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RESUMO

A Sindrome de Resisténcia ao Hormonio Tireoidiano (SRHT) caracteriza-se pela reducao da
responsividade dos 6rgdos-alvos aos hormonios tireoidianos, sendo descrita pela primeira vez
em 1967 por Refetoff, no relato de dois irmdos com quadro de bocio, idade 6ssea atrasada e
surdo-mudez, cujos niveis elevados de T4 circulante contrastavam com os dados clinicos,
mesmo apresentando sintomas de hipotireoidismo. Em 1988, a base molecular da resisténcia ao
horménio tireoidiano (RHT) foi associada a alteracdes no receptor f do hormdnio tireoidiano.
Neste trabalho estuda-se um individuo de 13 anos de idade, com concentra¢des plasmaticas
elevadas de T4 e T3 livres, associadas a TSH nao suprimido, clinicamente taquicardico e
diagnosticado com Transtorno do Déficit de Atengdo e Hiperatividade (TDAH). Para entender
melhor as bases moleculares da Resisténcia ao Hormonio Tireoidiano Beta (RHTP), analisam-
se as variantes no gene 7HRB, por meio do sequenciamento de Sanger. Além disso, realiza-se
avaliagdo de pontuacdo patogénica das variantes encontradas pelos critérios das diretrizes da
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). Os éxons 8 a 11 do gene THRB
desse paciente sdo sequenciados. Como resultado, foram encontradas duas variantes, sendo a
variante R383C (rs1559388949), localizada no éxon 11, classificada como patogénica, e a
variante intronica rs/3063628, como benigna. Posteriormente, foi realizada a mesma analise
do éxon 11 do gene THRB dos familiares desse paciente. Ao todo, 12 individuos tiveram o
DNA sequenciado. Desses, sete apresentaram fendtipo laboratorial e genotipo para a RHTB,
dois apresentaram apenas o genétipo e trés ndo apresentaram o fenotipo nem genotipo para a
resisténcia. Dentre os nove individuos afetados, quatro apresentaram sintomas, sendo um, o
probando, diagnosticado com TDAH; e outros trés em investigagdo para esse transtorno. Em
conclusdo, na familia analisada, a variante patogénica encontrada em THRB esta correlacionada
a RHTPB. Além disso, verificou-se a associacdo entre TDAH com a variante patogénica
encontrada, porém mais estudos em familias etnicamente diversas sdo necessarios para melhor
definir o papel dessas variantes, assim como a correlagdo fendtipo/gendtipo.

Palavras-chave: Hormonios Tireoidianos;, Receptores Citoplasmaticos e Nucleares;
Resisténcia ao Hormonio Tireoidiano; THRB.



ABSTRACT

The Resistance to Thyroid Hormone (RTH) syndrome is characterized by the reduced
responsiveness of the target organs to the thyroid hormones, it was first described in 1967, by
Refetoff, who reported two brothers that presented goiter, delayed bone age, speech and hearing
impairment and even with symptoms of hypothyroidism, high levels of circulating T4
contrasting with the clinical data. In 1988, the molecular basis of resistance to thyroid hormone
(RTH) was associated to changes in the receptor B of the thyroid hormone. In this work, we
studied a 13-year-old individual with elevated plasma concentrations of free T4 and T3,
associated with non-suppressed TSH, clinically tachycardic and diagnosed with attention deficit
disorder (ADHD). Exons 8 to 11 of this patient's THRB gene were sequenced. To better
understand the molecular basis of Resistance to Thyroid Hormone beta (for RTHPB), we
analyzed the variants in the THRB gene, using Sanger sequencing, and performed the
pathogenic scoring evaluation of the variants found using the criteria of the American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG). Exons 8 to 11 of this patient's THRB gene were
sequenced. As a result, we found two variants, the R383C variant (rs1559388949), located in
exon 11, classified as pathogenic and the intronic variant »s/3063628 as benign. Subsequently,
we performed the same analysis of exon 11 of the THRB gene in the relatives of this patient.
In all, 12 individuals had their DNA sequenced. Of these, seven presented laboratory phenotype
and genotype for RHTP, two presented only the genotype and three did not present phenotype
or genotype for resistance. Among the nine affected individuals, four presented symptoms, one,
the proband, diagnosed with ADHD and the other three under investigation for this disorder. In
conclusion, in this family, the pathogenic variant found in THRB is correlated with RHTP. In
addition, we verified the association between ADHD with the pathogenic variant found,
however more studies in ethnically diverse families are needed to better define the role of these
variants, as well as the phenotype/genotype correlation.

Keywords: Cytoplasmic and Nuclear Receptors; Thyroid hormone resistance; Thyroid
Hormones; THRB.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fisiologia tireoidiana

A glandula tireoide ¢ um 6rgao especializado em funcao enddcrina, pesa de 10 a 20
gramas em adultos, esta localizada inferiormente a laringe, possui dois lobos unidos pelo istmo
e possui um rico suprimento sanguineo (PANKOW; MICHALAK; MCGEE, 1985). E
responsavel pela sintese dos hormoénios 3,5,3’,5’-tetraiodo-L tironina (T4) e 3,5,3’-
triiodotironina (T3), essenciais para o desenvolvimento, homeostase, proliferacdo e
diferenciagao celular (LAZAR, 1993).

A produgdo de T4 e T3 pela glandula tireoide ¢ um processo que envolve algumas
etapas. Inicialmente ¢ realizada a captagdo do iodeto pela célula folicular por meio do
cotransportador NIS, por transporte ativo. Além disso, ocorre a sintese da tireoglobulina (Tg)
no reticulo endoplasmatico do complexo de Golgi e a incorporagdo do iodo a molécula de
tireoglobulina, mediada pela peroxidase tireoidiana (TPO), com a formacdo dos precursores
MIT e DIT, que s3o residuos monoiodinados e diiodinados respectivamente, que, ao se
agruparem, formam os hormonios tireoidianos.

Em condigdes fisiologicas, a principal forma do hormonio tireoidiano produzida e
secretada pela glandula tireoide € a tiroxina ou T4. A forma ativa do hormonio, T3, € secretada
pela glandula em uma menor quantidade, aproximadamente 20% da secrecdo e, o restante da
sua producdo ocorre a partir da conversdao de T4 em T3 por meio da 5’ desiodagdo de T4 nos
tecidos periféricos promovida pelas desiodases tipo 1 (D1) e tipo 2 (D2) (LAZAR,1993;
WARNMARK et al., 2003; MAMANASIRI et al., 2006). O T3 ocupa receptores nucleares
especificos, mediando a agdo fisioldgica do hormonio da tireoide (MAMANASIRI et al., 2006;
GROENEWERG et al., 2020).

O crescimento e a funcdo da glandula tireoide sdo controlados pelo eixo hipotalamo-
hipofise-tireoide. O hormodnio liberador da tireotrofina (TRH), sintetizado por neuronios dos
nucleos supradptico e supraventricular do hipotdlamo estimula as células tireotroficas da
hipofise a produzir o hormoénio estimulador da tireoide (TSH), esse por sua vez, chega a
circulagdo periférica e na tireoide e estimula as etapas de sintese e libera¢do de T4 e T3. Uma

vez secretados, por terem caracteristicas lipofilicas, o T3 e T4 ndo apresentam estabilidade
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suficiente para circular de forma livre, sendo assim, mais de 99,95% do T4 e 99,5% do T3
circulam ligados a proteinas plasmaticas.

A globulina de ligagao de tiroxina (TBG) ¢ a proteina responsavel por transportar cerca
de 70 a 80% dos hormdnios liberados na circulacdo, a transtirretina (TTR) carreia 10% desses
e a albumina os outros 15% dos hormonios circulantes (MAMANASIRI ez al., 2006; BIANCO;
KIM, 2006). A entrada dos horménios nas células alvo ocorre principalmente pelos
transportadores monocarboxilatos MCT8 e MCTI10, pelo polipeptideo anion organico
transportador (OATP1C1) e uma pequena parcela por difusdo passiva. No interior da célula, a
acao dos hormodnios depende de sua ligagdo aos receptores nucleares de hormonio tireoidiano

(TRs) (GROENEWEG et al., 2020).

1.2 Caracteristicas dos receptores de hormonio tireoidiano

O receptor do hormdnio tireoidiano (TR) pertence a familia de receptores nucleares,
também composta pelos receptores de glicocorticoides, mineralocorticoides, estrogénios,
progesterona, vitamina D e retinoides (MANGELSDORF; EVANS, 1995). Existem dois TRs,
TRa e TRP, que sdo codificados pelos genes THRA, localizados no cromossomo 17 (17q21.1),
e THRB, localizado no cromossomo 3 (3p24.2), respectivamente (WILLIAMS, 2000; BRIET
etal., 2018).

O gene THRB abrange uma regido de 377669 bp e consiste em 11 éxons (CONCOLINO;
COSTELLA; PARAGLIOLA, 2019). Existem trés isoformas do TR humano, TRB1, TRB2 e
TRp4. As isoformas TRP3 e TRAB3 foram encontradas apenas em ratos (TAGAMI et al., 2010;
CONCOLINO; COSTELLA; PARAGLIOLA, 2019). A isoforma TR4 contém um stop codon
que resulta na sintese de uma proteina truncada, portanto sem o dominio de liga¢do ao ligante
(T3) (TAGAMI et al., 2010).

Os receptores TRP1 (461 aminoacidos), TRB2 (476 aminoacidos) e TRB3 (390
aminoacidos) sdo compostos por dominios, sendo eles:

e Dominio N-terminal (A\B);

e Dominio central de ligacdo ao DNA, [DBD (C)];
e Regido de dobradiga (D);

e (C-dominio de ligacao ao ligante LBD (E);

e Dominio AF2 (F);



16

Essas isoformas tém estruturas semelhantes e se diferem apenas pelo dominio amino-
terminal (N-terminal), que ¢ varidvel (CONCOLINO; COSTELLA; PARAGLIOLA, 2019). As

isoformas humanas TRB1 e TRB2, assim como seus dominios, estdo ilustradas na Figura 1.

Figura 1 - Isoformas codificadas pelo gene TR

Dominio
central de
o ligagdo ao
Dominio N- DNA Regido de
terminal D‘BD‘ dobradica C-dominio de ligagio ao ligante, LED Dominio AF2

T < ] o I ¢
T < 7 o I -

Legenda: Composi¢do dos receptores do hormoénio tireoidiano, TRB1 ¢ TRPB2.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

As isoformas sdo expressas nos tecidos em niveis diferentes. A isoforma TRP1 ¢
amplamente expressa em todos os tecidos humanos, especialmente na hipofise, hipotalamo,
tireoide, rim e figado (LAZAR, 1993). J4 a isoforma TRP2, ¢ expressa principalmente no
hipotalamo, hipofise, coclea (ouvido interno) e retina, sendo crucial para o desenvolvimento de
fotorreceptores. Essa isoforma ¢ fundamental para a fungdo visual e auditiva (DKHISSI-
BENYAHYA et al., 2007).

O gene THRA codifica as isoformas al e a2 que diferem em sua regido carboxi-terminal,
sendo assim, a isoforma a2 ndo se liga ao hormdnio, visto que possui a sequéncia alterada
(LAZAR, 1993). TRal esta presente nos musculos esqueléticos, gordura marrom e coragao;
TRa2 se expressa particularmente no cérebro. TRa2, por ndo se ligar ao T3, pode inibir a
transcricdo mediada por TRB1 ou TRal (LAZAR, 1993; BARRA et al. 2004).

Cada sitio do receptor demonstrado na Figura 1 apresenta uma fun¢do. O dominio
amino-terminal ¢ responsavel pela ligacdo de cofatores e proteinas reguladoras, assim como
transativagdo independente de T3, dimerizacdo do receptor e reconhecimento do DNA,
denominada funcdo de ativagdo 1 (AF-1). (WARNMARK et al., 2003).

O DBD tem como fung¢do principal a ligacdo ao DNA. Esta localizado na por¢ao central dos
receptores e possui dois segmentos em estrutura de aminoacidos conhecidos como “dedos de

zinco” (Figura 2).
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Figura 2 - Localizacio do DBD e dos “dedos de zinco”
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Central DNA-binding domain (DBD) +
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Amino-terminal domain [A-B domain) Carboxyl-terminal ligand-binding domain [LBD) +

AF2 domain responsible for T3 dependent transactivaion of target genes
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Zinc Finger [107-127) (145-169)

Legenda: Estrutura genética do THRB e proteina TRB1 (461 aminoacidos) com seus dominios funcionais.

Localizacdo do DBD e dos segmentos de aminodcidos conhecidos como “dedos de zinco”, indicados pela seta
vermelha.

Fonte: Concolino, Costella e Paragliola (2019).

Cada dedo de zinco ¢ formado por estruturas independentes em forma de algas
compostas por quatro residuos de cisteina, formando complexos coordenados por ions de zinco
(RIBEIRO et al., 1998a). Os dedos de zinco sdo separados por uma sequéncia de 15 a 17
aminoacidos (Figura 3) (BARRA et al., 2004).



18

Figura 3 - Dedos de zinco
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Legenda: Dominio de ligagdo ao DNA (DBD) do receptor do hormoénio tireoidiano: segmento representativo dos

dedos de zinco.
Fonte: Barra et al. (2004).

Trés aminodcidos na base do primeiro dedo de zinco sdo responsaveis pelo
reconhecimento do elemento responsivo ao hormdnio tireoidiano (TRE), que sdo sequéncias
especificas de DNA, formadas por duas copias do hexanucleotideo AGGTCA. Essas podem
estar arranjadas em trés orientacdes diferentes, sendo elas: repeticao direta espacada por quatro
nucleotideos quaisquer (DR-4), palindromo invertido espagado por seis nucleotideos quaisquer
(F2) e palindromo sem nenhum espacamento (TREpal) (Figura 4) (RIBEIRO; KUSHNER;
BAXTER, 1995; RIBEIRO et al., 1998a).
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Figura 4 - Elementos responsivos ao TR

o
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Legenda: Elementos responsivos ao TR: Repeti¢do direta espacada por quatro nucleotideos (DR-4), palindromo
invertido espagado por seis nucleotideos (F2), palindromo sem nenhum espagamento (TREpal).
Fonte: Adaptado de Barra et al. (2004).

Outros cinco aminoécidos localizados na base do segundo dedo de zinco formam uma
regido importante para a dimerizacdo do TR com o receptor de retinoide X (RXR) (BRENT,
1994; RIBEIRO et al., 1998a; GLASS, 1994). Na regido carboxi-terminal, estd localizado o
dominio de ligagdo ao hormonio, LBD, que possui varias fungdes, tais como: formagdo dos
dimeros, localizacdo nuclear e associag@o a proteinas correpressoras e coativadoras.

Ap6s a ligagdo do hormoénio ao receptor, a regido denominada fungdo de ativagio 2
(AF-2) interage com os coativadores, formando o complexo proteico envolvido na ativacdo da
transcricao (WU; KOENIG, 2001; WEBB; NGUYEN; KUSHNER, 2003). Estudos de
cristalografia de raios X demonstraram que o LBD do TR ¢ composto por 12 alfa-hélices,
organizadas em 3 camadas, sendo que o hormonio se aloja na camada central (WAGNER et al.,
1995). Os sitios DBD e LBD sao ligados por uma pequena regido que age como dobradica,
conhecida como /Zinge, € que promove o movimento de rotagdo do DBD em relagdo ao LBD,
fazendo com que o TR se ligue nos TREs com diferentes orientagdes (KUROKAWA et al.,
1993; RIBEIRO et al., 1998a; YEN, 2001).

1.3 Mecanismo Molecular de Ac¢ao dos Receptores dos Hormonios Tireoidianos

O TR age na regulacdo da expressdo génica a partir da sua ligacdo a sequéncias de DNA

especificas presentes na regido regulatoria dos genes alvo (TRE), como ja citado. Os efeitos
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bioldgicos da ligagdo de TRE pelo receptor ndo ocupado por T3 em comparagdo com receptor
ocupado sdo diferentes (PAPPA; REFETOFF, 2018).

A ligacao do T3 ao TR causa alteragdes, com formagao de heterodimeros com o RXR
e dissociacdo das proteinas correpressoras (CoR), principalmente NcoR (Nuclear Receptor
Correpressor) (HORLEIN et al., 1995) e SMRT (silencing mediator of retinoic acid and
thyroid hormone receptor) (CHEN; EVANS, 1995). Além disso, pode permitir o recrutamento
de proteinas coativadoras (CoA), como coativadores do receptor nuclear 1 (SRC-1) e o
complexo de proteina que interage com o receptor de vitamina D/proteina associada ao TR
(TRAP/DRIP), que, por possuirem atividade histona acetiltransferase (HAT), estimulam a
transcri¢do ao acetilarem as histonas (YEN, 2001; GLASS; ROSENFELD, 2000; MCKENNA;
O’MALLEY, 2002).

Por meio da acetilacdo de histonas, a cromatina fica mais flexivel, fatores de transcri¢ao
gerais sao recrutados, iniciando, assim, o processo transcricional pela RNA polimerase tipo 11
(YEN, 2001). Na auséncia do hormdnio, os TRs sdo complexados a proteinas correpressoras €
histonas desacetilases (HDACSs), mantendo a cromatina compactada e permitindo que as
histonas envolvam o DNA com mais for¢a, reprimindo, dessa maneira, a transcri¢do génica

(CHENG, 2005) (Figura 5).

Figura 5 - Mecanismo Molecular da A¢do dos Receptores dos Hormonios Tireoidianos

m Presenca

_.i.i. eﬁa _.i.i. 42}

Genes ah.fo b Genesalvo 7

CITOPLASMA CITOPLASMA

Legenda: A: Auséncia de ligante (T3). Os TRs nao ligados interrompem a transcrig@o basal, pois interagem com
proteinas correpressoras. B: Ligacdo do T3 ao TR libera as proteinas correpressoras e recruta proteinas
coativadoras, promovendo a transcrigdo génica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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1.4 Resisténcia ao Hormonio Tireoidiano

A Resisténcia a0 Hormoénio Tireoidiano (RHT) caracteriza-se pela reducdo da
responsividade dos 6rgdos-alvos aos hormonios tireoidianos (COHEN et al., 2000). Foi descrita
pela primeira vez em 1967 por Refetoff, Dewind e Degroot que fizeram o relato de dois irmaos
com quadro de bocio, idade dssea atrasada e surdo-mudez. Mesmo apresentando sintomas de
hipotireoidismo, os niveis de T4 circulante eram elevados e contrastavam com a clinica.

Essa ¢ a primeira familia descrita e inica com padrdo de heranca autossomica recessiva.
Em todos os outros casos descritos, o padrao de heranga ¢ autossomico dominante. Apos 21
anos, em 1988, a base molecular da RHT foi demonstrada e se deve a defeitos no receptor 3 do
hormonio tireoidiano. Atualmente a nomenclatura mais utilizada ¢ resisténcia ao hormonio da
tircoide beta (RTHP) (USALA et al,1988; CARVALHO; RAMOS, 2004; PAPPA,;
REFETOFF, 2018).

Essa sindrome ¢ incluida, com base em uma classificagdo moderna, no grupo das
sindromes de sensibilidade prejudicada ao hormonio tireoidiano (REFETOFF et al., 2014).
Vérios mecanismos podem estar envolvidos, tais como fatores fisiopatoldgicos da sindrome de
sensibilidade prejudicada ao hormdnio tireoidiano, incluindo defeito de transporte de
membrana celular hormonal, como exemplo, a mutagdo no gene transportador monocarboxilato
8 (MCTS), que causa concentracdes séricas elevadas de triiodotironina (T3), baixos niveis de
T3 reverso e tiroxina (T4) (NAMBA et al., 2008).

Defeito no metabolismo hormonal dos hormoénios tireoidianos também ¢ descrito, o que
pode ocorrer por alteracdo na reagdo enzimatica de deiodinacdo, ja que o T4 precisa ser ativado
por conversdo para T3. Quando o processo ndo ocorre, a consequéncia ¢ reducdo da
disponibilidade de hormonio tireoidiano ativo nos tecidos (REFETOFF et al., 2014). A variante
patogénica identificada nesse caso esta localizada no gene SECISBP2 (DUMITRESCU et al.,
2005).

Mutagdes envolvendo o gene do TR causam defeitos de acdo hormonal e, a partir da
descrigcdo dessas mutagdes, os casos nos quais a agao dos HTs ¢ defeituosa devido a alteragao
genética no receptor B (BARRA et al., 2004; PAPPA; REFETOFF, 2018) (Figura 6) tém sido
denominados de SRHT.
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Figura 6 - Ilustracio dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nas Sindromes de

Sensibilidade Prejudicada ao Horménio da Tireoide

;.
A ¥

MCTa
MCT10
OATPICT

Legenda: A: Defeito de transporte de membrana celular. MCT8 e MCT10: transportadores monocarboxilatos,
OATPI1CI: polipeptideo anion organico transportador. B: Defeito na acdo hormonal. Niveis reduzidos de
deiodinase tipo 3, cuja expressio ¢ predominantemente regulada por TR0 impede a catabolizagdo da
triiodotironina e prejudica a ag¢do hormonal. C: Defeito no metabolismo dos horménios tireoidianos.
Impossibilidade da conversdao de T4 em T3 por erro no processo de deiodinagdo. D: Defeitos na acdo hormonal.
O TR mutante nao consegue se ligar ao T3 (ligante) ou possui afinidade reduzida.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A nova classificagdo também ¢ util para distinguir essa sindrome da relacionada a
defeitos no gene do receptor do hormdnio tireoide alfa (THRA), que foi descrita pela primeira

vez em 2012 e produz um fenétipo clinico diferente (MORAN; CHATTERIJEE, 2015) (Tabela
1).
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Tabela 1 - Sindromes de Sensibilidade Prejudicada ao Hormonio da Tireoide

Defeito Gene Localizacio Heranga TSH T3L T4L Caracteristicas
clinicas
MCTS8 SLCloA2 Xgl3.2 Ligada ao Tou I Js Hipotonia
X = muscular, déficit

cognitivo severo

SBP2 SECISBP2 9g22.2 AR Tou i Azoospermia,
= fotossensibilidad
e,

RTH-alfa THRA 17q21.1 AD Tou 4 Jr Déficit

(raramente = ou= cognitivo,

AR) microcefalia,
atraso no
desenvolvimento
0sse0

RTH-beta THRE 3p24.2 AD Tou T T Bocio, TDAH,
= taquicardia

Legenda: AD-Autossdmico Dominante, AR-Autossémica Recessiva, TDAH - transtorno do déficit de atencdo e
hiperatividade, 1 aumentado, {, reduzido, = normal
Fonte: Adaptado de Refetoff ef al. (2014).

1.5 Mecanismo Molecular da RHT: Mutacoes no Gene THRB

A RHT € uma condigao rara. Estudos incluindo 80.884 recém-nascidos, realizados em
Oregon, e com 74.992 recém-nascidos, realizado na Espanha, mensuraram o TSH e T4,
reportando a prevaléncia de 1 em 40.000 e 1 em 19.000 nascidos vivos, respectivamente
(LAFRANCHI et al.,2003; VELA et al., 2019). O padrao de heranga ¢ autossomico dominante,
sendo que apenas uma familia foi descrita com padrao de heranga autossomica recessiva, que
foi o primeiro caso relatado.

Desde a primeira mutagdo missense descrita no gene THRB causando RHTp
(SAKURAIl et al., 1989), na década de 1980, até o presente momento, mais de 4.000 individuos
pertencentes a 805 familias, abrigando 236 mutacdes diferentes foram descritos (PAPPA;
REFETOFF 2021). Concolino, Costella e Paragliola (2019) realizaram uma revisao da literatura
e organizaram uma tabela com as variantes de THRB, sendo listado um total de 172 variantes
com significancia clinica patogénica ou desconhecida. Dessas, 88% sao mutagdes missenses,

3% mutacdes nonsense, 6% mutacdes frameshift e 3% indels (ANEXO A). As mutagdes estao
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localizadas nas areas funcionais do dominio de ligagdo ao ligante (LBD) e na regido de
dobradica adjacente (PAPPA; REFETOFF, 2018).

Dinucleotideos (CG) sdo chamados hotspots ou pontos quentes mutagé€nicos no gene
THRB, regides em que as mutacdes sdo encontradas (Figura 7) (CARVALHO; WEISS, 2004;
PAPPA; REFETOFF, 2018).

Figura 7 — Gene e Hotspots

Activator interacting domains
p——— \
| Cluster 3] | Cluster 2 == |

CpG
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49 amino acids
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dinucleotides ~

g Mutations in G and/or - -

C rich areas Cluster 2
64 amino acids

Legenda: Representagdo esquematica do receptor de hormonio tireoide beta (TR ) e as regides quentes hotspots.
Fonte: Pappa e Refetoff (2018).

A maioria das mutagdes sdo substitui¢cdes de apenas um nucleotideo, que resultam na
troca de um aminoacido, mas ha descricdes de insercdes, delecdes e duplicacdes de
nucleotideos, que alteram a estrutura do gene (YEN, 2003; BECK-PECCOZ et al., 1994).
Mutagdes no mesmo coéddon que produzem diferentes aminoacidos também foram relatadas,
como no codon 453, alterando a prolina para treonina, serina, alanina, asparagina, tirosina,
histidina ou isoleucina (PAPPA; REFETOFF, 2018); e no c6don 383, alterando arginina para
histidina ou cisteina (HAYASHI et al., 1994), entre outras.
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Em aproximadamente 85% dos casos, a RHT[} ¢ causada por mutagdo germinativa em
THRB, cerca de 20% sdo consideradas mutagdes “de novo”, ou seja, a RHT aparece de forma
esporadica. Em uma minoria dos individuos que manifestam o fenétipo RHTP, ndo foram
identificadas mutagdes. Esse subgrupo foi referido como “SRHT nao-TR”, suas caracteristicas
clinicas e bioquimicas nao foram diferentes dos portadores de mutagdo conhecida (WEISS et
al., 1996). Raramente esses casos podem apresentar um mosaicismo em uma mutag¢ao de novo
ou sao resultado de causas ainda nao identificadas, como mutagdes em coativadores ¢
correpressores (REUTRAKUL et al., 2000).

Na presenga de mutagdes no gene do TR, o receptor mutante ndo consegue se ligar ao
HT ou possui afinidade reduzida por isso. Assim, como consequéncia, ndo ocorre a ativacao
génica, ja que o correpressor nao ¢ liberado (YOH; CHATTERJEE; PRIVALSKY, 1997).

A importancia dos TRs na fisiopatologia da RHT[} tem sido demonstrada por meio de
estudos em modelos animais, que reproduzem as mutagdes encontradas em seres humanos,
associadas a experimentos in vitro (FLORKOWSKI et al., 2006; FURUYA et al., 2007). Um
fenomeno denominado efeito dominante negativo (DNE) ¢ descrito como parte da
fisiopatologia da doenca e ocorre porque os TRs mutantes continuam capazes de se ligar ao
DNA e dimerizar com os TRs normais ou RXRs, bloqueando, assim, a ligagdo do TR normal,
o que resulta em agdo periférica defeituosa dos HTs (SAKURALI et al., 1990).

Isso explica por que individuos que expressam um uUnico alelo selvagem devido a
exclusdo de um alelo do TR ndo manifestam o fendtipo, enquanto aqueles que expressam um

alelo mutante THRB tém RHTP (CONCOLINO; COSTELLA; PARAGLIOLA, 2019).

1.6 Caracteristicas Clinicas e Laboratoriais da RHTp

Os pacientes portadores de RHT por mutagdes no gene do TR tém apresentagao clinica
bastante diversificada. Individuos da mesma familia e com mutagdes idénticas podem
apresentar fenotipos diferentes (CONCOLINO; COSTELLA; PARAGLIOLA, 2019). Entre as
explicagdes para essa variabilidade e gravidade dos sintomas, sdo descritas como provaveis
causas: a eficacia dos mecanismos compensatorios, a eficacia da terapia prévia, a expressao de
cofatores, como o SRC-1 e a expressao do alelo mutante em cada tecido (REFETOFF,;
DUMITRESCU, 2007).

A maioria dos individuos com RHTP sdo assintomdticos ou apresentam sintomas de
leves a moderados. E importante ressaltar que o mesmo individuo pode manifestar sintomas de

hipotireoidismo; como déficit cognitivo e retardo do crescimento, assim como sintomas de
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hipertireoidismo, como avango da idade dssea e taquicardia. Isso se deve, provavelmente, ao
grau de compensacao da resisténcia ao HT, a qual ¢ variavel entre os tecidos e individuos
(BRUCKER-DAVIS et al., 1995). Os achados da privacao ao HT geralmente estao presentes
em pacientes que receberam de forma equivocada terapia ablativa com iodo radioativo ou que
foram submetidos a tireoidectomia total inadequadamente como forma de tratamento
(REFETOFF; DUMITRESCU, 2007).

O achado clinico mais frequente nos pacientes € o bdcio, presente em 65-85% dos
individuos afetados (PAPPA; REFETOFF, 2018). E importante destacar que, mesmo com TSH
em niveis normais, os pacientes portadores de RHTP apresentam uma poténcia biologica
aumentada, podendo resultar em bécio (PERSANI et al., 1998).

Além do bocio, achados comuns em individuos afetados pela resisténcia ao hormonio
tireoidiano sdo: transtorno do déficit de atencdo (TDAH) com hiperatividade (33-68%) e
taquicardia (33-75%) (Figura 8) (PAPPA; REFETOFF, 2018). O diagnostico de RHTP nesses
individuos ¢ feito apos propedéutica inicial com a dosagem dos HT, uma vez que essas
anormalidades geralmente levam a avaliagdo da funcdo da tireoide (REFETOFF; WEISS;
USALA, 1993, PAPPA; REFETOFF, 2018). Ademais dessas caracteristicas, deficiéncias de
aprendizagem, perda auditiva e infeccdes de ouvido também foram relacionadas a resisténcia
ao hormonio tireoidiano (HAUSER et al., 1993; BRUCKER-DAVIS et al., 1995).

Alguns casos de carcinoma diferenciado de tireoide associados a RHTP foram relatados.
Vinagre et al. (2014) realizaram uma revisdo na literatura de casos publicados, além de relatar
um caso de paciente jovem com diagndstico de RHTP e microcarcinoma papilifero associado a
mutacdo BRAF e metastase linfonodal. Os autores relacionaram as elevadas concentragdes
plasmaticas de TSH como provavel causa de efeito adverso no desfecho do cancer de tireoide.

Em 2017, Campi ef al. identificaram um defeito na funcdo de fotorreceptores da retina.
Foi a primeira evidéncia in vivo de defeitos funcionais do fotorreceptor de retina no RHT, pois

anteriormente sO existiam estudos descritos em modelos animais.
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Figura 8 - Motivos de solicitacio de exames para investigacio de doencas tireoidianas

em pacientes portadores de RTH

Bécio

Taquicardia
TDAH/Hiperatividade
Ansiedade/ Doenga Psiquiatrica

Déficit Cognitivo
Retardo de crescimento

Suspeita de hipertireoidismo

Outros sintomas ou doenc¢as

Membro da familia com doenga tireoidiana
Resultados alterados na triagem neonata
Testes da tirecide em exames de rotina

Desconhecido
(] 5 10 15 20
FREQUENCIA (%)

Legenda: Motivos de solicitacdo de exames para investigacdo de doengas tireoidianas em pacientes portadores de
RTH B.
Fonte: Adaptado de Pappa e Refetoff (2018).

A caracteristica fundamental para o diagndstico laboratorial de RHTB ¢ uma alta
concentragdo de T4 livre sérica e TSH nao suprimido. Se dosados, T3 livre e T3r geralmente
estdo superiores aos valores de referéncia (PAPPA; REFETOFF, 2021). Os anticorpos positivos
para doengca tireoidiana autoimune sdo outra caracteristica laboratorial que pode estar presente
em individuos afetados.

Barkoft et al. (2010) demonstraram, por meio de estudo com 330 individuos portadores
de RHTP comparados a 92 parentes ndo afetados, que a presenca de pelo menos um dos
anticorpos testados (antitireoglobulina e antiperoxidase) foi maior na populacao portadora de
RHTB, especialmente em homens (OR =4,36; P = 0,024; IC 95%, 1,22 a 15,64).

Alguns autores categorizam os fenotipos como RHTP generalizado e RHTP pituitario
seletivo (PAPPA; REFETOFF, 2021). De acordo com essa classificacdo, os pacientes
assintomaticos, ou seja, quando o defeito ¢ compensado pelos altos niveis de HT e apresentam
niveis normais de TSH, seriam definidos como RHTP generalizado (GRHT), e os pacientes
sintomaticos, em estado hipermetabolico, quando a capacidade da hipofise de detectar os niveis
elevados de HT esta parcialmente prejudicada, seriam definidos como RHT pituitario seletivo

(PRHT) (SAFER et al., 1999).
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1.7 Diagnésticos Diferenciais

E indiscutivel que concentracdes elevadas de T3 e T4 associados com TSH ndo
suprimido sdo um achado indicativo de hipertireoidismo central (PAPPA; REFETOFF, 2018).
Entretanto, antes de prosseguir com a investigacdo diagndstica, algumas condi¢des que possam
apresentar as mesmas caracteristicas laboratoriais devem ser eliminadas. Dessa forma, ¢
necessario investigar: o uso de medicamentos; a presenca de anticorpos que possam interferir
nas andlises laboratoriais hormonais; e anormalidades nas proteinas transportadoras de HT,
realizando a dosagem de T3L e T4L por dialise de equilibrio (REFETOFF; WEISS; USALA,
1993).

O principal diagnéstico diferencial da RHTB ¢ o TSHoma, ou tumor hipofisario
produtor de TSH (SRIPHRAPRADANG et al., 2016). Para distinguir os tumores hipofisarios
secretores de TSH e a RHTP, podem ser feitos testes e/ou dosagens de alguns marcadores que
auxiliam no diagndstico, tais como o teste de estimulo com hormonio liberador de tireotrofina
(TRH). Os TSHomas geralmente ndo respondem ao TRH; a variante hipofisaria da RHTf
responde, nesse caso a resposta ¢ normal ou exagerada (REFETOFF; WEISS; USALA, 1993).

Outra analise para diferenciar essas duas condigdes ¢ a avaliagdo da resposta do TSH a
administracdo de hormonio tireoidiano. Para adultos, sdo administradas 50, 100 e 200 pg/dia
de L-T3, em doses diarias divididas em trés dias consecutivos. As doses sdo ajustadas em

criancas de acordo com o peso (Tabela 2) (PAPPA; REFETOFF, 2018).

Tabela 2 - Dose de T3 ajustada pelo peso

Dose Idade Peso
25ug 1 a 3 anos 8-15Kg
50pg 4 a 9 anos 16-25 Kg
75ug 10 a 14 anos 26-45 Kg

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Pappa e Refetoff (2018).

Os adenomas pituitdrios apresentam falha em suprimir TSH pelo teste de supressdao com
L-T3 (MACCHIA et al.,2014). A preferéncia do L-T3 ao L-T4 ¢ devido a meia vida mais curta
daquele, e ao efeito direto nos tecidos, sobrepondo potenciais defeitos no metabolismo, bem

como no transporte do T4 (HU; LAZAR, 2000). Além dos testes que demandam maior tempo
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para coleta e andlise, podem ser feitos outros exames para diagnostico diferencial entre RHT[
e TSHomas (PAPPA; REFETOFF, 2018).

Nesses casos, a subunidade alfa pode ser mensurada e ¢ usada como marcador para o
diagnostico diferencial, uma vez que nos TSHomas ela esta desproporcionalmente elevada
(BECK-PECCOZ et al., 1996). Excecao a esse exame sdo mulheres na pés-menopausa que
apresentam subunidade alfa elevada acompanhando seus altos niveis séricos de gonadotrofina
e, por esse motivo, a interpretacdo pode ficar prejudicada (BECK-PECCOZ et al., 2013).

Outros marcadores séricos da a¢do dos hormonios tireoidianos também auxiliam no
diagnéstico, dentre eles a SHBG (globulina ligadora dos hormonios sexuais), que ¢ um
marcador utilizado quando as concentracdes se elevam no TSHoma, o que ndo acontece na
RHTp. Essa elevacdo da SHBG ocorre em decorréncia do aumento da producao hepatica devido
ao excesso de T4 e T3.

O CTX (telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo 1) e a ferritina também sao
dosados para diagnoéstico diferencial. Na tireotoxicose, eles estdo elevados, mas sem alteragdes
em pacientes com funcdo tireoidiana normal ou na RHTB (BECK-PECCOZ et al., 2009). A
ressonancia magnética de sela tlrcica ¢ o exame de imagem de escolha nesses pacientes, a
presenga de lesdes pituitarias suporta fortemente o diagnostico de TSHoma (PAPPA;
REFETOFF, 2021).

Considerando que a RHTP ¢ uma doenga autossémica dominante, a descoberta de um
fendtipo bioquimico semelhante em outros parentes de primeiro grau ¢ altamente sugestiva de
RHT, ou seja, em individuos com RHTP estabelecida, a avaliagdo de familiares proximos por
mensuracao plasmatica de TSH e T4 livre suporta o diagnostico (PAPPA; REFETOFF, 2021).
Entretanto, sempre que possivel, a analise genética deve ser feita, ja que mutacdes no gene beta
do receptor do hormonio tireoide sdo identificadas em aproximadamente 85% do RHTp,
especialmente em casos familiares. Além disso, a identificacdo de uma mutagdo genética THRB
fornece diagnostico solido, permite a realizacdo de aconselhamento genético e previne

tratamento desnecessario (PAPPA; REFETOFF, 2018) (Figura 9).
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Figura 9 - Diagnostico diferencial de RHTf

T5H normal ou aumentado + T3l e
T4L aumentados
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RHTp TSHoma
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T5H responde ao estimulo
com TRH
Mutacio em analise
molecular de THRE

Legenda: Diagnéstico diferencial de RHTP. HT: horménio tireoidiano, SHBG: globulina ligadora de hormonios
sexuais, TSH: hormoénio estimulante da tireoide, TRH: hormonio liberador de tireotrofina, RM: ressonancia
magnética.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

1.8 Tratamento

Até o momento ndo existe tratamento especifico para corrigir totalmente o defeito na
RHTP (PAPPA; REFETOFF, 2021). A grande maioria dos pacientes ¢ assintomatica, ou seja,
a resisténcia tecidual ao HT é compensada pela elevacdo dos niveis circulantes de T3 e T4, e
em geral, nenhum tratamento € necessario. Ja para a minoria sintomatica, o tratamento €
realizado de acordo com o sintoma apresentado (CONCOLINO; COSTELLA; PARAGLIOLA,
2019).

Individuos que apresentam alguns sintomas de tireotoxicose, tais como taquicardia e
tremor, beneficiam-se do uso do betabloqueador. O atenolol ¢ o medicamento de escolha, ja
que o propranolol inibe a conversdo de T4 em T3 e, portanto, acaba reduzindo o feedback
central mediado pelo T3 (OLATEJU; VANDERPUMP, 2006). Em casos raros e graves, como
no relato de caso de um bebé que apresentava taquicardia descompensada mesmo em uso de
betabloqueadores, déficit de crescimento e outros sinais e sintomas de hipermetabolismo, pode-

se considerar o uso de andlogos de somatostatina a curto prazo para reduzir os niveis de HT
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(WU et al., 2006). E importante ressaltar que o medicamento néo deve ser usado por longos
periodos devido aos seus efeitos colaterais e a sua incapacidade de manter a supressdo do TSH
(WU et al., 2006).

Criangas que apresentam niveis elevados de TSH, atraso no desenvolvimento e no
crescimento e déficit cognitivo, ou seja, clinica de hipotireoidismo, devem ser consideradas
para o tratamento com levotiroxina (REFETOFF; WEISS; USALA, 1993).

O TDAH, condi¢ao clinica bastante comum nessa populagdo, deve ter como primeira
op¢ao terapé€utica o tratamento padrao para TDAH, independentemente de RHT. Sempre que
possivel, é oportuno fazer o acompanhamento multidisciplinar com psiquiatras, psicologos ¢
endocrinologistas (WEISS et al., 1993).

Outra opgao terapéutica para essa populagdo € o uso de liotironina (L-T3). O L-T3 em
doses suprafisioldgicas pode ser benéfico na reducdo da hiperatividade e impulsividade em
pacientes portadores de TDAH e RHTP. Na maioria das criangas com TDAH que ndo possuem
RHTp, o tratamento L-T3 ndo tem efeito ou pode ser nocivo (WEISS; STEIN; REFETOFF,
1997). Vale ressaltar que no Brasil o L-T3 ndo ¢ comercializado.

J& para pacientes que apresentam bodcio associado a outros sintomas secunddrios ao
excesso de HT nos tecidos periféricos, o acido triiodotiroacético (TRIAC) pode ser utilizado
(OLATEJU; VANDERPUMP, 2006). O TRIAC suprime o TSH com poucos efeitos
tireomiméticos ao nivel dos tecidos periféricos. Isso ocorre porque a droga tem afinidade
semelhante ao TRP1 selvagem e TRB1 mutado, enquanto o L-T3 tem menos afinidade ao TRB1
mutado (PAPPA; REFETOFF, 2021).

As acdes do TRIAC incluem hiperativacdo da fungdo TR normal, restauracdo da
funcdo TRPB1 mutante para normal ou reducao da fun¢ao de efeito dominante negativo do TR 1
mutante (OLATEJU; VANDERPUMP, 2006, PAPPA; REFETOFF, 2021). Apesar desses
efeitos, alguns estudos mostraram resultados controversos no que diz respeito ao uso do TRIAC
na RHTB (WEISS; REFETOFF, 1999; DULGEROFF et al., 1992; OLATEJU,
VANDERPUMP, 2006).

Outro ponto importante que deve ser abordado € o hipotireoidismo apds tireoidectomia
total ou apos radioterapia. J& que RHTP ¢ uma doenga rara, ndo ¢ incomum o diagndstico prévio
erroneo. Nesses casos a orientagao € tratamento com levotiroxina, cuja dose pode chegar a 1000
mcg/dia (WEISS, 1999).

Ainda ndo existe uma recomendacdo clara ou uma diretriz sobre o manejo RHTP nas
gestantes, mais estudos sdo necessarios para chegar a um consenso, ja que o gerenciamento dos

niveis hormonais nessa populag@o nao ¢ simples (PAPPA; REFETOFF, 2021). Por se tratar de
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uma doenga autossdmica dominante, fetos afetados de maes afetadas sdo protegidos contra o
excesso de hormonios. H4 casos em que existe a possibilidade de o feto ndo ser afetado (ndo
herdou uma copia do gene mutante da mae), mas, nessa situagdo, o individuo pode ser
prejudicado pelos altos niveis hormonais maternos (PAPPA et al., 2017). O diagndstico pré-
natal pode ser feito no DNA via amniocentese ou por testes para a presenca ou auséncia de
muta¢do materna na amostra do feto (PAPPA et al., 2017; PAPPA; REFETOFF, 2018).

Segundo Anselmo et al. (2004), que realizaram um estudo retrospectivo para avaliar os
efeitos do excesso de HT em fetos de maes com RHT, gestantes com fetos ndo afetados t€ém
elevada taxa de aborto (média de 22,9%). Nesses casos a orientagdo ¢ ponderar o uso de
medicamentos antitireoidianos para nao manter os niveis maternos de T4L 20 % acima do limite
superior de normalidade (WEISS; DUMITRESCU; REFETOFF, 2010; PAPPA et al., 2017).

Nenhum tratamento citado corrige totalmente o defeito da RHTp. Para isso acontecer,
seria necessario o desenvolvimento de um analogo que se ligasse aos TR3s mutantes e, assim,
anulasse o efeito dominante negativo (OLATEJU; VANDERPUMP, 2006; PAPPA;
REFETOFF, 2021).

Yao et al. (2019) estudaram o medicamento roxadustat e testes in vitro mostraram que
a molécula teve uma ligacdo 3 a 5 vezes maior que o ligante T3 aos mutantes TRB V264D,

H435L e R438H. Os THR mutantes interrompem uma ligacao critica de hidrogénio necessaria
para a ligagdo dos hormoénios tireoidianos, cessando, dessa forma, a transcricdo. O

medicamento estudado retém interagdes hidrofobicas com THRJ, permitindo a recuperacao da
atividade dos THR} mutantes.

Outros medicamentos que poderiam auxiliar no tratamento dos individuos sintomaticos
portadores RHTP seriam os antagonistas de HT especificos para TR alfa predominantemente
expresso no coracao, de modo a reduzir os efeitos cardiotoxicos (PAPPA; REFETOFF, 2021).
Porém, até o presente momento, esses tratamentos ndo estdo disponiveis, sendo o manejo do
RHT} realizado de acordo com os sintomas apresentados pelos individuos afetados.

Sabe-se que RHTP ¢ uma sindrome genética rara. Por esse motivo, frequentemente
individuos afetados recebem diagnoéstico erroneo e tratamento inadequado, portanto, sempre
que possivel, o diagnéstico de RHTB deve ser confirmado por testes moleculares (PAPPA;
REFETOFF, 2018).

Neste trabalho estudou-se detalhadamente uma familia brasileira portadora de RHTf
com fendtipo clinico bastante heterogéneo. Uma vez encontradas mutacdes em THRB, foi

proporcionado ao individuo afetado um diagnostico so6lido, sendo possivel oferecer um
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aconselhamento genético e tratamento adequado de acordo com os sintomas apresentados.
Além disso, com o diagnodstico molecular, pode-se caracterizar melhor essa doenca rara,
oferecendo mais dados a comunidade cientifica, para que futuramente um tratamento
especifico, com medicamentos que possam interagir especificamente com o TR mutante,

possa ser disponibilizado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar em uma familia brasileira, a partir de um caso indice suspeito de RHT,

altera¢des moleculares no gene THRB, além de realizar a correlagdo genotipo/fenotipo.

2.2 Objetivos especificos

1. Investigar, por meio do sequenciamento de Sanger, polimorfismo e/ou mutagdes no gene
THRB (éxons 8-11);

2. Caracterizar clinicamente, por meio de exame fisico, exames bioquimicos ¢ exames de
imagem, os fen6tipos dos membros da familia;

3. Analisar a prevaléncia das alteracdes genéticas candidatas; e avaliar a patogenicidade a
partir de guideline da American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
(RICHARDS et al., 2015);

4. Avaliar in silico o impacto da presenca da variante para a estrutura e funcao proteica;

5. Realizar a correlacdo fendtipo/genotipo dos pacientes portadores da mutacao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecio de pacientes

A populacao do estudo compreendeu dezesseis pacientes de uma mesma familia, sem
relato de consanguinidade. Inicialmente, o caso indice que apresentava alteragdes em exames
laboratoriais sugestivos de resisténcia ao hormonio tireoidiano foi estudado.

Depois de achada a variante patogé€nica no probando, quinze parentes foram convocados
para analise laboratorial. Desses, doze foram encaminhados para analise genética a fim de
avaliar presenca de alteracdo no gene 7THRB. A anélise molecular foi realizada nos laboratérios
de Genética Molecular da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e de Genética
Molecular da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP-BOTUCATU).

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG). Todos os pacientes e seus familiares que aceitaram participar deste

estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A).
3.2 Coleta dos dados clinicos

O probando, assim como os familiares convocados para o estudo, foram avaliados
clinicamente por médico endocrinologista, por meio de anamnese e¢ exame fisico geral e

direcionado a patologias tireoidianas.

3.3 Coleta do material biologico

Amostras de sangue foram coletadas dos pacientes com alteracio em exames
laboratoriais; e de pacientes com chance provavel de serem portadores da variante patogénica,
ou seja, parentes de primeiro grau de individuos com altera¢do laboratorial. O material foi
coletado de 12 familiares.

As amostras foram coletadas com técnica adequada para a realizagdo da anélise
genética. Considerando as regides mais possivelmente associadas a variantes patogénicas
relacionadas a resisténcia ao hormonio tireoidiano, foi realizada a amplificagdo dos éxons 8 ao
11 do gene THRB do probando, e, posteriormente, a amplificacdo do éxon 11 dos demais

participantes, regido na qual a variante patogénica do caso indice foi encontrada.
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3.4 Extracdo de DNA genoémico

O DNA genomico foi extraido a partir de leucocitos do plasma dos participantes da
pesquisa pelo método modificado de concentracao salina de Lahiri ¢ Nurnberger (LAHIRI,
NURNBERGER, 1991). As amostras de sangue foram transferidas para tubos de 50mL, aos
quais a solugdo TKMI1 (Tris-HC 10mM; KCl 10mM; MgCIl2 10mM; EDTA 4mM) foi
adicionada. Em seguida, 500uL de Triton X-100 foram acrescentados a solugdo, com a
finalidade de promover a hemolise.

Apos agitacdo vigorosa da mistura, foi centrifugada a 1.255g por 15 minutos, a 4°C.
Depois da centrifugagdo, o sobrenadante, repleto de restos de hemacias, foi removido; e o
precipitado, contendo leucdcitos, foi lavado com a solugdo TKMI1. Nesse passo, foi realizada
uma centrifugacao a 475g por 10 minutos, a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi descartado, e
o precipitado, contendo leucdcitos, mantido no tubo. Nessa etapa, 1.600uL de TKM2 (Tris-HC1
10mM; KCI 10mM; MgCI2 10mM; EDTA 33mM; NaCl 400mM) foram adicionados ao
precipitado, juntamente com 100uL SDS 10% — tendo sido este utilizado para promover a lise
de leucdcitos.

Em seguida, o tubo foi mantido a 55°C, em banho-maria, por 20 minutos. Apds o
periodo de incubagdo, 900uL. de NaCl (6 M) foram adicionados, com a fungdo de promover a
precipitagdo de proteinas. Foi realizada uma tltima centrifuga¢do de 15 minutos, a 21.800g, a
4°C. Dessa vez, o sobrenadante, contendo DNA, foi transferido para um novo tubo, com SmL
de alcool a 100%. Nesse momento, houve a visualizacdo do DNA, e este foi lavado em alcool
70%, secado e transferido para tubo contendo o tampao de eluigdo TE (Tris-HCI 10mM; EDTA
ImM, pH 7.0-8.0).

3.5 Quantificacao e dilui¢ao

Ap0s a extracdo do DNA, fez-se a quantificacdo, para averiguar a quantidade de DNA
extraida na etapa descrita anteriormente. Para essa quantificagdo, utilizou-se o
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). A pureza das amostras foi dada por
meio das razdes 260/280 e 260/230. A partir dessa etapa, as amostras foram diluidas para uma
concentragdo de 25 ng/uL e armazenadas a 4°C, em geladeira especifica para armazenamento

de amostras de DNA.
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3.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A partir do processo de extragdo, tem-se todo o contetido genético celular. Porém, para
a avaliacdo de regides especificas, associadas a analise molecular da RTHp, fez-se a Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), seguindo os parametros: 100ng de DNA, 2.5uL de Tampao
1B 10x (NaCl 40mM; Tris-HCI 10mM, pH 8; Triton X-100 0.1%; MgCI2 1.5mM), 2.5uL de
dNTPs (0.2mM), 0.5uL. de cada par de iniciadores (10 pmol/mL) e 0.5uL. de Taqg DNA
polimerase (0.625U).

Os produtos foram amplificados em termociclador, utilizando as seguintes etapas:
desnaturacdao a 94°C por 3 minutos e 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento com temperatura de 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Ao
término dos ciclos, as reagdes passaram por uma extensao final a 72°C por 10 minutos. Os
produtos de PCR foram purificados com o kit de purificagdo Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega Corporation, Madison, WI).

Os iniciadores especificos para a amplificacdo dos diferentes éxons dos genes THRB
foram desenhados utilizando o programa Primer3 v.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)
(Tabela 3). Todos foram conferidos manualmente a partir da andlise da sequéncia disponivel

no banco de dados do Ensembl (http://www.ensembl.org).


http://www.ensembl.org/

Tabela 3 - Especificacoes dos Iniciadores

GENE EXON

PRIMER

TAMANHO

Ta

THRB

10

11

Forward
5’GTCTCATCTTTCTCCCCCTC 3°
Reverse
5’ACTCCCTCATTCCCATTGGC 3°

Forward
5’TGCAGCAACAGTCCTGTAAAC3’
Reverse
5’ATGGGCCTTACACGGACAAG 3’

Forward
5’AGTCTGCAGCCAAGTAGGGA 3’
Reverse
5’GGGACACTGCAAAAAGCATCA 3°

Forward
S’TGGACAAAGCAAGCCTTCCC 3’
Reverse
5’TCACAGGACCGGAGAACGAA 3’

741 pb

591 pb

618 pb

511 pb

60 °C

60 °C

60 °C

60 °C
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Legenda: Cada iniciador encontra-se descrito em relacdo ao gene em que se anela, éxon(s) de interesse, sequéncias
de bases, tamanho do amplicon em pares de base (pb) e temperatura de anelamento (Ta) padronizada.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

3.7 Eletroforese (gel de acrilamida)

A visualizagdo dos produtos da PCR e seus purificados foi realizada em gel de

poliacrilamida 6,5%. O protocolo de coloragdao envolveu uma etapa de fixagdo em acido acético

glacial 10%, lavagem em agua destilada por 3 minutos, impregnacdo em solugdo de nitrato de

prata (10.5g AgNO3, g.s.p 100mL H20O, formaldeido 37%, q.s.p 50mL de 4gua destilada),

dupla lavagem em agua destilada e a etapa de revelagao em solucao de carbonato de sodio (3g

de NaCO3, g.s.p 100mL H20, 75mL de formaldeido 100% e 20mL de tiossulfato de sodio

10mg/mL).
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3.8 Purifica¢do do produto de PCR

A purificacdo foi realizada com o produto de PCR, apos verificar a sua eficdcia via
eletroforese. Fez-se purificagdo do DNA com 20 pL de 4gua milli-Q autoclavada e 60 pL de
isopropanol 100%. Posteriormente, manteve-se por 15 minutos a temperatura ambiente e
centrifugou-se por 25 minutos, a 14.000g. O sobrenadante foi retirado por inversao e houve
adi¢ao de 150 pL de Etanol 70% para lavagem. Por fim, centrifugou-se por mais 10 minutos, a

14.000g. Descartou-se o sobrenadante e, ap6s secagem, 35 pLL de d4gua milli-Q foi adicionada.

3.9 Reacio de sequenciamento

As reagoes de sequenciamento foram realizadas utilizando BigDye Terminator v.3.1
cycle sequencing kit, seguindo as instrugdes do fabricante (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA). As sequéncias foram obtidas em sequenciador 3500 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems) e analisadas utilizando-se o programa Sequencher v.4.9.

3.9.1 Analise das variantes

Os eletroferogramas gerados no sequenciador foram salvos em pastas organizadas por
local (gene e éxon) e por paciente. A andlise de cada eletroferograma ocorreu no programa
Sequencher v.4.9, com pareamento da sequéncia obtida com a sequéncia referéncia
correspondente ao trecho.

O transcrito utilizado para comparagao foi 7THRB: ENST00000646209.2. As altera¢des
encontradas foram pesquisadas no navegador de genomas Ensembl e em bancos de dados, como
o Single Nucleotide 46 Polymorphism database (dbSNP) e Clinically relevant variation
(Clinvar), do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

As alteragdes identificadas no sequenciamento foram submetidas a uma anélise in silico,
para avaliar a patogenicidade da alteracdo sob a estrutura proteica. Para essa predig¢do, foram
utilizados os critérios e diretrizes da American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG), os quais se encontram descritos no trabalho de Richards ef al. (2015). Além disso,
utilizou-se a interface do VarSome (https.//varsome.com).

Esse método ¢ uma sequéncia de etapas com informagdes que devem ser levantadas

para cada tipo de variante apos extensa revisao da literatura e dos bancos de dados. Como
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exemplo, tem-se o efeito na proteina, a frequéncia e tipos de variantes nos genes, a posi¢ao no
transcrito e a presenga e segregacao na familia.

Esses critérios sao avaliados em conjunto. A probabilidade de a variante em questao ser
patogénica ¢ determinada pela combinacdo de tais algoritmos. Ao final, ¢ gerada uma
classificagdo de variantes, sendo uma das cinco categorias a seguir: “patogénica”,
“provavelmente patogénica”, “significado incerto”, “provavelmente benigno” ou “benigno”

com mais de 90% de certeza de uma variante ser causadora de doenca ou benigna.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao Clinica, Bioquimica e Imagem

4.1.1 Probando

O probando, individuo I11.6 da familia estudada (Figura 10), 13 anos de idade, natural
de Montes Claros — MG e procedente de Santa Luzia — MG, Brasil, foi encaminhado para
atendimento especializado em endocrinologia por alteracdo da funcao tireoidiana. Compareceu
a consulta acompanhado pela mae, que relatou quadro de hiperatividade e déficit de atencao, ja
em acompanhamento com psiquiatra.

Durante a consulta, a mae acrescentou que o paciente apresentava desempenho escolar
insuficiente, uma vez que ndo consegue acompanhar a turma e nao sabe ler nem escrever. Fazia
acompanhamento para TDAH com psiquiatra e neurologista, estava em uso de metilfenidato,
atensina, sertralina e risperidona.

Além disso, apresentou atraso de fala e de desenvolvimento motor, segundo a mae,
normalizado aos 3 anos. Ao exame fisico, o paciente apresentava taquicardia (FC 110 bpm),
peso: 50 Kg, altura: 171 cm (dentro do alvo familiar), ndo apresentava bocio, normotenso,
pubere (A3G4P4).

O paciente apresenta TSH nao suprimido e T4 e T3 livres aumentados (Tabela 4). As
dosagens séricas de TSH, T4 e T3 livres foram repetidas e a alteragdo foi confirmada. Foram
solicitados também marcadores de doenca tireoidiana autoimune, antiperoxidase (anti-TPO) e
anticorpos anti-receptor de TSH (TRAB): ambos negativos.

Assim, foram levantadas duas hipoteses diagnodsticas: sindrome de resisténcia ao
hormoénio tireoidiano ou adenoma hipofisario produtor de TSH. Foram, entdo, realizados
marcadores para auxiliar no diagnodstico diferencial, tais como ferritina, SHBG, subunidade
alfa, perfil lipidico. Esses exames nao mostraram alteracdes (Tabela 4), o que corrobora com o
diagnostico de RHTP.

A ultrassonografia de tireoide mostrou a glandula de tamanho normal, apresentando
dois pequenos nddulos mistos. Foi também solicitada radiografia de mao e punho esquerdo,
que mostrou idade dssea compativel com a idade cronoldgica e RNM de sela turcica, que

mostrou hipéfise normal (Tabela 4).



Tabela 4 -

EXAMES

TaL

T3L
Subunidade alfa

Ferritina

SHBG

Perfil Lipidico

Idade Ossea
US tirecide

Exames realizados para diagnostico diferencial entre RHT e adenoma

hipofisario produtor de TSH

RESULTADO Valor de referéncia

3,410 0,47 a 5,94 microUlfmi

2,7 0,92 a 1,49ng/dL

6,20 3,0A4,7 ngfdL

164 120a 790 ng/L

89,8 22 2322 ng/mi
46,2 21,6 a 113,1 nmol/|

CT: 135/ HDL 51/ LDL 73/ TG 75 CT (<170 mg/dl)/ HDL [>45 ng/dI)/

LDL (=110 ng/dl)/ TG (<100 mg,/dl)
compativel com idade cronolégica
Sem bécio

02 nodulos

Ressonancia Magnética da Sela Tircica Auséncia de alteracbes estruturais

hipofisdria de significado patoldgico
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Legenda: Exames realizados para diagnostico diferencial entre RTHP e adenoma hipofisario produtor de TSH.

TSH= hormonio estimulador da tireoide; T4L= fracdo livre da tiroxina; T3= fra¢do livre da triiodotironina; SHBG=
globulina ligadora de hormonios sexuais; CT= colesterol total; HDL= lipoproteina de alta intensidade; LDL=
lipoproteina de baixa intensidade; TG= triglicérides.

Fonte: Elaborado

pelo autor (2022).



43

4.1.2 Membros da familia

a) Irmas e Pais

As irmas e os pais do caso indice foram os primeiros membros da familia avaliados.
Encontradas alteragdes em exames laboratoriais compativeis com resisténcia ao hormonio
tireoidiano, ou seja, TSH nao suprimido e T4L alto, nos exames da mae (I1.6), 31 anos, e da
irma (I11.8), 2 anos. A irma (II1.7), 9 anos, € o pai do probando (II.5), 32 anos, ndo apresentaram
alteragdes laboratoriais (Tabela 5).

A mae apresenta diagnostico de Transtorno de Ansiedade Generalizada, em uso de
inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina, sem outras comorbidades relatadas. Nao
apresenta bdcio e taquicardia. Sem historia pregressa de abortos. A irma (II1.7) apresenta bom
desempenho escolar, sem comorbidades conhecidas e sem alteragcdes no exame fisico. A irma
(II.8) apresenta quadro de irritabilidade, insonia e agitacdo, em acompanhamento com
psiquiatra, ainda sem diagnostico definido, faz uso de metilfenidato. Nao apresenta bocio nem
taquicardia.

Além do exame laboratorial, os familiares (I1.6), (II1.7) e (IIL.8) foram estudados com
exame de imagem (ultrassom de tireoide) para avaliar a presenga de bocio. O ultrassom de

tireoide dos familiares foi sem alteracoes.

Tabela 5 - Dados clinico-laboratoriais dos individuos estudados (pais e irmas)

Paciente Idade (anos) TSH T4L FC Baciof TDAH
(microUl/ml) [ng/dL) (bpm) Ultrassom de
Tireoide
I.5 32 0,600 0,73 NA NA NAO

1.6 31 1,201 2,14 80 NAO/Volume:  NAO
7,7 cc/ auséncia
de nédulos
n.7 9 2,002 1,15 98 NAO/ Volume:  NAO
2,62 cc/
auséncia de
nodulos
1.8 2 2,022 2,12 110 NAO/ Volume: Em investigacdo
1,9 cc/ auséncia
de nédulos

Legenda: TSH= hormdnio estimulador da tireoide (VR adultos 0,48 a 5,60 microUl/ml, criangas de 2 a 12 anos
0,70 a 6,55 microUl/ml, 13 a 18 anos 0,47 a 5,94 microUl/ml); T4L= fragdo livre da tiroxina (VR adultos 0,85 a
1,50 ng/dL, criangas 2 a 12 anos 0,92 a 1,49 ng/dL, 13 a 18 anos 0,92 a 1,49 ng/dL), FC= frequéncia cardiaca (VR
3 meses a 18 anos 100 a 190 batimentos por minuto, 2 a 10 anos 60 a 140 batimentos por minuto, acima de 10
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anos/adultos 60 a 100 batimentos por minuto). NA= Nao Avaliado. TDAH= Transtorno do Déficit de Atencao e
Hiperatividade. Em negrito, individuos que apresentaram exames laboratoriais compativeis com RHTp.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

b) Tios, primos e avos

Posteriormente a avaliagdo dos pais e irmas, foi realizada a avaliacao dos tios, primos e
avos. Ja que a alteragdo laboratorial compativel com RHTJ foi encontrada na mae, foi realizado
estudo na familia materna. A avé do probando, individuo 1.2 (Figura 10), ndo apresentou
alteracdo em exames laboratoriais, ja o avd, individuo 1.1, apresentou TSH normal e T4L alto
(Tabela 6). O avo, 61 anos, mora na zona rural de Montes Claros e ndo frequenta servigo
médico, portanto, ndo apresenta outras comorbidades conhecidas. Ao exame fisico no momento
da coleta do material para analise molecular, percebeu-se sem bocio a palpacao tireoidiana.

O tio, individuo II.1, ndo apresentou alteragdo em exames laboratoriais compativeis com
RHT, porém, como a sua filha, prima do probando, individuo IIL.3, 1 ano, apresentou TSH
normal e T4L alto (Tabela 6), optou-se por sequenciar pai e filha, j& que se trata de doenca
autossomica dominante. Clinicamente os individuos II.1 e III.3 sdo assintomaticos e nao
apresentam bocio ao exame clinico.

Em relagdo a outras comorbidades, o individuo II.1 apresenta diagndstico de miopia em
acompanhamento com oftalmologista. A tia do probando, individuo II.3 (Figura 10), 34 anos,
apresenta hipotireoidismo subclinico nos exames laboratoriais (Tabela 6), ou seja, TSH pouco
aumentado com T4L normal, o que ndo caracteriza laboratorialmente RHT[ e ndo possui outras
comorbidades conhecidas.

J& os primos do probando, individuos III.4 e IIL5 (Figura 10), 14 e 6 anos
respectivamente, apresentam alteracdo laboratorial compativel com RHTP. Ambos os
individuos apresentam desenvolvimento escolar insuficiente ¢ ndo sabem ler nem escrever,
estdo em investigacdo para TDAH. O individuo III.5 apresenta quadro de irritabilidade e
agressividade, em acompanhamento com psiquiatra, faz uso de metilfenidato, ainda sem
diagnostico definido. Além disso, apresentou atraso de fala, sendo normalizado aos 4 anos.

Antes de chegar ao servigo deste estudo, os individuos II1.4 e II1.5 foram atendidos por
equipe médica da regido onde residem, Januaria-MG, e realizaram tomografia de cranio como
um dos exames para auxiliar no diagnostico diferencial da doencga. Apesar de ndo ser o exame
de imagem de escolha, pela logistica, foi o exame possivel, e ndo mostrou alteragdes.

Clinicamente os individuos I1.3, 1I.4 e II1.5 ndo apresentam bdcio.
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O material dos individuos I1.8 e I11.9 (Figura 10) também foi sequenciado. O individuo
I1.8, 29 anos, apresenta diagnostico de esquizofrenia em acompanhamento com psiquiatra,
realizou os exames laboratoriais durante internagdo psiquiatrica, ou seja, exame coletado de
forma inapropriada, o que pode justificar o achado de T4L pouco abaixo do valor de referéncia.
O individuo II1.9, 11 anos, ndo apresenta comorbidades conhecidas, ndo apresenta fendtipo

clinico de RHT e ndo realizou exames laboratoriais por negativa do responsavel.

Tabela 6 - Dados clinico-laboratoriais dos individuos estudados (primos/tios/avés)

Paciente Idade (anos) TSH T4L T3T Bacio TDAH
(microUl/ml) (ng/dL) (ng/mL) (exame
clinico)
1.1 61 1,82 1,99 2,01 NAQ NAO
1.2 56 2,23 1,12 1,23 NAO NAO
.1 39 0,773 1,45 NA NAQ NAO
1.3 34 6,65 1,16 1,09 NAO NAO
1.8 29 2,80 0,84 NA NAO NAO
.3 2 1,368 2,05 NA NAO NA
n.4 14 7,05 1,93 2,69 NAQ Em
investigacao
.5 6 2,35 2,17 2,23 NAO Em
investigacio
1.9 11 NA NA NA NAQ NAO

Legenda: TSH= horménio estimulador da tireoide (VR adultos 0,48 a 5,60 microUl/ml, criangas de 2 a 12 anos
0,70 a 6,55 microUl/ml, 13 a 18 anos 0,47 a 5,94 microUl/ml); T4L= fragdo livre da tiroxina (VR adultos 0,85 a
1,50 ng/dL, criancas 2 a 12 anos 0,92 a 1,49 ng/dL, 13 a 18 anos 0,92 a 1,49 ng/dL); T3T= triiodotironina total
(VR 0,60 a 1,81 ng/mL) NA= Nao Avaliado. TDAH= Transtorno do Déficit de Atengdo e Hiperatividade. Em
negrito, individuos que apresentaram exames laboratoriais compativeis com RHTp.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 10 - Heredograma Fenotipico

Legenda: Heredograma Fenotipico. Os fenotipos dos pacientes membros da familia foram caracterizados a partir
de historia clinica, exame fisico, exames bioquimicos e exame de imagem. Todos os individuos marcados em preto
apresentam alteragdo em exames bioquimicos compativeis com RHTP. A seta indica o probando.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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¢) Caracterizacao Molecular

Inicialmente foi realizada no caso indice a amplificagdo dos éxons 8,9, 10 e 11 do gene
THRB. O sequenciamento do produto de PCR mostrou a presenca de uma mutagao “missense”
(CT) em heterozigose, no éxon 11 do gene do TRP (Figura 11 A e B), cuja consequéncia ¢ a
troca da Arginina 383 por uma Cisteina (R383C), rs/559388949. Além disso, nesse mesmo
gene, encontrou-se um polimorfismo no intron 10 (rs/3063628), como demonstrado na Figura

12.

Figura 11 - Eletroferograma do éxon 11 evidenciando a mutac¢io (R383C)

C & L ARG nY L & L L L & G 6 6
1 / /. \ {3 /
W f‘ \ ¥
B | S L c A 1 3 - L g 9 9 O -
d 9 3 9T J TR J v 9 @9 I3 3 3 J ¢

CiGC
TGC
Legenda: Eletroferograma do exon 11 evidenciando a mutag@o (R383C), indicada pelas setas. A) Sequenciamento
do produto de PCR no sentido senso; B) Sequenciamento do produto de PCR no sentido antissenso. Destacado em
preto no eletroferograma o local da substitui¢do. Abaixo do eletroferograma, o coédon de referéncia (superior) ¢ o

contendo a alteracdo (inferior).
Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2022).
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Figura 12 - Eletroferograma evidenciando altera¢do intronica

rs13063628 +/-

----------- " s sa s & & W & &8 @ & ® s & 28 W A BSEE WS

Legenda: Eletroferograma evidenciando alteragao intronica (753063628 indicada pelas setas) envolvendo a troca
de uma guanina por uma adenina, em heterozigose (+/-), localizada a 9 nucleotideos ap6s o éxon 10. A)
Sequenciamento do produto de PCR no sentido senso; B) Sequenciamento do produto de PCR no sentido
antissenso. Abaixo, a base superior corresponde a referéncia, ¢ a inferior, a alterada.

Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2022).

Posteriormente, foi realizada a amplificacdo e sequenciamento do éxon 11 do gene
THRB dos individuos (I.1), (I1.6), (II1.7) e (IIL.8). Foi encontrada a mutagcdo R383C, mesma
mutacdo do caso indice, nos individuos (I.1), (I.6) e (IIL.8). No individuo (III.7) ndo foi
encontrada essa mutacao.

Considerando que RHTP ¢ uma doenga autossomica dominante, avaliou-se a mesma
regido no DNA dos individuos (II.1), (IL.3), (11.8), (II1.3), (IIL.4) e (IIL.5) e (III.9). Foi
encontrada a mutagdo R383C, mesma mutacdo do probando, nos individuos (II.1), (II1.3)
(Figura 13) e nos individuos (I1.3), (II1.4), (IT1.5) (Figura 14). Nos individuos (II.8) e (II1.9) ndo
foi encontrada a mutagdo (Figura 15).

A Genealogia da familia portadora de RHTP foi esquematizada na Figura 16 para
representar os individuos afetados pela mutacdo R383C e para melhor diferenciar aqueles que

apresentam apenas o gendtipo daqueles que apresentam genotipo e fenotipo laboratorial.



48

Figura 13 - Eletroferogramas representativos dos individuos II.1 e I11.3

roT T
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Legenda: Eletroferogramas representativos dos individuos II.1 (A) e II1.3 (B). Seta indica mutagdo R383C no
éxon 11 do gene THRB, em heterozigose. Abaixo do eletroferograma, o codon de referéncia (superior) e o contendo
a alteragdo (inferior).

Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2022).

Figura 14 - Eletroferogramas representativos dos individuos I1.3, IT11.4 e II1.5

Legenda: Eletroferogramas representativos dos individuos II.3 (A), II1.4 (B) e III.5 (C) Seta indica mutagao
R383C no éxon 11 do gene THRB, em heterozigose. Abaixo do eletroferograma, o codon de referéncia (superior)
e o contendo a alteracao (inferior).

Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2022).
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Figura 15 - Eletroferogramas representativos dos individuos I1.8 e I11.9

Alsc 6 c A A THEG C C C G G
e 39 1 31T 8 @ 389 98 3 3
‘ :

Legenda: Figura 15. Eletroferogramas representativos dos individuos I1.8 (A) e II1.9 (B). Auséncia de mutagao.
Fonte: Registrado pelo autor, com o programa Sequencher v.4.9 (2022).

Figura 16 - Genealogia da familia portadora de RTHp

0 00
O]

Legenda: Genealogia da familia portadora de RTHf. Autoformas negras representam individuos afetados;
autoformas em branco indicam individuos ndo afetados; "individuos com gendtipo (mutagio R383C) e com
fenotipo laboratorial compativel com RTHp; + individuos apenas com genotipo sem fenotipo laboratorial
compativel com RHT; seta indica o probando.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.2 Estudo e classificacao das variantes

A avaliagdo das amostras da familia portadora de RHT a partir de sequenciamento de
Sanger realizado no presente trabalho apresentou duas variantes do gene THRB com potencial
de estarem envolvidas na fisiopatologia da sindrome. Apos a identificagdo das variantes no gene
supracitado, foram realizados estudo e classificagdo das variantes, conforme os critérios e
diretrizes da American College of Medical Genetics and Genomics ACMG, utilizando a

interface do VarSome (item 3.9.1).
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4.2.1 Probando/Familia — ACMG/VarSome

Em relacdo a andlise do sequenciamento do probando, foram encontradas duas
variantes: uma “patogénica” e outra “benigna” (Tabela 7). A variante patogénica com mais
interesse de estudo pelo potencial de causar a doenga foi encontrada em parte dos familiares. A
descricdo detalhada das informacdes, obtidas por meio da analise do VarSome
(https://varsome.com), revisdo bibliografica na literatura (PUBMED) e no ClinVar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) encontra-se na Tabela 8.

A analise da literatura mostra que essas variantes ja foram relacionadas a resisténcia ao
horménio tireoidiano (Tabela 8), porém a rs/3063628 demonstrou ser uma variante benigna,
enquanto a variante rs1559388949 foi classificada como patogénica. A andlise de predi¢do in
silico para a variante patogénica foi realizada em 3 bancos de dados: PolyPhen 2, SIFT e
Provean. Os resultados demonstraram que essa variante tem grande probabilidade de afetar a

estrutura e a funcdo da proteina (Tabela 9).

Tabela 7 - Variantes encontradas no estudo

Chr Gene Posigao rs c.DNA Proteina Classificagao
ACMG
(VarSome)
3 THRB 24123123 1559388949 ¢.1147 C>T p.Arg383Cys Patogénica
3 THREB 24127490 13063628 €.114449 G>A —----mmemeeeeeee- Benigna
Notas: Variantes observadas no probando e nos familiares individuos portadores de RTHp. Simbolo - - - - (regido

introénica, ndo codificante).
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 8 - Descricdo da classificacdo das variantes encontradas no probando

Legenda: VUS= variante de significado indeterminado, f= frequéncia.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 9 - Predicao in silico das alteracoes

Alteragdio Diagrama Pontuagdo
R383C PolyPhen SIFT Provean
(THRB) Provéveis Afetaa Deletéria
oo 20 48 [ N ) .80 L Danos protel‘na {'633:

(1.000) (0,00}

Legenda: Alteracdo, diagrama gerado pelo PolyPhen 2 e pontuagdo das trés ferramentas de predigao.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.3 Predicao de patogenicidade da proteina THRB e analise in silico

4.3.1 Proteina THRB

A mutagdo ¢.1147C>T (p.Arg383Cys) localiza-se entre a décima sexta e décima sétima
alfa-hélices na proteina THRB (Figura 17a), em um aminoécido altamente conservado entre as
espécies (Figura 17b). O aminoacido selvagem arginina possui uma estrutura maior (Figura
18a) e carater alcalino, ja o aminoacido cisteina ¢ menor e apresenta carater neutro (18b). Essa
substituicdo pode perturbar a estrutura do sitio de ligagdo do hormdnio T3, como foi visto em
outras mutagoes no mesmo dominio.

Para ilustrar a diferenca e avaliar a alteragcdo na interagdo molecular induzida pela troca
de aminoacidos, foram construidos modelos da proteina THRB selvagem e mutada usando
Swiss Model Expasy web server (WATERHOUSE et al., 2018). Assim, foi possivel perceber

que a troca de arginina para cisteina altera a estrutura da proteina (Figura 18).



Figura 17 - Efeitos do residuo alterado na proteina THRB
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Human WT 3EILLOAVLLMSSDRPGLACVERIEK
Mutado FEIULOAVLLMSSDOPGLACVERIEX
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musculus 3T ULOAVLLMSSDRPGLACVERIE
Ggallus 35T LLOAVLLMSSDRPGLVCVERIE
(Trusksripses. 400 LLOANLLSSDRSGLSNVEQIE
[Dreria nr SSORPGLTSVERIER
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]
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Legenda: (a) - Esquema dos dominios de 7THRB com a localizagdo do residuo variante. A posi¢do da variante
R383C detectada ¢ representada por um diamante. (b) — Alinhamentos de sequéncias mostrando homologia entre
o dominio topologico da proteina THRB de diferentes espécies (H. sapiens, P. troglodytes, M. mulatta, M.
musculus, Ggallus, Trubripes, Drerio, Xtropicalis), destacando a conservacdo do residuo variante R383C (em

negrito).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 18 - Modelo da estrutura do sitio ativo de THRB

a)

b)

Legenda: (a) - Modelo da estrutura do sitio ativo de THRB mostrando, no tipo selvagem, a regido que engloba o
residuo Arg383. A direita, destaca-se em maior aumento essa regido. (b) Modelo da estrutura do sitio ativo de
THRB mostrando a alteragio de Arg383Cys. A direita, destaca-se em maior aumento essa regido.
(ID da base de dados de proteinas: 1xzx.1).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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5 DISCUSSAO

RHTP ¢ uma doenca rara, sendo que uma das caracteristicas ¢ o fenotipo bastante
heterogéneo dentro de uma mesma familia apresentando a mesma variante patogénica
(CONCOLINO; COSTELLA; PARAGLIOLA, 2019). Assim, os casos familiares sao um ponto
de partida interessante para buscar variantes, que podem ocorrer em todo o contexto familiar e
elucidar a fisiopatogénese da sindrome, além da correlacdo fenotipo/genotipo.

O presente trabalho descreve nove individuos afetados de uma familia brasileira
portadora de RHT. Foram realizados doze testes para analise molecular do total de dezesseis
pacientes participantes do estudo. Desses pacientes analisados com teste genético, sete
apresentaram fenotipo laboratorial e gendtipo correspondente para a resisténcia ao hormonio
tireoidiano beta. Dois deles apresentaram apenas o genotipo e trés ndo apresentaram o fenotipo,
nem genotipo para a resisténcia.

Inicialmente, no estudo molecular do caso indice, foram encontradas duas variantes,
ambas localizadas no gene THRB, ja descrito na literatura como associado a sindrome (PAPPA;
REFETOFF, 2018). A variante R383C (rs1559388494) ¢ classificada como patogénica; ¢ a
variante rs/3063628 ¢ classificada como benigna pelos critérios e diretrizes da American
College of Medical Genetics and Genomics ACMG, utilizando a interface do VarSome.

Uma vez que a variante benigna nao tem potencial de causar doenca, optou-se por
estudar nessa familia apenas a variante patogénica. Entretanto, a variante intronica encontrada
neste estudo (rs/3063628), segundo investigagdo realizada por Serensen et al. (2008), pode
estar relacionada a niveis séricos elevados de TSH, sem outros achados relevantes encontrados
até o momento.

A mutacdo patogénica encontrada na familia analisada, variante R383C
(rs1559388494), ¢ uma mutagdo missense em heterozigose. Segundo Concolino, Costella e
Paragliola (2019), que listaram 172 variantes encontradas no gene THRB, 88% sdo variantes
missenses. Além disso, com base em informacdes coletadas, 156 variantes THRB tém um papel
patogénico. Nesse mesmo estudo, o maior numero de variantes no gene THRB foi encontrado
no éxon 11 — mesmo éxon da alteracdo identificada nesta pesquisa.

O residuo R383C encontra-se no dominio de ligagdo ao ligante (LBD), uma regido de

extrema importancia para a funcionalidade da proteina. Nessa regido encontra-se o maior


https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/thy.2008.0236
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nimero de variantes, ou seja, ¢ onde 0s hotspots estdo em maior quantidade (HAYASHI et al.,
1994).

No residuo R383, a troca pode ser de arginina para cisteina, que € o achado deste estudo,
ou de arginina para histidina. Safer et al. (1999) fizeram estudo detalhado para avaliar as
caracteristicas clinicas de um individuo portador de RHTP e da mutacao R383H. Foi realizado,
entdo, estudo fisiologico para avaliar a sensibilidade central e periférica ao hormoénio
tireoidiano.

Safer et al. (1999) concluiram que, embora o individuo afetado sofresse profunda
resisténcia hormonal tireoidiana centralmente, ele apresentava sensibilidade periférica,
justificando, assim, os dados clinicos apresentados por ele. E interessante que o individuo
afetado apresentava, assim como o caso indice deste estudo, quadro de palpitagdes, além de
ansiedade. Pode-se extrapolar que, por se tratar de uma variante patogénica no mesmo cddon
da mutagao deste estudo, é possivel que o caso indice desta pesquisa também apresente RHT[
central.

A variante R383H ¢ classificada como provavelmente patogénica pelos critérios e
diretrizes da American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), utilizando a
interface do VarSome. Outra variante encontrada no dominio de ligacdo ao ligante (LBD) ¢ a
substituicdo S350L, que, em modelo cristalografico in silico, previu que a proteina mutada ¢
menos estdvel que a selvagem, possivelmente afetando a funcdo do receptor tireoidiano
(NAGAVALLI et al., 2014).

O aminoécido do tipo selvagem na posicdo R383 em THRB ¢ conservado entre as
espécies, fato que demonstra sua relevancia evolutiva. Além disso, € interessante notar que a
variante observada nesse gene € rara na populacdo geral, demonstrando que pode estar
relacionada a sujeitos menos adaptados no ambito bioldgico.

A variante patogénica R383C foi relacionada a outras trés familias em outros estudos.
Margotat et al. (2001) descreveu duas familias francesas, uma delas relacionada,
fenotipicamente, ao bocio ao RHT; e a outra apresentava quadro de irregularidade menstrual
e de infertilidade. Narumi ef al/, em 2010, descreveram uma familia japonesa na qual o caso
indice inicialmente realizou exames da funcao tireoidiana por dificuldade de ganho ponderal.
No momento do diagndstico, ele ndo apresentava outros sintomas relacionados a RHT, porém
apresentou atraso de fala (falou com 1 ano e 6 meses), com normalizacao aos 3 anos. O pai do
caso indice, também afetado, apresentou atraso de fala na infincia, que foi normalizado

posteriormente, sem outros fendtipos relacionados (NARUMI et al., 2010).
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E possivel, a partir disso, perceber semelhangas entre o fendtipo apresentado pela
familia japonesa e os dados fenotipicos da familia do presente estudo, ja que o probando e um
primo apresentaram atraso de fala, sendo também normalizado posteriormente. Até 0 momento,
a maior familia descrita com RHTJ, associada a variante R383C, ¢ a deste estudo. Ja a maior
familia relatada na literatura, relacionada a RHTp, é composta por 36 individuos afetados pela
variante G344 A, localizada no gene THRB. Vale ressaltar que, nesta ultima familia, o fen6tipo
mais comum foi o retardo de crescimento e apenas um individuo afetado foi diagnosticado com
TDAH (KVISTAD et al., 2004). Esse achado contrasta com o visto neste estudo, que
apresentou como fendtipo clinico predominante o TDAH.

A familia investigada nesta pesquisa apresenta fenotipo bastante heterogéneo. Dentre
os nove individuos afetados, cinco sdo clinicamente assintomaticos, desses, dois nio
apresentam feno6tipo clinico nem laboratorial. Quatro sdo sintomaticos, sendo um, o probando,
com diagnostico firmado de TDAH; e outros trés em investigagdo. Embora a maioria dos
individuos heterozigotos tenha apresentado alteracdes nas dosagens hormonais tireoidianas,
dois membros afetados tém niveis circulantes de HTs normais, mais um dado que ilustra a
variabilidade fenotipica da doenga, corroborando, assim, com os dados disponiveis na literatura
(CONCOLINO; COSTELLA; PARAGLIOLA, 2019).

As justificativas descritas para a clinica variavel em individuos de uma mesma familia
e portadores da mesma mutagdo sdo varias. Uma delas ¢ o grau de compensagdo a reduzida
sensibilidade ao HT, que ¢ distinta nos diferentes tecidos (MCKENNA; O’MALLEY, 2002;
PAPPA; REFETOFF, 2018). Outra explicagdo ¢ que as caracteristicas clinicas podem ser
decorrentes da manifestacdo tecido-especifica do hormoénio tireoidiano durante estagios
precoces do desenvolvimento. A gravidade dos sintomas esta relacionada a expressao relativa
do alelo mutante e dos cofatores de forma tecido especifica (MCKENNA; O'MALLEY, 2002;
CARVALHO; RAMOS, 2004).

A penetrancia da doenga entre os carreadores de mutagdes do presente estudo €, até o
momento, 77,7% (nove carreadores, sete clinicamente afetados). Na revisdo de literatura
realizada, nenhum trabalho mostrou diretamente o dado de penetrancia nas familias estudadas
até entdo, conforme busca realizada nas bases de dados do PubMed e ScienceDirect.

Nesta pesquisa, o fendtipo clinico mais prevalente ¢ o TDAH. Fenotipo esse
sabidamente prevalente na populacao portadora de RHTP (PAPPA; REFETOFF, 2018). Hauser
et al. (1993) estudaram 18 familias com historia de RHTP. Em seu estudo, um total de 49
familiares afetados e 55 familiares ndo afetados foram avaliados com questionarios

psiquiatricos, € o numero de sintomas de TDAH foi calculado para cada individuo. Dessa
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populagdo, 52 eram adultos e 52 eram criancas. De acordo com o estudo, TDAH esta presente
em metade das criancas afetadas.

Nessa mesma pesquisa, os autores presumiram que, em individuos afetados com
resisténcia ao hormonio tireoidiano, a proteina TR mutante compete com a proteina TR
selvagem de forma dominante negativa e, assim, regula negativamente a fungdo do
neurotransmissor catecolamina. Nesse mesmo estudo, Hauser et al. (1993) propuseram que essa
regulagdo negativa, em conjunto com os efeitos irreversiveis de um gene TR mutante no
desenvolvimento do cérebro na vida fetal, pode ser uma das causas dos sintomas de TDAH
nessa populagao.

Neste trabalho, os individuos com RHTp e diagnostico ja firmado de TDAH (probando),
bem como os individuos em investigagdo para TDAH (primos afetados), apresentam
desempenho escolar insuficiente e ndo conseguem acompanhar a turma em relagdo a leitura, a
escrita e a interpretacao de textos.

Em consonancia com os achados desta investigagcdo, um estudo realizado por Stein,
Weiss e Refetoff (1995) avaliou, entre outros fatores, o desempenho escolar dos pacientes
portadores de RHTB e TDAH e comparou os achados a um grupo com diagnéstico de TDAH
sem RHTP. Os pesquisadores concluiram que, embora as criancas com RHTp tenham
caracteristicas comportamentais semelhantes as com TDAH, apresentam habilidades
significativamente reduzidas de organizacdo e menor desempenho escolar, sugerindo, assim,
comprometimento neurocomportamental mais grave do que o TDAH (STEIN; WEISS;
REFETOFF, 1995).

Posteriormente, outro estudo, desenvolvido por McDonald et al. (1998), também
avaliou questdes relacionadas ao déficit cognitivo. A partir de uma anélise in vivo, foram
testados camundongos transgénicos RHTP, que foram comparados com camundongos do tipo
selvagem em tarefas comportamentais projetadas para avaliar algumas caracteristicas
sabidamente prejudicadas em individuos com TDAH, como atividade, aten¢do, aprendizado e
impulsividade. O resultado do estudo evidenciou que, tanto camundongos transgénicos fémeas
quanto machos, apresentaram o aprendizado inadequado, em comparagdo com controles do tipo
selvagem.

Outro estudo que explorou a relagdo entre RHTP e TDAH foi o de Uter et al. (2020).
Esses pesquisadores avaliaram semelhangas fenotipicas de pacientes portadores da resisténcia
ao hormdnio tireoidiano com TDAH por meio de um estudo caso-controle, com avaliagdo
eletrofisiolégica. E interessante destacar que, no grupo dos individuos afetados, dois pacientes

eram portadores da mutagdo R383C (rs1559388494) — a mesma identificada nesta pesquisa. O



59

resultado do grupo dos individuos afetados mostrou que o fenotipo eletrofisiologico dos
portadores de RHT, no que diz respeito ao monitoramento da a¢ao, ¢ indistinguivel do TDAH.

Outra caracteristica clinica identificada nos pacientes com a RHTP ¢ a taquicardia —
presente também no caso indice deste estudo. A taquicardia pode ser explicada pelo fato de que
0 hormodnio da tireoide no miocardio ¢ principalmente dependente de TRa, que nao foi
envolvido em RHTB (CHATTERIJEE, 2002).

Neste estudo os fenotipos clinicos apresentados foram TDAH e taquicardia. Apesar da
grande maioria dos individuos afetados por RHT[ serem assintomaticos, a populagao afetada
pode apresentar outras caracteristicas clinicas como bocio, perda auditiva, infeccdes recorrentes
de ouvido, baixa estatura (OLATEJU; VANDERPUMP, 2006; PAPPA; REFETOFF, 2021).

Neste estudo, descreveu-se uma grande familia portadora de uma mutagdo relacionada
a RHTP até entdo nunca descrita em uma familia brasileira. Por se tratar de uma doenca rara e
de dificil diagnostico, os dados para comparacao de genotipo e avaliagdo fenotipica se limitam
a propria familia deste estudo no que tange ao continente Americano, sendo encontrados casos
semelhantes apenas em outras populagdes.

Importante ¢ destacar que a presente pesquisa se restringiu a andlise de uma porcao do
gene THRB. Desse modo, avaliar outras variantes alélicas, também associadas a doenga, seria
de grande valia para complementar o estudo. Cumpre ainda salientar que estudos in vitro e in
vivo forneceriam maiores achados com aplicagdo, inclusive, no campo terapéutico.

Toda a discussdo tragada nesta pesquisa ¢ de elevada importancia, uma vez que o caso
em tela se trata de uma doenga rara, ainda sem tratamento especifico. De toda forma, faz-se
necessaria a realizagdo de mais estudos de base molecular para alcangar maiores avangos nesse

ambito.
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6 CONCLUSAO

Este estudo alcancou os objetivos almejados, haja vista que identificou variantes
moleculares relacionadas a resisténcia ao hormonio tireoidiano beta, sendo a rs/559388949
patogénica. Ademais, realizou a correlagdo fendtipo/gendtipo relacionada a mutagao
encontrada, sendo esse um dado escasso na literatura.

De forma complementar, refor¢a-se a necessidade de mais abordagens diagnosticas no
ambito molecular para, assim, com mais estudos nessa area, auxiliar no esclarecimento da
fisiopatologia da doenca e também ampliar ferramentas para que, em uma perspectiva futura,

um tratamento especifico seja possivel.
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APENDICE
APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AVALIACAO DE ALTERACOES MOLECULARES EM PACIENTES COM RESISTENCIA AO
HORMONIO TIREOIDIANO BETA (RHTB) E CORRELACAO FENOTIPO/GENOTIPO

1- 0 QUE E 0 ESTUDO?

O Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar voluntariamente de um estudo sobre avaliacdo de alteragdes
moleculares em pacientes com resisténcia ao hormonio tireoidiano e correlacio gendtipo/fendtipo.

Resisténcia ao hormoénio da tireoide beta (RTHP) ¢ uma sindrome rara caracterizada pela reducdo da
responsividade dos tecidos periféricos ao hormdnio da tireoide.

A partir de um maior conhecimento sobre as variantes genéticas, poderemos definir um possivel rastreio
para familiares dos membros afetados. Além disso, os conhecimentos gerados em nosso estudo permitirdo aos
médicos estarem mais atentos ¢ mais seguros sobre quando solicitar o rastreio, podendo, assim, realizar um
diagnostico precoce e evitar diagndsticos inadequados.

2- POR QUE FAZER ESSE PROCEDIMENTO?

A participagdo no estudo ndo lhe traz nenhum risco. O(A) Sr.(a) continuara a ser acompanhado(a) no
consultdrio/ambulatério pelo seu médico e nada mudara no seu tratamento. Se o(a) Sr.(a) concordar em participar
do estudo, serd submetido(a) a exames de sangue (retirada de sangue por profissional treinado em acesso
periférico) para analise molecular.

3- OBJETIVOS DO ESTUDO

O objetivo deste estudo ¢ avaliar, nos individuos afetados, variantes genéticas que possam estar relacionadas ao
desenvolvimento da doenga e correlacionar com a clinica apresentada.

4- PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se o(a) Sr(a) concordar em participar deste estudo, sera submetido(a) a coleta de sangue periférico. A
retirada do sangue periférico sera realizada por equipe treinada, e o material sera analisado no laboratério de
Medicina Molecular da UFMG e ndo tera nenhum custo para o paciente do estudo. Portanto, ao concordar em
participar do estudo, o(a) Sr.(a) ndo sofrerd nenhum prejuizo ou risco adicional.

Os avangos nas areas de saude ocorrem a partir de estudos como este; por isso, sua participacdo € muito
importante.

5- METODOS ALTERNATIVOS AO PROPOSTO PELO ESTUDO:

E importante lembrar que o(a) Sr.(a) pode optar por ndo participar do estudo. Nesse caso, o seu tratamento
seguira o protocolo padrdo para diagnostico e acompanhamento da resisténcia ao hormonio tireoidiano.

6- RISCOS RELACIONADOS AO ESTUDO

Nao ha riscos adicionais aos ja inerentes ao procedimento de coleta de sangue, tais como dor, equimoses
(manchas roxas sobre a pele) ou sangramento no local da pung@o.

7- BENEFICIOS DO ESTUDO

Este projeto de pesquisa avaliard variantes genéticas em pacientes com resisténcia ao hormdnio
tireoidiano.

A validagdo das variantes pode ampliar o conhecimento sobre o rastreio dos familiares dos membros
afetados.

Os resultados do estudo poderdo contribuir para uma possivel revisdo das indicagdes e rastreio dos
pacientes afetados e familiares.

8- QUEM IRA UTILIZAR SEUS DADOS?
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Além da equipe de satde que cuidara do(a) Sr.(a), seus registros médicos poderdo ser consultados pelo
Comité de Etica e pela equipe de pesquisadores envolvidos. Seu nome NAO sera revelado ainda que informagdes
de seu registro médico sejam utilizadas para propoésitos educativos ou de publicacdo cientifica, que ocorrerdo
independentemente dos resultados obtidos.

9- CUSTOS E RESSARCIMENTOS

NAO havera qualquer custo ou qualquer outro tipo de ressarcimento ou compensago para o(a) Sr(a) pela
sua participagdo no estudo, visto que o estudo ¢ institucional e NAO possui patrocinio para sua realizagao.

10- SUA PARTICIPACAO NO ESTUDO

E importante que o(a) Sr.(a) saiba que a sua participagdo neste estudo é completamente voluntéria e que
o(a) Sr.(a) pode recusar-se a participar sem penalidades ou perda de beneficios aos quais tem direito. O(A) Sr.(a)
podera se retirar do estudo em qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios.

11- ESCLARECIMENTOS SOBRE O ESTUDO

Nos estamos disponiveis para prestar quaisquer esclarecimentos sobre a pesquisa ao(a) Sr(a) ou
aos seus familiares. Nesse caso, entre em contato com a pesquisadora responsavel, Dra. Francine Luiza
Seganfredo, no telefone: (31) 993790790.

12. DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informagdes acima e entendi o proposito deste estudo assim como os beneficios e auséncia de riscos
adicionais para a participacdo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por
intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar deste estudo.

Entendo que néo serei submetido(a) a nenhum procedimento que traga risco a minha satide e ndo receberei
compensagdo monetaria por minha participagao neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/ /

(Assinatura do paciente), dia, més, ano

(Nome do paciente — letra de forma)

/ /

(Assinatura de testemunha, se necessario) dia, més, ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao paciente indicado
acima e/ou a pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia, més, ano



72

ANEXO

ANEXO A - Table 2 THRB variants affecting coding regions and their clinical significance

Table 2 THRB variants affecting coding regions and their clinical significance

Genomic reference Coding DNA reference ~ Exon Codon  Protein change Clinical significance = References
sequencea sequenceb
2.270864A>G c.1A>G 4 1 p-MetlVal Uncertain significance ClinVar
2.309518A>C c.52A>C 5 18 p.Lys18GIn Uncertain significance ClinVar
2.309533C>T c.67C>T 5 23 p.Arg23Ter Pathogenic ClinVar
2.309542G>A c.76G>A 5 26 p.Asp26Asn Pathogenic [70]
2.309573G>A c.107G>A 5 36 p.Cys36Tyr Pathogenic [70]
2.309592T>C c.126T>C 5 42 p.His42His Uncertain significance ClinVar
2.309648C>A c.182C>A 5 el p.Thr61Asn Uncertain significance ClinVar
2.309679C>A c.213C>A 5 71 p-Asp71Glu Uncertain significance ClinVar
2.356232C>T c.648C>T 8 216 p-Asp216Asp Uncertain significance ClinVar
2.356263 356280dup18 c.679 696dup18 8  227-232 p.Glu227 Thr232dup Uncertain significance ClinVar
2.356284G>A ¢.700G>A 8 234 p-Ala234Thr Pathogenic ClinVar;
HGMD [71]
2.356284G>C ¢.700G>C 8 234 p.Ala234Pro Uncertain significance ClinVar
2.356312G>A c.728G>A 8 243 p-Arg243GIn Pathogenic ClinVar;
HGMD [72]
2.356311C>G c.727C>G 8 243 p.Arg243Gly Uncertain significance ClinVar
2.356311C>T c.727C>T 8 243 p.-Arg243Trp Pathogenic ClinVar;
HGMD [73]
2.356321T>C c.737T>C 8 246 p.Leu246Pro Uncertain significance ClinVar
2.366370C>T c.740C>T 9 247 p.Pro247Leu Pathogenic HGMD [74]
2.366371T>C c.749T>C 9 250 p.11e250Thr Pathogenic HGMD [75]
2.366373G>A c.751G>A 9 251 p-Gly251Arg Pathogenic HGMD [76]
2.366373G>C c.751G>C 9 251 p-Gly251Arg Likely pathogenic ClinVar
2.366374G>A c.752G>A 9 251 p.Gly251Glu Pathogenic HGMD [77]
2.366374G>T c.752G>T 9 251 p.Gly251Val Pathogenic [21]
2.366413T>A c.791T>A 9 264 p.Val264Asp Pathogenic HGMD [58]
2.366425C>A c.803C>A 9 268 p-Ala268Asp Pathogenic HGMD [60]
2.366425C>G ¢.803C>G 9 268 p-Ala268Gly Pathogenic ClinVar;
HGMD [78]
2.366448 366450del/ATC c.826_828delATC 9 276 ple276del Pathogenic HGMD [60]
2.366448A>C ¢.826A>C 9 276 p.lle276Leu Pathogenic HGMD [79]
2.366449T>A c.827T>A 9 276 p.Ile276 Asn Pathogenic HGMD [80]
2.366451A>G ¢.829A>G 9 277 p.Thr277Ala Pathogenic HGMD [60]
2.366452C>T c.830C>T 9 277 p.Thr2771le Pathogenic HGMD [13]
2.366458C>A c.836C>A 9 279 p.Ala279Glu Pathogenic HGMD [75]
2.366458C>T ¢.836C>T 9 279 p.Ala279Val Pathogenic HGMD [60]
2.366460A>G c.838A>T 9 280 p.Ile280Val Pathogenic HGMD [81]
2.366461T>G ¢.839T>G 9 280 p.11e280Ser Pathogenic HGMD [63]
2.366466A>G c.844A>G 9 282 p-Arg282Gly Pathogenic [82]
2.366467G>C c.845G>C 9 282 p.Arg282Thr Pathogenic HGMD [81]



2.366468A>C
2.366470T>C
2.372100G>A
2.372106G>A
2.372108A>G

g.372108A>T
2.372109T>C

g.372110G>A
g372111G>A
g.372117A>G
g.372118T>C

g.372121C>A
g.372121C>G
2.372121C>T

.372126C>T
g.372127G>A

2.372129G>A

2.372129G>T
2.372130C>A

2.372138C>A

g.372138C>G
g.372138C>T

g.372139G>A
g.372139G>T

8.372139G>C
g.372142A>G
2.372144G>C

g372157A>G
g.372159A>C
g.372159A>G
g.372160C>A
g.372163T>C
g.372166C>A
g.372166C>T
g.372169T>C
g372171A>G
g.372174G>A

g.372175G>A
g.372178A>G
g.372179A>C
g.372181T>C
g372181T>G
g.372183G>C

c.846A>C
c.848T>C
c.920G>A
c.926G>A
c.928A>G

c.928A>T
2.929T>C

c.930G>A
c.931G>A
c.937A>G
c.938T>C

c.941C>A
c.941C>G
c.941C>T

c.946C>T
c.947G>A

c.949G>A

c.949G>T
c.950C>A

c.958C>A

c.958C>G
c.958C>T

c.959G>A
c.959G>T

€.959G>C
c.962A>G
€.964G>C

c.977A>G
c.979A>C
c.979A>G
c.980C>A
c.983T>C

c.986C>A
c.986C>T

c.989T>C

c.991A>G
c.994G>A

c.995G>A
c.998A>G
c.999A>C
c.1001T>C
c.1001T>G
¢.1003G>C

282
283
307
309
310

310
310

310
311
313
313

314
314
314

316
316

317

317
317

320

320
320

320

320

320
321
322

326
327
327
327
328
329
329
330
331
332

332
333
333
334
334
335

p.Arg282Ser
p.Val283Ala
p-Gly307Asp
p.Cys309Tyr
p-Met310Val

p-Met310Leu
p-Met310Thr

p.Met310Ile

p.Glu311Lys
p-Met313Val
p-Met313Thr

p.Ser314Tyr
p.Ser314Cys
p-Ser314Phe

p.Arg316Cys
p.Arg316His

p-Ala317Thr

p.Ala317Ser
p-Ala317Asp

p-Arg320Ser
p.Arg320Gly
p-Arg320Cys

p-Arg320His
p-Arg320Leu

p-Arg320Pro
p-Tyr321Cys
p.Asp322His

p.Glu326Gly
p-Thr327Pro
p.Thr327Ala
p.Thr327Asn
p.Leu328Ser
p-Thr329Asn
p-Thr3291le
p-Leu330Ser
p-Asn331Asp
p-Gly332Arg

p.Gly332Glu
p-Glu333Gly
p-Glu333Asp
p-Met334Thr
p-Met334Arg
p-Ala335Pro

Pathogenic

Pathogenic

Uncertain significance

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Uncertain significance

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Likely pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic

Uncertain significance

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
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HGMD [60]
HGMD [83]
ClinVar
HGMD [81]
ClinVar;
HGMD [84]
HGMD [85]
ClinVar;
HGMD [86]
HGMD [87]
HGMD [88]
ClinVar [89]
ClinVar;
HGMD [90]
HGMD [91]
HGMD [91]
ClinVar;
HGMD [91]
HGMD [92]
ClinVar;
HGMD [92]
ClinVar;
HGMD [93]
[94]

HGMD [95]
HGMD [84]
[89]
ClinVar; HGMD
[57]

ClinVar; HGMD
[57]

ClinVar; HGMD
(58]

[96]

HGMD [58]
ClinVar; HGMD
[97]

ClinVar

HGMD [98]
HGMD [75]
ClinVar

HGMD [99]
HGMD [100]
HGMD [101]
HGMD [102]
HGMD [103]
ClinVar; HGMD
[93]

HGMD [58]
ClinVar
HGMD [104
HGMD [105
HGMD [106

]
]
]
HGMD [103]



2.372186G>A
2.372186G>C
2.372189A>G

2.372190_372192delCAC
2.372192C>T

2.372193G>T
2.372200G>C

2.372201C>G
2.372202T>C
2.372205A>T
2.372209T>G

2.372211G>A

2.372211G>C
2.372213G>A

2.372213G>C

2.372213G>T
2.372214G>A

2.372214G>T

2.372216C>G
2.372216C>T
2.372219G>T
2.372220G>A

2.372220G>C
g.372223T>A
2.372225G>A
.372229C>T
g.372237A>G
2.372249G>C
2.372256C>T
2.372300C>A

.376700C>T
g.376701G>A

g.376707G>A
2.376830C>T
2.376838C>T
2.376839G>A

2.376841_376843delATG
2.376844A>G
g.376845T>C
g.376846A>G

2.376847_376849del GGA

2.376850_376857delGCC
TGC CA

2.376855C>A

g.376857A>C
g.376857A>T
g.376858T>A
2.376858T>G
2.376859_376860insT

¢.1006G>A
¢.1006G>C
c.1009A>G

¢c.1010_1012delCAC

c.1012C>T

c.1013G>T
c.1020G>C

c.1021C>G
c.1022T>C
c.1025A>T
c.1029T>G

c.1031G>A

c.1031G>C
c.1033G>A

c.1033G>C

c.1033G>T
c.1034G>A

c.1034G>T

c.1036C>G
c.1036C>T
c.1039G>T
c.1040G>A

c.1040G>C
c.1043T>A
c.1045G>A
c.1049C>T
c.1057A>G
¢.1069G>C
c.1076C>T
c.1120C>A

c.1147C>T
c.1148G>A

c.1154G>A
c.1277C>T
c.1285C>T
c.1286G>A

c.1288 1290delATG

c.1291A>G
¢.1292T>C
c.1293A>G

c.1294 1296delGGA
¢.1297_1304delGCC TGC

CA
c.1302C>A

c.1304A>C
c.1304A>T
c.1305T>A
c.1305T>G
¢.1306_1307insT

11
11
11
11

11
11
11
11

11
11

11
11
11
11

336
336
337

337

338

338
340

341
341
342
343

344

344
345

345

345
345

345

346
346
347
347

347
348
349
350
353
357
359
374

383
383

385
426
429
429

430
431
431
431

432
433-435

434

435
435
435
435
436

p-Val336Met
p.Val336Leu
p-Thr337Ala

p-Thr337del
p-Arg338Trp

p-Arg338Leu
p-GIn340His

p.Leu341Val
p.Leu341Pro
p-Lys342lle

p-Asn343Lys

p-Gly344Glu

p.Gly344Ala
p-Gly345Ser

p-Gly345Arg

p-Gly345Cys
p-Gly345Asp

p-Gly345Val

p-Leu346Val
p-Leu346Phe
p.Gly347Trp
p-Gly347Glu

p.Gly347Ala
p.Val348Glu
p.-Val349Met
p-Ser350Leu
p-lle353Val

p.Gly357Arg
p-Ser359Phe
p.GIn374Lys

p-Arg383Cys
p.-Arg383His

p-Gly385Glu
p-Thr426lle

p-Argd29Trp
p.Arg429GIn

p-Met430del
p.Ile431Val
p-Ile431Thr
p-lle431Met

p.Gly432del
p-His435fs

p.Cys434Ter

p-His435Pro
p-His435Leu
p-His435GIn
p-His435GIn
p-Ala436fs

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Uncertain significance

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic

Likely pathogenic
Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Uncertain significance

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Uncertain significance

Pathogenic
Pathogenic®

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

74

HGMD [107]
HGMD [84]

ClinVar; HGMD
[108]

ClinVar; HGMD
[109]

ClinVar; HGMD
[57]

HGMD [58]
ClinVar; HGMD
[110]

ClinVar [111]
HGMD [103]
HGMD [99]

ClinVar; HGMD
[99]

ClinVar; HGMD
[58]

HGMD [112]

ClinVar; HGMD
[113]

ClinVar; HGMD
[114]

ClinVar

ClinVar; HGMD
[115]

ClinVar; HGMD
[93]

HGMD [116]
HGMD [103]
HGMD [117]

ClinVar; HGMD
[93]

HGMD [118]
HGMD [119]
HGMD [58]
HGMD [120]
HGMD [121]
[122]

ClinVar

HGMD [81]

HGMD [81]
ClinVar; HGMD
[123]

ClinVar

HGMD [124]
HGMD [125]

ClinVar; HGMD
[58]

HGMD [106]
HGMD [126]
HGMD [58]

ClinVar; HGMD
[103]
HGMD [106]

HGMD [127]

ClinVar; HGMD
[128]
HGMD [129]

HGMD [130]
HGMD [130]
ClinVar

HGMD [131]



2.376865C>T c.1312C>T
2.376865delC c.1312delC
2.376866G>A c.1313G>A
2.376866G>C c.1313G>C
2.376872T>C c.1319T>C
2.376877A>G c.1324A>G
2.376878T>C c.1325T>C
2.376879_376880delGAinsATc.1326 _1327delGAinsAT
2.376880A>G c.1327A>G
2.376886G>T c.1333G>T
2.376889T>C c.1336T>C
2.376891C>A c.1338C>A
2.376892C>A c.1339C>A
2.376894dupC c.1341dupC
2.376898G>T c.1345G>T
2.376900 376910del/ACT c.1347 1357delACT CTT
CTT CCCCC ccccee
2.376901C>T c.1348C>T
2.376902T>A c.1349T>A
2.376902T>C c.1349T>C
2.376904T>A c.1351T>A
2.376904T>C c.1351T>C
2.376904T>G c.1351T>G
2.376906delCinsAA ¢.1353delCinsAA

2.376906_376907insACT

CITC

2.376906_376907insT

2.376908C>G
2.376908C>T
g.376910C>A

2.376910C>G

2.376910C>T

2.376910delCCinsTA

2.376911C>A

g.376911C>T
2.376911dupC

g.376913T>G
2.376914T>C
g.376916T>A
g.376917T>C

2.376921_376922insC

2.376923A>G
2.376926T>A
2.376926T>C

2.376929T>G

.376930C>G
g.376931G>A

c.1353_1354insACT CTT

C
¢.1353_1354insT
c.1355C>G
c.1355C>T
c.1357C>A

c.1357C>G
c.1357C>T

¢.1357delCCinsTA
c.1358C>A

c.1358C>T
¢.1358dupC

c.1360T>G
c.1361T>C
c.1363T>A
.1364T>C
¢.1368_1369insC
c.1370A>G
c.1373T>A
c.1373T>C

c.1376T>G

c.1377C>G
c.1378G>A

11
11
11

11
11
11

11
11

11
11
11

11

11
11

11
11
11
11
11
11

11
11
11

11
11

11
11

11
11
11
11

11
11
11

11
11

438

438

438

438
440
442

442
442443
443

445
446

446
447
448

449

449453

450
450

450
451
451
451
451
452

452
452
452
453

453

453

453
453

453
453

454
454
455
455
457
457
458
458

459

459
460

p-Arg438Cys
p.-Arg438fs
p-Arg438His

p.Arg438Pro
p.Leud440Pro
p-Met442Val

p-Met442Thr
p.Lys443Ter
p-Lys443Glu

p-Glud445Ter
p.Cys446Arg

p-Cys446Ter
p-Pro447Thr
p-Thr448fs

p-Glud449Ter
p.Glud49fs

p-Leud450Phe
p-Leud50His

p-Leu450Pro
p-Phed5llle
p-Phed451Leu
p.Phe451Val
p.Phed51fs
p-Pro452fs

p.Pro452fs

p.Pro452Arg
p-Pro452Leu
p-Pro453Thr

p.Pro453Ala
p-Pro453Ser

p.Pro453Tyr
p.Pro453His

p-Pro453Leu
p-Pro453fs

p.Leud54Val
p.Leud54Ser
p.Phe455Ile
p.Phe455Ser
p-Glud57fs
p.Glu457Gly
p-Val458Glu
p.Val458Ala

p.Phe459Cys

p.Phe459Leu
p.Glu460Lys

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Likely pathogenic

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Likely pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic

Pathogenic

Pathogenic
Pathogenic
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ClinVar; HGMD
(58]

ClinVar; HGMD
[132]

ClinVar; HGMD
[133]

[94]

HGMD [75]
ClinVar; HGMD
[93]

HGMD [134]
ClinVar

ClinVar; HGMD
[135]

HGMD [136]
ClinVar; HGMD
[137]

HGMD [138]
HGMD [103]
ClinVar; HGMD
[93]

ClinVar; HGMD
[139]

[140]

ClinVar

ClinVar; HGMD
[141]
HGMD [142]

HGMD [130]
HGMD [84]
ClinVar
HGMD [143]
HGMD [58]

HGMD [142]
HGMD [84]
[144]

ClinVar; HGMD
[93]

ClinVar; HGMD
[58]

ClinVar; HGMD
(58]

HGMD [81]
ClinVar; HGMD
[145]

HGMD [103]
ClinVar; HGMD
[115]

HGMD [146]
HGMD [147]
HGMD [148]
HGMD [149]
HGMD [150]
HGMD [84]
HGMD [151]
ClinVar; HGMD
[152]

ClinVar; HGMD
[97]

HGMD [84]
ClinVar; HGMD
[58]
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¢DNA complementary DNA, HGMD Human Gene Mutation Database, THRB thyroid hormone receptor beta,
TSH thyroid-stimulating hormone ? Variants are numbered in relation to the THRB DNA reference sequence
(GenBank accession number NG 009159.1)

b Variants are numbered in relation to the THRB cDNA reference sequence (GenBank accession number
NM_000461.4), whereby nucleotide +1 corresponds to the A of the ATG-translation initiation codon
c The authors affirmed that the artificial mutant obtained in vitro displayed a normal T (3)-binding affinity

and transactivation function. However, the proband and his grandmother, carrying the variant p.Arg429Trp, had
an authentic hyperthyroidism with high FT(4) plasma level in the presence of inappropriate TSH

Fonte: CONCOLINO, Paola; COSTELLA, Alessandra; PARAGLIOLA, Rosa Maria. Mutational landscape of
resistance to thyroid hormone beta (RTHf). Molecular Diagnosis & Therapy, v. 23, n. 3, p. 353-368, 2019. doi:
10.1007/s40291-019-00399-w.



