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Resumo
O hipotireoidismo congénito (HC) é o distirbio endécrino mais freqliente em
neonatos (1:4000 nascimentos). Trata-se de uma doenca metabdlica grave, que
corresponde a causa mais comum de deficiéncia mental prevenivel. Em areas iodo
suficientes, a maior parte dos casos é permanente, causada for fatores genéticos. O
gene do receptor de TSH (TSHR) € um importante alvo de mutacdes relacionadas ao
HC. Diversos polimorfismos ja foram descritos neste gene, e pouco se sabe sobre
sua influéncia nas disfuncdes tireoidianas. Neste trabalho, realizou-se a analise
molecular dos éxons 1 e 7 do gene TSHR, investigando a presenca dos
polimorfismos c. 106 G>C (D36H), c.154 C>A (P52T) e c. 561 T>C (N187N), em 105
pacientes com HC no estado do Pard, tratados na Unidade de Referéncia
Especializada Materno-Infantil e Adolescente (UREMIA). O polimorfismo D36H nao
foi encontrado no grupo analisado. O P52T foi encontrado em heterozigose
(frequéncia genotipica: 3,8%), com frequéncia alélica de 1,9%. O N187N foi
encontrado em heterozigose (freqiéncia genotipica: 31%) e em homozigose
(frequéncia genotipica: 5%), com frequéncia alélica de 20,5%. A populacédo estudada
encontrava-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05). Nenhuma alteracao
adicional foi encontrada nos éxons investigados. Os individuos que apresentaram as
alteracdes exibiam os mesmos sinais clinicos e bioquimicos classicos de pacientes
com HC descritos na literatura. Os trabalhos realizados até o momento ndo apontam
uma concluséo definitiva acerca da relacao entre os polimorfismos investigados e as
disfuncdes tireoidianas, o que torna importante a realizacdo de estudos adicionais,

contribuindo com a elucidacdo da base molecular das doencas da tiredide.



Abstract
Congenital hypothyroidism (CH) is the most frequent endocrine disorder in newborns
(1:4000 births). CH is a serious metabolic disorder, which is the most common cause
of preventable mental retardation. In iodine sufficient areas, the majority of cases are
permanent, caused by genetic factors. The TSH receptor gene (TSHR) is a major
target for mutations related to HC. Several polymorphisms have been described in
this gene, and little is known about their influence over thyroid dysfunctions. In this
work, molecular analysis of exons 1 and 7 of the TSHR gene was carried out, for the
investigation of the polymorphisms c. 106 G>C (D36H), c.154 C>A (P52T) and c.
561 T>C (N187N) in 105 patients with CH in the state of Par4, treated at the Unidade
de Referéncia Materno-Infantil e Adolescente (UREMIA). The D36H polymorphism
was not found in the investigated group. The P52T was found in heterozygous form
(genotype frequency: 3.8%), with allele frequency of 1.9%. The N187N was found in
heterozygous (genotype frequency: 31%) and homozygous form (genotype
frequency: 5%), with allele frequency of 20.5%. The population studied was in Hardy-
Weinberg equilibrium (p <0.05). No additional changes were found at the investigated
exons. The individuals who presented allelic variants showed the same clinical and
biochemical classical symptoms of patients with CH described by other authors. The
works done so far do not lead to a definitive conclusion about the relationship
between the investigated polymorphisms and thyroid dysfunctions, making it
important that additional studies are conducted, contributing to the elucidation of

thyroid diseases molecular basis.



1. INTRODUCAO

1.1. ATIREOIDE

1.1.1. Anatomia e Histologia da Glandula Tire6ide

A glandula tireéide tem seu nome derivado do grego thyreos, que
significa escudo. Entretanto, numa visdo anterior, lembra o formato de uma
borboleta. Esta glandula localiza-se abaixo da laringe, anteriormente a juncao
das cartilagens tiredide e cricéide (Figura 1). Seu peso, em um recém-nascido,
€ de aproximadamente 1,5 gramas, e no homem adulto, entre 15 e 25 gramas
(Berne & Levy, 2000).

A tiredide é constituida, geralmente, por dois lobos, direito e esquerdo,
unidos por um istmo. No entanto, algumas pessoas apresentam um terceiro
lobo, denominado de lobo piramidal, o qual representa um remanescente
embrionario da porcédo inferior do ducto tireoglosso, um canal ligado ao
primordio tireoidiano (Guyton, 2002).

A tireGide é composta por cerca de 3 milhdes de foliculos tireoidianos, os
quais representam as unidades funcionais da glandula. Os foliculos possuem
formato esférico, com didmetro entre 0,2 e 0,9 mm. Esses foliculos séo
formados por uma camada de epitélio simples cubico, os tiredcitos, que
delimitam um espaco interno chamado lumen folicular (Figura 2) (Aires, 1991,
Junqueira,1999).

O lumen folicular é preenchido pelo coléide, cujo principal constituinte &
a glicoproteina iodada tireoglobulina, a qual contém cerca de 115 residuos de
tirosina. O espaco interfolicular € ocupado por capilares e tecido conjuntivo. O
apice das células foliculares esta voltado para o lumen, e a base, adjacente ao
tecido conjuntivo (Junqueira, 1999).

Outro tipo de célula encontrada na tiredide € a célula parafolicular,
também denominada de célula C. As células C encontram-se fazendo parte do
epitélio folicular, ou formando grupamentos isolados entre os foliculos

tireoidianos. A principal funcdo das células C é a produgdo do horménio



calcitonina. Este horménio tem como efeito principal diminuir o nivel de célcio

do plasma através da estimulacédo da absorcéo pelos ossos (Aires, 1991).

'\Cardilagem tiredidea

Tiredide

Traquéia

Figura 1: Localizac&o da Glandula Tireoide.
Adaptado de: http://www.armourthyroid.com/hypothyroidism/images/illustrations/thyroid.jpg

Figura 2: Foliculos Tireoidianos. 1. Tireécitos. 2. Lamen preenchido por col6ide. 3. Capilares.
4. Células parafoliculares. Fonte: http://www.histol.chuvashia.com/atlas-en/endocrine-02-en.htm

1.1.2. Embriologia da Tireodide

A tiredide é de origem endodérmica, e se desenvolve precocemente na
porcao cefalica do tubo digestivo, como um diverticulo na faringe primitiva. E a
primeira glandula endécrina a se desenvolver no embrido, por volta da terceira
semana de vida intra-uterina (Guyton, 2002).

A diferenciacéo para a formacéo dos foliculos tireoidianos ocorre na 10®
semana, e esta intimamente ligada ao inicio das funcbes especificas do érgao,
gue ocorre por volta da 12% semana. No entanto, quantidades significativas dos


http://www.histol.chuvashia.com/atlas-en/endocrine-02-en.htm

hormonios tireoidianos sé serdo detectadas no soro fetal por volta da 20%
semana de vida intra-uterina (Berne & Levy, 2000).

Esse processo de formacdo envolve a expressao das proteinas TTF-1
(thyroid-specific transcriptional factor 1), que regula o desenvolvimento e
migracéo da glandula, TTF-2, um agente estimulador de transcricdo génica da
tireoglobulina e peroxidase, e a proteina Pax-8, envolvida no processo de

diferenciacéo celular da tiredide (Aires, 1991).

1.1.3. Sintese e Secrec¢do dos Hormdnios Tireoidianos

Os principais produtos da secrecdo da glandula tirebide sdo os
hormonios tetraiodotironina (T4), também conhecido como tiroxina, e
triiodotironina (T3). A producdo desses hormdnios requer, primeiramente, a
captacao de iodeto (I) do sangue. A ingestdo média de iodo € cerca de 200 a
500 mg/dia, advindos principalmente de derivados do leite e frutos do mar, e
sal de cozinha (Aires, 1991). O iodeto é absorvido do sangue e transportado via
proteina NIS para a célula folicular (processo denominado de seqlestro de
iodo), e desta para o coldide, através da proteina transmembrana Pendrina
(Berne & Levy, 2000).

No interior dos foliculos o iodeto € inserido, através de ligacdo covalente
pela tireoperoxidase (TPO), nos residuos de tirosina da tireoglobulina (TG),
processo denominado de organificacdo do iodo (Eskandari et al., 1997). A
cadeia lateral de tirosina a qual o iodeto se liga possui dois sitios que podem
ser oxidados para receber os ions. Se apenas um deles for iodado, da-se ao
composto 0 nome de monoiodotirosina (MIT); caso os dois sitios sejam
iodados, o composto € denominado diiodotirosina (DIT). Quase
simultaneamente a esse processo, ocorre 0 acoplamento de duas iodotirosinas,
dando origem a uma iodotironina. Esse acoplamento também é catalisado pela
peroxidase (Vaisman et al., 2004).

O acoplamento de duas DIT d& origem a uma tiroxina; enquanto que, o
acoplamento de uma DIT a uma MIT da origem a uma triiodotironina. O que

determina a sintese de T, ou T3 € a relagdo MIT/DIT da TG. Dessa forma, o



predominio de MIT favorece a producdo de T3, e o predominio de DIT, a
formacao de T4 (Aires, 1991; Vaisman et al., 2004).

No momento da secrecdo hormonal, microvilosidades presentes na
membrana apical reabsorvem pequenas goticulas de coldide, que ficam
armazenadas em vacuolos. Esses vacuolos se fundem com lisossomos, que,
através de suas enzimas, degradam totalmente a TG em aminoacidos,
liberando os hormonios para o citosol, de onde sado difundidos para a circulacao
(figura 3). Uma parte desses hormonios pode se ligar a dois tipos de proteina, a
albumina e proteina ligadora dos hormdnios da tirebide, ou ser transportada na

forma livre, no plasma (Berne & Levy, 2000).

S s H,0, Coloide
fouhiaiy ==
]
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Figura 3: Sintese e Liberagdo dos Horménios Tireoidianos no Tiredcito.
Adaptado de: http://www.nature.com/nrendo/journal/v3/n3/images/ncpendmet0449-f1.jpg

As iodotirosinas que nao sofreram acoplamento sdo desiodadas,
liberando iodeto, que pode ser reutilizado para iodinacdo de outras moléculas
de TG. Em média, séo liberados diariamente, 100 mg de T4, € 20 mg de T3
(Aires,1991).


http://www.nature.com/nrendo/journal/v3/n3/images/ncpendmet0449-f1.jpg

1.1.4. Funcéo dos Horménios da Tirebdide

Os hormonios T3 e T4 tém livre acesso as células através da membrana
plasmatica, por difusdo. O T, atua como pré-horménio, enquanto o T3z é 0
horménio biologicamente ativo. As células dos tecidos periféricos estédo
equipadas com um complexo enzimatico capaz de transformar 40% do T4
secretado diariamente em T3 (Berne & Levy, 2000). A medida que entram nas
células, eles interagem com receptores nucleares de hormonios tireoidianos,
modificando a expressdo de genes especificos. Esse processo culmina com a
codificacdo de diversas proteinas que atuam no aumento generalizado do
metabolismo celular. (Jinsong & Mitchell, 2000).

Os efeitos dos hormoénios tireoidianos Tz e T4 sdo, essencialmente,
promocdo do crescimento nos jovens, diferenciacdo celular, estimulacdo da
atividade das glandulas endd6crinas e dos processos envolvidos no
metabolismo energético (Gartner, 2007).

E através dos horménios tireoidianos da méae, no periodo inicial de
gravidez, e do feto, a partir da 12% semana de vida intra-uterina, que todas as
transformacdes relacionadas ao desenvolvimento do cérebro serdo
influenciadas, desde o crescimento até a migracdo das células neuronais e
gliais (Pniewska, 2006).

1.1.5. Regulacédo da Glandula Tireéide

A regulacdo da Tiredide envolve o eixo hipotdlamo-hipofisario. O
hipotalamo secreta o horménio liberador da tireotrofina (TRH), que estimula, na
adeno-hipdfise, a liberacdo da tireotrofina, ou horménio estimulante da tiredide
(TSH). Esse hormonio glicoprotéico de 28 kDa, chega a tiredide e se liga ao
receptor de TSH (TSHR) na membrana basal das células foliculares,
estimulando todas as etapas do processo de producéo e liberacéo de T3 e Ty,
incluindo a ativagdo da expressdo dos genes que codificam o NIS, a
peroxidase, e a TG (Figura 4) (Aires, 1991).



Figura 4: Regulagéo da Tiredide pelo Eixo Hipotalamo-Hipofisario.
Fonte: http://www.ehponline.org/members/2003/111-12/prodchart.jpg

Quando a producdo dos horménios atinge o nivel adequado, eles
exercem um feedback negativo sobre o eixo hipotalamo-hipofisario, diminuindo
a producdo de TRH e TSH. Em contraste, quando a concentracdo sérica dos
horménios atinge valores reduzidos, a producdo de TRH serd novamente

estimulada, reiniciando o ciclo (Berne & Levy, 2000).

1.2. HIPOTIREOIDISMO CONGENITO

1.2.1. Etiologia

O Hipotireoidismo congénito (HC) € uma doenca grave, que ocorre em
cerca de 1:4000 nascimentos, sendo o disturbio endocrino congénito mais
frequente durante o periodo neonatal (Gillam & Koop, 2001). A doenca é
caracterizada por uma diminui¢do nos niveis séricos de hormonios tireoidianos,
0 que acarreta na reducao de diversos processos metabolicos. Essa reducéo é
acompanhada de elevacdo nos niveis séricos de TSH, mecanismo de
compensagao na tentativa de restaurar os niveis normais dos hormoénios
tireoidianos (Setian, 2007).


http://www.ehponline.org/members/2003/111-12/prodchart.jpg

O HC é mais prevalente em mulheres, com uma razédo aproximada de
1:2,3; 0 que é atribuido a agenesia e ectopia mais freqiente em mulheres
(Jordan et al., 2003, SBEM-projeto diretrizes, 2005). Existe também
variabilidade de prevaléncia entre grupos étnicos. E consideravelmente menos
prevalente entre os negros americanos (1:17.000, na Georgia; 1:10.000, no
Texas), e mais prevalente entre 0s hispanicos (1:2.700). H4 ainda uma
prevaléncia muito maior entre recém-nascidos com Sindrome de Down (cerca e
1:141 nascidos vivos) (SBEM-projeto diretrizes, 2005).

Essa doenca € a causa mais comum de deficiéncia mental prevenivel,
podendo ser transitéria ou permanente. A forma transitoria ocorre em cerca de
2% dos casos, e € consequéncia, principalmente, da presenca de anticorpos
bloqueadores da tire6ide, da mae, que atravessam a placenta. O HC transitorio
pode também ser induzido por drogas; ou quando a mae foi tratada com
irradiacdo (Jordan et al., 2003; Setian, 2007).

O hipotireoidismo congénito pode ainda ser ocasionado por uma
deficiéncia em iodo, sendo denominado cretinismo endémico, com frequéncias
variaveis entre as populacdes (SBEM-projeto diretrizes, 2005).

Entretanto, em areas iodo suficientes, na grande maioria dos casos, 0
HC é permanente, sendo ocasionado por fatores genéticos, e requer
tratamento por toda a vida (Jordan et al., 2003). O HC permanente pode ser
classificado em primério, quando o disturbio est4 relacionado ao
desenvolvimento da tiredide e a sintese de seus hormoénios; secundario,
quando o distarbio ocorre no eixo hipotalamo-hipofisario; ou ainda, terciario,
quando a falha ocorre na resposta dos tecidos periféricos aos horménios
tireoidianos (Gillam & Koop, 2001).

As prevaléncias dos diferentes tipos de HC, de acordo com Setian, 2007,

e Disgenesia Tireoidiana (Agenesia, Hipogenesia, Ectopia): 1:4.000

e Disormonogénese (Auséncia de resposta ao TSH; defeito no transporte ou
captacdo de iodeto; defeito na organificacdo; defeito de sintese da
tireoglobulina; defeito da desiodinase): 1:30.000



e Hipotalamo-Hipofisario (Anomalia hipotalamo-hipofisaria; Pan-
hipopituitarismo; Deficiéncia isolada de TSH, Resisténcia aos hormonios
tireoidianos): 1:100.000

e Hipotireoidismo transitorio (Induzido por drogas; Induzido por anticorpos
maternos; Gestantes tratadas com drogas antitireoidianas ou irradiacao;
Idiopatico): 1:40.000.

1.2.2. Diagndstico e tratamento

O diagndstico do HC é feito através da triagem neonatal, consistindo na
dosagem do TSH e/ou T4 livre em amostras de sangue seco em papel filtro,
retiradas do calcanhar do recém-nascido. Valores de TSH acima de 15mUL/mL
determinam a solicitacdo de uma nova amostra. Se o exame confirmatdrio
estiver acima de 15 mUL/mL, a crianca é diagnosticada com HC. O Ty livre é
normalmente usado somente como exame complementar, com valores de
referéncia de 0,8 a 1,33 ng/DI (NUPAD,1999).

O exame pode ser seguido, em caso positivo, pelos exames de
ultrassonografia da tiredide, para verificar o tamanho e a posicao da glandula, e
de cintilografia com captacédo de iodo radioativo, para verificar a capacidade de
captacdo de iodo pela tiredide (Jordan et al., 2003).

O tratamento do HC é feito basicamente pela reposicdo de levo-tiroxina,
0 L-T,4, Unico isbmero reconhecido pelos receptores nas células humanas. O
tratamento é eficaz e elimina todos os sintomas, evitando as sequelas
relacionadas a doenca. Entretanto, o0s pacientes devem receber
aconselhamento genético, pela possibilidade de transmitir as mutacdes ligadas
a doenca a seus descendentes (SBEM-projeto diretrizes, 2005).

1.2.3. Aspectos clinicos

As criancas ndo diagnosticadas precocemente poderdo apresentar

facies grosseiras caracteristicas, com alargamento da base do nariz (nariz em



sela); cabelos escassos; lingua protusa; pele seca, fria e marmorea; hérnia
umbilical; fontanela posterior ampla; engasgos frequentes; macroglossia;
obstrucéo intestinal; hipoatividade; choro rouco; hipotonia; bocio; e ictericia
neonatal prolongada, sendo este ultimo o sintoma mais precoce (Franco et al.,
2002).

Os sintomas clinicos do HC em geral ndo sdo detectados ao
nascimento, pois os hormoénios tireoidianos da mae protegem a crianca dos
efeitos deletérios da doenca até o fim da gestacdo, permitindo seu
desenvolvimento normal. Entretanto, a persisténcia da condigdo sem o
tratamento adequado ocasionara, além destes sintomas, atraso no crescimento
somatico e no desenvolvimento neuromotor, além de deficiéncia mental em
graus variados. (Refetoff et al., 2001; SBEM-projeto diretrizes, 2005)

1.3. RECEPTOR DO HORMONIO ESTIMULANTE DA TIREOIDE
(TSHR)

1.3.1. Aspectos Bioquimicos e Moleculares do TSHR

O TSHR é o maior dos receptores hormonais glicoprotéicos. Tem um
peso molecular de 84 kDa em sua forma néo glicosilada, chegando a 95-100
kDa, em sua forma glicosilada (Davies et al., 2002).

Através da sinalizacdo via AMPc, o receptor pode induzir tanto o
sistema de transducédo de sinal da fosfolipase C quanto o da proteina cinase A.
A expressdo do gene do TSHR é regulada pelos niveis de TSH, em uma
relacéo inversamente proporcional (Duprez et al., 1998).

O TSHR é dividido em duas subunidades, a e B, por meio de uma
protedlise poés-traducional, as quais sédo ligadas uma a outra por ligacbes
dissulfidicas. O gene do TSHR, clonado pela primeira vez em 1989, localiza-se
no cromossomo 14931, possui 10 éxons, e codifica uma glicoproteina da

familia das proteinas acopladas a proteina G (Duprez et al., 1998).
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A proteina é subdividida em: dominio extracelular (segmento amino-
terminal mais trés loops extracelulares); por¢cdo transmembrana, que possui
sete segmentos alfa-hélice; e um dominio intracitoplasmético (trés loops mais o
segmento carboxil-terminal). Os éxons 1 a 9 codificam a maior parte da regido
extracelular do receptor, e 0 éxon 10, toda a regido intracelular, a regido
transmembrana e uma pequena parte da regido extracelular. O THSR é
caracterizado por um segmento amino-terminal particularmente longo, que é
responsavel pela alta afinidade de ligacdo do TSH (Figura 5) (Davies et al.,
2002).

~$33> Amino terminal
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Figura 5: Estrutura do Receptor de Tireotrofina.
Adaptado de: http://content.nejm.org/cgi/content/short/337/23/1675

1.3.2. O TSHR e o Hipotireoidismo Congénito

O TSHR é um importante alvo de mutac¢@es relacionadas as disfunces
tireoidianas. Diversas mutacdes de perda de funcdo do TSHR ja foram
documentadas como responsaveis por uma sindrome, denominada resisténcia
ao TSH. Esta sindrome caracteriza-se por uma hipossensibilidade a atividade
biologica do TSH, e € uma das causas de hipotireoidismo congénito, com a
glandula tiredide in situ. Essa resisténcia ao TSH pode se manifestar em

diversos niveis: desde elevagfes nas taxas de TSH sem alteragbes nos niveis


http://content.nejm.org/cgi/content/short/337/23/1675
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de hormonios tireoidianos (resisténcia parcial), até o hipotireoidismo grave
(resisténcia completa) (Calebiro et al., 2005; Gagné et al., 1998).

Diversos estudos ja evidenciaram a relacdo entre mutacdes inativadoras
do receptor de TSH e a resisténcia ao TSH. Stanbury e colaboradores, em
1968, descreveram uma crianga do sexo masculino com mutagdo no gene
TSHR, apresentando hipotireoidismo com deficiéncia mental grave, e tiredide
nao responsiva a administracdo de TSH ou aos préprios niveis séricos de TSH,
gue eram bastante elevados e biologicamente ativos.

Stein e colaboradores (1994) observaram a ocorréncia de
hipotireoidismo congénito com tiredide hipoplasica em uma linhagem de ratos
denominada hyt/hyt, devida & heranga autossémica recessiva de mutagdes no
TSHR, causando ligacdo defeituosa do TSH ao receptor. Varias mutacdes
similares ja foram descritas no gene TSHR, como a mutacdo sem sentido

R450H, descrita em casos de hipotireoidismo subclinico (Pohlenz et al., 2006).

1.3.3. Polimorfismos dos Exons 1 e 7 do gene THSR

Além das mutacdes citadas, diversos polimorfismos do TSHR j& foram
descritos, e estudos sugerem uma relacdo entre a presenca deles e a
ocorréncia de disfuncBes da tiredide (Tonacchera & Pinchera, 2000). Alguns
dos polimorfismos mais frequientes do TSHR séo o c. 106 G>C (D36H), c.154
C>A (P52T) e c. 561 T>C (N187N).

O c. 106 G>C (D36H) é uma mutacdo pontual no éxon 1 do gene TSHR
(troca de bases G>C), que causa uma substituicdo de um residuo de &cido
aspartico por um de histidina na posi¢éo 36 da porcéo extracelular do receptor.

Esse polimorfismo foi inicialmente descrito como resultante de uma
mutac&o somatica e possivel causador de auto-imunidade da tiredide (Heldin et
al., 1991). Essa interpretacéo foi posteriormente reformulada pelos mesmos
autores, pois foi descoberto que o D36H, na verdade, corresponde a um
polimorfismo de linhagem germinativa, que também esta presente em

individuos saudéaveis. Essa variante ndo causou interferéncia na ligacdo do
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TSH ao receptor e na ativacdo da adenilato-ciclase, quando expressa em
células eucaridticas (Gustavsson et al., 1995).

O segundo polimorfismo, ¢.154 C>A (P52T), também localizado no éxon
1 do gene, (troca de base C>A), resultando na substituicdo de um residuo de
prolina por um de treonina, na posi¢cao 52 da porgéo extracelular do receptor.

Esse polimorfismo € encontrado em aproximadamente 9% dos pacientes
com Doenca de Graves (DG), e em 12% da populacdo normal (Tonacchera &
Pinchera, 2000). Foi relatado que o receptor variante P52T apresenta uma
eficiéncia maior de sinalizagcédo para a geragdo de AMPc quando expresso em
células CHO (Loos et al. 1995).

Em estudos posteriores, foram encontrados 2 individuos que
apresentavam homozigose para o P52T e ainda assim, eram eutiredides e
exibiam niveis normais de TSH e T4 (Cuddihy et al., 1995a). Constatou-se
ainda que a atividade do THSR variante ndo apresentava diferenca significativa
em relacdo a atividade do tipo selvagem, quando expresso em outras células
(Duprez et al., 1998).

O terceiro polimorfismo, c. 561 T>C (N187N), encontrado no éxon 7 do
gene, (troca de bases T>C), que nado altera o aminoacido asparagina, na
posicdo 187 da porcao extracelular do receptor.

Esse polimorfismo apresentou freqiéncia alélica de 14% em um grupo
de 60 individuos saudaveis, na Argentina (Esperante et. al., 2008). Um estudo
posterior mostrou nao haver relacdo entre a presenca da alteracdo e a
prevaléncia de HC na China (YAUN et. al., 2008). Os trabalhos acerca desta
alteracdo ainda sdo escassos, mas alguns estudos sugerem sua estreita
ligagdo com polimorfismos intronicos, associados ou nao a disfuncdes

tireoidianas (Ismail et al., 2009; Esperante et. al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

O TSHR é um importante alvo de mutacdes relacionadas as disfuncdes
tireoidianas. Nos Ultimos anos, foram identificadas diversas mutacdes
relacionadas tanto a perda quanto ao ganho de fungdo do receptor, ou seja,
alteracdes genéticas que atuam diminuindo ou aumentando a resposta ao TSH.

Apesar dos estudos acerca dos polimorfismos do TSHR, pouco ainda se
sabe sobre sua possivel influéncia nos niveis de horménios tireoidianos e de
TSH, e conseguentemente sobre o HC, o que torna importante a investigacéo
destas alteracfes genéticas, para o melhor entendimento de seu papel acerca
do funcionamento da glandula tireéide.

As evidéncias de relacdo entre os polimorfismos do gene TSHR e
alteracdes hormonais tornam importante o estudo dos mesmos. Existem
poucos trabalhos com o objetivo de investigar a relacdo dessas alteracbes
genéticas com a prevaléncia de Hipotireoidismo Congénito na populagéo.

Portanto, torna-se importante a realizacdo deste estudo, a fim de tentar
investigar a atuacdo desses polimorfismos em pacientes com HC, objetivando

contribuir com o melhor entendimento das disfungdes tireoidianas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca dos principais polimorfismos no éxon 1 e 7 do
gene TSHR em pacientes com HC diagnosticados e tratados na Unidade
de Referencia Especializada Materno-Infantil e Adolescente (UREMIA-
PA).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os polimorfismos D36H e P52T no éxon 1 do gene TSHR em

pacientes com HC;

Investigar o polimorfismo N187N no éxon 7 do gene TSHR em pacientes

com HC;

Determinar o genotipo dos individuos com HC;

Descrever os achados clinicos e bioquimicos nos pacientes com as

alteracdes investigadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

a) Caracterizacdo da Amostra

A amostra estudada neste trabalho é composta de 105 pacientes com
HC, sendo 66 do sexo feminino e 39 do sexo masculino, na faixa etaria de 3 a
15 anos, tratados na Unidade de Referéncia Especializada Materno-Infantil e
Adolescente (UREMIA).

Os objetivos do trabalho foram explicados detalhadamente aos pais e/ou
responsaveis dos pacientes, e ap0s aceitacdo na participacdo do trabalho, foi
fornecido o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Apds esse
procedimento, realizou-se a coleta de uma amostra de sangue periférico dos

pacientes.

b)  Aspectos Eticos

Este trabalho estd de acordo com o0s principios éticos basicos das
diretrizes e normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos:
autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia e justica.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundacio
Hospital Santa Casa de Misericordia do Para (Anexo II).

Considerando o carater analitico do estudo, os pacientes e familiares
nao foram expostos a nenhum risco maior. O material biol6gico colhido
(sangue) foi obtido por um procedimento pouco invasivo (puncdo venosa

periférica).
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4.2. METODOS

a) Critérios Clinicos e Bioquimicos de inclusao

O critério fundamental de inclusdo dos pacientes neste trabalho foi o
diagnéstico confirmado de HC primario, através de achados bioquimicos
(dosagem de TSH e/ou T4 livre) e de avaliacao clinica.

Os dados bioquimicos e clinicos foram obtidos a partir de um
levantamento das fichas dos pacientes da UREMIA.

b) Coleta e armazenamento das amostras

Uma amostra de sangue total (3 a 5 mL) foi obtida por puncéao venosa, e
separada em frascos contendo 54uL de Acido Etileno Diamino Tetra-acético
(EDTA). Todos os frascos foram devidamente identificados (nome do paciente

e data de colheita) e armazenados a -20°C para posterior extracao de DNA.

c) Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método Fenol-Cloroférmio,
segundo a metodologia descrita por Sambrock (1989):

1. Adicionar sangue total (no maximo 5 mL) em tubo de centrifuga de 15
mL;

2. Completar com solugdo salina (0,15M de NacCl) até um volume final de
14 mL;

3. Centrifugar (1800 FCR/10’)

4. Desprezar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 14 mL de
tampéo de lise de heméacias (5mM/L de MgCl,, 20 mM/L de Tris-HCI, pH
7,8);
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5. Centrifugar (1800 FCR/10’);

6. Desprezar o sobrenadante e adicionar ao precipitado 5 mL de tampéao de
lise de leucdcitos (0,2 mM/L de NaCl, 1 mM/L de EDTA e 10 mM/L de
Tris-HCI, pH 7,8);

7. Adicionar 500 pL de dodecilsulfato de sodio (SDS) a 10%, e 10 uL de
proteinase K (20mg/L);

8. Agitar o material por duas horas a temperatura ambiente em agitador
pendular;

9. Adicionar um volume de fenol, agitar por 10’°, centrifugar (1800 FCR/10’)
e transferir o sobrenadante para outro tubo de 15 mL;

10.Adicionar um volume de cloroférmio-isopropanol (24:1);

11.Agitar por 10’, centrifugar (1800 FCR/10’);

12.Transferir o sobrenadante para outro tubo de 15 mL;

13.Adicionar 2,5 vezes o volume de isopropanol e misturar por inversao ate
a precipitacao do pellet de DNA;

14.Centrifugar (1800 FCR/5’); desprezar o sobrenadante e deixar o DNA
secando a temperatura ambiente por algumas horas. Em seguida,
adicionar agua destilada para hidratar.

15.Deixar o DNA ressuspender por algumas horas, e entdo armazenar sob

refrigeracao.
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Amplificagdo dos Exons 1 e 7 do Gene TSHR por Reacgdo em

Cadeia da Polimerase

As sequéncias dos éxons 1 e 7 do gene TSHR encontram-se no quadro

1. Os iniciadores (primers) usados para amplificar os éxons 1 e 7 do gene

estdo descritos no quadro 2. As condi¢des e o tamanho do produto da PCR

estdo descritas no quadro 3 e 4. Logo ap0s a amplificacdo, os produtos da

PCR foram visualizados em gel de agarose a 2%.

Exon 1

5’tcagggaacagacggagcggactgcgtgggtccagccaaggaaagtgaagcaagceagacttgtitgggtcaaggttgect
agggaagcggagcacttaagtgcctcetttttcccctictccagectectccacagtggtgaggtcacageccecttggageectecct
cttcccaccectcCCGCTCCCGGGTCTCCTTTGGCCTGGGGTAACCCGAGGTGCAGAGCTGA
GAATGAGGCGATTTCGGAGGATGGAGAAATAGCCCCGAGTCCCGTGGAAAATGAGGC
CGGCGGACTTGCTGCAGCTGGTGCTGCTGCTCGACCTGCCCAGGGACCTGGGCGGA
ATGGGGTGTTCGTCTCCACCCTGCGAGTGCCATCAGGAGGAGGACTTCAGAGTCACC
TGCAAGGATATTCAACGCATCCCCAGCTTACCGCCCAGTACGCAGACTCTgtgagtacccq
ggagagatcagggtaggacccagagatcaagggceatctgcagaggtggcccgaagtgcacaaaagcagcetcaataacag

cccgaagtagtgtgtgagtgtgtgtatgtgtgagtgaatgtctgtgtgtgtagatgtgtgtgtgtgctaaaaacttaatcgeccacactt
37

Exon 7

5’gaaatattatcttgtttccaacaacttgtactggaaagttttcttgtgggatacatatgtgggacctgaaaaacctttatgtacatttat
gacactgaagaaatatagtccaactctccagaaacaggccagcaccacttctcaccagtcactgatttctcttetetetgttggtigt
agGAAGCTGTACAACAATGGCTTTACTTCAGTCCAAGGATATGCTTTCAATGGGACAAA
GCTGGATGCTGTgtaagtcaagggtagccatgaaaactgtcactttcccttaccctaagaaccatccaatggggcagaa

tgctgttgagagataggttctaccagagcatcttccacgccagagttagtgtgaccaacatggaaatgaggtcaaggaacttgge
aggggcccactttagtgggcgcttacgt 3’

Quadro 1: Sequéncias dos éxons 1 e 7 do gene TSHR. Os introns estdo representados em
letras mindsculas e os éxons estdo representados em letras mailsculas. As seqiiéncias
correspondentes aos iniciadores encontram-se sublinhadas e em vermelho. Fonte:
http://www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas/.
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Quadro 2 — Iniciadores para amplificacdo dos éxons 1 e 7 do gene TSHR

Temperatura de
Iniciador Iniciadores Anelamento / Tamanho
do produto de PCR
. CTCCCGGGTCTCCTTTGG .
Exon 1 58 C /289 pb
cctgatctctcccgggtact
. tgtgggacctgaaaaaccitt .
Exon 7 9999 J 61 C/ 204 pb
cccttgacttacACAGCATCC

Quadro 3 — Condi¢cbes de amplificacdo do éxon 1 do gene TSHR

o Namero de
Estagios . Temperatura Tempo
Ciclos

Desnaturacgéao _

1° o 1 94°C 1 min
inicial

Desnaturacéao 94°C 1 min
20 Anelamento 30 58°C 30 seg
Extensao 72°C 30 seg
3° Extensao final 1 72°C 5 min
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Quadro 4 — Condi¢cbes de amplificacdo do éxon 7 do gene TSHR

o Numero de
Estagios . Temperatura Tempo
Ciclos

Desnaturacgéo _

1° o 1 94°C 1 min
inicial
Desnaturacéao 94°C 1 min
20 Anelamento 30 61°C 30 seg
Extensao 72°C 30 seg
3° Extensao final 1 72°C 5 min
e) Identificac&o de Alteracdes

Foi utilizada a técnica de sequenciamento automético (kit Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Standart Version 3.1) para a analise molecular
dos éxons 1 e 7 do gene TSHR. Os iniciadores utilizados para o

sequenciamento foram os mesmos utilizados na PCR.

f) Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados apresentados neste estudo foi
realizada através do programa Bioestat (versao 4.0), utilizando-se o Qui-
quadrado, para verificar se a populacdo encontrava-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

O numero de alelos que apresentavam mutac¢des foi dividido pelo

namero total de alelos pesquisados para determinacdo da frequéncia dos
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polimorfismos. O coeficiente foi multiplicado por 100, para determinagdo dos

percentuais.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE MOLECULAR DOS EXONS 1 E 7 DO GENE TSHR:

Foram encontradas duas variantes alélicas nas sequéncias dos éxons 1
e 7: o polimorfismo P52T e o N187N. O D36H néo foi encontrado nos pacientes
analisados.

a) Exon 1: Polimorfismo c. 154 C>A (P52T)

O Polimorfismo P52T foi encontrado em heterozigose em 4 pacientes
(figura 6a e 6b), de um total de 105 amostras sequenciadas (freqiiéncia
genotipica de 3,8%). A frequéncia alélica do polimorfismo foi de 1,90%. O teste
do Qui-quadrado revelou que a populacdo se encontra em equilibrio de Hardy-
Weinberg (x?=0,04; p<0,05). Dois dos pacientes heterozigotos para o
polimorfismo P52T, no éxon 1, também apresentaram o polimorfismo N187N,

no éxon 7, em heterozigose.

Figura 6: Polimorfismo c. 154 C>A (P52T)

AT C CC CaG C T TRAXACCG C C & 6 T A C GC &G AC

i

Figura 6a: Sequéncia Selvagem Figura 6b: Sequéncia Mutante - Heterozigoto




b) Exon 7: Polimorfismo ¢.561 T>C (N187N)
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De um total de 100 amostras sequenciadas, o polimorfismo N187N foi

encontrado em homozigose em 5 pacientes (frequéncia genotipica de 5,0%); e

em heterozigose em 31 pacientes (frequéncia genotipica de 31,0%). A

frequéncia alélica do polimorfismo foi de 20,5%. As figuras 7a, 7b e 7c mostram

estes achados.

O teste do Qui-quadrado revelou que a populacdo estudada também se

encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg (x*=0,239; p<0,05).

Figura 7: Polimorfismo c. 561 T>C (N187N)
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Figura 7a: Sequéncia Selvagem

Figura 7b: Sequéncia Mutante - Heterozigoto
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Figura 7c: Sequéncia Mutante - Homozigoto
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5.2. DESCRICAO CLINICA E BIOQUIMICA DOS PACIENTES COM
ALTERACOES NUCLEOTIDICAS

Foram obtidos dados clinicos de 3 dos 4 pacientes com a alteracao
P52T, e de 16 dos 36 pacientes com o polimorfismo N187N. As fichas dos
demais pacientes nao foram obtidas por dificuldade de acesso aos arquivos da
UREMIA. As dosagens de TSH obtidas nas fichas correspondem as dosagens
realizadas no teste do pezinho, quando foi diagnosticada a doenca. A média de
TSH dos pacientes com polimorfismo no éxon 1 foi de 67,15 mUL/mL (desvio
padrdo = £77,01lmUL/mL); e dos pacientes com polimorfismo no éxon 7 foi de
85,15 mUL/mL (desvio padréo = + 72,90 mUL/mL).

Os heterozigotos para o polimorfismo P52T apresentaram hérnia
umbilical (67%), obstrucdo intestinal (33%), ictericia prolongada (33%),
hipoatividade (33%), pele seca (33%), bocio (33%). Dois destes pacientes
realizaram o exame de cintilografia com captacéo de iodo radioativo. Um deles
foi classificado com ectopia tireoidiana e outro com disormonogénese.

Em relacdo aos pacientes com o polimorfismo N187N, de acordo com as
informacdes contidas nos prontudrios médicos, 10 realizaram exame de
cintilografia com captacdo de iodo radioativo; dos quais 5 pacientes
apresentaram ectopia tireoidiana, 4 apresentaram disormonogénese e 1
apresentou hipoplasia tiredidea. Os 16 pacientes apresentaram um ou mais
sintomas, a saber: hérnia umbilical (62,5%), obstrucdo intestinal (68,8%),
ictericia prolongada (43,8%), fontanelas amplas (31,3%), hipoatividade
(18,8%), choro rouco (18,8%), macroglossia (18,8%), alargamento da base do
nariz (18,8%), pele seca (18,8%), hipotonia (12,5%), lingua protusa (6,3%),
bécio (6,3%).

A tabela 1 mostra as frequéncias dos polimorfismos na amostra total de
pacientes e os principais achados clinicos e bioquimicos de 3 pacientes com o

polimorfismo P52T e 16 com o polimorfismo N187N.



25

Tabela 1: Polimorfismos e Principais Achados Clinicos dos Pacientes com Alteracdes

Nucleotidicas

Polimorfismos

Polimorfismo Freqiéncia

Freqiéncia
alélica

Achados clinicos*

TSH no teste
do pezinho

D36H 0/105 (0%)
P52T 4/105 (3,8%)
N187N 36/100 (36%)

0%

1,90%

20,5%

Hérnia umbilical (66,7%), obstrucéo
intestinal (33,3%), ictericia prolongada
(33,3%), hipoatividade (33,3%), pele
seca (33,3%).

Hérnia umbilical (62,5%), obstru¢édo
intestinal (68,8%), ictericia prolongada
(43,8%), fontanelas amplas (31,3%),
hipoatividade (18,8%), choro rouco
(18,8%), macroglossia (18,8%),
alargamento da base do nariz (18,8%),
pele seca (18,8%), hipotonia (12,5%),
lingua protusa (6,3%), bécio (6,3%).

67,15 mUL/mL

+

77,01 muL/mL

85,15 muL/mL

t+

72,90 mUL/mL

* Achados clinicos e bioquimicos somente para 3 pacientes com o polimorfismo P52T e 16 com

o polimorfismo N187N.

Valores de referéncia TSH: < 15mUL/mlI
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6. DISCUSSAO

6.1. ANALISE MOLECULAR

Diversas mutacfes no gene TSHR ja foram relatadas como sendo
responsaveis por disfuncdes tireoidianas, sejam elas adquiridas, congénitas ou
hereditarias. Essas mutacdes podem atuar tanto no hiperfuncionamento do
receptor, sendo chamadas muta¢des de ganho de funcédo, ou interferindo na
ligagéo e diminuindo a resposta ao hormonio TSH, sendo chamadas mutagdes
de perda de funcéo (Park & Chatterjee, 2004).

Em ambos os casos, o TSHR mutante causa alteracdo dos niveis
plasmaticos de hormonios tireoidianos, o que o torna um importante alvo de
estudos na analise do funcionamento da tiredide.

Diversos polimorfismos do TSHR j& foram relatados tanto em
populacdes com comprometimento das funcbes tireoidianas, quanto na
populacdo sadia (Tonacchera & Pinchera, 2000; Cuddihy et al., 1995b;
Simanainen et al.,, 1999). Dentre esses polimorfismos, alguns dos mais
frequentes encontram-se no éxon 1 (D36H e P52T) e éxon 7 (N187N) do gene
TSHR. Com excecao do polimorfismo N187N, essas variantes alélicas resultam
em troca de aminoacidos na seqiiéncia do receptor de TSH, e pouco ainda se
sabe sobre sua influéncia na ligacéo e resposta ao TSH.

O polimorfismo D36H nao foi encontrado em nenhum dos pacientes
analisados. A posicdo 36 do TSHR esta localizada nas proximidades de uma
area muito especifica do receptor em relacdo a outros receptores hormonais,
pois € um dos sitios de reconhecimento do TSH. Dessa forma, sugere-se que
esse locus seja crucial para a interacdo com varias biomoléculas, a exemplo de
anticorpos anti-TSHR (Matsuo et. al., 1993; Russo et. al., 1995).

Entretanto, Gustavsson et al. (1995) determinou a atividade funcional do
receptor D36H mutante e ndo detectou nenhuma mudanga na ligacdo com o
TSH, producdo de AMPc ou capacidade de interagir com o0 receptor,
comparados aos receptores do tipo selvagem. Outros estudos mostram que o

polimorfismo D36H né&o est4 associado a Doencga de Graves. Simanainen et al.
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(1999), encontraram o alelo D36H em 7 de 160 pacientes com Doenca de
Graves, e em 8 de 140 individuos saudaveis, diferenca que ndo se mostrou
estatisticamente significativa entre os grupos. Ho e colaboradores (2003)
analisaram um grupo de 164 pacientes com DG, onde néo foi encontrado o
alelo D36H.

No presente estudo, o polimorfismo P52T apresentou frequéncia alélica
de 2%. Os quatro pacientes que apresentaram o polimorfismo eram
heterozigotos para o alelo variante.

O polimorfismo P52T é uma alteragdo que resulta na substituicdo de um
residuo de prolina (aminocido neutro e polar) por um residuo de treonina
(aminoacido neutro e apolar). Alguns autores sugerem gue isso poderia causar
uma alteracdo na conformacdo de um loop crucial da porcédo extracelular,
podendo tornar o receptor mais propenso a estimular a formacao de anticorpos
ou levar a expressao e regulacdo anormais do TSHR (Bohr et al., 1993).

Estudos mostraram que a P52T elevou a producdo de AMPc quando
expressa em ceélulas ovarianas de hamsters chineses. Dessa forma, especula-
se a possibilidade do polimorfismo intensificar o hipertireoidismo em pacientes
com DG (Loos et al., 1995).

Alguns autores apbiam essa hipotese. Cuddihy et al. (1995b)
encontraram uma frequéncia elevada do P52T em mulheres com Doenca de
Graves e de Hashimoto, em comparacdo ao grupo de mulheres saudaveis.
Esta mesma relagdo ndo foi encontrada em homens. Um estudo feito na
Espanha mostrou frequéncia de 7,5% para o polimorfismo P52T em um grupo
de 62 pacientes com hipertireoidismo (Palos et. al., 2006).

Em Singapura, um estudo ja citado realizado em um grupo de 164
pacientes com Doenca de Graves mostrou uma frequéncia de 11.4% para o
polimorfismo P52T, sendo este mais prevalente em Indianos (freqiiéncia
alélica: 16,5%), e raro em Chineses (frequencia alélica: 0.5%). Neste mesmo
estudo, os individuos que apresentavam o alelo P52T exibiam niveis
significativamente menores de anticorpos anti-Tireoglobulina e anti-TPO,
quando comparados aqueles que ndo apresentaram polimorfismo (Ho et.
al.,2003).
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Entretanto, a maior parte dos estudos subsequentes ndo confirma esses
achados: o polimorfismo foi encontrado com igual frequéncia tanto em
pacientes com doenca de graves quanto em individuos saudaveis (Simanainen
et al.,1999; Kotsa et al., 1997; Kaczur et al., 2000; Sunthornthepvarakul et al.,
1999; Allahabadia, et al., 1998; Chou et al., 2002). Outros estudos também
mostraram individuos homozigotos para o alelo variante que ndo apresentavam
quaisquer sintomas na tire6ide, sendo, portanto, considerados higidos.
(Tonacchera et. al., 1996; Cuddihy et. al., 1995a).

Em um grupo de 307 individuos saudéaveis estudados na Inglaterra, 29
apresentaram o polimorfismo em heterozigose, e 3 em homozigose. Foram
obtidos dados clinicos de 2 dos individuos homozigotos para o alelo, e ambos
nao apresentavam nenhum histérico de doenca tireoidiana, e niveis
plasmaticos normais de TSH e T, livre (Cuddihy et. al., 1995a). Tonacchera et
al. (1996), expressaram tanto o receptor mutante quanto o selvagem em
células COS-7, e a andlise por radioimunoensaio mostrou niveis equivalentes
de atividade do AMPc em ambos o0s tipos de receptores.

Um estudo realizado nos EUA mostrou uma frequéncia de 12% para o
receptor variante em um grupo de 60 individuos saudaveis, com uma
frequéncia alélica de 5,8%. Este mesmo estudo ndo mostrou relacdo entre a
presenca do polimorfismo e o0s niveis séricos de T4 livre e TSH
(Sunthornthepvarakul et al., 1994). O polimorfismo P52T foi encontrado em 1
paciente com tiredide hipoplasica, em um grupo de 35 pacientes estudados no
estado do Parand; porém esse valor € o mesmo relatado em grupos-controle
de outros estudos (Ramos et. al., 2009).

O polimorfismo N187N apresentou alta freqtiéncia (frequiéncia alélica de
20,5%) na populagéo estudada. A troca de bases T>C na posi¢cédo 561 do gene
ndo altera o amino&cido asparagina na posicdo 187 do receptor de TSH,
possivelmente n&o tendo relagdo com as disfungdes tireoidianas. Um estudo
realizado com 60 individuos caucasianos nao relacionados, na Argentina,
revelou a presenca do polimorfismo N187N em 15 individuos, dos quais 2
apresentavam-se homozigotos para o alelo. A freqiiéncia do alelo variante foi

de 14%. Este mesmo estudo mostrou que todos os individuos que
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apresentavam o N187N também apresentavam os polimorfismos intrénicos
g.IVS5-69C > T e g.IVS6 + 13A > G (Esperante et. al., 2008).

Yaun e colaboradores (2008) ndo encontraram diferenca significativa em
relacdo a presenca do polimorfismo N187N em pacientes com hipotireoidismo
e no grupo controle. Foram analisados 79 pacientes com hipotireoidismo
congénito e 100 individuos saudaveis. As frequéncias do alelo variante nos
dois grupos foram 41,1% e 35%, respectivamente.

Entretanto, outros achados servem de base para que os estudos acerca
dessa variante sejam aprofundados. Olsmail et al. (2009) analisaram duas
geragdes (n=13) de uma familia com 5 casos de hipertireoidismo n&o auto-
imune (4 irmaos e uma tia paterna). O sequenciamento dos 10 éxons do gene
TSHR mostrou a combinacdo de duas variantes gendmicas em todos os
individuos afetados, no pai (ndo afetado) e em mais dois irmaos com
hipertireoidismo subclinico. As duas variantes encontradas foram o
polimorfismo N187N e a variante intrbnica IVS7+68T>G. Ambas foram
encontradas apenas em heterozigose. Essas alteracbes ndo se apresentaram
nos demais membros nédo afetados da familia (mée e outros 4 irméos) (Ismail
et. al., 2009).

Em um estudo feito nos EUA, Lonn e colaboradores (2007) observaram
uma diminuicdo sugestiva do risco de desenvolvimento de carcinoma papilar da
tiredide em individuos que apresentavam o polimorfismo N187N. Foram
analisados 167 pacientes, e 491 individuos saudaveis. O odds ratio encontrado
foi de 1.0, nos homozigotos para o alelo selvagem; 0.7, nos individuos
heterozigotos para o polimorfismo e 0.6 para os homozigotos para o N187N
(p=0.11).

N&o foram encontradas outras alteracfes nos dois éxons investigados
neste trabalho. Dessa forma, é recomendéavel a andlise dos demais éxons do
gene TSHR, bem como de outros genes envolvidos no desenvolvimento e
funcao da tiredide, como o PAX8, TTF1 e TTF2, para aprofundar a investigacéo
acerca da participacdo desses genes no HC. Em relacdo aos polimorfismos
encontrados, nao existem trabalhos suficientes que comprovem associagéo ou
auséncia de associacdo dessas alteracfes com disfuncdes tireoidianas, sejam

elas relacionadas ao hiper ou hipotireoidismo.
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Dessa forma, é necesséario que demais estudos sejam realizados para
gue se conheca melhor a atuacdo desses polimorfismos. Faz-se importante a
comparacao dos dados encontrados neste trabalho com uma analise realizada
em um grupo controle, para que se conheca a freqiéncia dessas alteracdes em

populacfes saudaveis do nosso meio.

6.2. ANALISE CLINICA E BIOQUIMICA

Com a implantagdo do programa de triagem neonatal para HC, foi
possivel acumular dados a respeito dos sintomas clinicos desta doenca
(Kempers et al., 2006).

Os pacientes que apresentaram alteracdes nos éxons 1 e 7 do gene
TSHR manifestavam, antes do inicio do tratamento, sintomas como: hérnia
umbilical, obstrucdo intestinal, ictericia prolongada, fontanelas amplas,
hipoatividade, choro rouco, macroglossia, alargamento da base do nariz, pele
seca, hipotonia, lingua protusa, bdcio.

Esses fenotipos clinicos, bem como as dosagens de TSH (apresentados
na tabela 1) estdo de acordo com os achados e sintomas classicos de
pacientes com HC (Law et. al., 1998; Tahirovic & Toromanovic, 2005; SBEM-
projeto diretrizes, 2005), ndo existindo maior frequéncia de determinado
sintoma em relagdo a ocorréncia dos polimorfismos estudados.

E importante ressaltar que o diagnéstico de HC néo é feito por anélise
clinica, visto que os sintomas levam tempo para aparecer, sendo fundamental a
realizacdo da triagem neonatal, para evitar 0 aparecimento dos sintomas

irreversiveis, como por exemplo, a deficiéncia mental.
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7. CONCLUSOES

As alteracdes encontradas neste trabalho foram o polimorfismo P52T,
presente em 3,81% dos pacientes (frequéncia alélica de 1,90%); e o
polimorfismo N187N, presente em 36% das amostras (freqiiéncia alélica
de 20,5%).

Nenhuma alterag&o adicional foi encontrada nos éxons 1 e 7 do gene

TSHR nos individuos analisados.

Os trabalhos realizados até o momento a respeito destas alteragfes nao
apontam uma conclusdo definitiva a respeito da atuacdo dos
polimorfismos dos éxons 1 e 7 do TSHR nas funcdes tireoidianas, o que

torna importante a realizacao de estudos adicionais.

Os achados clinicos e bioguimicos encontrados nos pacientes com
alteracdes sdo os mesmos achados classicos de pacientes com HC. E
importante ressaltar que o diagnostico do HC nado é clinico, sendo

fundamental a realizacao da triagem neonatal.

E importante a comparacéo dos dados encontrados neste trabalho com
uma analise realizada em um grupo controle, para que se conheca a

frequéncia dessas alteracdes em popula¢des saudaveis do nosso meio.
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ANEXOS

ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu manifesto meu consentimento com envolvimento no projeto de pesquisa intitulado:
INVESTIGAQAO DOS POLIMORFISMOS D36H, P52T E N187N NOS EXONS 1 E 7
DO GENE TSHR EM PACIENTES COM HIPOTIREOIDISMO CONGENITO NO
ESTADO DO PARA

1. A natureza e objetivo do projeto de pesquisa foram explicadas a mim. Eu
compreendo e concordo em participar.

2. Eu compreendo que ndo poderei ter beneficio direto por participar do
estudo.

3. Eu entendo os possiveis riscos e/ou efeitos adversos, desconfortos e
inconveniéncias, como foi explicado a mim.

4. Eu compreendo que, apesar das informacfes obtidas no estudo poderem
ser publicadas, elas serédo confidenciais n&o serei identificado a partir delas.

5. Eu compreendo que posso me retirar do estudo em qualquer etapa.

6. Eu compreendo que ndo havera pagamento para mim por participar deste
estudo.

7. Eu estou ciente de que devo guardar uma cépia do Termo de
Consentimento, quando completo.

8. Eu concordo que o material (sangue) coletado meu seja utilizado no projeto
acima.

ASS:

Data:
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