnostico Precoce teve inicio
em finais de 1979 com o rastreio da fenilcetoniria e em 1981 passou a incluir também o
rastreio de HC. O programa, comummente chamado de “Teste do Pezinho”, decorre até hoje
no Instituto de Genética Médica Doutor Jacinto de Magalhdes (IGMJM) e é de extrema
importancia uma vez que permite o diagnostico e tratamento precoce das duas doencas. Para
além de beneficiarem os doentes e suas familias, estes programas permitiram, ao longo do
tempo, a producdo de informacdo no dominio da epidemiologia, patofisiologia, diagndstico e
tratamento destas doengas.

A incidéncia do HC primario a nivel global, em regides em que o iodo é suficiente, é de
1/3.000 a 1/4.000 nascimentos mas existe uma variagdo maior em algumas populacdes. Por
exemplo, em populac@es Afro-americanas a incidéncia é apenas de 1/10 000 (Roberts et al,
1997). E também mais frequente no sexo feminino. Em Portugal, a incidéncia é cerca de
1/3.200 e a taxa de cobertura de rastreio, a nivel nacional, ronda os 95,5% (Relatério de
actividades - IGMJM, 2003).

1.2.1 Classificacéo

Foley (2000) classifica o HC em 4 grupos principais: hipotiroidismo permanente
esporadico, hipotiroidismo permanente primario, hipotiroidismo permanente hipotalamico-
pituitario e hipotiroidismo transitorio (tabela 1.1). O HC é permanente quando a deficiéncia

na producdo das hormonas da tiroide persiste durante toda a vida do doente, e transitorio
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quando é detectado no momento do rastreio e espontaneamente desaparece. O HC é primario
quando a tiroide é lesada ou incapaz de produzir uma quantidade normal de T; e T, Pode
ocorrer em condicBes hereditarias, nas quais a sintese das hormonas é insuficiente ou por
remocao ou destruicdo de tecido tiroideu por cirurgia ou tratamento com iodo radioactivo
(Foley, 2000). O HC secundario resulta de doengas hipofisiarias ou hipotalamicas
(hipotiridismo hipotalamico-pituitario).

A causa mais comum para o HC, em todo o mundo, é a falta de iodo. Classifica-se como
hipotiroidismo transitério porque uma vez restabelecida a quantidade de iodo necessaria na
dieta a producdo de hormonas da tirdide normaliza. O HC transit6rio pode dever-se, também,
a exposicdo materna ou neonatal ao iodo, a utilizacdo de terapias com iodo radioactivo na
gravidez e a uma disormonogénese transitdria que so é detectada quando a crianca é sujeita a
uma interrupcdo da terapia (Delangue, 1990). O HC transitorio pode também resultar da
passagem, através da placenta, de anticorpos maternos que inibem a ligacdo da TSH ao seu
receptor, no feto. Deve ser averiguado se a mae apresenta historial de doenga autoimune
(LaFranchi, 2000). Doencas como a sindrome de Down e nefrose congénita sdo exemplos de
patologias que, transitoriamente, poderdo originar o aparecimento de HC.

Em regifes em que a quantidade de iodo é suficiente, a disgenesia (anomalia no
desenvolvimento da glandula da tirdide) ¢ a causa mais comum de HC. A disgenesia da
tirdide inclui: agenesia (auséncia da glandula), ectopia (localizacdo ectdpica da glandula) e
hipoplasia. Esta incluida no hipotiroidismo congénito permanente esporadico porque,
exceptuando os casos raros onde se conhece o defeito na embriogénese da tirdide, as causas
ndo sdo conhecidas. Compreende cerca de 80% dos casos, e nos restantes o HC é causado por
deficiéncia hereditaria num dos passos da hormonogénese (disormonogénese) ou devido a

alteracGes na glandula pituitaria e/ou hipotalamo (Krude et al, 2000).

1.2.2 Manifestacg0es clinicas

Qualquer que seja a causa do HC é clinicamente dificil de o reconhecer no periodo
neonatal uma vez que existe a transferéncia de T, mée-feto ao nivel da placenta. Esta

transferéncia, faz com que a reducdo das HTs seja, nalguma extensdo, mitigada e os sintomas
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Tabela 1.1. Classificacdo do Hipotiroidismo Congénito (adaptado de Foley, 2000).

Hipotiroidismo permanente esporadico

Disgenesia da tiride
Agenesia
Ectopia
Hipoplasia
Exposicdo materna ao iodo radioactivo
Toxoplasmose congénita
Defeitos genéticos na embriogénese

Hipotiroidismo permanente primario
Perda de funcédo do receptor da TSH (resisténcia a TSH)
Hormonogénese
Defeito no transporte do iodo
Defeito na peroxidase da tiroide
Defeito na sintese da Tg
Defeito na desiodases das iodotirosinas

Hipotiroidismo permanente hipotaldmico-pituitario
Mudltiplas dificiéncias nas hormonas hipotalamicas
Idiopatico
Familiar
Associado a defeitos anatdmicos do Sistema Nervoso Central
Deficiéncia na TRH
Deficiéncia na TSH
Mutacéo na subunidade  da TSH com perda de funcéo

Hipotiroidismo transitério
Falta de iodo
Exposicdo materna ou neonatal ao iodo
Terapia materna com drogas antitiroideias
Anticorpos maternos bloqueadores do receptor da TSH
Disormonogénese transitéria
Defeito oxidativo
Nefrose congénita
Concentracdo elevada de TSH idiopatica
Isolado
Sindrome de Down
Hipotiroidismo primario idiopatico
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se fagam sentir mais tarde. Estima-se que a concentracdo de HTs no feto seja 33% do valor
normal (LaFranchi, 2000). Este valor ¢é suficiente para manter o equilibrio hormonal, no
entanto, é suficientemente baixo para provocar o aumento dos niveis de TSH (devido ao
mecanismo de feedback negativo), permitindo a deteccdo da maior parte dos casos de HC nos
rastreios neonatais.

A sintomatologia de um recém-nascido com HC é rara e ndo especifica (Delangue e
Czernichow, 1990). A severidade da doenca vai depender do tempo que a crianga esteve
sujeita a um estado hipofuncdo tiroideia. Um quadro clinico de HC severo pode incluir:
hipotonia, mixedema, distensdo abdominal, bradicardia, dificuldade em se alimentarem; choro
rouco; macroglossia; ictericia prolongada; septo nasal incompleto, fontanelas posteriores
alargadas, obstipacdo, hipotermia, atraso na maturacao 6ssea e hérnia umbilical (Andersen et
al, 1961; Foley et al, 1983). Trata-se, normalmente, de criangas que receberam grandes
quantidades de anticorpos bloqueadores dos receptores da TSH durante a gestacdo ou
apresentam agenesia da tir6ide ou defeito completo na hormonogénese. E possivel que estes
doentes possam evidenciar mais tarde alteracdes no desenvolvimento neurolégico (De Vijlder
e Vulsma, 2000). A presenca de bdcio € rara e sugere defeito na biossintese da hormona da
tirdide (Delangue e Czernichow, 1990). No entanto, a maior parte dos individuos com HC sdo
detectados no rastreio neonatal e apresentam poucos ou nenhuns sinais de hipotiroidismo. As
manifestacdes clinicas s6 seriam evidentes apds 2 a 3 meses de idade, caso a terapia de

substituicdo ndo fosse introduzida.

1.2.3 Etiologia - defeitos genéticos

O diagnostico precoce do HC, ainda antes de qualquer manifestacdo clinica da doenca,
aumentou a necessidade de uma classificacdo etiologica e neste aspecto a biologia molecular

tem vindo a contribuir para a classificacdo de algumas formas hereditarias.

Defeitos no hipotalamo e pituitaria

O HC hipotalamico-pituitario pode ser causado por defeitos no desenvolvimento do
sistema regulador da tiride ou falha na sintese de TSH devido a mutacBes em genes
estruturais ou reguladores (De Vijlder et al, 2003). Defeitos genéticos na ontogenia da

glandula pituitaria podem resultar em varias combinacGes de deficiéncias de hormonas
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incluindo a TSH. Existem factores de transcricdo, POU1F1, PROP1, LHX3, HEX1, que estdo
envolvidos no desenvolvimento da glandula pituitaria. MutagGes nos genes que codificam
para estes factores podem provocar alteracdes da secrecdo da TSH. Defeitos no receptor da
TRH (hormona libertadora da TSH) também podem originar HC. Foi descrito um caso de HC
em que havia completa auséncia de resposta da prolactina e TSH a TRH (Collu et al, 1997).
Mutacdes identificadas na subunidade § da TSH foram descritas em doentes com HC. Esta
deficiéncia isolada da TSH é transmitida de forma autossomica recessiva (De Vijlder et al,
2003).

Defeitos na organogénese da tiroide

O espectro de defeitos no desenvolvimento da tiréide, agenesia, ectopia e hipoplasia, ndo
eram considerados como defeitos hereditarios. No entanto, algumas familias com maultiplas
ocorréncias de disgenesia foram descritas e estima-se que representem 2% do total de casos
(Castanet et al, 2001). O facto da prevaléncia desta doenca apresentar grandes variacdes nos
diferentes grupos populacionais, maior prevaléncia no sexo feminino e muitas vezes
malformacdes associadas sugere a presenca de factores genéticos na patogénese da doenca
(Devos et al, 1999).

Os maiores avangos na compreensao dos mecanismos patogénicos da disgenesia da tirgide
advém da descoberta dos genes que codificam para factores de transcricdo que regulam a
normal inducdo, migracdo, diferenciacdo e expressdo de genes especificos da tirdide como
sendo o TTF-1 (Guazzi et al, 1990), TTF-2 (Zanini et al, 1997) e Pax-8 (Plachov et al, 1990).

Foram identificadas mutacGes no gene TTF-1 que resultam em HC, com grau de
severidade variavel, e outras alteracbes como por exemplo hipotonia muscular e problemas
pulmonares (Devriendt et al, 1998; Krude et al, 2000). No gene TTF-2, foram descritas
mutacdes do tipo missense associadas a agenesia da tirdide e outras malformacdes (Clifton-
Bligh et al, 1998). No gene Pax-8 todas as mutagdes sdo monoalélicas e associadas a uma
variavel expressao fenotipica, ectopia ou hipoplasia com HC mais ou menos severo (Congdon
et al, 2001).
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Defeitos na biossintese das hormonas da tiroide

Defeitos em qualquer uma das proteinas intervenientes na biossintese das hormonas da
tirdide podem estar na origem de HC. S8o varios os genes candidatos, no entanto, estudos de
anélise de ligacdo génica (Mangklabruks et al, 1991) e o grande numero de mutacGes
identificadas em doentes com HC mostraram que defeitos na peroxidase da tirdide (TPO) séo
a causa mais comum no HC por disormonogénese.

As reaccOes de iodizacdo e ligacdo estdo dependentes da presenca do peroxido de
hidrogénio que funciona como cofactor essencial da TPO. Duas NADPH oxidases, THOX 1 e
THOX2, que poderdo fazer parte do sistema gerador de H,O,, foram clonadas (De Deken et
al, 2000). AlteracGes na sequéncia do gene THOX2 foram descritas em varios doentes com
defeito total na organificacdo do iodo (Moreno et al, 2002).

Defeitos no transporte do iodo podem ser devidos a muta¢Ges no gene do transportador
Na*/l (NIS) ou no gene da pendrina (SCL26A4 ou PDS, que codifica para uma proteina
envolvida no efluxo de iodo através da membrana apical). Foi provado que mutacdes
identificadas no gene NIS, em doentes com HC, eram a causa da doenca (De La Viedja et al,
2000). Mutacbes no gene PDS sdo responsdveis pela sindrome de Pendred (surdez
neurosensorial). Alguns destes doentes apresentam também HC (Everett et al, 1997).

Neste grupo de defeitos da hormonogénese temos também a resisténcia a TSH que resulta
de alteracdes da via reguladora da TSH. Na origem podem estar mutac6es no gene do receptor
da TSH ou proteinas que estejam envolvidas na via de sinalizacdo, como a proteina G, a
adenil ciclase e outras cinases (Xie et al, 1997).

A Tg é uma proteina muito importante na sintese e armazenamento das hormonas da
tirdide. MutacBes no gene da Tg tém sido descritas em doentes com HC (Medeiros—Neto,
1993).

Para que as hormonas sejam libertadas na corrente sanguinea a Tg entra na célula
folicular e € hidrolizada libertando T4, T3 € as iodotirosinas MIT e DIT que sdo desiodadas
sendo o iodo reciclado para a formacdo de mais hormonas. Apesar de ainda ndo estarem
molecularmente caracterizados, pensa-se que defeitos nas desiodases estardo também na

origem de HC por disormonogénese.
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1.3 A peroxidase da tiréide no HC por disormonogénese

1.3.1 Bioquimica

A peroxidase da tiréide (TPO; MIM#606765) é uma proteina glicosilada, com um grupo
prostético heme, ligada & membrana. E sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso da
célula folicular e é transferida para a membrana apical através de elementos do complexo de
Golgi e vesiculas exociticas onde catalisa duas reac¢des importantes na hormonogeénese, a
iodizacdo dos residuos de tirosina na tiroglobulina e a ligagcdo das tirosinas iodizadas
(coupling) para a formacao das hormonas T4 e T3 (DeGroot e Niepomniszcze et al, 1977).

Na hormonogénese o iodeto (I'), a forma com que o iodo entra na glandula da tirdide, tem
que ser primeiro oxidado para um estado de oxidacdo mais elevado antes que consiga actuar
como um agente iodizante. Dos agentes oxidantes bioldgicos, suficientemente fortes, que se
conhecem, apenas 0 H,O, e 0 O, sdo suficientemente potentes para oxidar o iodo. Cedo se
percebeu que este passo envolveria uma peroxidase (Taurog, 1964). A maior parte dos
estudos de mecanismos de ac¢do das peroxidases tém sido realizadas em plantas e fungos. A
peroxidase de rdbano e a citocromo ¢ oxidase de levedura tém sido os exemplos mais

utilizados nestas experiéncias.

Mecanismo de iodizagéo

O grupo prostético heme consiste num atomo de ferro coordenado no centro de um
sistema de pirrol conhecido por protoporfirina. Este grupo prostético é fundamental para a sua
actividade catalitica. No caso da TPO e LPO, o ferro do grupo heme apresenta-se na forma

férrica (Fe'"; Taurog, 2000). O produto de reaccdo da enzima nativa com o H,O- é designado

por composto | em que hé oxidacdo envolvendo dois electrdes (R-Fe'V-"= 0). O produto da

reducdo de um electrdo do composto | é conhecido por composto Il (R-Fe' = 0; Taurog,
2000).

Baseados em estudos estruturais da citocromo c¢ oxidase, Poulos (1988) propos um
mecanismo geral para formacdo deste composto | que envolve dois residuos de histidina da
proteina localizados em dois p6los opostos do grupo heme. Temos a histidina proximal, que
se apresenta ligada ao ferro do grupo heme e histidina distal que se localiza junto da ligagéo
do grupo heme a proteina. A histidina distal, conjuntamente com um residuo de
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Grupo Heme em repouso Composto |
A \ \
Fe||| % FeIV:O .
\ +
11 - catido |
B
5rupo Heme em repouso Composto |

Radical Proteico |

Figura 1.4 Estrutura das duas formas do composto I. (A) forma de
radical r-catido porfirina oxoferril; o composto | da peroxidase de rabano
existe exclusivamente nesta forma. (B) forma radical oxoferril proteico; a
forma do composto | na citocromo ¢ oxidase existe exclusivamente nesta
forma e, neste caso, o0 segundo electrdo é doado por um residuo (R) de
triptofano (adaptado de Taurog et al, 1996).

arginina, participa na clivagem da ligacdo O-O do grupo heme. Esta funciona também como

catalisador acido-base. O composto | pode existir sob duas formas diferentes: radical n-catido

porfirina oxoferril (ou w-catido I) e radical oxoferril proteico (Taurog et al, 1996).

Na primeira forma do composto | um dos electrdes € retirado do ferro formando o grupo
oxoferril e o segundo electrdo é removido do anel de porfirina ( +). O composto | da
peroxidase de rabano existe exclusivamente nesta forma de m-catido I. Na segunda forma do
composto I, o segundo electrdo é doado por um residuo, que no caso da citocromo ¢ oxidase
é um residuo de triptofano que se localiza proximo do composto | (figura 1.4).

A figura 1.5 mostra a formacgdo do composto I na TPO e LPO (lactoperoxidase). A adi¢ao
de H,Oa enzima em repouso leva a formacdo do composto | na forma de n-catido | (Ohtaki
et al, 1981). Nestas enzimas, o composto | é bastante instavel quando ndo tem substrato

disponivel isomeriza e da origem a forma de radical proteico (Courtin et al, 1982).
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Grupo heme em repouso Composto | Composto |

H,0,
— s

---R-H

Isomerizagég
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7 - catido | Radical Proteico |

Figura 1.5 Formacao do composto | na TPO e LPO (adaptado de Taurog et al, 1996).

Uma vez formado o composto I, isto é, a enzima no estado oxidado, segue-se a
oxidacdo do substrato. De uma maneira geral as peroxidases heme seguem o esquema de
reaccao apresentado na figura 1.6.

O mecanismo de iodizacdo tem sido discutido por inimeros grupos de investigadores,

tendo sido propostos varios mecanismos alternativos assim como candidatos a intermediarios

Fe'™ + H,0,— [R-Fe"V-"=0] + H,0
Composto |

[R-Fe'V-* = 0] + SUBSTRATO —> [R-Fe'V* = 0] + SUBSTRATO OXIDADO
Composto | Composto Il

i+

[R-Fe"*=0] + suBsTRATO —> Fe'"" + SUBSTRATO OXIDADO + H,0

Composto Il

Figura 1.6 Esquema geral de reaccdo das heme peroxidases.

iodizantes (revisto por Taurog, 2000). Num dos esguemas alternativos, propuseram a

existéncia de dois locais para o substrato no composto I, um favorecendo o iodeto e outro o
residuo de tirosina que submetidos a uma oxidacdo davam origem aos respectivos radicais (I-

Tyr-). Num segundo mecanismo, propde-se uma oxidacao inicial da TPO seguida da oxidacéo

do I" a ifo iodinio (I") e posterior iodizacdo da tirosina. A terceira proposta também envolve
duas trocas de electrdes para produzir hipoiodito (OI) e subsequente iodizac¢do da tirosina. O

esquema correcto ndo esta contudo estabelecido.
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lodizacao da tiroglobolina

A Tg humana contém 132 residuos de tirosina, mas nem todos sdo igualmente
susceptiveis a iodizacao. Sabe-se que existem sequéncias consenso gque favorecem a iodizacéo
como sendo: Asp-Glu-Tyr, Ser/Thr-Tyr-Ser e Glu-X-Tyr. Na Tg humana, 0s principais
residuos hormonogénicos sdo o n° 5, 130, 685, 847, 1447 e 2554 (Dunn e Dunn, 2001). O
local onde se d& a iodizacdo da tiroglobulina tera que ter quatro elementos em grande
proximidade, a TPO, H,0,, 0 lodo e a Tg. No final da reaccdo de iodizacdo vamos obter
monoiodotirosinas (MIT) e diiodotirosinas (DIT) ligadas a molécula de tiroglobulina.
Evidéncias de estudos autorradiograficos obtidas a partir de microscopia éptica e electrénica
indicam que a iodizacdo da Tg ocorre na interface célula-coldide junto a membrana apical
(Ekholm e Wollman 1975; Ekholm e Bjorkman, 1984). Resultados obtidos com técnicas
histoquimicas (Tice et al, 1974) e de imunofluorescéncia (utilizando um anticorpo
monoclonal; Kotani e Othaki, 1987) para localizagdo da TPO nas células foliculares da tirdide

também sugerem que a iodizacdo tem lugar na interface célula-coldide.

Mecanismo de ligagéo — coupling

Uma vez formadas DIT e MIT, dois residuos de DIT associam-se para formar T, e um
residuo de MIT e outro de DIT associam-se para formar T;. O mecanismo de ligacdo (ou
coupling) tem sido assunto controverso e a semelhanca da iodizacéo foi também proposto um
mecanismo ionico (Gavaret et al, 1981) e um por radical (Gavaret et al, 1981;Taurog et al,
1994). Tém sido apresentadas algumas linhas de evidéncia que apontam para um mecanismo
por radical (Doerge et al, 1994). Na figura 1.7 estd representado um esquema hipotético
compativel com resultados obtidos com um sistema modelo da TPO (Taurog, 2000). Segundo
este esquema, a através da accdo da TPO mais H,O,, ha primeiro a formacao radicais livres de
DIT na matriz proteica da Tg. Numa fase posterior, € num mecanismo ndo enzimatico, dois
radicais DIT ligam-se para formar um intermediario de éster de quinol. A cisdo deste
intermediario para dar origem ao residuo de T4 podera originar a formacdo de um residuo de
dehidrolanina ou de serina. Enquanto que a iodizagdo dos residuos de tirosina é uma reac¢ao
de substituicao electrofilica a ligagdo das iodotirosinas para formar as hormonas da tiréide é
um tipo de condensacao fendlica (Taurog et al, 1996).

Estudos realizados em sistemas modelo da TPO e LPO para a iodizacdo e ligacdo
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Figura 1.7 Esquema proposto para o mecanismo de ligacéo
para a formacdo da T, na molécula de tiroglobulina,
assumindo tratar-se de um mecanismo radical. Com ndmero 5
estd representado um dos principais residuos de tirosina
hormonogénicos da Tg (adaptado de Taurog, 2000).

mostraram que estes dois mecanismos ocorrem simultaneamente e que ambos sé&o mediados

pela forma de & - catido | de porfirina do composto | (Taurog et al, 1996).
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1.3.2 Biologia molecular e estrutura da proteina

A TPO foi a primeira peroxidase animal cuja sequéncia aminoacidica completa foi
determinada. O isolamento e caracterizacdo por sequenciacdo nucleotidica de um clone de
cDNA, representando parte da sequéncia do cDNA total da TPO de porco, foi pela primeira
vez descrito por Magnusson et al, (1986). Em 1987, trés grupos de investigadores (Kimura et
al, 1987; Magnusson et al, 1987; Libert et al, 1987a) descrevem a sequéncia nucleotidica do
cDNA da TPO humana (hTPO). O mRNA (GeneBank Acession number: NM_000547)
compreende cerca de 3.1 Kb que codifica para uma proteina de 933 aminoacidos,
aproximadamente 105 kDa. Mais tarde foram descritas as sequéncias de aminoéacidos de
outras peroxidases de mamiferos tais como a mieloperoxidase (MPO; Johnson, et al, 1987),
lactoperoxidase (LPO; Dull et al, 1990), peroxidase salivar (SPO; Kiser et al, 1990) e a
peroxidase eosindfila (EPO; Sakamaki et al, 1989).

Kimura e colaboradores (1989a), caracterizam a estrutura do gene da TPO incluindo a
sequéncia nucleotidica, todas as jungdes exdo-intrdo e 32 kb de sequéncias intronicas na
regido flanqueadora 5. O gene da hTPO (GeneBank Acession number: NT_033000)
compreende 17 exdes e 16 intrdes que se estendem por uma regido de aproximadamente 150
kb. O mapeamento do gene no cromossoma 2 foi realizado por Kimura et al, (1987). Através
da técnica hibridizacéo in situ Endo et al, (1995) localizou o gene na regido 2p25.

Libert e colaboradores (1987b), estudaram a homologia evolucionaria entre a hTPO e a
hMPO (mieloperoxidase humana). Estas duas proteinas apresentam elevada homologia nos
primeiros 740 aminoéacidos (cerca de 42% de identidade), o que corresponde a grande parte da
regido extracelular da proteina. A TPO apresenta, no entanto, mais 197 residuos no terminal
carboxilico. Estes residuos codificam para trés dominios distintos que se encontram
justapostos (figura 1.8). Do residuo 741 ao 848, ainda na regido extracelular da proteina, a
sequéncia apresenta significativa similaridade com a familia de genes da proteina
complemento de controlo (CCP ou dominios Sushi; sequéncias consenso com cerca de 60
residuos e apresenta um arranjo em beta-sandwich) e com o dominio de ligacédo ao célcio do
factor de crescimento epidermal (EGF-like potential calcium binding domain; Libert et al,
1987b) que sdo codificados pelos exBes 13 e 14 respectivamente. Segue-se um dominio
tipicamente transmembranar (exao 15) e uma pequena cauda com cerca de 60 aminoacidos na
regido intracelular. Dos residuos 510-567 verifica-se uma certa homologia com a subunidade

I da citocromo c oxidase (CcP; compreende parte do exdo 9 e do exdo 10; Kimura et al,
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Figura 1.8 Representacdo esquematica da sequéncia de cDNA (A) e da sequéncia linear de
aminoacidos da hTPO e seus dominios (B). A TPO apresenta homologia com: a mieloperoxidase
(MPO; do residuo 1 ao 740); a subunidade | da Citocromo c oxidase (CcP; residuos 510-567) a
proteina de controlo complementar (CCP, do residuos 741-794); o factor de crescimento epidermal
(EGF, do residuos 795-848); o dominio transmembranar; uma pequena cauda de 60 residuos na
regido intracelular. (*) Codéo de iniciacdo; (**) coddo stop.

1989a), polipéptideo codificado pelo genoma mitocondrial. Baseados nestas observagdes
Libert e colaboradores (1987b) consideraram a TPO uma proteina mosaico. O facto de a TPO
e MPO apresentarem elevada homologia, leva a crer que estas enzimas sdo membros da
mesma familia de genes e que, provavelmente, apresentam um gene ancestral comum
(Kimura et al, 1989a). Os autores sugerem a existéncia de uma fusdo entre os genes que
codificam para os diferentes dominios e o gene ancestral dando origem ao gene da TPO.

O alinhamento de 6 sequéncias de peroxidases de mamiferos e 5 de invertebrados
(Taurog, 1999) mostrou uma completa conservacdo dos residuos considerados importantes na
formagéo do composto I. Assim, poderemos falar, de uma forma mais abrangente, em
peroxidases de animais em vez de peroxidases de mamiferos. Este grupo de peroxidases
animais difere consideravelmente na estrutura secundaria e tercidria das peroxidases de
plantas, fungos e bactérias mas com quem partilham uma funcdo comum. Este podera ser um
exemplo de evolugdo convergente, uma vez que os genes destes dois grupos de peroxidases
pertencem a familias de genes diferentes mas que a dada altura, na evolugdo, convergiram

para um mecanismo enzimatico comum.
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Estrutura da proteina

Para determinar a estrutura secundaria e terciaria de uma proteina € necessario ter
guantidades na ordem dos miligramas de proteina purificada. Até ao momento, ndo foi
possivel obter proteina suficiente das glandulas da tirdide humana para proceder aos estudos
estruturais. A determinacdo da estrutura cristalografica da MPO (Zeng e Fenna, 1992) revelou
que regiGes importantes da proteina como o centro catalitico, 12 residuos de cisteina e o
dominio de ligacdo ao calcio estdo conservados em todas estas peroxidases de mamiferos.
Estas observacbes sugeriram que a estrutura tridimensional destas proteinas era similar e a
MPO poderia servir como modelo.

Baseada na posicdo bem definida para a histidina proximal e distal da MPO e através do
alinhamento das sequéncias foi possivel determinar os residuos correspondentes na TPO
(Taurog, 1999). Assim, para a H95 (distal) e H336 (proximal) da MPO tém como residuos
correspondentes na TPO H239 e H494 respectivamente. Desta forma, a posi¢cdo dos outros
residuos importantes na TPO foi determinada: o0 R396, que se pensa estar envolvido no
mecanismo catalitico que leva a formacdo do composto I; 0 N579, que é responsavel pela
estabilizacdo da ligacdo de hidrogénio na histidina proximal; o D238 e Q399 que estardo
envolvidos na ligacdo covalente da proteina ao grupo heme; 12 residuos de cisteina (C142-
C158; C259-269; C263-C286; C375-389; C598-C655; C696-C721) formando ligaches
intrapeptidicas dissulfido; os residuos de ligacdo ao calcio (D240; T321; D325; S327).

No dominio do EGF, presente na regido terminal carboxilica da TPO, temos seis cisteinas
que também intervém em ligacdes dissulfido (C800-C814, C808-C823 e C825-C838).

Os locais de glicosilacdo foram determinados e caracterizados apenas para a TPO de
porco (Rawitch et al, 1992). Dos 5 potenciais locais 4 estavam mesmo glicosilados (N129;
N307; N342; N569; Fayadat et al, 1998).

Banga e colaboradores, (1990) combinando métodos de previsdo da estrutura secundaria,
espectroscopia diacronica circular (aplicada a MPO e extrapolada para a TPO) e o
alinhamento das sequéncias chegaram a conclusdo que a estrutura da TPO € principalmente
organizada em a-hélice com pequena parte em folhas S e organizada em dominios distintos.

Baker et al, (1994), Nishikawa et al, (1994) propuseram que a TPO se apresentaria como
um dimero, tal como a MPO, no entanto, as observacdes de Cetani et al, (1995) indicam que a
TPO ndo se apresenta desta forma. N&o existe consenso em relacdo a este aspecto da sua

estrutura.
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Regulacao da expressao génica nas células da tiroide

Estudos efectuados em células de rato demonstraram que a actividade da TPO era
estimulada na presenca de TSH (Nagataki et al, 1974). Em vaérias preparacdes de células da
tirdide, verificou-se que a TSH aumenta os niveis de mRNA da TPO. Esta estimulacéo era
mimetizada pela adenosina monofosfato ciclica (CAMP) e por agentes que aumentam 0s
niveis intracelulares do CAMP.

Foram identificados elementos de activacdo da expressao génica especificos da tirdide nas
regides 5’ flanqueadoras do gene da hTPO, localizados a cerca de 5.5 kb a montante do local
de iniciacdo da transcrigdo (Kikkawa et al 1990). Como ja foi referido, sabe-se que os factores
de transcricdo TTF-1, TTF-2 e Pax-8 regulam o controlo da expressdo génica da TPO, da Tg e

do receptor da TSH.

Heterogeneidade da peroxidase da tiroide purificada a partir de tiréide humana

Verificou-se que variadas espécies de mMRNA que codificam para as isoformas da hTPO
estdo presentes em tecido normal da tirdide. O primeiro trancrito a ser detectado com tamanho
diferente do transcrito normal (que codifica para um polipeptidio com 933 aminoéacidos;
TPO1) foi o TPO2, cujo o exdo 10 se encontra delectado dando origem a uma proteina com
876 aminoacidos (Kimura et al, 1987). Zanelli e colaboradores (1990) descrevem outro
trancrito (TPOzanelli ou TPO3) que apresenta a deleccdo de 130 nucleétidos no exdo 16, o
que alterando a grelha de leitura da origem a uma variante de hTPO de 929 aminoacidos.

Outras duas espécies de mRNA, TPOI e TPOII, de menor tamanho, foram também
descritas em tecido normal de tirdide (Nagayama et al, 1990). TPOI apresenta apenas a
porcdo correspondente do exdo 1 ao 6, seguido de uma regido terminal 5’ do intrdo 6. O
transcrito TPOII contém apenas 0s exdes do 1 ao 5 seguidos de uma sequéncia de 558 pb na
regido terminal 3’ (sequéncia presumivelmente intrénica). O transcrito TPOI codifica para
uma proteina com 225 aminoacidos e TPOII para uma com apenas 174 aminoacidos.

Mais recentemente, foram detectados novos transcritos, TPO4 e TPO5, que
apresentam o exdo 14 e 8 delectados, respectivamente (Ferrand et al, 2003). O transcrito
TPO4 da origem a uma proteina de 889 enquanto que TPO5 da origem a uma variante com
760 aminoacidos. Foram ainda detectadas as variantes com multiplas deleccdes, TPO2/3
(ex0es 10 e 16 delectados), TPO 2/4 (exdes 10 e 14 delectados) e a TPO6 (exbes 10 0 12, 13,
14 e 16 delectados) e foi colocada pelos autores a hipdtese de existirem mais espécies com
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multiplas delec¢des. De todas estas variantes sabe-se que apenas a TPO3 e a TPO4 sdo
enzimaticamente activas, no entanto, apresentam um tempo médio de vida mais curto do que
aquele observado para a proteina normal, TPO1 (Ferrand et al, 2003). Estudos realizados com
a TPO2 demonstraram que ela é rapidamente degradada ap6s a sua sintese, ndo conseguindo
atingir a superficie da célula. Espera-se pois, que todas as espécies com multidelecgdes, que
incluam a deleccdo do exdo 10, sejam também enzimaticamente inactivas. A isoforma TPO5
apresenta deleccdo do exdo 8 que codifica parte do centro catalitico da enzima (compreendida
entre os exdes 8-10) 0 que sugere que esta seja também enzimaticamente inactiva.

Para além do TPOL1, o significado fisioldgico e patofisiolégico de qualquer um destes
transcritos € desconhecido. O facto de todos eles estarem presentes em tecido normal da
tirdide reduz a possibilidade de estarem associados a alguma doenca. Mais estudos serdo

necessarios para esclarecer o papel destas isoformas na hormonogénese.

TPO humana recombinante

A disponibilidade de grandes quantidades de TPO purificadas € essencial para o estudo da
sua funcdo enzimatica a nivel molecular. Antes da clonagem molecular da TPO, a Unica fonte
para obter enzima purificada era o tecido da tiroide. Inicialmente o método de purificacdo a
partir de tecido da tiroide incluia o tratamento com detergente e digestdo proteolitica. Esta
metodologia permitia a obtencdo de um grande fragmento com actividade catalitica
(Ykoyama e Taurog, 1988). Posteriormente foi também utilizada a cromatografia de afinidade
utilizando um anticorpo monoclonal (Othaki et al, 1986). Para estas técnicas sdo necessarias
grandes quantidades de tecido e a obtencdo de tecido de tiréide humana é, no entanto,
limitado.

A clonagem molecular veio possibilitar a obtencéo de proteina enzimaticamente activa em
diferentes sistemas de replicacédo in vitro. A hTPO foi, estavelmente, introduzida no genoma
de células CHO (chinese hamester ovary cells; Kaufman et al, 1989) onde é expressa a
superficie e também nos seus microssomas constituindo uma fonte ilimitada e uniforme de
proteina activa. Elevados niveis de expressdo foram também verificados em células, Hep G2
(Kimura 1989b) e células de insecto (Jones et al, 1996).
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1.3.3 Defeitos na TPO

Mutacgdes no gene da TPO tém sido descritas em numerosas familias como causa de HC

primario por defeito na biossintese da hormona da tirdide (MIM#274500). Este tipo de HC é

caracterizado pela incapacidade da glandula organificar o iodo. E concebivel que mutagdes

que ocorram na TPO possam afectar a ligacdo das iodotironinas (coupling) sem afectar a

organificacdo do iodo. No entanto, na literatura ndo estdo descritas mutacfes no gene da TPO

em que se tenha provado a sua relagdo com este defeito enzimatico. Sera mais plausivel

pensar em defeitos de ligacdo envolvendo mutagdes na Tg. A ruptura da estrutura nativa da

Tg podera afectar a ligacdo sem que contudo afecte a organificacdo (Taurog, 2000).

Na literatura estdo descritas mutagdes no gene da TPO, praticamente ao longo de todo o

gene o que demonstra a grande heterogeneidade nos defeitos desta proteina. (figura 1.9).
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Figura 1.9 Mutagdes descritas no gene da TPO. As diferentes cores indicam os dominios codificados por
determindo exdo. A nomenclatura das alterages encontradas esté de acordo com as regras definidas pela
HGVS (Human Genome Variation Society) e considerando o primeiro A do cod&o de iniciagdo como
posi¢do +1. A numeracdo das posi¢Bes nucleotidicas exdnicas estd de acordo com a sequéncia de
referéncia do mRNA da TPO (GeneBank Accession number: NM_000547). * TPO inactiva num sistema

de expressdo in vitro. ® TPO inactiva no tecido do doente. © TPO com perda da localizagdo membranar.
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Muitas destas mutacGes foram identificadas num sé individuo e nalguns casos em
heterozigotia (em anexo encontram-se as mutacdes descritas com as respectivas alteracdes a
nivel da proteina e referéncias).

Apesar do numero consideravel de mutacfes descritas poucas sdo aquelas que estdo
caracterizadas a nivel da expresséo e funcdo da proteina mutada. Bikker et al, (1997) descreve
a analise molecular da proteina mutada detectada em doentes com defeito total na organificdo
do iodo. A a TPO humana recombinante foi expressa em células CHO-K1 num sistema de
expressdo baseado na replicagdo do virus pSFV (pSemliki Forest Virus 1). A expressdo da
TPO normal e da proteina mutada foram comparadas através de western blotting e a
actividade enzimatica foi determinada através dos ensaios enzimaticos do guaicol e do I3 A
expressao da TPO foi visualizada por imunofluorescéncia usando um anticorpo policlonal.
Uma abordagem similar foi utilizada por Kotani et al, (1999) e Umeki et al, (2002). Para
algumas mutacBes foram também realizados estudos de mRNA e da proteina em tecido de
doentes (Bikker et al, 1994; Bikker et al, 1996). Os resultados apontam para a perda da
actividade enzimaética de algumas proteinas mutadas. A auséncia de actividade enzimatica
prova que os residuos em causa estdo localizados em regides cruciais da proteina para esta
funcdo como, por exemplo, a regido de ligacdo ao grupo prostético heme e formacdo do
composto | ou a regido de ligacdo ao iodeto como substrato. A alteracdo da sua localizacdo a
nivel celular, mesmo observando-se actividade enzimatica, parece ser outro dos efeitos
deletérios das mutagBes na proteina, o que a impede “fisicamente” de participar na

hormonogénese.
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1.4. Diagnéstico e tratamento

1.4.1 Rastreio Neonatal

O rastreio neonatal pode ser efectuado através das medigdes das concentragcdes de TSH
e/ou T4 no sangue. O rastreio baseado na determinagdo da concentracdo de TSH em primeiro
lugar constitui um indice mais sensivel na determinacdo do HC primario (Delangue e
Czernichow, 1990). No entanto, perdem-se 0s casos de HC hipotaldmico-pituitario pois estes
caracterizam-se por apresentarem niveis TSH dentro do normal e T, baixos. Quando o rastreio
é baseado na determinacgdo da concentracdo de T, em primeiro lugar tem o inconveniente de
apresentar muitos falsos positivos (De Vijlder et al, 2003). No Programa Nacional de
Diagnostico Precoce o rastreio é baseado na determinacdo da TSH. As amostras de sangue
sdo colhidas aos recém-nascidos, nos Centros de Saude da &rea de residéncia, entre 0 4°e o 7°
dia de vida, utilizando como suporte de colheita e envio da amostra, as fichas de papel de
filtro.

O rastreio do HC iniciou-se com uma técnica de radioimunoensaio (RIA), esta utilizava
um anticorpo policlonal que foi posteriormente substituido por um policlonal anti-TSH

125|

marcado com Em 1988 este método foi substituido por um fluorimétrico,

(DELFIA®Time-resolved Fluoroimmunoassay, Finland) o qual continua a ser utilizado.

1.4.2 Diagnostico do HC por disormonogénese

Como ja foi referido, grande parte dos casos de HC rastreados apresentam malformacoes
na tirdide. Para uma avaliacdo diagnostica, devera recorrer-se a técnicas de imagiologia,
ecografia cervical neonatal e cintigrafia da tiréide, com os radionuclidos ***INa ou *™Tc —
tecnecium, que permitam informar relativamente a localizacéo e desenvolvimento da glandula
e, consequentemente, a etiologia e prognostico da doenca (Delangue e Czernichow, 1990). A
cintigrafia da tirdide so é efectuada quando a crianga atinge os 3 anos de idade, para nédo
atrasar o inicio da terapéutica, uma vez que para a realizacdo do exame é necessaria suspender
o tratamento durante 4 semanas. Nesta idade, a suspensdo do tratamento ja ndo vai afectar o
seu desenvolvimento cerebral. Na presenca de tirdide sem malformac6es e localizada no local
habitual, independentemente do tamanho, suspeita-se de HC por defeito num dos passos da

hormonogénese (HC por disormonogénese). Estudos posteriores com radioiodo (**°I)
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serdo necessarios para dar informacdes a cerca do metabolismo do iodo. Temos o teste de
captacdo do 21" que consiste na injeccdo intravenosa do radioiodo e a medic&o do seu aporte
para a glandula durante determinados intervalos de tempo. Em geral, o aporte radioiodo para a
glandula é funcdo da quantidade de tecido existente e do nivel de estimulacdo pela TSH (De
Vijlder e Vulsma, 2000). Baixos valores de captacdo do radioiodo podem também apontar
para um problema no transporte do iodo. Defeitos nas proteinas de transporte, NIS (Pholenz et
al, 1998) ou pendrina (Everett et al, 1997), podem estar na origem da doenca. No caso de
defeitos no transportador NIS, os doentes apresentam uma razao de [I] saliva/plasma muito
baixa que funciona como diagndstico diferencial. Um aporte rapido do radioiodo é observado
em defeitos de oxidacdo e iodizagdo (TPO; Taurog 2000), no sistema gerador de H,O,
(THOX1 e THOX2; Moreno et al, 2002), defeitos na sintese Tg e reciclagem do iodo (De
Vijlder e Vulsma, 2000). A inibicdo do transporte do radioiodo € conseguida pela
administracdo de anides de peso e carga molecular semelhante, como o perclorato ou
tiocianato, que permitem detectar o nivel de refluxo do*®I” acumulado pela glandula e que
ndo foi oxidado. Este processo denomina-se de descarga do perclorato, e permite ter uma
ideia sobre o processo de oxidacdo e organificacdo em determinado doente. A reducdo da
radioactividade, presente na glandula, pelo perclorato apds 2 horas de ter sido injectado o
radioiodo € superior a 10% em doentes que apresentem defeito parcial na organificacdo do
iodo. Em doentes com defeito total, a reducdo da radioactiviadade é superior a 90%, apds uma
hora de ter sido injectado o radioiodo (De Vijlder et al, 2003). Este defeito bioquimico podera
resultar de mutacdes no gene da TPO, no THOX1 e THOX2 ou no gene da pendrina, PDS.

A determinacdo dos niveis séricos de Tg e de iodopeptideos na urina sdo importantes
testes bioquimicos na classificacdo do HC. Por exemplo, doentes em que se suspeite de
defeitos na sintese de Tg apresentam, normalmente, baixos niveis de Tg em relacdo aos niveis
de TSH e que ndo sobem mesmo com a injeccdo intravenosa de TSH (Medeiros-Neto et al,
1985). Nos defeitos de reciclagem de iodo (defeito nas desiodases) o diagnostico s6 pode ser
estabelecido baseado na presenca de iodotironinas na urina. A perda de iodo através da
excrecdo urinaria de tirosinas iodadas diminui a disponibilidade deste para a formagédo de
mais hormonas.

Os resultados dos estudos bioquimicos e de imagiologia sdo extremamente importantes
porque podem direccionar os estudos moleculares que determinam definitivamente a causa

subjacente a cada tipo de HC. Para tal é necessario identificar a mutacdo responsavel e provar
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que esta origina uma proteina alterada e que, de alguma forma, diminui a sintese e secre¢édo

das hormonas da tirdide.

1.4.3 Tratamento

Qualquer que seja a etiologia do HC o tratamento é igual e consiste na terapia de
substituicdo com T4 sintética (levotiroxina ou L-tiroxina). O tratamento, que consiste na
manutencdo dos niveis séricos da tiroxina em valores normais altos, permite um
desenvolvimento psicomotor normal das criangas com HC (Osorio et al, 1999). No caso do
HC por disormonogénese manutencao de niveis altos de tiroxina no soro permitira prevenir a
formacéo de bocio, que € comum neste grupo de doentes. Os niveis de T4 e TSH devem ser
monitorizados em intervalos recomendados para manter os valores normais para a idade.

O ajuste da dosagem é importante. Uma terapia com L-tiroxina em excesso deve ser
evitada para prevenir possiveis problemas comportamentais adversos na infancia e
adolescéncia.

Verifica-se que em casos mais graves de HC a introducédo da terapia de substitui¢do, logo
apos o resultado do rastreio, é insuficiente para impedir que o desenvolvimento neuroldgico
seja afectado. O estabelecimento da etiologia, nos casos familiares, revela-se aqui importante
uma vez que se pode oferecer aconselhamento genético as familias caracterizadas e a
descendéncia podera beneficiar de tratamento imediatamente ap6s o0 nascimento ou mesmo na

vida intra-uterina (De Vidjler e Vulsma, 2000).
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2. OBJECTIVOS

Nos doentes com HC com localizacdo normal da tirdide assume-se que apresentem
defeitos autossomicos recessivos da biossintese da hormona da tirdide. Mutagfes no gene da
TPO tém sido descritas como uma das principais causas para 0 HC por disormonogénese.

No trabalho que se apresenta o objectivo principal foi estabelecer um diagnostico
etioldgico preciso em doentes com hipotiroidismo congénito permanente com a glandula da
tiréide em posicdo normal, detectadas no Programa Nacional de Diagndstico Precoce. Num

grupo de 55 doentes, pretendeu-se:

- rastrear o gene da TPO para identificar e caracterizar as mutacGes mais
frequentes na nossa populacdo recorrendo a analise sistematica dos 17 exdes do
gene, pela técnica de SSCA (single strand conformational analysis) seguida de

sequenciacdo automatica nos fragmentos que apresentaram migragdo anormal,

- na vertente de estudos populacionais, determinar qual o fundo genético
associado as diferentes mutacdes, com o objectivo de identificar haplétipos de

risco e detectar um possivel efeito fundador.
O estabelecimento do diagndstico etioldgico é importante uma vez que se trata de uma

forma hereditaria de transmissdo autossomica recessiva, e portanto passivel de

aconselhamento genético.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Doentes

Para o estudo foram utilizadas 55 amostras de sangue de doentes cuja avaliacdo clinica
sugeria a presenca de HC por disormonogénese. Estes doentes, ao contrario da maior parte
dos doentes com HC, apresentam a glandula da tirdide com desenvolvimento e localizagédo
normal. A nivel bioquimico caracterizam-se por apresentarem valores de tirotropina (TSH) e
de tiroglobulina (Tg) muito elevados e T, baixos. A presenca de bdcio é, normalmente,
indicativo de que se trata de HC por disormonogénese. Todos os doentes deste estudo foram
caracterizados a nivel bioguimico e clinico pelo Programa Nacional de Diagnostico Precoce.

As amostras colhidas aquando das consultas programadas de endocrinologia foram
provenientes dos dois centros de tratamento existentes no pais. Dos 55 doentes estudados, 48
frequentam as consultas programadas de endocrinologia no IGMJM (Porto) e 7 as do Hospital
de Santa Maria (Lisboa). Todas as analises foram realizadas com consentimento dos pais ou
do proprio e nos casos onde foram detectadas mutacdes foram também estudados 21
familiares dos doentes. Para os rastreios populacionais das alteragdes novas foram utilizadas
amostras de DNA de 100 individuos controlo e para estabelecer a frequéncia das variantes

polimorficas na nossa populagédo foram utilizados 50 destas amostras.

3.2 Analise molecular

3.2.1 Material biolégico

A analise molecular foi efectuada em DNA genémico obtido de sangue periférico e
extraido pelo método convencional da solucéo saturada de NaCl (Miller et al, 1989).

3.2.2 Andlise conformacional das cadeias simples (SSCA)

Os 17 exdes e juncdes exdo-intrdo adjacentes do gene TPO (exdo 8 foi subdividido em 2
fragmentos, 8A e 8B), foram analisados pela técnica de PCR-SSCA, (reaccdo em cadeia da
polimerase seguida de analise conformacional de cadeias simples; Orita et al, 1989).

Para amplificacdo dos segmentos foram utilizados os iniciadores oligonucleotidios

descritos por Bikker et al (1995; tabela 3.1). A mistura de reaccdo utilizada foi a PCR
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Tabela 3.1 Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo dos 17 exdes (18

regifes exonicas) da TPO.

Sequéncia (5’—>3’)

Tamanho do fragmento (bp)

Ex&o
1(F):  tctccc tct tgt ata att ttt ccc ¢
1(R):  cag ctt tgc tga tga gag acg ¢ 460
2(F):  tcccatgg c ctt gtc agt
2(R):  cag gag cta cca tta tgc cc 237
3(F):  gaactgtcattg cgc ttt ga
3(R):  tctgcaatt gcg aaa atc ag 222
4(F):  gtg cct gtc aca ttg tct gg
4(R):  tgc aca aag tca agg tgt cc 361
5(F):  tcatgg ttt cct att ttt cac a
5(R):  catgttcag atc caactttcac 216
6(F):  actgct tct gtg ttc ttc tcc ¢
6(R):  aag gct att tcc ctc cct ca 258
7(F):  ggt cat ctt tct gct acc ac
7(R):  ctg ctaccc ctg gga ata gg 391
8A(F): tgaccttgaact cccctttg
*8A(R): AGC CGG AGC AGC CCT TCG GC 263
*8B(F): ATG AAC GGG TTG ACCTCG TT
8B(R): ggagag aga agc cac gat gc 480
9(F):  gaagat gct ctt cca cac tgc
9(R):  agagtt cat ggg gac cag ¢ 373
10(F):  ctg agc caa gag ctg tec tt
10(R): cag ctg cat gag gtg tgc 252
11(F): agttct gtg aga gaa acc ctg ¢
11(R): gaacgt gaa gga aga cgc tc 313
12(F):  ctgtgg gca gct ggt ctt
12(R): aat cag ctc ctg ggg aag at 369
13(F): acaggg acg ttg gtg tgt g
13(R): ttt cag aag cac ctt ttg gc 346
14(F): cctccccag agagaageac
14(R): agatgg tga ttg aca gtt gcc 316
15(F): tgg ccagga cag ggtatg ¢
15(R):  acc tgt gtt agc tcc ggg aa 300
16(F): cta ccc tcc aca gtc acg gt
16(R):  cca gat cct gtc caa cca ct 250
17(F): aat gtt tgt tct gca ttt ttg ¢
17(R): gac agg agg att gca aga gtg 382

*Todos os oligonucleotideos sdo intronicos (letra mindscula) com a excepcéo

do 8A(R) e 8B(F) que se localizam dentro do exao 8 (letra maiuscula).
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MasteMix (Promega). A 25 ul desta mistura (DNA Taq polimerase; dNTPs; MgCl,) foram
adicionados 1 ul de cada par de oligonucleotideos (a 50 pmol/ul), 1 ul de DNA genémico
(com concentracdo inferior a 250 ng) e &gua perfazendo um volume final de 50 ul. Nos
fragmentos 8A e 8B foi também adicionado 10 % (v/v) de DMSO.

O programa da PCR incluiu uma desnaturacgdo inicial de 10 min a 95°C seguida de 35
ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 57°C e 1 min a 72°C e extens&o final de 10 min a 72°C, num
termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems).

Para a analise conformacional de cadeia simples foram testados dois sistemas de geis, um
manual e um automatizado. Para cada exdo optou-se pelas condigdes electroforéticas que
permitiram uma melhor separacdo dos fragmentos. Dada a dificuldade na separacao
electroforética dos fragmentos correspondentes aos exdes 8 (8A e 8B) e 11, estes foram
sequenciados sistematicamente em todos os doentes (em anexo estdo descritas as condig¢oes

electroforéticas estabelecidas para cada exao).

3.2.2.1 Sistema manual de geis

Para 0 SSCA os produtos da amplificagdo (~5 ul) foram primeiro diluidos (1:1) num
tampdo de aplicacdo, desnaturados a 95 °C durante 4 min. As amostras foram posteriormente

aplicadas em geis de acrilamida ndo desnaturante MDE™

(BMA Products) num sistema
manual de geis verticais, de tamanho variavel, Techware, (Sigma-Aldrich) em que o tamp&o
utilizado foi 0.6x TBE. Neste sistema manual foram testadas diferentes concentracgdes e altura
dos geis (de acordo com a tabela 3.2) e condi¢bes de temperatura (4°C e a temperatura
ambiente) no sentido de obter a melhor separacdo possivel. A electroforese decorreu a uma
voltagem que variou entre 180 a 240 volts num intervalo de tempo entre 18 e 22 horas. Estes
parametros foram alterados de acordo com o tamanho dos fragmentos a separar e a
temperatura a que decorria a electroforese. Para a revelacdo dos geis foi utilizado o método

convencional de coloragéo pelo nitrato de prata (Budowle et al, 1991).

Tampao de aplicagdo: 20 mM EDTA (pH8.0); 0.05% de azul de bromofenol; 0.05% de xilenocianol;
10% (v/v) de glicerol; 95% de formamida.
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Tabela 3.2 Solugdes utilizadas para as diferentes concentra¢@es e tamanhos dos geis do sistema manual.

Composicdo dos geis e

™ TNV ™ ™

altura do sistema de 0.5 x/MDE 0.5x/MDE 1x/MDE 1x/MDE
electroforese / Reagentes (22 cm) (28 cm) (22 cm) (28 cm)
ddH,0 17.2 ml 27.4ml 10.95 ml 17.4 ml

10x TBE 1.5ml 2.4 ml 1.5ml 2.4 ml

MDE™ 6.25 ml 10 ml 12.5ml 20 mi

TEMED 12.5 ul 20 pl 12.5 ul 20 pl

Volume final (25 ml) (40 ml) (25 ml) (4 ml)

ddH,0: &gua bi-destilada; MDE™: gel de acrilamida ndo desnaturante; APS: persulfato de aménia;
TEMED: N, N, N, N"- Tetrametil-etilenodiamina.

3.2.2.2 PhastSystem

Para a analise de SSCA foi também testado o sistema semi-automatizado PhastSystem
(Amersham Pharmacia Biotech) com temperatura controlada. A separacéo electroforética bem
como a coloracdo pelo nitrato de prata decorreram de acordo com as instrucfes do fabricante.
Os geis utilizados, de acrilamida, foram o PhastGel Homogeneous 12.5% e 20% (referente a
sua concentracdo de acrilamida), o tampéo utilizado foi o PhastGel Native Buffer Strips e os
geis foram corados com PhastGel Silver kit. Como tampao de aplicacao foi utilizado 0 mesmo

do sistema manual. A voltagem foi medida em volts acumulados/hora (a.v.h).

3.2.3 Sequenciacao.

Os fragmentos que apresentaram um padrdo de migracdo anormal no SSCA foram sujeitos

a sequenciacao automatica.

3.2.3.1 Purificagéo e quantificacdo do produto de PCR

Antes da reaccdo de sequenciacdo os produtos de PCR foram separados num gel de
agarose a 2% /1XTAE (p/v) para eliminar os oligonucleotideos ndo incorporados. As bandas
correspondentes foram cortadas e a sua purificacdo incluiu uma centrifugacdo em colunas de
separagdo spin-X® (COSTAR) durante 15 min & rotagdo de 20.800 rcf a 4°C.

Tampéo TBE: 100mM Tris; 100 mM 4&cido bérico; ImM EDTA.
35



Material e Métodos

Determinou-se a concentracdo do produto por comparacdo com um marcador de peso
molecular (DNA mass ladder, Invitrogen) num gel de agarose 1%/1XTAE (p/v). A quantidade
de produto usada em cada reaccdo de sequenciacdo foi de, aproximadamente, 1 a 3 ng por
cada 100bp.

3.2.3.2 Reacc0es de sequenciacao

As reacOes de sequenciacdo foram preparadas segundo o protocolo do kit Big Dye
Terminator v.2 (Applied Biossystems). A reaccdo com um volume final de 20 pl incluiu 4 ul
de Big Dye terminator v2 (que contém MgCl,; dNTPs; dNTPs terminadores marcados com
fluorocromos; AmpliTaq DNA polimerase), 1.5 ul de um dos oligonucleotideos (1pmol/ul),
produto de PCR purificado e adgua destilada perfazendo 14.5 ul. As reaccdes de sequenciacao
decorreram no GeneAmp PCR System 9600. Ap6s uma desnaturacao inicial de 6 min a 94°C
as amostras foram sujeitas a um programa de 25 ciclos de 10 s a 96°C, 5 s a 50°C, 4 s a 60°C e

extensdo final de 10 min a 60°C.

3.2.3.3 Purificagédo dos produtos de sequenciagado

Por forma a eliminar os dNTPs ndo incoporados e sais que podiam interferir com a
electroforese, os produtos de sequenciacdo foram purificados através da precipitacdo com
etanol e MgCl,. Ao produto de reac¢do (20 ul) adicionou-se 20 ul de MgCl, a2 mM e 55 pul
de etanol absoluto e centrifugou-se a mistura a 20.800 rcf (4 °C) durante 20 min. Apos a
remocao do sobrenadante, ao pellet obtido foi adicionado 300 ul de etanol a 70% e novamente

centrifugado nas mesmas condicdes.

3.2.3.4 Electroforese capilar

Os produtos purificados foram ressuspendidos em 30 ul de formamida por agitacdo no
vortex durante 10 s. A separagdo dos fragmentos no sequenciador automatico ABI 310
(Applied Biosystems) foi realizada por electroforese capilar utilizando como matriz de
separagdo o polimero POP4™. Os resultados foram analisados no programa Sequence

Analysis v3.7.

Tampao TAE: 20 mM Tris; 5,71% &cido acético glacial; 1mM de EDTA.
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3.2.4 Andlise de Restricao.

Sempre que se detectou alteracGes da sequéncia do gene procurou-se utilizar os ensaios de
restricdo como uma segunda forma de confirmar a alteracdo e efectuar os rastreios
populacionais. Foi possivel a andlise de restricdo no polimorfismo identificado no intrdo 3,
que cria um novo local de corte para a enzima Alul (Amersham Biosciences) e na mutacdo
nova detectada no exao 8 (fragmento 8B) que cria um local de corte para a enzima Ddel (New
England BioLabs). Ap6s a amplificacdo do fragmento dos exdes correspondentes, 0s produtos
foram digeridos na presenca do tampéo da respectiva enzima, num volume final de 10 ul, a
37°C durante a noite. Os fragmentos resultantes das digestdes foram analisados,
respectivamente, em geis de 10% de acrilamida a 29:1/1x TBE (BioRad) e de agarose a 2% /
IXTAE (p/v).

3.2.5 Analise automatica de fragmentos

Nos doentes e familiares portadores das duas mutacGes mais frequentes identificadas neste
estudo foi também realizada a haplotipagem com o polimorfismo tetranucleotideo HUmTPO,
[AATG],. Este STR localiza-se no intrdo 10 do gene da TPO (Anker et al, 1992) e sua
frequéncia foi determinada na populacdo Portuguesa por Santos et al (1996). A andlise deste
microsatélite e das 15 variantes polimoérficas de um Unico nucleotideo (SNPs), identificadas
no rastreio do gene, permitem estabelecer haplotipos especificos associados as mutagdes mais
frequentes e inferir a cerca da sua origem.

Os fragmentos analisados foram amplificados com os oligonucleotideos descritos na
tabela 3.3.

Tabela 3.3 Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do microsatélite
HumTPO.

Sequéncia (5’—>3’)

(3 CACTAGCACCCAGAACCGGTC*

(R) CCTTGTCAGCGTTTATTTGCC

*QOligonucleotideo marcado com fluorocromo na extremidade 5°(NED).

Apo6s a amplificagdo, 1 ul do produto foi adicionado a 15 ul de formamida e 0.2 ul de
padrdo interno (ROX™-500 Size Standard; Applied Biossystems). A separacdo dos
fragmentos foi realizada no sequenciador automatico ABI 310 utilizando o polimero POP4™,
A andlise dos resultados foi feita através do programa GeneScan V3.
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3.3. Bioinformética

A comparacdo da homologia da sequéncia aminoacidica da TPO com outras sequéncias
foi efectuada recorrendo ao programa BLAST do NCBI, protein-protein Blast,
(http://www.ncbi.nlm.gov/Blast). O alinhamento das sequéncias selecionadas foi realizado no
programa CLUSTAL (http://www.ebi.ac.uk/ clustalw).

O programa GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) é baseado num modelo
probabilistico para estrutura de sequencias gendémicas humanas que incorpora dados de sinais
de transcricdo, traducdo e de splicing e outras caracteristicas destas sequencias (Burge et al,
1998). Este programa foi utilizado no sentido de prever uma alteracdo do splicing introduzida

por uma mutacdo nova identificada neste estudo.
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4. RESULTADOS

4.1 Rastreio de mutacoes

Nos 55 doentes estudados, o rastreio molecular do gene da TPO efectuado por SSCA,
seguido de sequenciacdo, permitiu identificar 8 mutagdes causais (em 13 doentes, 10 familias)
e 15 variantes polimorficas. Destas alteracfes, 4 mutacdes e 1 variante polimorfica ainda ndo

estdo descritas na literatura.

4.1.2 Polimorfismos

Os 15 polimorfismos identificados no rastreio do gene da TPO (tabela 4.1) estdo todos
descritos na literatura com a excepcao da transversdo A>C na posi¢do —47 do intrdo 3 (c.180-
47A>C; figura 4.1).

Tabela 4.1 Descricdo das alteragdes polimoérficas encontradas no rastreio molecular do gene da TPO nos
55 doentes estudados e a frequéncia com que foi detectada na populagdo portuguesa.

Localizacéo Alteracao Alteracdo ao *Frequéncia em 100 Referéncia
nucleotidica  nivel da proteina alelos (%)
(Promotor) €.1-185G>T - G(98); T(2) Umeki et al, 2002
(Promotor) c.1-125A>G - A(46); G (54) Bikker et al, 1995
(5’-UTR) c.1-79G>A - G(50); A(50) Bikker et al, 1995
2 €.12C>G p.L4L C(65); G(35) Pannain et al, 1999
IVS3 €.180-47A>C - A(81); C(19) Este estudo
IVS4 €.349+31T>C - T(46); C(54) Bikker et al, 1995
7 €.769 G>T p.A257S G(62); T(38) Bikker et al, 1995
8 c.1117G>T p.A373S G(55);T(45) Abramowicz et al, 1992
8 c.1193 G>C p.S399T G(29); C(71) Abramowicz et al, 1992
11 €.1998C>T p.D666D C(63); T(37) Bikker et al, 1995
12 €.2145C>T p.P715P C(62); T(38) Bikker et al, 1995
12 c.2173A>C p.T725P A(64), C(36) Bikker et al, 1995
15 €.2540T>C p.V84TA T(45); C(55) Pannain et al, 1999
17 (3-UTR)  c.2883G>C - G(55); C(45) Bikker et al, 1995
17 (3’-UTR)  ¢.2917G>T - G(85); T(15) Bikker et al, 1995

*A frequéncia destes polimorfismos foi determinada, neste estudo, em 50 individuos controlo da
populagdo portuguesa. A nomenclatura das alterages encontradas estd de acordo com as regras definidas
pela HGVS (Human Genome Variation Society) e considerando o primeiro A do coddo de iniciagdo
como posicdo +1. A numeracdo das posi¢fes nucleotidicas exdnicas esta de acordo com a sequéncia de

referéncia do mRNA da TPO (GeneBank Accession number: NM_000547).
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Na regido do promotor do gene foram encontrados dois polimorfismos, ¢.1-185G>T e c.1-
125A>G. Na regido 5° UTR (fora da regido promotora) encontra-se a substitui¢do
nucleotidica ¢.1-79G>A e na regido 3’ UTR encontram-se as substituicdes ¢.2883G>C e
€.2917G>T. Nas regiGes intrénicas encontram-se o0s polimorfismos c¢.180-47A>C e
€.349+31T>C. As restantes alteracdes polimorficas, também substituicdes nucleotidicas, estdo
localizadas em regides traduzidas do gene. No entanto, ou sdo neutras, ndo modificando o
aminoacido correspondente, ou resultam na substituicdo de um aminoacido por outro do
mesmo grupo. A frequéncia com que as alteracbes polimorficas referidas surgem na
populacdo Portuguesa foi determinada em 50 individuos controlo (100 alelos; tabela 4.1). No

caso do polimorfismo novo foi determinada a frequéncia em 200 alelos.

A B ND 1 2 3
—361 bp

CAAAG NTACC

201 bp
155 bp

—_79bp
— 76 bp

Figura 4.1 Variante polimorfica, identificada no intrdo 3 do gene da TPO,
(c.180-47A>C). (A) Representacdo parcial da sequenciagdo do intrdo 3 de
um individuo heterozigoto para esta alteracdo. (B) A restricdo deste
fragmento (361bp) com a enzima Alul (linha 1) origina 3 fragmentos (6,
155 e 201 bp; linha 1) e a alteragdo ¢.180-47A>C cria um novo local de
corte originando 4 fragmentos (6, 76, 79 e 201 bp). Na linha 2 esta
representado um individuo heterozigoto e na linha 3 esta representado um
individuo homozigoto; ND-controlo néo digerido.

Verificou-se que a nova variante ¢.180-47A>C, ndo co-segrega com esta forma de HC e o
facto de surgir na populacdo controlo com uma frequéncia de 19% corrobora a natureza

polimérfica desta alteracéo.

41



Resultados

4.1.2 Mutagdes causais

Foram identificadas 8 mutacdes causais no gene da TPO em 13 dos 55 doentes rastreados.
Dos 13 doentes (pertencentes a 10 familias) 7 sdo homozigotos e 6 sdo heterozigotos
compostos.

Os seus dados clinicopatoldgicos estdo resumidos na tabela 4.2. Para além de
apresentarem elevados valores de TSH e baixos valores de T4, nos doentes em que foram
efectuados os doseamentos da Tg verificou-se a presenca de elevados niveis desta proteina.
Isto é consequéncia dos elevados niveis de TSH que estimulam a producdo de Tg nas células
epeteliais da tirdide. Valores baixos de Tg podem indicar um defeito na sua sintese ou
secrecdo, 0 que estaria fora do ambito deste estudo. Estes doentes podem apresentar bécio
(hiperplasia da tirdide), mesmo depois de submetidos a terapia de substituicdo com tiroxina
sintética. A presenca de bocio foi detectada em todos os doentes excepto nas duas irmés da
familia 10. Os valores de TSH apresentados na tabela 4.2 sdo os determinados durante o
rastreio neonatal. No caso da doente 10b a confirmacdo do resultado revelou valores
superiores aqueles apresentados na tabela 4.2. Uma vez que os doentes foram detectados no
rastreio, excepto o 3a que nasceu antes do programa ser implementado, todos receberam o
tratamento de substituicdo com tiroxina sintética logo nos primeiros dias de vida, o que lhes
permitiu um desenvolvimento psicomotor normal. A doente 3a ndo recebeu este tratamento e

é severamente afectada, apresentando atraso mental e de crescimento.

4.1.2.1 Mutac0es ja descritas na literatura

Mutac0es ja descritas na literatura incluem duas que alteram a grelha de leitura do gene e
duas mutacGes pontuais do tipo missense. As duas primeiras correspondem a duplicacdo do
tetranucleotideo GGCC no exdo 8 (c.1183_1186dupGGCC; Abramowicz et al, 1992), que
origina um codao stop prematuro no exao 9 (p.R396fsX76) e a deleccdo de um T no exéo 14,
na posicao 2422 (c.2422delT; Bakker et al, 2000), que origina um coddo stop prematuro
também no exdo 14 (p.C808fsX23). Das 2 muta¢bes do tipo missense, uma foi identificada no
exdo 9, a transversdo nucleotidica ¢.1477G>A (Wu et al, 2002) que origina substituicdo de
um residuo de glicina por um de serina no codao 493 (p.G493S) e a outra no exdo 11, a
transversao ¢.1978C>G (Santos et al, 1999) que origina a troca de um residuo de glutamina
por um de &cido glutdmico no codéo 660 (p.Q660E).
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4.1.2.2 Mutacdes novas

As 4 mutacdes causais ainda ndo descritas na literatura sdo mutagdes pontuais, 3 do tipo
missense e 1 mutacdo que possivelmente afecta 0 mecanismo de splicing. As mutages do tipo
missense foram identificadas no ex&o 5, a substituicdo ¢.391T>C que origina a troca de um
residuo de serina por uma prolina (p.S131P), no ex&o 8, a substitui¢do ¢.1274A>G que origina
a troca de um residuo de aspargina por um de serina (p.N425S) e no exdo 14, a tranversao
€.2512T>A que origina a troca de uma cisteina por um de uma de serina (p.C838S). A
transversdo G>A na posicdo nucleotidica 2748, (c.2748G>A,; exdo 16), embora ndo altere o
aminoacido do residuo correspondente (p.Q916Q) localiza-se na posi¢cdo —1 da zona de
consenso da sequéncia dadora de splicing, prevendo-se que altere o splicing. Na tabela 4.3

estdo resumidas as caracteristicas das mutac6es encontradas neste estudo.

Tabela 4.3 Mutagdes causais identificadas em 13 doentes com HC no rastreio molecular do gene da TPO.

Efeito da mutacéo *Frequéncia

Exdo Mutagdo na sintese da proteina Referéncia (110 alelos)
5 €.391T>C p.S131P Este estudo 1/110
8 €.1183_1186dupGGCC p.R396fsX76 Abramowicz et al, 1992 6/110
8 c.1274A>G p.N425S Este estudo 1/110
9 c.1477G>A p.G493S Wau et al, 2002 2/110
11 €.1978C>G p.Q660E Santos et al, 1999 7/110
14 C.2422delT p.C808fsX23 Bakker et al, 2000 3/110
14 C.2512T>A p.C838S Este estudo 4/110
16 €.2748G>A Spl? Este estudo 1/110

* Frequéncia nos 110 alelos estudados (55 doentes). A nomenclatura das alteracdes encontradas estd de acordo
com as regras definidas pela HGVS (Human Genome Variation Society) e considerando o primeiro A do codao de
iniciacdo como posicdo +1. A numeracdo das posi¢Ges nucleotidicas exoénicas esta de acordo com a sequéncia de
referéncia do mRNA da TPO (GeneBank Accession number: NM_000547).

4.1.2.3 Estudos de co-segregacao.

Foi possivel efectuar estudos de co-segregacdo em todas as familias excepto na 1 e 2.
Foram rastreadas para os fragmentos do gene da TPO, onde se detectaram alteracbes nos
doentes, 21 amostras de familiares (figura 4.2). Os resultados sdo compativeis com a natureza
causal destas alteracoes.
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FAMILIA 3

[c.1978C>G] + [=]

111

[=] + [c.1183_1186dupGGCC]

o——1

1:2

o

11:1
[c.1183_1186dupGGCC]

+[.1978C>G]

FAMILIA 4

[c.1274A>G] +[] 9

1:1
[c.1274A>G] + [c.1978C>G]

FAM

[c.2422delT] + [=]

0

11:2 1l

o o

3 1:4

11:5

[c.1978C>G] + [=]

FAMILIA S

[c.1477G>A] + [=]

[c.1477G>A] + [=]

—

11:1

[c.1477G>A] +
[c.1477G>A]

iLIA7

[=] + [c.2422delT]

O— 10

I:1

1:2

.

I:1

11:2

WL 1c.24220elT] + [=]

[c.2422delT] +
[c.2422delT]

FAMIL

[c.2512T>A] + [=]

IA9

[=] + [c.2512T>A]

—

1

—

11:2

[c.2512T>A] + [c.2512T>A]

—

11:2

[c.1183_1186dupGGCC]
+[c.1978C>G]

FAMILIA 6
[c.1978C>G] + [=] [=] + [c.1978C>C]

1:1
[c.1978C>G] + [c.1978C>G]

FAMILIA 8

[c.391T>C] + [7] [=]+ [c.2422delT]

1:1

[c.391T>C] + [c.2422delT]

FAMILIA 10

[c.1978C>G] + [=]

& b

1:1 11:2
[c.1978C>G] + [c.2748G>A]

[=] + [c.2748G>A]

Figura 4.2 Arvores geneoldgicas das familias onde foram detectadas mutages causais.
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De seguida apresentam-se os resultados de SSCA e sequenciacdo obtidos nas mutacfes
identificadas neste estudo nas 10 familias. A numeracao dos individuos esté de acordo com as

arvores geneoldgicas apresentadas na figura 4.2.

Mutacéo ¢.1978C>G

A substituicdo nucleotidica ¢.1978C>G que origina troca de um residuo de glutamina por
um de acido glutamico (p.Q660E) foi identificada em homozigotia na familia 6 e em
heterozigotia nas familias 3, 4 e 10. Foi a mutacdo mais frequente identificada neste estudo;

num total de 26 alelos mutados (13 doentes) foi encontrada em 7.

Heterozigoto Homozigoto
Controlo-exdo 11 €.1978C>G €.1978C>G
GGAAGCAGATG GGAAGNAGATG ;GGE-A.*'—.G$:3‘._G_»”!_ZG;

Figura 4.3 Mutacéo ¢.1978C>G (p.Q660E). Representacédo parcial da sequenciagéo do exdo 11
evidenciando a alteracdo nucleotidica (controlo; heterozigoto; homozigoto).

Mutacgdo ¢.1183 1186dupGGCC

A duplicacéo da sequéncia GGCC no exdao 8 (figura 4.4) foi identificada em 4 individuos,
em homozigotia nos doentes 1a e 2a e em heterozigotia, com a mutatacdo ¢.1978C>G, em 2
irmas da familia 3 (3a e 3b). Nesta familia o pai € heterozigoto para a duplicacdo da sequéncia
GGCC no exdo 8 e a mée heterozigota para a mutagdo ¢.1978C>G do exdo 11. Nesta familia
foram também estudadas 3 irmds saudaveis, heterozigéticas para a mutacdo ¢.1978C>G
(figura 4.2). Esta mutacdo foi a segunda mais frequente identificada neste estudo (6 dos 26

alelos mutados).

Heterozigoto Homozigoto
Controlo-ex&o 8 €.1183_1186dupGGCC €.1183_1186dupGGCC
TAC GGCC GCGC CA ACGEEedgg ----- ACGGC C GGCc Cc GCc G

l | y

\ T |
i\ Y - A .'! l'.
I [

Figura 4.4 Mutacdo c.1183_1186dupGGCC (p.R396fsX76). Representacdo parcial da sequenciacdo do
exdo 8 (fragmento 8B). A mutacgdo foi identificada em homozigotia nas familias 1 e 2 em heterozigotia
na familia 3 (controlo; heterozigoto; homozigoto).
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Mutacéo c.1274A>G

A mutacdo nova identificada no exdo 8, ¢.1274A>G (figura 4.5) que origina a troca de um
residuo de aspargina por um de serina (p.N425S) foi identificada em heterozigotia com a
mutacdo ¢.1978 C>G na familia 4. Sé foi possivel efectuar os estudos moleculares na mée que
é portadora da nova mutacdo. Como esta mutacdo cria um novo local de corte para a enzima
Dde foi possivel realizar desta forma o estudo de co-segregacdo (figura 4.5B) e também o
rastreio populacional em 100 individuos controlo. O facto de ndo ser detectada nesta amostra

populacional sugere uma natureza causal.

Heterozigoto

A Controlo-exdo 8 c.1274A>G
'CCTCAATGC GC CCT
A \ |n|
i A I|"'|I I|I ||I
A '
lU ﬁll'.l i |II J U{I ,
B ND D I:11 1I:11
480 bp
322 bp
158bp

Figura 4.5 Mutagdo nova ¢.1274A>G (p.N425S). Identificada em
heterozigotia do doente da familia 4. (A) Representacdo parcial
sequenciacdo do exdo 8 evidenciando a troca de G>A na posi¢do
1274; controlo e heterozigoto para a mutacdo. (B) Analise de
restricdo do produto de PCR do exdo 8 (frgmento 8B) na familia 4
com a enzima Ddel. A mutacdo cria um novo local de corte o que é
demonstrado pela presenca de dois fragmentos (322 e 158) bp no
doente (II:1) e na mée (l:1); ND - controlo ndo digerido; D -
controlo digerido
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Mutacao ¢.1477G>A

A anélise por SSCA do exdo 9, ao contrario dos casos anteriores, revelou a presenca de
um fragmento com migracdo alterado (figura 4.6A) no doente 5a. A sequenciagdo do
fragmento revelou a substituicdo nucleotidica G>A na posicdo c¢.1477 (figura 4.6B), ja
descrita na literatura. Os pais eram ambos heterozigotos para o mesmo fragmento com

migracdo anormal, enquanto que uma irméd ndo afectada apresentou apenas o padrdo normal.

A
1:1 1:2 I:1 1:2 N
mutado__~|
W = <——normal
mutado_—~ -_... <—normal
B .
Homozigoto
Controlo-exdo 9 c.1477G>A
GCTTEC GGECC AT Ell:.'|-|:ﬂ'/l.-l|:f—~'|':.

A J

Wil Sl

Figura 4.6 Mutacdo c.1477G>A (p.G493S). ldentificada em
homozigotia no doente 5a. (A) SSCA (PhastSystem) do exdo 9
onde se evidencia a alteracdo da mobilidade deste fragmento no
doente 5a (I1:2; padrdo homozigoto) e nos pais (I:1 e 1:2; padréo
heterozigoto); N controlo normal. (B) Representacéo parcial da
sequéncia do exdo 9 que revela a transicdo G>A na posicdo 1477
(controlo e homozigoto para a mutacao).
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Mutacéo c.2512T>A

A andlise por SSCA do exao 14 revelou também alteragcdes no padrdo de migracdo deste
fragmento (figura 4.7A). A sequenciacdo evidenciou a substituicdo ¢.2512T>A (figura 4.7B),
que origina a troca de um aminoacido cisteina por um de serina no residuo 838 (p.C838S). Foi
identificada em homozigotia nos dois irmdos afectados da familia 9. Por se tratar de uma
alteracdo ainda nao descrita na literatura efectuou-se o rastreio populacional que foi realizado

por SSCA, aproveitando a alteracdo, introduzida pela mutacao, na mobilidade electroforética.

A
i1 12 11 1.2 N
. 4 normal
mutado s o4 BN e
mutado 8 B normal
B .
| 50 14 Homozigoto
Controlo-exéo C.2519T>A
3 ACCTGCGTA GAACCAGCGT:

Figura 4.7 Mutagdo c.2512T>A (p.C838S). Identificada em
homozigotia em 2 irmédos na familia 9. (A) SSCA (sistema manual)
do exdo 14 mostra uma alteracdo da mobilidade electroforética
deste fragmento nos dois irmdos doentes (I1:1 e 11:2; padréo
homozig6tico) e nos pais (I:1 e 1:2; padrdo heterozig6tico); N-
controlo. (B) Representacdo parcial da sequéncia do exdo 14,
evidencia a substituicdo de um T>A na posic¢ao 2512 que resulta na
substituicdo de uma cisteina por uma serina no residuo 838
(controlo e homozigoto para a mutacao).
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Mutacao c.2422delT

Ainda no exdo 14, a analise por SSCA seguida de sequenciacdo permitiu identificar uma
mutacdo do tipo frameshift, c.2422delT, que origina um coddo stop prematuro neste mesmo
exdo resultando numa proteina truncada (p.C808fsX23). Esta mutacdo, ja descrita, foi

identificada em homozigotia na familia 7 (figura 4.8) e em heterozigotia na familia 8.

A I:1 1:2 11:3 111 1:2

mutado

normal | o w— — normal

B -
Heterozigoto Homozigoto
€.2422delT €.2422delT

Controlo-exdo 14
CCCCCCGCOLCAC

CCCCTOCTGD CAC CEEE‘EE\I/- ----- C

Figura 4.8 Mutagdo c.2422delT (p.C808fsX23). Identificada em homozigotia na familia 7 e
em heterozigotia na familia 8. (A) SSCA (PhastSystem) do exdo 14 revela alteracdo da
mobilidade electroforética deste fragmento no doente da familia 7 (I1:2; padrdo
homozigo6tico), nos pais e num irmdo saudavel (I:1, 1:2 e 113; padrao heterozig6tico) enquanto
que outro irmdo saudavel apresenta o padrdo normal (I1:1). (C) Representagdo parcial da
sequéncia do exdo 14 evidencia a deleccdo de um T na posigédo 2422 (controlo, heterozigoto e

homozigoto para a mutac&o).
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Mutacéo ¢.391T>C

Mutacdo nova, ¢.391T>C (p.S131P), identificada no exdo 5 no doente 8a (figura 4.9), em
heterozigotia com a mutagdo j& descrita ¢.2422delT (exdo 14). A mde é portadora desta
mutacdo e o pai é portador da mutacdo c.2422delT. O rastreio populacional foi também
efectuado por SSCA o qual sugeriu tratar-se de uma mutacdo causal uma vez que néao foi

identificada nos 200 alelos rastreados.

A
N 1 k12
normal —>f. . = .0 = | mutado
et 1 f
LI
A
B
Heterozigoto
Controlo-ex&o 5 €.391T7>C
G C GG G G

'|I ||

Figura 4.9 Mutagdo nova ¢.391T>C (p.S131P). Identificada em
heterozigotia no doente 8a. (A) SSCA (sistema manual) do exdo 5
evidéncia a alteracdo do padrdo de migracdo no doente (1l:1) e na
mée (I:1) da familia 8 (padrdo heterozigoto); N-controlo. (B)
Representacdo parcial da sequéncia do exdo 5 (controlo e
heterozigoto para a mutagéo).
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Mutacédo ¢.2748C>G

Foi identificada uma mutacdo nova, a substituicdo de G>A na posicdo 2748 do exdo 16.
Embora ndo altere o residuo correspondente, p.Q916, localizada-se na posi¢do —1 na regido
consenso da sequéncia dadora de splicing. Duas irmas, 10a e 10b (figura 4.10) s&o
heterozig6ticas compostas para esta mutacdo e para a mutacdo presente no exao 11,
€.1978C>G. O pai € portador da mutacdo nova e a mae € portadora da mutagdo ¢.1978C>G.

Efectuou-se o rastreio populacional por SSCA onde se confirmou a auséncia da alteracéo.

A
C 1 12 111 12
OEY | 3 ER utado
normal
normal |
B T ienpd
Controlo-ex&o 16  Exd016  |Intrdo 16
AGCAGGT GGG GAGCANGTGGG

Figura 4.10 Mutacdo nova, ¢.2748G>A. ldentificada em heterozigotia, na
familia 10. (A) SSCA do ex&o 16 (sistema manual) apresenta alteracdo da
mobilidade electroforética nas duas doentes (I1:1 e 11:2) e no pai (I:2). (B)
Representacdo parcial da sequéncia do exao 16 evidéncia a troca de G>A
na posicdo 2748 que corresponde a posicdo —1 na regido consenso da
sequéncia dadora de splicing (controlo e heterozigoto para a mutagao).
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4.1.3 Efeito deletério das mutacGes novas

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da TPO com sequéncias de outras peroxidases

Foi comparada a sequéncia aminoacidica da TPO com a de outras peroxidases
humanas e de mamiferos (figura 4.11) nas regiGes de duas das novas mutacdes do tipo
missense, €.1274A>G (p.N425S) e ¢.2512T>A (p.C838C).

A y v
TPO do doente KALS®AHW GRTS®V DS
TPO humana KALNZAH W GRTC¥VD S
MPO humana KS LN®*PRW *
EPO humana RR LN*®P RW *
LPO humana KRLN“P QW *
LPO bovina KKLNP HW *
B
TPO do doente KALS” AHW GRTS®™®VD S
TPO humana KALNZ®AHW GRTC*¥ VD S
TPO porco KALN*AHW GRTC¥ VD A
TPO ratinho KAI N B KHW GKTC*I1DS
TPO rato KAI NBTHW GKTC*I1DS

Figura 4.11 Representa¢do parcial do alinhamento da TPO com outras peroxidases, (A)
peroxidases humanas (B) peroxidases de mamiferos, na vizinhanca dos residuos
alterados (N425S e C838S). O alinhamento foi efectuado utilizando o programa
CLUSTAL (Os nameros de identificacdo das sequéncias utilizadas nestes alinhamentos
e os resultados dos alinhanhamentos encontram-se em anexo). A negrito estdo
representados 0s residuos conservados. * As outras peroxidases ndo apresentam regido
homéloga na regido codificada pelo exdes 13-17 da hTPO.

Verificou-se que os residuos em causa, bem como muitos residuos que se encontram na
vizinhanca destes, estdo conservados nas varias TPOs de mamiferos. Verificou-se 0 mesmo no
caso da mutacdo p.N425S quando comparada a sequéncia aminoacidica da TPO com as outras
peroxidases humanas. Estes resultados demonstram que os residuos em causa tém um papel

importante na proteina e que provavelmente se trata de alteracGes patogénicas.
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Alteracao de residuos importantes na proteina

A terceira mutacdo nova do tipo missense ¢.391T>C (p.S131P), identificada no exao 5 do
doente da familia 8, esta localizada num potencial local de glicosilacdo da TPO, o N129. No
dominio citoplasmaético, orientado para o lumen folicular, a TPO apresenta o centro catalitico
e 4 poténciais locais de glicosilacdo (N129; N307; N342; N569; Fayadat et al, 1998; figura
4.12). Verificou-se que estes residuos se encontravam conservados apenas nas TPOs de
mamiferos (dados ndo mostrados). A sequéncia que precede um destes locais de ligacdo de
unidades oligossacaridicas, N-X-S/T (sendo X qualquer aminoacido excepto a prolina) é
alterada para N-X-P prevendo-se que elimine este local de glicosilagéo.

122 E D L L S 1 I ANMSGCLPY ML PP
)

3019 6 AL F GNLSTANWPRIOQQMNG L

341R N W T S A EGL LRV HARILRUD S G

---)
561 T E R L F V L S NS S TULDULAS I NL
- B

Figura 4.12 Representagdo parcial da sequéncia aminoacidica da TPO com os locais de glicosilacao.
Os aminodcidos sublinhados representam 4 pontenciais locais de glicosilagdo (N129; N307; N342;
N569) determinados a partir do motivo N-X-S/T (sendo X qualquer aminoacido excepto prolina). A
seta indica a troca aminoacidica introduzida pela mutagdo ¢.391T>C que origina a substitui¢do de um
residuo de serina por um de prolina na posi¢édol31.

Mutacéo de splicing

A mutacdo identificada no exdo 16 (figura 4.10) é uma mutacdo pontual, troca de G>A na
posicdo 2748. Esta mutacdo, apesar de nao alterar o residuo (p.Q916), encontra-se na posi¢do —
1 da zona de consenso da sequéncia dadora 5° de splicing. Estdo publicados para outros genes
as frequéncias com que ocorrem estes nucleotideos nestas posicfes. Em cerca de 78% dos
genes, nesta posi¢do encontra-se um G e s6 em 10% a posicao é ocupada por um A (Shafiro e
Senapathy 1987; Mount et al, 1982). Krawczak et al (1992) apresenta um valor de consenso de

97% para um G noutros genes, num mesmo contexto de sequéncia. A andlise através do
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Gn Ex. Typ S Begin End Len Fr Ph I/Ac Do/T CodRg P. Tscr..

3.01 Init + 105185 105267 83 1 2 83 98 -22 0.245 -1.26
A 3.02 Intr+ 105972 106101 130 O 128 80 65 0.815 10.40
3.03 Intr + 114821 114898 78 1 0 119 119 11 0.935 7.05

[3XN

3.01 Init + 105185 105267 83 1 83 98 -22 0.236 -1.26
B 3.02 Intr+ 105972 106144 173 O 128 -20 99 0.645 2.69
3.03 Intr + 107799 107966 168 1 0 101 66 64 0.873 5.42

NN

Figura 4.13 Representacao parcial da matriz de pardmetros do programa GENSCAN (A) sequéncia normal.
(B) sequéncia mutada (c.2748G>A). Gn Ex: nimero do gene e exdo; Typ: Init - exdo inicial, Intr - exdo
interno; S: orientagdo da cadeia (+ sequéncia fornecida); Begin e End: inicio e fim do exdo ou sinal; Len:
tamanho do fragmento; Fr: (frame — enquadramento); Ph: fase do exdo; I/Ac: sinal de iniciacdo ou local de
splicing 3’; Do/T: local de splicing 5’ou sinal de terminacdo; codRg: score para a regido codificante; P:
probabilidade de exdo; Tscr: score do exdo (que depende do tamanho, I/Ac, Do/T e score do CodRg).

programa GENSCAN, baseado num modelo probabilistico para a determinacgdo da estrutura de
um gene (Burge et al, 1998), sugere que a mutacdo origina a perda do local dador de splicing
da sequéncia consenso 5’. Na figura 4.13 estdo representados parte dos resultados obtidos para
a sequéncia do gene normal e mutada obtidos através da analise deste programa. Verificou-se
que o valor de log-odds para a previsdo do local de splicing 5’ é alterado de 80 para -20. Um
valor inferior a zero, neste caso, indica que ha uma forte possibilidade de haver perda do local

de splicing.
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4.2. Haplotipagem

Para inferir a cerca da origem das duas muta¢Ges mais frequentes identificadas neste
estudo, ¢.1183 1186dupGGCC e ¢.1978C>G, foi também realizada a haplotipagem dos
familiares dos doentes que apresentavam estas alteracfes. Para tal recorreu-se as variantes
polimorficas de um Unico nucleotideo (SNPs), identificadas no rastreio do gene (tabela 4.1),
e ao marcador STR HumTPO (figura 4.14) cuja frequéncia estd descrita na populacdo
Portuguesa (o0 nimero e a frequéncia dos alelos na populacdo Portuguesa encontram-se em

anexo). A frequéncia de cada SNP foi determinada em 50 individuos controlo.

I:1 8-8

Figura 4.14 Andlise do marcador STR
HumTPO. Familia 6, o doente apresenta a
mutacéo ¢.1978C>G em homozigotia que
segrega com o alelo (alelo 8) mais
frequente na nossa populacdo.

De acordo com os alelos observados foram construidos os haplétipos representados na
figura 4.15. Um haplétipo especifico foi identificado para todos os alelos com a mutagédo
€.1183_1186dupGGCC e outro para todos aos alelos com a mutacdo ¢.1978 C>G. Os doentes
la e 2a sdo homozig6ticos para a mutacdo ¢.1183_1186dupGGCC e o doente da familia 6 €
homozigdtico para a mutacdo ¢.1978C>G, apresentando 0s respectivos haplotipos em
homozigotia. Ndo foi observada consanguinidade em nenhuma das familias estudadas. O
facto dos dois doentes da familia 3 se apresentarem como heterozigotos compostos para estas
duas mutacGes mais frequentes permitiu também evidenciar o haplétipo especifico que
segrega com cada um dos alelos mutados. O pai € portador da duplicacdo GGCC que

apresenta 0 mesmo hapl6tipo em “heterozigotia”, observado para os individuos
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Polimorfismos FAMILIA 6
intragénicos
Doente 1a Doente 2a 1:1 111 1:2
c.1-185G>T e Wl e W — —
c.1-125 A>G G| |G G| (G G G
¢.1-79G>A Al A Al A A A
c.12C>G G| |G G| |G G G
¢.180-47A>C clic cl|c G G
Al |A Al A T T
€.349+31T>C
T||T T|(T T T
c.769 G>T clle clle G G
*C1117G>T i b p G
1193 G>C clle clle G G
**HUMTPO 8|8 8|8 11 12
€.1998C>T clle el e T T
€.2145C>T cl le cllc C C
c.2173A>C Al |A Al [A T T
€.2540T>C cl|c cl|c T T
€.2883G>C cl|c cl|c C o
€.2917G>T G| |G G| |G G G
FAMILIA 3
1:1 1.2 1.3 1.4 11:5 I1:1 1:2
G G G G G G G||G
A G G G A G G||A
G A A A G A Allc
C c C c c G cl|c
A A A A A c AllA
T C C C T T cllT
G G G G G T G|l
T G G G 1 G G||T
G C C C G G clle
8 11 11 11 8 8 11 |8
c T T T @ C Tllc
¢ T T T © C Tllc
A c C c A A cl|A
C C C C C T cllc
¢ C C C © G cllec
G G| G G G G G||e
FAMILIA 4 FAMILIA 10
1:1 1:2 11:1 11:2 I1:1 1:2
G G||G G G G G| |G
G Al |G A A G GllAa
A G| |A G G A Al le
c Gl |c G G C clle
A Al [A A A C Al la
c cllc C o] C cllc
G Gl|G G G G G| |G
G T||G G G G clle
G cl|e C C G cllc
8 8|8 9 9 8 CERE
C cl|c C C c clle
C cli|c C C c T||C
A Al (A A A A clla
T TIT T T T cllT
G G||G G G G cll|c
G G||G G G G G| |G

Figura 4.15 Haplotipagem das familias onde foram identificadas as duas muta¢des mais frequentes
*c.1183_1186dupGGCC e **¢.1978C>G (* localizacdo das mutagdes). Foram utilizados 15 SNPs e um
marcador intragénico HumTPO que estéo representados na figura. A vermelho estdo assinalados os SNPs
que diferem do haplétipo especifico que segrega com a mutagéo ¢.1978C>G.

[ Haplotipo que co-segrega com a mutagéo ¢.1978C>G.

Haplétipo que co-segrega com a mutagdo ¢.1183_1186dupGGCC.
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la e 2a e a mée é portadora da ¢.1978C>G que apresenta um haplotipo que difere apenas em
dois polimorfismos contiguos, c. -125A>G e ¢.1-79 G>A, na extremidade oposta ao local da
mutacdo, podendo tratar-se de um evento de recombinacdo génica. Nos doentes das familias
4 e 10 que apresentam a mutacdo c.1978C>G em heterozigotia, tornou-se mais dificil
confirmar se o hapl6tipo que segrega com esta mutacdao é o mesmo que o identificado para o
doente homozigotico 6a, principalmente na familia 4 em que a amostra do pai ndo estava
disponivel para estudo. Estes haplétipos especificos ndo foram encontrados, em homozigotia,
nos restantes doentes.

Os resultados apontam para uma origem comum para cada uma destas mutacdes.
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5. DISCUSSAO

A analise por SSCA das regifes exdnicas do gene da TPO e a posterior sequenciacdo dos
fragmentos em que o padrdo de migracdo se revelou alterado, confirmou a natureza
polimorfica da maior parte das alteracGes. Nos 55 doentes estudados foram encontradas 8
mutacgdes causais e 15 variantes polimorficas.

Como grande parte dos exdes apresentam variantes polimérficas foi possivel comparar a
sensibilidade dos dois sistemas utilizados na detecgéo dos polimorfismos conformacionais. A
maior parte das alteragdes encontradas foi detectada no rastreio do gene da TPO efectuado por
SSCA utilizando o sistema manual. Esta diferenca podera ser explicada pelas diferencas de
amplitude de separacdo dos geis utilizados (os geis do PhastSystem tém um comprimento de 4
cm enquanto que os do sistema manual apresentam entre 22 e 28 cm). Embora a matriz de
separacdo apresente uma composicdo diferente, adaptada a cada sistema, um tdo pequeno
espaco para a separacdo dos fragmentos podera revelar-se critico no estabelecimento das
condicdes de deteccdo dos polimorfismos conformacionais. Contudo, no sistema
automatizado, uma vez estabelecidas as condi¢fes electroforéticas que permitiam a deteccao
de determinada alteragdo tinha a vantagem de ser um método muito mais rapido.

Como néo foi possivel obter tecido da glandula dos doentes para realizar estudos ao nivel
do mRNA recorreu-se a outras estratégias para inferir sobre a patogenecidade das mutacdes
novas. Como ndo se encontram descritos estudos cristalograficos completos da TPO humana,
muitas vezes faz-se a extrapolacdo dos resultados obtidos da mieloperoxidase (MPO) para a
TPO como forma de inferir sobre o possivel efeito das mutacdes na estrutura e funcdo da
proteina.

Em duas das mutacGes novas do tipo missense ¢.1274A>G (p.N425S) e c.2512T>A
(p.C838S), as sequéncias de residuos que abrangiam o coddo alterado foram comparadas com
os de outras peroxidases humanas e com as peroxidases de outros mamiferos, revelando que
os residuos em causa se encontravam conservados. Isto sugere que estes residuos sao
importantes para a estrutura e/ou funcdo da proteina e que estas mutacBes serdo,
provavelmente, responsaveis pelo fenétipo observado. A mutacdo ¢.1274A>G que origina a
substituicdo de uma aspargina, aminoacido basico, por uma serina, aminoacido neutro, foi
identificada em heterozigotia no caso index da familia 4, que apresenta a mutacdo ¢.1978C>G

no outro alelo. Esta mutacdo nova localiza-se na regido que codifica parte do
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centro catalitico da proteina, codificado pelos exdes 8, 9 e 10, prevendo-se que possa
influenciar a actividade catalitica da mesma. Outras mutacdes tém sido descritas nesta regido
da proteina (Bikker et al, 1995; Bikker et al, 1996; Bikker et al, 1997; Bakker et al, 2000;
Ambrugger et al, 2001; Wu et al, 2002).

A terceira mutacdo nova, do tipo missense, identificada no exédo 5, ¢.391T>C (p.S131P),
prevé-se que elimine um potencial local de glicosilacdo ligado ao residuo de aspargina N129
(N-glicanos). Esta regido da proteina, apesar de ndo apresentar homologia com as outras
peroxidases humanas, encontra-se conservada nas varias TPOs de mamiferos e verifica-se 0
mesmo para os restantes locais de glicosilagdo. Nas glicoproteinas, estes carbohidratos estdo
implicados em varias funcbes tais como a manutencdo da conformacdo e solubilidade da
proteina, protec¢do contra a protedlise, transporte e mediacdo de actividades bioldgicas
(Wang et al, 1996). Estudos realizados sobre o transporte intracelular da TPO sintetizada de
novo, do reticulo endoplasmatico rugoso para a membrana celular, revelaram que s6 uma
pequena parte da proteina sintetizada apresenta uma conformacdo correcta e atinge a
superficie da célula. Verificou-se que os N-glicanos tém um papel importante neste processo e
intervém ainda na propria actividade da enzima (Fayadat et al, 1998). O facto da proteina
mutada perder este local de glicosilacdo podera alterar a sua conformacdo e promover a sua
degradacédo assim como perturbar o seu transporte até a membrana.

A mutacdo nova no exao 14, ¢.2512T>A (p.C838S), identificada em homozigotia em dois
irmdos (9a e 9b), localiza-se no terminal carboxilico da proteina. Esta regido da TPO néo
apresenta homologia com as outras peroxidases humanas. Para além de servir como ancora a
membrana pouco se sabe sobre outras eventuais fungdes. As regides codificadas pelos exdes
13, 14 e 15, apresentam grande similaridade com a proteina de controlo complementar (CCP),
com o dominio de ligacdo ao célcio do factor de crescimento epidermal (EGF-like potential
calcium-binding domain) e com um dominio transmembranar, respectivamente. No médulo
EGF existem 3 ligacdes dissulfido (C800-C814, C808-C823 e C825-C838), envolvendo uma
delas o residuo da cisteina em causa, C838. A substituicdo do aminoacido cisteina por um
aminoacido neutro, a serina, elimina esta ligagdo o que pode promover a alteragdo da estrutura
terciaria da proteina. Nesta regido estdo também descritas outras mutacdes causais (Bikker et
al, 1995; Bikker et al, 1996; Bikker et al, 1997; Kotani et al, 1999; Bakker et al, 2001; Wu et
al, 2002; Umeki et al, 2002; Niu et al, 2002; Rivolta et al, 2003).

A mutacéo identificada no exdo 16, c.2748G>A, néo altera o coddo correspondente na
proteina, mas encontra-se na posi¢do —1 da zona de consenso da sequéncia (dadora) 5’ de
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splicing. Como nédo foi possivel obter tecido do doente para a analise do mRNA para
confirmar uma possivel alteracdo do splicing, foi utilizado o programa GENSCAN,
desenhado para prever estruturas gendmicas. Os resultados sugerem a perda deste local de
splicing. O exdo podera ser eliminado na totalidade (skipping do exao) ou, alternativamente,
poderd haver a utilizacdo de um local de splicing criptico originando ou um transcrito em que
Ihe falta parte da regido codificante ou um com uma sequéncia adicional de origem intronica.
O facto de terem sido observados para outros genes, num mesmo contexto de sequéncia, 0
valor de consenso de 97%, reforca a ideia de que esta mutagdo pode introduzir uma alteragéo
no splicing (Krawczak et al, 1992). A regido da proteina que é codificada por este exéao
localiza-se junto a zona de inser¢do na membrana celular. Uma alteracdo no splicing podera
perturbar a sua localizacdo nas células foliculares da tirdide e consequentemente alterar a sua
actividade catalitica ou ainda haver uma alteragdo do turnover da proteina.

O estudo das mutacBes novas foi também acompanhado de rastreios populacionais (100
amostras de individuos saudaveis ndo aparentados) e estudos de co-segregacdo, quando se
obteve material dos familiares. Os resultados corroboram a ideia de que se trata de mutacdes
causais e ndo de polimorfismos associados. Nao foi possivel efectuar estudos de co-
segregacdao nas familias 1 e 2, no entanto, por se tratar de uma mutacdo ja descrita na
literatura e sendo uma das mais frequentes em doentes com HC por disormonogénese, nao
parece suscitar davidas quanto a sua natureza causal. O mesmo nao foi verificado para a nova
variante ¢.180-47A>C que, para além de ndo co-segregar com esta forma de HC, surge na
populacdo controlo com uma frequéncia de 19%, confirmando a sua natureza polimdrfica.

As mutacOes ja descritas na literatura, identificadas neste estudo, nomeadamente
€.1183 1186dupGGCC, c.1477G>A, c¢.1978C>G e c.2422delT, também ndo foram
caracterizadas a nivel da expressao e funcdo da proteina mutada. A duplicagdo GGCC origina
um codao stop prematuro no exao 9 perdendo a proteina parte do centro catalitico. A deleccao
de um T na posicdo 2422 origina um coddo stop prematuro no exdo 14, pelo que a proteina
resultante ndo apresenta a regido de insercdo na membrana. Quer pela perda da actividade
enzimatica quer pela perda da localizagio membranar ndo é dificil estabelecer a
patogenecidade destas duas alteragcdes. No caso da mutacdo do tipo missense c.1477G>A
(p.G493S) a substituicdo da glicina adjacente a histidina proximal (H494) podera ser
suficiente para alterar a hidrofobicidade do local de ligacdo ao grupo heme e influenciar a
transferéncia dos electrdes no centro catalitico e consequentemente a sua funcionalidade. Na
substituicdo ¢.1978C>G (p.Q660E) verificou-se que o residuo glutamina, substituido por um
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de acido glutdmico, estava localizado numa regido conservada nas diferentes peroxidases
humanas e peroxidases de outros mamiferos (Santos et al, 1999). Esta observacao aliada ao
facto de estudos familiares e populacionais indicarem que co-segrega com a doenca tudo leva
a crer que se trata de uma mutacéo causal.

O rastreio de mutacdes no gene da TPO em doentes com HC em varias populacdes,
nomeadamente na holandesa (Bakker et al, 2000), Alema (Gruters et al, 1996), Brasileira
(Santos et al,1999), Argentina (Rivolta, et al, 2003), Japonesa (Kotani et al, 1999), Amish
(Pannain et al, 1999) e Chinesa (Niu et al, 2002 e Wu et al, 2002) demonstra uma certa
heterogeneidade nas mutacdes do gene da TPO entre grupos populacionais. No presente
trabalho, a mutacdo com maior prevaléncia é a ¢.1978C>G no exdo 11, identificada pela
primeira vez num doente Brasileiro (Santos et al, 1999), foi detectada em heterozigotia, nos
nossos doentes 3a, 3b, 4a, 10a e 10b e em homozigotia no doente 6a. Na familia 3 os
individuos afectados apresentam esta mutacdo em heterozigotia com a duplicagdo GGCC no
exdo 8, a segunda mutacdo mais prevalente neste estudo e referida como a mais prevalente na
populacdo Holandesa (Bakker et al, 2000). Uma das mutagdes detectadas neste estudo,
c.1477G>A (p.G493S; familia 5) foi também identificada em heterozigotia na populacéo
Chinesa (Wu et al, 2002), que se pensava ter um grupo de mutagdes “privadas”, diferentes
daquelas encontradas nas populacdes caucasianas. Os nossos dados contrariam, de certa
forma, essa ideia de marcada heterogeneidade inter-populacional.

A determinacdo dos hapl6tipos associados as duas mutacfes mais prevalentes parecem
indicar uma origem comum para cada uma delas. Uma vez que temos poucas familias para
cada uma das mutacbes ndo foi aplicada nenhuma analise estatistica posterior. Noutras
populacbes onde foram detectadas estas duas mutacGes ndo existem estudos populacionais
gue nos permitam comparar os resultados.

A nivel da localizacdo das mutacBes no gene da TPO, embora os resultados dos diversos
estudos apontem para regides hot spot, como por exemplo a zona correspondente ao centro
catalitico da enzima (ex@es 8, 9 €10) o rastreio do gene ndo pode ser limitado a estas regides
uma vez que estdo caracterizadas mutacfes praticamente ao longo de todo o gene. Neste
trabalho foi identificada uma mutacdo no exdo 16, regido onde ndo havia mutacdes descritas.

O facto de ndo terem sido detectadas mutagcGes nos restantes doentes rastreados podera ter
varios motivos. Sabe-se que a metodologia utilizada no rastreio (PCR-SSCA) apresenta uma
sensibilidade inferior a 100% na detec¢do dos polimorfismos conformacionais (Orita et al,
1989). Podem existir mutacbes que ndo foram detectadas por estarem localizadas
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na regido promotora, nas regides nao traduzidas (5’-UTR e 3’-UTR) ou ainda em regides
intrénicas ndo abrangidas neste rastreio. Podem ainda existir grandes delec¢Ges no gene,
envolvendo a totalidade de um ou mais exfes, que ndo sdo detectadas através de SSCA ou
sequenciagdo. Como foi verificado na revisdo bibliogréfica, outros genes podem estar
envolvidos nesta forma de HC. Uma vez que ndo dispusemos de qualquer estudo bioquimico
diferencial, a patologia nos doentes rastreados podera dever-se a defeitos noutros passos da
hormonogénese.

Apesar da TPO ser uma enzima chave na hormonogénese, os casos de HC com defeitos
no gene desta proteina, em comparacdo com a totalidade dos casos de HC, séo considerados
raros. O facto de se tratar de uma forma autossémica recessiva e tendo em conta 0 menor
sucesso reprodutivo dos individuos afectados, que ndo foram abrangidos pelo rastreio e
tratamento precoce, explica a raridade desta forma de HC. A “nova gera¢do” de doentes néo
vai sofrer este tipo de seleccdo uma vez que estes apresentam um desenvolvimento normal. A
caracterizagédo destas formas ganha assim importancia uma vez que no futuro a sua frequéncia
tendera a aumentar.

O facto de terem sido descritos um caso de carcinoma folicular (Medeiros-Neto et al,
1998) e adenoma da tiroide (Kotani et al, 1999) com mutac¢des no gene da TPO, foca também
a importdncia de um diagndstico ao nivel molecular dos doentes com HC por
disormonogénese. Fara todo o sentido repensar 0 acompanhamento clinico dos doentes para
permitir a detecgdo precoce da doenca. A genotipagem de mais doentes pode ajudar a
compreender o papel das mutagGes no desenvolvimento destas doengas.

O trabalho apresentado permitiu um diagnostico diferencial preciso, ndo invasivo e sem
necessidade de recorrer a uma suspensdo da medicacdo. A identificacdo das mutacdes nestes
doentes (24 % dos rastreados) vai permitir direccionar posteriores estudos moleculares com
vista ao aconselhamento genético e onde a futura descendéncia podera beneficiar de um
tratamento diferenciado e sem ter de esperar pelo resultado do rastreio neonatal.

E o primeiro trabalho realizado em Portugal com o objectivo de estabelecer a etiologia
molecular do HC em doentes sem altera¢fes no desenvolvimento da glandula da tirdide. Uma
vez que ainda existem poucos estudos realizados noutros paises, esta amostra terd uma maior

relevancia em termos de extrapolacdes epidemioldgicas.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Abordagem dos casos ““negativos™

Nos doentes onde ndo foram identificadas mutacfes no gene da TPO devera proceder-se a
sequencicdo directa dos exdes, pelo menos naqueles com maior nimero de mutacOes
descritas. O facto de estarem a ser implementadas novas técnicas no tratamento de amostras
para sequenciar, que reduzem consideravelmente os custos e tempo despendidos na sua
preparacdo, justifica a sequenciacdo directa das regides exdnicas, para estes doentes e outros
que possam vir a ser incluidos no estudo. No caso de nenhuma alteracéo ser encontrada, uma
vez que o HC por disormonogénese compreende um conjunto tdo heterogéneo de defeitos,
sera de todo conveniente que futuros trabalhos se iniciem por uma triagem clinica dos doentes
através de um diagnoéstico bioquimico que permita direccionar os estudos moleculares. Na
presenca de familias informativas a analise de ligacdo génica podera também ser uma
estratégia a considerar como ponto de partida na orientacdo destes estudos.

O aprofundar do conhecimento no dominio dos mecanismos da hormonogénese vai, com
certeza, permitir a identificacdo de novos genes envolvidos neste processo e explicar um
grande ndmero de casos de HC, que ao nivel molecular, estdo classificados como
“idiopaticos”. A utilizacdo da tecnologia dos microarrays para a analise de expressao génica
em tecido da tiréide permitird identificar mais genes especificos deste tecido que poderdo

estar envolvidos na potogénese do HC.

Abordagem dos casos “positivos”

O gene da TPO € expresso apenas nos tecidos da tiroide, o que implica a realizacdo de
uma bidpsia ao doente para estudos do mRNA ou da proteina. O efeito deletério das mutacoes
identificadas neste estudo serd definitivamente estabelecido recorrendo a estudos de mRNA
ou testando a actividade da proteina alterada num sistema de expressao in vitro. Estes estudos
permitirdo também compreender melhor a relacdo estrutura-funcdo da proteina. No caso do
estudo da mutacdo em mRNA, obtido a partir de tecido da tir6ide de doentes, é necessario ter
em conta a variabilidade de transcritos que existem, naturalmente, e que poderdo vir a
dificultar a analise.

No que se refere aos estudos populacionais, as duas muta¢des mais frequentes parecem

apresentar uma origem comum para cada uma delas. Serd interessante comparar a
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haplotipagem dos nossos doentes com a de doentes de outras populacdes para esclarecer se

estas mutacOes tiveram origem apenas num evento ou em mais eventos mutagénicos.

O rastreio molecular

A proporc¢édo de doentes onde foram detectadas mutagcdes no gene da TPO (24% da nossa
amostra), justifica a implementacdo do rastreio molecular em novos doentes com HC sem
anomalias no desenvolvimento da tirdide. Uma vez que detectamos duas mutacdes com maior
prevaléncia na nossa populagdo, ¢.1183 1186dupGGCC e ¢.1978C>G, a caracterizagdo
molecular deveria iniciar-se pelo rastreio dos respectivos exdes (8 e 11). No caso da mutacédo
€.1183 1186dupGGCC, hé a possibilidade de se efectuar o rastreio por restricdo enzimatica,
ja que esta alteracdo introduz um novo local de corte para a enzima Nael, permitindo uma
deteccdo rapida. Para o rastreio da mutacdo no exdo 11 é possivel realizar o seu rastreio
através de um PCR alelo-especifico ou por sequenciacdo directa. Se ndo forem identificadas
estas mutagdes o estudo devera incluir a sequenciacdo directa dos exdes 8-14 em primeiro
lugar, uma vez que nesta regido do gene estdo localizadas 85% do total de mutacdes descritas
até a data. SO depois deverdo ser rastreadas as restantes regides exonicas. Esta abordagem
permitiréd reduzir custos e tempo despendidos no rastreio molecular destes doentes.

A biologia molecular tem dado um importante contributo para a classificagdo do
hipotiroidismo congénito. Da revisdo bibliogréafica efectuada perspectiva-se um crescente
interesse nesta area e, apesar do generalizado consenso que existe nos principais passos da
hormonogénese, existe a possibilidade de se abrirem novas linhas de investigacdo em areas
muito especificas, que irdo permitir um melhor entendimento de todo o processo. A
continuacdo do estudo de outros doentes Portugueses, quer pela caracterizacdo de mutacoes
adicionais no gene TPO, quer pelo rastreio de outros genes, contribuira certamente nesse

sentido.
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8. ANEXOS

1. Sequéncia de cDNA e de aminoéacidos da peroxidase da tiride humana.

2. MutacOes descritas no gene da peroxidase da tirdide.

3. Numeros de identificacdo das sequéncias aminocidicas utilizadas nos alinhamentos.

4. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das peroxidases humanas e a lactoperoxidase

bovina.

5. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das peroxidases de mamiferos.

6. Alelos do polimorfismo HumTPO e a sua frequéncia na populacdo portuguesa.

7. Condicoes de electroforese estabelecidos para os diferentes exdes.
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1. Sequéncia de cDNA e de aminoacidos da peroxidase da tirdide humana.

1

1

21
61
41
121
61
181
81
241
101
301
121
361
141
421
161
481
181
541
201
601
221
661
241
721
261
781
281
841
301
901
321
961
341
1021
361
1081
381
1141
401
1201
421
1261
441
1321
461
1381
481
1441
501
1501

(... /cont.)

M R AL AVLSVTLVMATCTEATFF
ATGAGAGCGCTCGCTGTGCTGTCTGTCACGCTGGTTATGGCCTGCACAGAAGCCTTCTTC
P F 1 S RGKELLWSGKPEES R V S
CCCTTCATCTCGAGAGGGAAAGAACTCCTTTGGGGAAAGCCTGAGGAGTCTCGTGTCTCT
S viLEESIKRLVDTAMYATMAOQHR
AGCGTCTTGGAGGAAAGCAAGCGCCTGGTGGACACCGCCATGTACGCCACGATGCAGAGA

NL K KRGI1 L SP AQULL S F S KL P
AACCTCAAGAAAAGAGGAATCCTTTCTCCAGCTCAGCTTCTGTCTTTTTCCAAACTTCCT
E P TSGVI ARAAEI METS 1T QA

GAGCCAACAAGCGGAGTGATTGCCCGAGCAGCAGAGATAATGGAAACATCAATACAAGCG
M KR KV NLZEKTOQ QS QHPTTDATLS
ATGAAAAGAAAAGTCAACCTGAAAACTCAACAATCACAGCATCCAACGGATGCTTTATCA
EDLTLSTITI1IANMSGT CTLTPYMLTPTFP
GAAGATCTGCTGAGCATCATTGCAAACATGTCTGGATGTCTCCCTTACATGCTGCCCCCA
K CP NTT CLANTZKYT RPTITGATCNN
AAATGCCCAAACACTTGCCTGGCGAACAAATACAGGCCCATCACAGGAGCTTGCAACAAC
R DHPRWGASNTALARWTLTPTPV
AGAGACCACCCCAGATGGGGCGCCTCCAACACGGCCCTGGCACGATGGCTCCCTCCAGTC
Y EDGF S QPRGMWNZPGTFTLTYNTGF
TATGAGGACGGCTTCAGTCAGCCCCGAGGCTGGAACCCCGGCTTCTTGTACAACGGGTTC
PLPPV REVTR RUHVYVYIOQVSNTEVYV
CCACTGCCCCCGGTCCGGGAGGTGACAAGACATGTCATTCAAGTTTCAAATGAGGTTGTC
T DDDA RYSDLLMAMWGT QYT DHTD
ACAGATGATGACCGCTATTCTGACCTCCTGATGGCATGGGGACAATACATCGACCACGAC
Il AFTPOQSTSI KA AATFG GGG GATUDTCQ
ATCGCGTTCACACCACAGAGCACCAGCAAAGCTGCCTTCGGGGGAGGGGCTGACTGCCAG
M T CENG QNZPT CTFPTIOQLTPTETETATRSYP
ATGACTTGTGAGAACCAAAACCCATGTTTTCCCATACAACTCCCGGAGGAGGCCCGGCCG
AAGTATCLTZPTFYZ RS SAACGTGD
GCCGCGGGCACCGCCTGTCTGCCCTTCTACCGCTCTTCGGCCGCCTGCGGCACCGGGGAC
Q GALFGNTLSTANTPRG QO QMNG L
CAAGGCGCGCTCTTTGGGAACCTGTCCACGGCCAACCCGCGGCAGCAGATGAACGGGTTG
T SFLDASTVYGSSPALTETR RTO OIL
ACCTCGTTCCTGGACGCGTCCACCGTGTATGGCAGCTCCCCGGCCCTAGAGAGGCAGCTG
R NWTSATETGTLTLTRVYVHARTLT RTDSG
CGGAACTGGACCAGTGCCGAAGGGCTGCTCCGCGTCCACGCGCGCCTCCGGGACTCCGGC
R AYLPTFVPPRAPAATCATPTETPG
CGCGCCTACCTGCCCTTCGTGCCGCCACGCGCGCCTGCGGCCTGTGCGCCCGAGCCCGGL
1 PGETRGPTZ CTFLAGTUDTGTRIATSEV
ATCCCCGGAGAGACCCGCGGGCCCTGCTTCCTGGCCGGAGACGGCCGCGCCAGCGAGGTC
PSLTALUHTTLMWTLTP RTETHNTI RTLAAA
CCCTCCCTGACGGCACTGCACACGCTGTGGCTGCGCGAGCACAACCGCCTGGCCGCGGCG
L KA LNAUHWSIADAVYOQEATRKV
CTCAAGGCCCTCAATGCGCACTGGAGCGCGGACGCCGTGTACCAGGAGGCGCGCAAGGTC
VGALHOQTI I TLRDY T PRILTGSGFP
GTGGGCGCTCTGCACCAGATCATCACCCTGAGGGATTACATCCCCAGGATCCTGGGACCC
EAFQQYVGPYTEGYDSTANTPT
GAGGCCTTCCAGCAGTACGTGGGTCCCTATGAAGGCTATGACTCCACCGCCAACCCCACT
VSNV FSTAAFR RTEFGHATIHTPL
GTGTCCAACGTGTTCTCCACAGCCGCCTTCCGCTTCGGCCATGCCACGATCCACCCGCTG
VRRLDASTFOQEUHTPIDTLTPGTL WL H
GTGAGGAGGCTGGACGCCAGCTTCCAGGAGCACCCCGACCTGCCCGGGCTGTGGCTGCAC
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521
1561
541
1621
561
1681
581
1741
601
1801
621
1861
641
1921
661
1981
681
2041
701
2101
721
2161
741
2221
761
2281
781
2341
801
2401
821
2461
841
2521
861
2581
881
2641
901
2701
921
2761

Q AAFF SPWTUWLULWRSGS GG GULDU®PUL 1R
CAGGCTTTCTTCAGCCCATGGACATTACTCCGTGGAGGTGGTTTGGACCCACTAATACGA
G L L ARPAKILOQVQDOQL MNEEL
GGCCTTCTTGCAAGACCAGCCAAACTGCAGGTGCAGGATCAGCTGATGAACGAGGAGCTG
T ERLFV L SNS S TULDILAS ST NIL
ACGGAAAGGCTCTTTGTGCTGTCCAATTCCAGCACCTTGGATCTGGCGTCCATCAACCTG
Q R GRDHHGL P GY NEWREFCG L
CAGAGGGGCCGGGACCACGGGCTGCCAGGTTACAATGAGTGGAGGGAGTTCTGCGGCCTG
P RLETWPADILSTAI ASI RSV AD
CCTCGCCTGGAGACCCCCGCTGACCTGAGCACAGCCATCGCCAGCAGGAGCGTGGCCGAC
K 1 L DLY KHHPDNIDVWILGSG L A
AAGATCCTGGACTTGTACAAGCATCCTGACAACATCGATGTCTGGCTGGGAGGCTTAGCT
ENFLPRARTGWPLZFATCTLI1I G K Q
GAAAACTTCCTCCCCAGGGCTCGGACAGGGCCCCTGTTTGCCTGTCTCATTGGGAAGCAG
M K AL RDGUDWZFWWENZSHV F TD
ATGAAGGCTCTGCGGGACGGTGACTGGTTTTGGTGGGAGAACAGCCACGTCTTCACGGAT
AAQ R R ELEIKWHSL SRV I CDNTG
GCACAGAGGCGTGAGCTGGAGAAGCACTCCCTGTCTCGGGTCATCTGTGACAACACTGGC
L TRV PMDAFOQV G KF P EDF E S
CTCACCAGGGTGCCCATGGATGCCTTCCAAGTCGGCAAATTCCCCGAAGACTTTGAGTCT
c bsS1 T1TGMNWLEAWRETF®P QDD
TGTGACAGCATCACTGGCATGAACCTGGAGGCCTGGAGGGAAACCTTTCCTCAAGACGAC
K ¢ .6 F P E SV ENGDFV HCEE S G
AAGTGTGGCTTCCCAGAGAGCGTGGAGAATGGGGACTTTGTGCACTGTGAGGAGTCTGGG
R RV L VY SCWRMHGYEUL QG GREOQL
AGGCGCGTGCTGGTGTATTCCTGCCGGCACGGGTATGAGCTCCAAGGCCGGGAGCAGCTC
T ¢ T Q E G WDF QP P L CKDV NEC
ACTTGCACCCAGGAAGGATGGGATTTCCAGCCTCCCCTCTGCAAAGATGTGAACGAGTGT
AAD G AHUPPCHASARTZ CRNTK G G
GCAGACGGTGCCCACCCCCCCTGCCACGCCTCTGCGAGGTGCAGAAACACCAAAGGCGGC
FQCLCADWPYEWLGDU DGR RTTCVD
TTCCAGTGTCTCTGCGCGGACCCCTACGAGTTAGGAGACGATGGGAGAACCTGCGTAGAC
S GRL PRV TWI SMSLAALWLI G
TCCGGGAGGCTCCCTCGGGTGACTTGGATCTCCATGTCGCTGGCTGCTCTGCTGATCGGA
G FAGLTSTVI CRWTRTGT K S
GGCTTCGCAGGTCTCACCTCGACGGTGATTTGCAGGTGGACACGCACTGGCACTAAATCC
T L P 1 S ETGGGTPELRCGK H Q
ACACTGCCCATCTCGGAGACAGGCGGAGGAACTCCCGAGCTGAGATGCGGAAAGCACCAG
AV 6 T S P QRAAAQDSEQE S A G
GCCGTAGGGACCTCACCGCAGCGGGCCGCAGCTCAGGACTCGGAGCAGGAGAGTGCTGGG
M E G RDTHRL PR AL *
ATGGAAGGCCGGGATACTCACAGGCTGCCGAGAGCCCTCTGA.
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Anexos

2. MutacOes descritas no gene da peroxidase da tirode.

Exao / Intrdo

Mutacdo*

Efeito na proteina

Referéncia

2
3
5
IVS4 (ds)
7
8

8

8
1VS8 (ac)

9

9

9

10
IVS10 (ds)
IVS10 (ds)

11

11

11

12

12

13

13

13
IVS13 (ds)

14

14

14

14

14

¢.47_67dup20)°
¢.157G>C
c.387delC
€.349G>C
.808G>A
€.843delC

€.920>G*?

¢.1183_1186dupGGCC

€.1297G>A
€.1335delC
C.1339A>T?
¢.1357T>G
c.1373T>C
c.1472G>A
c.1477G>A
€.1496 C>T
€.1581G>T
.1618C>T°
c.1768G>A
€.1768+1G>A
€.1943G>A
€.1978C>G
€.1993C>T¢
c.2077C>T
2153 2154del2
2243delT
€.2268_2269insT
€.2311 G>A°
€.2386G>T
€.2395 G>A*
€.2413delC
€.2415_2421insC*

€.2422delT

€.2422T>C

p.C11fsX78
p.A53P
p.N129fsX79
r.spl. ?
p.D240N
p.A281fsX36
p.N307T
p.R396fsX76
p.V433M
p.H445fsX5
p.1447F / r.spl. ?
p.Y453pP
p.L458P
R491H
p.G493S
p.P499L
p.W527C
p.R540X
r.spl. ?
r.spl. ?
p.R648Q
p.Q660E
p.R665W
p.R693W
p.718X
V748fsX49
p.E757X
p.G771R
p.D796Y? / r.spl. ?
p.E799K
p.H805fsX27
p.C808fsX71
p.C808fsX23
p.C808R

Bikker et al, 1994
Niu et al, 2002
Rivolta et al, 2003
Bakker et al, 2000
Kotani et al, 1999
Wu et al, 2002

Rivolta et al, 2003

Abramowicz et al, 1992

Rivolta et al, 2003
Bakker et al, 2000
Bikker et al, 1997
Bikker et al, 1995

Ambrugger et al, 2001

Ambrugger et al, 2001

Wu et al, 2002
Rivolta et al, 2003
Bakker et al, 2000
Bikker et al, 1996
Bikker et al, 1995
Bakker et al, 2000
Pannain et al, 1999
Santos et al, 1999
Umeki et al, 2002
Bakker et al, 2000
Bakker et al, 2000

Niu et al, 2002

Niu et al, 2002
Umeki et al, 2002

Wu et al, 2002
Bikker et al, 1995

Wau et al, 2002
Bikker et al, 1995
Bakker et al, 2000
Rivolta et al, 2003

*A nomenclatura das alteragdes encontradas estd de acordo com as regras definidas pela HGVS (Human Genome Variation Society) e
considerando o primeiro A do coddo de iniciagdo como posi¢do +1. A numeracao das posi¢des nucleotidicas exonicas esta de acordo
com a sequéncia de referéncia do mRNA da TPO (GeneBank Accession number: NM_000547). (ds) local “dador” de splicing. (ac)
local “aceitador” de splicing. ® TPO inactiva num sistema de expresséo in vitro; ® TPO inactiva no tecido do doente; © TPO com perda
da localizagdo membranar.
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Anexos

3. NUmeros de identificacdo das sequéncias utilizadas nos alinhamentos.

Peroxidases da tirdide Ndmero primario Sequéncia de Referéncia
P Referéncia (ID) Bibliografica
TPO humana (hTPO) P07202 NP_000538 Kimura et al, 1987a
Mieloperoxidase humana (hMPOQ) P05164 NP_00024 Johnson et al, 1987
Peroxidase Eosinéfila humana (hEPO) - NP_000493 Sakamaki et al, 1989
Lactoperoxidase/peroxidase salivar i NP_006142 Dull et al, 1990
humana (hLPO)
Lactoperoxidase (Bos taurus; bLPO) P80025 NP_536345 Dull et al, 1990
TPO de porco (Sus scrofa) P09933 - Magnusson et al, 1987
TPO de “ratinho” (Mus musculus) P35419 NP_033443 Kotani et al, 1993
TPO de rato (Rattus norvegicus) P14650 NP_062226.1 Derwahl et al, 1989
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Anexos

4. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das peroxidases humanas e lactoperoxidase
bovina.

(...

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
5hEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
S5hEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

/ cont.)

MGVPFFSSLRCMVDLGPCWAGGLTAEMKLLLALAGLLAILATPOPSEGAAPAVLGEVDTS
—————————————————————————— MHLLPALAGVLATLVLAQPCEGTDPASPGAVETS
-------------------------- MRVLLHLPALLASLILLOAAASTTRAQT--TRTS
-------------------------- MWVCLOLPVFLASVTLFEVAASDTIAQA--ASTT
——————————————————————— MRALAVLSVTLVMACTEAFFPFISRGKELLWGKPEES

LVLSSMEEAKQLVDKAYKERRESIKQORLRSGSASPMELLSYFKQPVAATRTAVRAADYLH
VLRDCIAEAKLLVDAAYNWTOKS IKORLRSGSASPMDLLSYFKQPVAATRTVVRAADYMH
AISDTVSQAKVQVNKAFLDSRTRLKTAMSSETPTSROLSEYLEKHAKGRTRTAIRNGOVWE
TISDAVSKVKIQVNKAFLDSETRLKTTLSSEAPTTOQOLSEYFKHAKGRTRTAIRNGQVWE

RVQQVLEESLRLVDTAMYATMOFNLKKE--GILSPAOLLSFSKLPEPTSGVIARAAEIME
VALDLLERKLRSLWRRPFNVTDVLTPAQLNVLSKSSGCAYQODVGVTCPE-~--0DKYRTIT
VALGLLEEKLOPORSGPFNVTDVLTEPOLRLLSOASGCALRDOAERCS--~--- DEYRTIT
ESLKRLROQKASLT----- NVTDPS--LDLTSLSLEVGCGAPAPVVRCDP---CSPYRTIT
E'LKRLPPDTTLT ----- NVTDPS - -LDLTALSWEVGCGAPVPLVKCDE--~NSPYRTIT

IOAMKPKVNLVTOOQOHPTDALQEDLL&IIAMMH((LPYMLPPKCPNTCLANKYPPIT

b o ok w

GMCNNRRSPTLGASNRAFVRWLPAEYEDGFSLPYGWTPGVKRNGFPVALARAVSNEIVRF
GRCNNKRRPLLGASNQALARWLPAEYEDGLSLPFGWTPSRRRNGFLLPLVRAVSNQIVRF
GDCNNRRKPALGAANRALARWLPAEYEDGLSLPFGWTPGKTRNGFPLPLAREVSNKIVGY
GDCNNRRSPALGAANRALARWLPAEYEDGLALPFGWTOQRKTRNGFRVPLAREVSNKIVGY
ACNNRDHPRWGASNTALARWLPPV\EDPF QPRGWNPGFLYNGFPLPPVREVTRHVIQV

TGP o R ek ke EAER Rk k s + b R T + . i

PTDOLTPDQERSLMFMOWGQLLDHDLDFTPEPAARASFVTGVNCETSCVQQPPCFPLKIP
PNERLTSDREGRALMFMOWGQF IDHDLDFSPESPARVAFTAGVDCERTCAQLPPCFPIKIP
LNEEGVLDONRSLLFMQWGQIVDHDLDFAPDTELGSSEYSKAQCDEYCIQGDNCFPIMFP
LDEEGVLDQONRSLLFMOWGQIVDHDLDFAPETELGSNEHSKTQCEEYCIQGDNCFPIMFP
l"f\lE!\.-’\.-’"I"DDDR‘:’':JDI.ul..l\"l.J'-’ﬂuu‘f}()‘-IDHI:'.'H’\F"'[F'O‘?'I'”KM-\F‘(“f‘C‘,tl\DCOl\-"l'TC'E:I‘\TONPCF‘P‘.fOI..P

PNDPRIKNQADCIPFFRSCPACPGS-----=-~-=-~-~ NITIRNQINALTSFVDASMVYGSEE
PNDPRIKNQRDCIPFFRSAPSCPON---======~ KNRVENQINALTSFVDASMVYGSEV
PNDPKAGTQGKCMPFFRAGFVCPTPP---=-~---~ YKSLAREQINALTSFLDASFVYSSEP
KNDPKLKTQGKCMPFFRAGFVCPTPP-=--==--~-- YOSLAREQINAVTSFLDASLVYGSEP

—EEAPPAAPThFLPFYR%%AA(PI!DO”ALFGNLH?ANPPOOMNFLTSFLDAQTVYGSSP

PLARNLRNMSNQLGLLAVNQRFODNGRALLPFDNLHD----DPCLLTNRSARIPCFLAGD
SLSLRLRNRTNYLGLLAINQRFODNGRALLPFDNLHD----DPCLLTNRSARIPCFLAGD
SLASRLRNLSSPLGLMAVNQEVSDHGLPYLPYDSKKP----SPCEFINTTARVPCFLAGD

SLASRLRNLSSPLGLMAVNQEAWDHGLAYLPFNNKKP----SPCEFINTTARVPCFLAGD

ALEPOLRNWT%AEPLLRVHARLPD“QRA1LPFVPPPAPAACAPEPFIPGETPGPCFLAGD

Ah w Cwdes  owew . oW o kR & ¥  Ew EEEAE s

TRSSEMPELTSMHTLLLREHNRLATELKSLNPRWDGERLYQEARKIVGAMVOIITYRDYL
TRSTETPKLAAMHTLFMREHNRLATELRRLNPRWNGDKLYNEARKIMGAMVOIITYRDFL
SRASEHILLATSHTLFLREHNRLARELKRLNPOWDGEKLYQEARKILGAFVQIITFRDYL
FRASEQILLATAHTLLLREHNRLARELKKLNPHWNGEKLYQEARKILGAFIQIITFRDYL
GRAS EVPQLTALHTLWLREHNPLAAALKALNAHWrADAVfOEARFVVFALHOIITLPDfI

Fawe Wk ahkhkdbdbd 4. kE Lk . ok bRk

PLVLGPTAMRKYLPTYRSYNDSVDPRIANVF-TNAFRYGHTLIQPFMFRLDNRYQPMEPN
PLVLGKARARRTLGHYRGYCSNVDPRVANVF-TLAFRFGHTMLOPFMFRLDSQYRASAPN
PILLG-DHMQKWIPPYQGYSESVDPRISNVF-TFAFRFGHLEVPSSMFRLDENYQPWGPE
PIVLG-SEMQKWIPPYQGYNNSVDPRISNVF-TFAFRFGHMEVPSTVSRLDENYQPWGPE
PPILCPEAFOO&VGP&EGED?TANPTVQNVFQTAAPPFGHATIHPLVPRLDAQFOEHPDL

120

92
92
95

177
149
142
142
155

237
209
202
202
215

297
269
262
262
275

347
319
314
314
334

403
375
370
370
394

463
435
430
430
454

522
494
488
488
514
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2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

2hMPO
ShEPO
3hLPO
4BLPO
1hTPO

PRVPLSRVFFASWRVVLEGGIDPILRGLMATPAKLNRONQIAVDEIRERLFEQVMRIG-L
SHVPLSSAFFASWRIVYEGGIDPILRGLMATPAKLNRODAMLVDELRDRLFRQVRRIG-L
PELPLHTLFFNTWRMVKDGGIDPLVRGLLAKKSKLMKONKMMTGELRNKLFQPTHR IHGF
AELPLHTLFFNTWRIIKDGGIDPLVRGLLAKKSKLMNQDKMVTSELRNKLFQPTHKIHGF
PGLWLHQAFFSPWTLLRGGGLDPLIRGLLARPAKLOVODOLMNEELTERLFVLSNSST-L
DLPALNMORSRDHGLPGYNAWRRFCGLPOPETVGOLGTVLRNLKLARKLMEQYGTPNNID
DLAALNMORSRDHGLPGYNAWRRFCGLSQPRNLAQLSRVLKNODLARKFLNLYGTPDNID
DLAAINTQRCRDHGQPGYNSWRAFCDLSQOPOTLEELNTVLKSKMLAKKLLGLYGTPDNID
DLAAINLQRCRDHGMPGYNSWRGFCOLSQPKTLKGLOTVLKNKILAKKLMDLYKTPDNID
DLASINLQRGRDHGLPGYNEWREFCGLPRLETPADLSTATASRSVADKILDLYKHPDNID
IWMGGVSEPLKRKGRVGPLLACI IGTQFRKLRDGDRFWWENEGVFSMQORQALAQISLPR
IWIGAIAEPLLPGARVGPLLACLFENQFRRARDGDRFWWOKRGVFTKRORKALSRISLSR
IWIGAIAEPLVERGRVGPLLACLLGKQFQQIRDGDRFWWENPGVFTNEQKDSLQKMSFSR
IWIGGNAEPMVERGRVGPLLACLLGRQFQQIRDGDRFWWENPGVFTEKQRDSLOKVSFSR
VWLGGLAENFLPRARTGPLFACLIGKOMKALEDGDWFWWENSHVFTDAQRRELEKHSLSE

.. H

IICDNTGITTVSKNNIFMSNSYPRDFVNCSTLPALNLASWREAS-----=-=========
IICDNTGITTVSR-DIFRANIYPRGFVNCSRIPRLNLSAWRGT ---====--===-~---~
LVCDNTRITKVPR-DPFWANSYPYDFVDCSAIDKLDLSPWASVEN------=-=coooa-
LICDNTHITKVPL-HAFQANNYPHDFVDCSTVDKLDLSPWASREN-~---==cscooaae
VICDNTGLTRVPM-DAFQVGKFPEDFESCDSIPGMNLEAWRETFPODDKCGFPESVENGD

RCRNTKGGFQCLCADPYELGDDGRTCVDSGRLPRATWISMSLAALLIGGFAGLTSTVICR

581
553
548
548
573

641
613
608
608
633

701
673
668
668
693

745
715
712
712
752

812

872
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Anexos

5. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das peroxidases de mamiferos.

Mus
Rattus
1hTPO
Sus

Mus
Rattus
1hTPO
Sus

Mus
Rattus
1hTPO
Sus

Mus
Rattus
1hTPO
Sus

Mus
Rattus
1hTPO
Sus

Mus
Rattus
1hTPO
Sus

Mus
Rattus
1hTPO
Sus

Mus
Rattus
1hTPO
Sus

Mus
Rattus
1hTPO
Sus

(... /cont.)

MRTLGAMAIMLVVMGTVIFLSFILRSRDILCGKTMKSHVISAVETSQLMVDHAVYNTMKR
MRTLGAMAVMLVVMGTAIFLPFLLRSRDILGGKTMTSHVISVVETSOLLVDNAVYNTMKR
MRALAVLSVTLVMACTEAFFPFISRGKELLWGKPEESRVSSVLEESKRLVDTAMYATMQR
MGARAVLGVTLAVACAGAFFAS ILPPFDLLM(DTEAHHVAGLVEASPLLVDEAIHTTMPP

NLEKREVLSPAQLLSFFELPESTSGAISRAAEIMETSIQVMKER---=-=-- EQSQFSTDALS
NLKKRGVLSPAQLLSFSKLPESTSGAISRAAEIMETSIQVMER - -~ -~ - EQSQFSTDALS
NLKERGILSPAQLLSFSKLPEPTSGVIARAAEIMETSIQAMKRKVNLETQQSQOHPTDALS
NLPhPFIF’P“OLL:F‘kLPEPrrP'A PAAEIMETAVOE»LPPV(PPPDTDOLPTDVLS

ADILGTIANLSGCLPFMLPPRCPDTCLANKYRPITGACNNRDHPRWGASNTALARWLPPV
ADILATIANLSGCLPFMLPPRCPDTCLANKYRPITGVCNNRDHPRWGASNTALARWLPPV
EDLLSTIANMSGCLPYMLPPKCPNTCLANKYRPITGACNNRDHPRWGASNTALARWLPPYV
EBLLrTIANL'UFLPHMLPPQCPHT(LAUFHPII'rAPNNPDHPPwLAqNTALAPNLPPR

YEDGFSQOPKGWNPNFLYHGFPLPPVREVTRHLIQVSNEAVTEDDQYSDFLPVWGQY IDHD
YEDGFSQPRGWNPNFLYHGFPLPPVREVTRHLIQVSNEAVTEDDQYSDFLPVWGQYIDHD
YEDGFSOPRGWNPGFLYNGFPLPPVREVTRHVIQVSNEVVTDDDR Y SDLLMAWGQY IDHD
-EDQVTEPRFWNPHFLYNPLPLPPUPEUTPUV1HVHNEAUTEDFDFSDLLMAHGOIIDHD

T e e R R e R R

IALTPOSTSTAAFWGGVDCOLTCENQNPCFPIQLPSNS - -SGTTACLPFYRSSAACGTGD
IALTPOSTSTAAFWGGVDCOLTCENQNPCFPIQLPSNS - -SRTTACLPFYRSSAACGTGD
IAFTPOSTSKAAFGGGADCOMTCENQNPCFPIQLPEEARPAAGTACLPFYRSSAACGTGD
IAFTPO“T”%AAFAUPAD(OLTFENP%P”FPIOLPTNA”PAAPATFbPF PSQAACFGGP

P P I L I o e L R I 5 RN

OGALFGNLSAANPROOMNGLTSFLDASTVYGCSSPGVEKQLRNWSSSACGLLRYVNTLHLDAG
QGALFGNLSAANPROOMNGLTSFLDASTVYGSSPGVEKQLRNWSSSAGLLRVNTLHLDSG

OGALFGNLSTANPROOMNGLTSFLDASTVYGSSPALERQLRENWTSAEGLLRVHARLRDSG
UfALVﬁNLRWAAPROOMNGLTQFLDA 5TVYG PAHEvPLPNWT“QEPLLPVNTPHRDAP

RAYLPFAT----AACAPEPGTPRTNRTPCFLAGDGRASEVPALAAVHTLWLREHNRLASA
RAYLPFAS----AACAPEPGAPHANRTPCFLAGDGRASEVPALAAVHTLWLREHNRLATA
PA?LPPVPPPAPAAFAPEPF[PPETPPPFFLAPDPPA‘EVPQLTALHTLNLPEHNPLAAA

AFLPFAPPPAPPACAPEPGTP- AAPAP'FLABD‘PAHEVPILTALHTLWLFEHNPLAAA

FKAINKHWSANTAYQEARKVVGALHOI ITMRDY IPKILGPDAFROQYVGPYEGYNPTVNPT
FEAINTHWSANTAYQEARKVVGALHOI ITMRDY IPKILGPDAFRQYVGPYEGYNPTVNPT
LEALNAHWSADAVYQEARKVVGALHOI ITLRDYIPRILGPEAFQQYVGPYEGYDSTANPT
F}-AL.NAHWHADTVYOEAPF\"J‘ :AL.HUI\TI RDYVPKILGAEAFG UH\.-"(,P YQGYDPAVDPT

VSNIFSTAAFRFGHATVHPLVRRLNTDFOQEHTELPRLOLRDVFFRPWRLIQEGGLDPIVR
VSNVFSTAAFRFGHATVHPLVRRLNTDFODHTELPRLOLHDVFFRPWRLIQEGGLDPIVR
VENVFSTAAFRFGHATIHPLVRRLDASFOEHPDLPGLWLHOAFFSPWTLLRGGGLDPLIR
VSHVF*FAAFPFFHATlHPLVPPLDAPFQEHP[ﬂ—HLPLPAAFFUPWRLLREF?VDPULP
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GLLARAAKLOVQGOLMNEELTERLFVLSNVGTLDLASLNLORGRDHGLPDYNEWREFCGL
GLLARPAKLOVQEQLMNEELTERLFVLSNVGTLDLASLNLORGEDHGLPGYNEWREFCGL
GLLARPAKLOVODOLMNEELTERLFVLSNSSTLDLAS INLORGRDHGLPGYNEWREFCGL
CLLARPAKLOUODOLMNEELTEPLFVL NSCTLDLAQINLUPGRDHGLPGVNEWREFCGL

........... T R T X e E e L e R R

SRLETPAELNKATIANRSMVNKIMDLYKHADNIDVWLGGLAEKFLPGARTGPLFACIIGKQ
SRLDTGAELNKATANRSMVNKIMELY KHADNIDVWLGGLAEKFLPGARTGPLFACIIGKQ
PRLETPADLSTAIASRSVADKILDLYKHPDNIDVWLGGLAENFLPRARTGPLFACLIGKQ
’RLETWADLSAATANPRUADPILPL1OHPDNIDVNLFGLAESFLPGARTPPLFACIIGKO

MKALRDGDRFWWENTNVFTDAQRQELEKHSLPRVICDNTGLTRVPVDAFRIGKFPQODFES
MEALRDGDRFWWENSHVFTDAQRQELEKHSLPRVICDNTGLTRVPVDAFRIGKFPQDFES
MEKALRDGDWFWWENSHVFTDAQRRELEKHSLSRVICDNTGLTRVPMDAFOVGKFPEDFES
MRALRDGDPFWWENPFVFFEAOPREL RHQM’PVl(DN%“LSHVPLDAFPVGOWPOEFEP
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CEDIPSMDLELWRETFPQDDKCVFPEEVDNGNFVHCEESGKLVLVYSCFHGYKLQGQEQV
CEEIPSMDLRLWRETFPQDDKCVFPEKVDNGNFVHCEESGKLVLVYSCFHGYKLOGOQEQV
CDSIPGMNLEAWRETFPODDKCGFPESVENGDFVHCEESGRRVLVYSCRHGYELOGREQL
CASIOGMDLPAWREAPPQGDACPPPDPUEDFPFLLCEERPORVLVFQFRHGFPLRPPAOI

ok okow W ook Ao R T ke ks * .

TCTOKGWDSEPPVCKDVNECADLTHPPCHPSAQCKNTKGSFQCVCTDPYVLGEDEKTCID
TCTONGWDSEPPVCKDVNECADLTHPPCHSSAKCKNTKGSFQCVCTDPYMLGEDEKTCID
TCTQEGWDFQPPLCKDVNECADGAHPPCHASARCRNTEKGGFQCLCADPYELGDDGRTCVD
TCTPRPWDSPPPLCKDINECEDETDPPCHAQARCKNTFPGVLCECSDPLVLGEDGRTCVD

24w >k R T S S A TP oo bk sk sk

SGRLPRASWVSIALGALLIGGLASLTWIVICRWTHADKKATLPITER--=----- VTTQSG
SGRLPRASWVSIALGALLIGGLASLSWTVICRWTHADKKSTLLITER-----~-- VTMESG
SGRLPRATWISMSLAALLIGGFAGLTSTVICRWTRTGTKSTLPISETGG---~-~ GTPELR

AFRLPRAQVV”IALGAVLUFCLAFLAWTVVFRNTHADARPLLPVLEPEGDPFQP LPLPG

CRKSQGRGISPHKAAAQDTGOEPA----SGSRVLLCE- 914
FRKSQESGISPOKAEVODAEQEPA----YGSRVLLCE- 914
CGKHOAVGTSPOQRAAAQDSEQESAGMEGRDTHRLPRAL 933

CGNRRDVGAAP----ALEVEQDLS----CGSRGLCE-- 926
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6. Alelos do polimorfismo HumTPO e a sua frequéncia na populacdo Portuguesa (Santos et al,
1998).

Alelo Frequéncia
Ne pb
6 106 -
7 110 0.003
8 114 0.526
9 118 0.108
10 122 0.052
11 126 0.281
12 130 0.029
13 134 -
14 138 -
A bold esta representado o alelo mais frequente na nossa
populacéo.
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7. Condic0es de electroforese estabelecidos para os diferentes exdes.

Sistema manual de geis.

Ex&o/condigdes de Gel utilizado Temperatura Volts Tempo (horas)
electroforese (% MDE/cm)
1,7 0.5/ 22 4°C 240 22
2,15 0.5/28 TA 180 18
3,4,13,16 0.5/28 T.A 220 22
5,6, 14,10, 12, 17 0.5/28 T.A 200 20
9 0.5/28 T.A 180 20

T.A - Temperatura ambiente

PhastSystem.
Ex&o/condigdes de Gel utilizado Temperatura (°C) Volts.
electroforese (12 ou 20%) acumulados/hora
1,7 12 4 640
2 20 15 630
9 12 15 400
10 20 4 550
14 12 15 450
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