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RESUMO

A literatura mostra uma correlagao entre etnias e as variantes patogénicas do gene
do Receptor do Hormoénio Estimulante da Tireoide (TSHR). Alguns desses
polimorfismos podem ser fatores de risco para o desenvolvimento de Hipotireoidismo
Congénito Primario (HCP). Neste estudo, foi investigada a relagdo entre as
frequéncias dos polimorfismos do gene TSHR e a influéncia genética de marcadores
informativos de ancestralidade africana, amerindia e europeia em pacientes
diagnosticados com HCP em uma populagdo amazénica no Brasil. A identificagdo de
Marcadores Informativos de Ancestralidade (MIA) foi realizada usando um painel de
48 marcadores, e o0s resultados foram comparados com populacdes parentais
amerindias, europeias ocidentais e africanas subsaarianas usando o software
Structure v2.3.4. A distribuigdo dos marcadores de ancestralidade testados entre 106
pacientes indicou uma diferenga significativa nas porcentagens de ancestralidade
amerindia (32,2%), europeia (41,8%) e africana (25,9%). Foram identificadas quatro
alteracdes de nucleotideos entre 49 pacientes. A analise de regressao logistica ndo
mostrou associagao significativa entre os polimorfismos rs2075179 e rs1991517 e a
ancestralidade genética. Este estudo ndo encontrou evidéncias de uma relagao entre
as variantes do gene TSHR e os marcadores de ancestralidade genética em pacientes

com HCP.

Palavras-chave: Marcadores informativos de ancestralidade; Hipotireoidismo
Congénito Primario; gene TSHR, Polimorfismos; Ancestralidade genética



ABSTRACT

Literature shows a correlation between ethnicities and pathogenic variants of the
receptor TSH hormone gene (TSHR). Some of these polymorphisms can be as risk
factors for the development of Primary Congenital Hypothyroidism (PCH). In this study,
we investigate the relationship between the frequencies of TSHR gene polymorphisms
with the genetic influence of African, Amerindian, and European ancestry informative
markers in patients diagnosed with PCH in an Amazonian population in Brazil. The
study was conducted on samples of 106 patients diagnosed with PCH. Genomic DNA
was isolated from peripheral blood samples, and 10 exons from the TSHR were
automatically sequenced. Ancestry-Informative Marker identification was performed
using a panel of 48 markers, and the results were compared with parental Amerindian,
Western European, and Sub-Saharan African populations using Structure v2.3.4
software. Four nucleotide alterations were identified among 49 patients. The
distribution of tested ancestry markers among the 106 patients indicated a significant
difference in the percentages of Amerindian (32.2%), European (41.80%), and African
(25.9%) ancestry. A logistic regression analysis revealed no significant association
between the rs2075179 and rs1991517 polymorphisms and genetic ancestry. This
study found no evidence of a relationship between polymorphic TSHR gene variants

and genetic ancestry markers in patients with PCH.

Keywords: Ancestry informative markers; Primary Congenital Hypothyroidism; TSHR
gene, Polymorphisms; Genetic ancestry.
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1. INTRODUGAO

O Hipotireoidismo Congénito (HC) faz parte da maioria dos programas de
triagem neonatal em todo o mundo. O diagnostico confirmatorio desta endocrinopatia
aponta na maioria dos casos para o Hipotireoidismo Congénito Primario (HCP)
(WASSNER, 2018; LAU; JOSEPH; AW, 2020). Varios estudos epidemioldgicos tém
sido realizados e os principais achados demonstraram uma relacio entre as variagdes
étnicas e a suscetibilidade ao desenvolvimento de HCP e tireopatias (STOPPA-
VAUCHER; VAN VLIET; DELADOEY, 2011; GARMENDIA MADARIAGA et al., 2014;
OLMOS et al., 2015; TAYLOR et al., 2018). No entanto, uma limitagdo destes estudos
se fundamenta no fato de que n&o sao consideradas as informagdes das contribuicoes
étnico-raciais baseadas em estudos de ancestralidade genética (por exemplo,

polimorfismos de Insergdo/Delecao (INDEL)).

Nesse contexto, os polimorfismos INDEL quando utilizados como Marcadores
Informativos de Ancestralidade (MIA) séo ferramentas valiosas para descrever ou
confirmar a formagao histérica de uma populagcao (SALOUM DE NEVES MANTA et
al., 2013). Utilizados como alternativa a autodeclaragdo étnico-racial, esses
marcadores sdo mais precisos na avaliacdo das contribuicdes de raca e/ou etnia na
populagao, especialmente em populagdes miscigenadas, como a populagao brasileira

(SANTOS et al., 2010; RAMOS et al., 2016).

Além disso, a incidéncia de certas variantes polimérficas encontradas no gene
do Receptor do Horménio Estimulante da Tireoide (TSHR) associadas a ocorréncia
de HCP foram observadas em diferentes populagdes e grupos étnicos (DA et al.,
2021). Adicionalmente, estudos identificaram uma relagéo entre etnias e as variantes
patogénicas do gene TSHR (NARUMI et al., 2009; CHANG et al., 2012; DA et al.,

2021).

Victor Henrique Botelho Lourengo Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 1



Considerando a complexidade da composicdo genética de populagbes
miscigenadas e a importancia das variantes genéticas na predisposi¢ao a doencgas
(DA SILVA et al., 2017; LEAL et al., 2020), este estudo procurou identificar como as
variagoes nas diferentes contribuicdes étnicas podem influenciar nas frequéncias dos
polimorfismos do gene TSHR. Neste estudo, foram avaliadas a contribuicdo genética
de MIAs Africanos, Amerindios e Europeus (polimorfismos INDEL) e a associagao
dessas contribuigdes com diferentes frequéncias dos polimorfismos do gene TSHR
em uma populagao de pacientes diagnosticados com HCP na Amazénia Brasileira.
1.1 Hipotireoidismo congénito e suas Classificagdes clinicas

O Hipotireoidismo Congénito (HC) é definido pela incapacidade da glandula
tireoide do recém-nascido em produzir quantidades adequadas de hormdnios
tireoidianos, tri-iodotironina (T3) e tiroxina (T4), podendo ser ocasionado por
alteragdes no desenvolvimento da glandula tireoide, na sintese, na secregéo e agéo
dos horménios, ou pelo mal funcionamento de outras glandulas que compdem o eixo
Hipotalamo-Hipdfise-Tireoide (RASTOGI; LAFRANCHI, 2010; WASSNER, 2017).

O HC pode ser classificado em transitorio ou permanente. O HC transitério é
uma deficiéncia temporaria do horménio tireoidiano, diagnosticado nos primeiros dias
de vida, com a retomada da producédo normal ocorrendo nos primeiros meses ou anos
de vida da crianga. Ja o HC permanente, acomete a crianga ao longo de sua vida,
podendo ser classificado em relagdo a sua origem, como Primario, Secundario e

Resisténcia Periférica (RASTOGI; LAFRANCHI, 2010; WASSNER, 2018).

1.1.1. Hipotireoidismo Congénito Primario

O HCP é caracterizado por alteragbes na glandula tireoide, podendo ser
ocasionado por defeitos no desenvolvimento da glandula, deficiéncias na produgao de
hormonios tireoidianos, e, defeitos na sinalizagao e/ou transducao da sinalizagcédo do

Horménio Estimulante da Tireoide (TSH) (Wassner, 2017, 2018).
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Estima-se que o HCP é responsavel pela maioria dos casos de HC, podendo
ser classificado quanto ao tipo de alteracdo da glandula em: disgenesia tireoidiana,

ectopia e disormonogénese (MACIEL et al., 2013; WASSNER, 2017, 2018).

As principais causas de HCP sao originadas da disgenesia tireoidiana com
ectopia, correspondendo a cerca de 85% dos casos, e, os outros 15% ocorrem por
disormoniogénese tireoidiana, devido a mutagbes que causam falhas na sintese
hormonal (LAFRANCHI, 1999; BROWN; DEMMER, 2002; RASTOGI; LAFRANCHI,
2010).

1.1.2. Hipotireoidismo Congénito Secundario

O Hipotireoidismo Congénito Secundario (ou central), € associado aos defeitos
na formagé&o ou ligagdo do Hormdnio Liberador de Tireotropina (TRH) e na produgao
de TSH. Dentre as causas podem se destacar: a) a deficiéncia isolada de TSH
(mutacdo do gene da subunidade b do hormdnio TSH; b) a deficiéncia do horménio
TRH; ¢) a Sindrome isolada de Interrupcédo do Pedunculo Hipofisario (SIPH); e, d)
lesdo hipotalamica. Em alguns casos, pode ocorrer a resisténcia ao TRH, devido a
mutacdes no gene do receptor de TRH (LAFRANCHI, 1999; RASTOGI; LAFRANCHI,

2010; MACIEL et al., 2013; WASSNER, 2017, 2018).

Além disso, algumas mutagcbdes nos fatores de transcricdo (genes HESX1,
LHX3, LHX4, PIT1, PROP1) estdo envolvidas no desenvolvimento ou fungdo da
hipéfise (RASTOGI; LAFRANCHI, 2010).

1.1.3. Resisténcia Periférica

O hipotireoidismo causado por Resisténcia Periférica resulta de: defeitos no

transporte dos hormdnios tireoidianos; no metabolismo; ou, na resisténcia a agao dos

hormonios tireoidianos.
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A resisténcia aos horménios tireoidianos esta relacionada a mutacdes no
receptor B da tireoide (RASTOGI; LAFRANCHI, 2010). Além disso, pode estar
associada a algumas sindromes como Allan-Herndon-Dudley syndrome (RASTOGI;
LAFRANCHI, 2010).

1.2. Caracteristicas clinicas

As principais caracteristicas clinicas da doenga s&o: bdcio, ma alimentagao,
constipacéo, hipotermia, bradicardia, edema, fontanela grande, macroglossia, ictericia
prolongada, hérnia umbilical, hipotonia muscular, dificuldades respiratorias, cianose,
anemia, sonoléncia excessiva, livedo reticularis, choro rouco, mixedema, sopro
cardiaco, atraso na denticdo, retardo na maturacdo Ossea e pele seca e sem

elasticidade (MACIEL et al., 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2016; WASSNER, 2017).

Caso néo seja diagnosticado e posteriormente tratado, o recém-nascido pode
desenvolver alteragdes no seu crescimento e desenvolvimento neuropsicomotor. Por
este motivo, o HC é considerado uma emergéncia pediatrica (MINISTERIO DA

SAUDE, 2016).

1.3. Epidemiologia

Os primeiros estudos epidemioldgicos sobre a doenga registraram que a
doenca afeta 1:3000 a 1:4000 recém-nascidos vivos (FISHER et al., 1979). Entretanto,
0 numero de casos pode variar dependendo da populacédo e valores de referéncia
utilizados na triagem neonatal, ocorrendo uma variagado na frequéncia da doencga,
podendo afetar 1:2000 a 1:3000 recém-nascidos vivos (FORD; LAFRANCHI, 2014;

WASSNER; BROWN, 2015).

A epidemiologia da doenga no Brasil € limitada e poucos estudos representam

um panorama atual da doenga. Os estudos realizados apontam para uma incidéncia
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entre 1:1,867 e 1:2.595 nascidos vivos, cuja divergéncia dos dados pode estar
associada com as caracteristicas regionais da populacéo e metodologias de triagem

(MAGALHAES et al., 2009; MACIEL et al., 2013; COSTA et al., 2024).

1.4. Triagem Neonatal e Diagnéstico para hipotireoidismo congénito

A Triagem Neonatal (TN) € um dos principais programas de triagem
populacional existentes no mundo. A TN tem como funcéo principal o rastreio de
doencgas, e apos isso, a investigagdo para o diagndstico precoce de doencgas
genéticas e infecciosas (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A triagem para HC originou-se em 1974 com o primeiro programa para TN de
HC no estado de Quebec, Canada. Inicialmente, eram utilizados os valores séricos de
T4 para a triagem desses pacientes através da coleta de sangue venoso. Somente
em 1990, com o advento do uso de papel-filtro para a coleta e a utilizacao dos valores
do horménio TSH que a triagem para HC se popularizou no mundo (DUSSAULT et
al., 1975; FORD; LAFRANCHI, 2014).

No Brasil, a TN comegou em 1976, pela Associagdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais de Sao Paulo (APAE-SP), mas para o HC, iniciou-se em 1986, em
programas regionais (MARINI DE CARVALHO et al., 2007). A TN se popularizou no
Brasil com o surgimento dos programas de Diagndstico Precoce do Hipotireoidismo
Congénito e Fenilcetonuria em 1992 e, posteriormente, o Programa Nacional de

Triagem Neonatal em 2002 (MINISTERIO DA SAUDE, 1992, 2001).
1.5. Fisiologia e sinalizagao no Hipotireoidismo congénito

1.5.1. Sintese, liberagao e sinalizagdo dos hormdnios tireoidianos
A tireoide é uma glandula endocrina que esta localizada na parte anterior do
pescogo, abaixo da laringe e envolto na traqueia. Ela é formada por dois grandes lobos

laterais, conectados por um istmo estreito e composta por milhares de foliculos
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tireoidianos. Estes foliculos sédo constituidos por um epitélio simples (células
foliculares) formando um lumen contendo uma substancia gelatinosa denominada

coldide (NILSSON; FAGMAN, 2017a).

O coloide € a regidao onde ocorre a produgdo e o armazenamento dos
horménios tri-iodotironina (T3) e a tiroxina (T4) na glandula tireoide. E caracterizado
pela sua composicao rica em proteinas, especialmente a Tireoglobulina (TG), proteina

precursora dos horménios tireoidianos e iodeto (NILSSON; FAGMAN, 2017a).

O iodeto é captado da corrente sanguinea e transportado ativamente para as
células foliculares através dos canais Transportadores de Sdédio-lodeto (NIS),
localizados na membrana das células foliculares e posteriormente liberado para o
coloide através dos canais de transmembranas denominados Pendrina. No coloide, o
iodeto sofre a agado da Enzima Tireoperoxidase (TPO), em um processo denominado

organificacdo do iodo (CARVALHO; DUPUY, 2017; NILSSON; FAGMAN, 2017b).

A TG é uma proteina formada por residuos de tirosina, sendo produzida no
citoplasma das células foliculares e posteriormente depositada no coloide. Os
residuos da tirosina que compdem a TG sao iodados pela agao da enzima TPO
formando monoidotirosinas e diiodotirosina. A combinagdo de uma monoiodotirosina
com uma diiodotirosina forma o T3, enquanto a combinag¢ao de duas diiodotirosinas,
formam o T4. Neste estagio, os horménios tireoidianos s&do armazenados até a

sinalizagdo do horménio TSH (CARVALHO; DUPUY, 2017).

O TSH é o principal horménio pela regulagdo e produ¢do dos hormdnios
tireoidianos. O horménio TSH ao se ligar ao seu receptor presente na superficie das

células foliculares, desencadeia uma cascata de reagdes através da ativagcdo do
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adenilato ciclase, formando o Monofosfato Ciclico de Adenosina (AMPc) nas células

foliculares (CARVALHO; DUPUY, 2017).

O AMPc é responsavel por uma cadeia de fosforilagao de proteinas presentes
nas células foliculares, possibilitando a fagocitose da TG iodada pela célula folicular.
O fagossomo por sua vez degrada a TG iodada, formando os horménios T3 e T4, os
quais séo liberados na corrente sanguinea por difusdo simples, através das
membranas das células foliculares. Nos tecidos periféricos o T4 é convertido em T3

na grande parte dos tecidos (PARMENTIER et al., 1989; CARVALHO; DUPUY, 2017).

Os hormobnios T3 e T4 exercem seus principais efeitos nos receptores
nucleares. O horménio T4 é o principal produto da glandula tireoide. O T3 € o mais
ativo no organismo, agindo nos receptores dos nucleos celulares dos tecidos
periféricos e regulando a transcricdo génica, tendo um grande impacto no

metabolismo de um modo geral (CARVALHO; DUPUY, 2017).

1.5.2. Fisiopatologia do hipotireoidismo congénito primario

A secrecao dos horménios tireoidianos é controlada, principalmente, pelo nivel
plasmatico de TSH, o qual é produzido e secretado pela hipdfise anterior sendo
regulada pela relagdo entre o hipotalamo e a hipdéfise anterior através de um
mecanismo de retroalimentacdo. Os hormdnios tireoidianos T3 e T4 possuem a
funcao inibitéria quando se ligam aos receptores no hipotalamo que € o responsavel
por produzir o Horménio Liberador de Tireotrofina (TRH), que tem por fung&o estimular
as células tireotrdficas pituitarias da hipofise anterior a secretar o TSH (CARVALHO;

DUPUY, 2017; NILSSON; FAGMAN, 2017b).

Em condi¢gdes normais, quando ha o aumento no nivel de TSH no organismo,

ha o aumento na produgao e liberacdo dos horménios tireoidianos, que por sua vez
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inibem o hipotalamo de secretar o TRH. Sem o estimulo do horménio TRH, a hipdfise
anterior reduz a secregdo de TSH no organismo. Os niveis plasmaticos de TSH sé
retornam quando ha a diminuicdo dos niveis dos hormdnios tireoidianos, os quais
possuem a fungao inibitéria no hipotalamo. Assim, esse balan¢go hormonal se regula

nesse mecanismo de retroalimentagdo (ORTIGA-CARVALHO et al., 2016).

Como definido anteriormente, o HCP € a classificacdo mais recorrente dentre
os diagnésticos de HC permanente e é caracterizado por falhas na glandula tireoide,
seja no seu desenvolvimento ou na sua anatomia. Dessa forma, alteragdes na
glandula variam a dinamica das secregdes hormonais do eixo hipotalamo-hipéfise-
tireoide. Nesse sentido, as principais caracteristicas bioquimicas que caracterizam o
HCP sao o aumento dos niveis plasmaticos de TSH e a reducdo dos niveis dos
horménios tireodianos (T3 e T4 livre) (DUPREZ et al., 1998; ORTIGA-CARVALHO et

al., 2016).

1.6. Genes associados ao Hipotireoidismo Congénito Primario

1.6.1. Genes associados a disormogénese tireoidiana

A disormonogénese tireoidiana corresponde de 15% a 20% dos casos de HCP
e representa a menor taxa dentre as causas de HC, sendo atribuida a defeitos inatos
na sintese dos hormoénios tireoidianos. Esse quadro clinico esta associado aos genes

responsaveis pela sintese dos hormonios tireoidianos (ABDULJABBAR; AFIFI, 2012).

Dentre as alteragbes genéticas nos genes relacionados a sintese dos
hormonios tireoidianos, destaca-se o TG, responsavel pela sintese da proteina
tireoglobulina (MEDEIROS-NETO, 1993; VAN DE GRAAF et al., 2001; HISHINUMA
et al., 2006). Referente a captagdo de sodio e iodeto, destaca-se o gene SLC5A5, que

sintetiza os canais NIS (FUJIWARA et al., 1997; GEYSELS, 2022), e que capta o
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iodeto da circulagao para as células foliculares. O gene SLC26A4 codifica a proteina
pendrina, que € a responsavel pela liberacdo do iodeto das células foliculares para o

coloide (BANGHOVA et al., 2008; KUHNEN et al., 2014).

Outras alteragcdes que ocorrem estao relacionadas as mutagdes nas enzimas
responsaveis pela oxidagao do iodeto, referentes aos genes DUOX2 e DUOX2A, os
quais sintetizam glicoproteinas membros da familia NADPH oxidase, associadas a
biossintese dos hormdnios tireoidianos (PETERS et al.,, 2019). O gene TPO,
responsavel pela sintese da tireoperoxidase, participa da organificacédo do iodeto no
coloide, para que ocorra a adesao do iodo nos residuos de tirosina (ABRAMOWICZ

et al., 1992; ZHANG et al., 2020).

1.6.2. Genes associados a disgenesia tireoidiana

A disgenesia tireoidiana (DT) corresponde a aproximadamente 85% dos casos
de HC, relacionado com as alteragbes estruturais da tireoide. Dentre os genes
associados as alteragdes da tireoide, estao os fatores de transcricao PAX8, FOXE1 e
TTF1, além do gene TSHR, sendo todos eles responsaveis pela embriogénese da

glandula (ABDULJABBAR; AFIFI, 2012).

Os fatores de transcricdo TTF1 e PAX8 desempenham a fungéo na regulagao
de genes associados ao desenvolvimento da tireoide (MONTANELLI;
TONACCHERA, 2010). O fator de transcrigao TTF1 é responsavel pela regulagao da
expresséo dos genes TG, TPO e TSHR (BINGLE, 1997; GUAN et al., 2021). Além
disso, os genes PAX8 e FOXE1 sao fatores de transcrigdo envolvidos no
desenvolvimento glandular e na regulagao da expressao dos genes da TG e da TPO

(MONTANELLI; TONACCHERA, 2010; BATJARGAL et al., 2022).
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O gene FOXE1/TTF2 tem por fungao promover a diferenciagao celular e a
migragao para a posi¢ao sublingual no pescogo de células precursoras das células
foliculares, as quais sdo responsaveis pela composicdo do foliculo tireidiano
(CASTANET; POLAK, 2010). A literatura mostra que mutag¢des na regiao de ligagao
(forkhead), ou, na regiao poli-alaninas desse fator, estdo associadas a disgenesia e
ectopia (CHADWICK; OBERMAYR; FRISCHAUF, 1997; CASTANET; POLAK, 2010;

PIMENTEL et al., 2017).

A resisténcia ao hormdnio TSH pela glandula tireoide € definida pela resposta
reduzida/ausente do receptor TSHR ou a nivel pés-receptor. As mutagdes que
conferem resisténcia ao fendtipo sao caracterizadas por altas concentracbées de TSH
circulantes e niveis normais ou baixos de hormdnios tireoidianos (NOGUEIRA et al.,

1999).

Em humanos, o gene TSHR esta localizado na regido cromossémica 14q24
(GenelD: 7253), sendo constituido por 10 éxons. Os éxons de 1 a 9 e parte do 10, sdo
responsaveis por codificar o dominio extracelular do receptor. A outra parte do éxon
10 é responsavel por codificar os dominios transmembrana e intracelular
(NAGAYAMA et al., 1989). Nesse sentido, alteragbes no gene TSHR podem acarretar

perda ou ganho de fung¢ao do receptor de TSH (TSHr) (DUPREZ et al., 1998).

O TSHr é uma proteina de funcao receptora e esta envolvida na ativacao da
adenilato ciclase, enzima responsavel pela formagao do AMPc, através da conversao
do ATP em AMPc, sendo importante pela participacdo de inUmeros processos

intracelulares (KOHN et al., 1995; ROBICHAUX; CHENG, 2018).

As alteracdes no gene TSHR, estdo associadas ao ganho ou perda de fungéo

do receptor. Nesse contexto, estudos realizados no Estado do Para, mostraram uma
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alta frequéncia de polimorfismos associados ao HCP, dentre eles, o polimorfismo

rs1991517 (D727E) (ALVES et al., 2010; CORTINHAS ALVES et al., 2016).

Este polimorfismo estd associado com a resisténcia ao horménio TSH,
alterando a afinidade de ligagdo ao AMPc, modificando a transdugéao de sinal mediada

por este segundo mensageiro (KOLLATI et al., 2020).

1.7. INDEL e aplicabilidade clinica

Os Marcadores INDEL s&o polimorfismos genéticos que diferem em
frequéncias alélicas entre as populagdes ancestrais, podendo ser utilizados como
marcadores informativos de Ancestralidade (MIAs) (WEBER et al., 2002). Esses MIAs
possibilitam estimar o risco e a prevaléncia para o desenvolvimento de determinadas
doengas associadas a grupos ancestrais (SANTOS et al., 2010; FONDEVILA et al.,
2012).

E certo que a populacdo brasileira possui como caracteristica uma alta
miscigenacdo. Assim, a utilizagdo de marcadores INDEL possibilita uma maior
seguranga na analise do historico de ancestralidade em relagdo a autodeclarada
(SALOUM DE NEVES MANTA et al., 2013; RAMOS et al., 2016).

No inicio da colonizagdo brasileira, ocorreu a miscigenagado entre nativos
americanos (amerindios/indigenas), africanos e europeus, tornando o Brasil uma das
populagdes mais heterogéneas do mundo. Entretanto, as propor¢des de imigragdes
desses grupos étnicos variam de acordo com cada regiao geografica (SANTOS et al.,

2010; PENA; SANTOS; TARAZONA-SANTOS, 2020).
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2. OBJETIVOS

e Descrever as frequéncias das variantes do gene TSHR em uma populagéo de
pacientes com hipotireoidismo congénito primario.

e Avaliar as contribuicbes genéticas dos marcadores informativos de
ancestralidade dos grupos Africanos, Amerindios e Europeus em uma
populagdo de pacientes com hipotireoidismo congénito primario.

e Avaliar a relacdo dos marcadores informativos de ancestralidade com as
frequéncias de polimorfismos do gene TSHR em uma populagao de pacientes

com hipotireoidismo congénito primario.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Populacgao do Estudo
Este estudo foi conduzido com pacientes diagnosticados com Hipotireoidismo
Congénito Primario e tratados na Unidade de Referéncia Especializada Materno

Infantil (UREMIA/PA) na cidade de Belém, no Estado do Para, Brasil.

3.2. Critérios de Inclusdo e exclusao

Os critérios de inclusdo do estudo foram o diagnéstico confirmatorio de HCP
por sintomas clinicos (presentes na primeira consulta), e, os dados bioquimicos
referentes aos niveis plasmaticos do Horménio Estimulante da Tiroide (TSH) e
Tiroxina (T4). Foi utilizado como valor de referéncia para o TSH o limite superior de
20 mUIl/L (VAN TROTSENBURG et al.,, 2021). Foram excluidos pacientes sem

diagnosticos confirmatério bioquimico, clinico, e, patologias associadas a tireopatias.

3.3. Amplificagao e Genotipagem

O DNA genbmico foi isolado a partir das amostras de sangue periférico dos
pacientes, com a utilizagao do mini kit Invisorb® Spin Blood (Invitrogen do Brasil Ltda.,
Sao Paulo, SP, Brasil). Os éxons do gene TSHR foram amplificados por Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), com a utilizacdo do termociclador MJ96+/MJ96G
(Applied Biosystems do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) e sequenciados com os

primers detalhados na Tabela 1 (DE ROUX et al., 1996).
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Tabela 1 - Primers para a amplificagdo dos éxons do gene TSHR

Tamanho do Amplicon Tm

Exon Primers Amplicon(bp) (°C)

1 1F GAGGATGGAGAAATAGCCCCGAG 302 54
1R CACTACTTCGGGCTGTTATTGAG

2 2F TAAGGTGAATTATTAGAAAAGC 205 48
2R CTTGATAGAACACGTTTAGAGAA

3 3F GCAGAATCCATGAGGGTTGT 304 54
3R AGAAACCAGGCCTCCCATTG

4 4F ACCCTGTGGCGTAAATGCATAT 329 52
4RCCCGACCCAGGCTATACACCATT

S 5F GCTTTACTTATCTTCAACCTACC 291 52
5R AGTTTGACTACAGGTTGTCTTC

6 6F TATTGTGTCCTGTTATTTAAGTGCATA 293 54
6R GTACTCTATAGAGTATATATGATAAGG

7 7F TGGGATACATATGTGGGACCTG 324 54
7R TGTTGGGTCACACTAACTCTGG

8 8F TGGTCACATTTTATTCTGATATTTGT 272 54
8R CTCCCCTTAATGTCTCCATTTATTCC

9 9F TCATCTCCCAATTAACCTCAGG 408 54
9R GCTTCCAATTTCCTCTCCAC

10 FA ACTGTCTTTGCAAGCGAGTT 875 o4
RB GTGTCATGGGATTGGAATGC
FC TGGCACTGACTCTTTTCTGT 868 56

RD GTCCATGGGCAGGCAGATAC

Victor Henrique Botelho Lourengo Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 14



A amplificagdo por PCR foi realizada com 20 ng de DNA gendmico em um
volume final de 10 pL. A reagcdo compreendeu 1 x PCR buffer (Invitrogen® do Brasil
Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCI2, 2 pmol de

cada primer e 0,5 U de Taq polimerase (Invitrogen®).

Foram realizados 30 ciclos de PCR apds uma etapa inicial de desnaturacao a
94°C por 1 minuto. Cada ciclo consistiu em 1 minuto a 94°C (desnaturagao), 1 minuto
para o anelamento dos primers (53°C—61°C) e uma etapa de extens&do de 1 minuto a
72°C. Uma extensao final foi completada a 72°C por 10 minutos. Todos os produtos

derivados de PCR foram visualizados em géis de agarose a 1,8%.

Os gendtipos populacionais foram determinados por sequenciamento utilizando
o Kit de Sequenciamento de Ciclo BigDye Terminator v 3.1. Os produtos foram

analisados em um sequenciador ABI 3130 da Applied Biosystems.

3.4. Andlise de ancestralidade - Marcadores INDEL
Foram utilizados 48 marcadores INDEL para a analise de ancestralidade. Os
marcadores selecionados foram previamente validados (SANTOS et al.,, 2010;

FRANCEZ; RIBEIRO-RODRIGUES; DOS SANTOS, 2012a).

Apés a amplificagdo do gene, as amostras foram genotipadas utilizando um
Analisador Genético ABlI PRISM 3130 (Applied Biosystems) e os resultados foram
analisados pelo software GeneMapper v3.2 (Applied Biosystems). O marcador ABIGS
LIZ-500 (Applied Biosystems) foi usado como referéncia para a identificagdo de
INDELs. Os padrées de tamanhos conhecidos foram incluidos em cada ensaio para

controle de qualidade.

Victor Henrique Botelho Lourengo Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 15



Como o modelo de miscigenagao assume que cada individuo herda parte de
seus marcadores de ancestralidade de populagdes ancestrais, os resultados foram
plotados contra as trés populagdes parentais que constituem a populacao brasileira
para estratificagcdo de ancestralidade. O tamanho da amostra da populagao parental
em nosso banco de dados foi descrito anteriormente (FRANCEZ; RIBEIRO-

RODRIGUES; DOS SANTOS, 2012a).

3.5. Andlise Estatistica

As frequéncias de polimorfismos foram calculadas dividindo o niumero de alelos
de portadores do polimorfismo pelo numero total de alelos examinados. As
frequéncias alélicas foram expressas em porcentagens e as variaveis continuas sao

apresentadas como médias * desvios padrao (DP).

As estimativas de miscigenagado genética foram obtidas usando o software
Structure v2.3.4, com um periodo de burn-in de 50.000 e 100.000 repeticbes de
MCMC apds o burn-in, utilizando um modelo independente de frequéncia de alelos. A
normalizacdo e a analise dos dados foram realizadas com um teste MANOVA
utilizando o SPSS verséo 22 (IBM SPSS Statistics para Windows, Armonk, NY: IBM

Corp; 2013).

As analises estatisticas foram realizadas no RStudio versdo 4.0.3 (RStudio,
Inc., Boston, MA, EUA). Os indices de ancestralidade foram comparados entre grupos
utilizando ANOVA. Regressdes logisticas multiplas foram utilizadas para avaliar
potenciais associagdes entre as frequéncias dos polimorfismos do gene TSHR e os
marcadores de ancestralidade genética, estimando razdes de chances (ORs) e seus
intervalos de confianga de 95% (ICs). Todos os valores de p reportados s&o bicaudais,

com valores de p < 0,05 considerados estatisticamente significativos.
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3.6. Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Para - UFPA (CAAE: 66812122.1.0000.0018). Os
responsaveis legais dos pacientes foram consultados antes da coleta de sangue e da
entrevista. Os pacientes que concordaram em participar assinaram um termo de
consentimento padrdo. A participacdo no estudo foi voluntaria, com os pacientes

podendo se retirar do estudo sem consequéncias.
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4. RESULTADOS

O sequenciamento dos éxons do gene TSHR revelou quatro alteragdes
nucleotidicas: rs2234919 (c.154C> A; p.Pro52Thr), rs2075179 (c.561T> C;
p.Asn187=), rs113951800 (c.1377G> A; p.Ala459=) e rs1991517 (c.2181C> G;
p.Asp727Glu). 49 pacientes apresentaram um ou mais polimorfismos na regiao

codificadora do gene TSHR.

Cinco pacientes apresentaram duas alteragbes nucleotidicas: trés com
polimorfismos rs2075179 (p.Asn187=) e rs1991517 (p.Asp727Glu); um com
polimorfismos rs113951800 (p.Ala459=) e rs1991517 (p.Asp727Glu); e, um com
polimorfismos rs2075179 (c.154C> A; p.Pro52Thr) e rs2075179 (c.561T> C;

p.Asn187=). As frequéncias alélicas estao detalhadas na Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncias de polimorfismos em pacientes com Hipotireoidismo Congénito

Primario.
rsiD Alteracao Frequéncia Frequéncia
da proteina Genotipica Alélica
rs2234919 p.Pro52Thr 4/106 (3,77%) 1,89%
rs2075179 p.Asn187= 28/106 14,62%
(CT: 23,58%)
(CC: 2,83%)
rs113951800 p.Ala459= 4/106 (3,77%) 1,89%
rs1991517 p.Asp727Glu 18/106 (17%) 8,5%

A distribuigdo dos marcadores de ancestralidade dos 106 pacientes testados
indicou uma diferenca significativa entre as ancestralidades Amerindia, Europeia e

Africana (F=48,725; p<0,0001), conforme mostrado na Figura 1.A.
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A Figura 1.B ilustra o perfil de ancestralidade de cada paciente. Quanto mais
préximo um dos circulos estiver dos vértices do triangulo, maior é a ancestralidade
para aquele paciente. Esta analise permite uma representacao visual das diferentes

ancestralidades para o grupo de pacientes com HCP analisados.

Figura 1. A. O boxplot compara as contribuicdes dos marcadores Amerindio (Amr),
Africano (Afr) e Europeu (Eur) em pacientes com hipotireoidismo congénito primario

(PCH). B. Estimativas da miscigenagao genética dos pacientes.
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Os pacientes sem polimorfismos foram testados (n=57) e os marcadores de
ancestralidade nesse grupo apresentaram diferencas significativas entre as
ancestralidades Amerindia, Europeia e Africana (F=22,599; p<0,0001). As
ancestralidades dos pacientes que apresentaram quaisquer tipos de polimorfismo
foram significativamente diferentes entre as ancestralidades Europeia e Africana
(F=28,881; p<0,0001) e entre Europeia e Amerindia (F=28,881; p<0,0001), enquanto
nenhuma diferenca foi observada entre as ancestralidades Africana e Amerindia
(F=28,881; p=0,341). A ancestralidade Europeia foi maior em todos os subgrupos de

polimorfismos (Tabela 3).
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Nado foram observadas diferengas significativas na analise de regressao
logistica referente a relag&o entre os polimorfismos rs2075179 (p.Asn187=) (p=0,073)
e rs1991517 (p.Asp727Glu) (p=0,2) e a ancestralidade genética (Figura 2). Os
polimorfismos rs2234919 (p.Pro52Thr) e rs113951800 (p.Ala459=) nao foram
testados, devido ao baixo numero de pacientes que apresentaram essas alteracdes

nucleotidicas.
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Figura 2. Distribuicdo das trés ancestralidades e polimorfismos analisados neste
estudo, abrangendo homozigoto do tipo selvagem (0), heterozigoto (1) e homozigoto
mutante (2). A. Polimorfismo rs2234919 (P52T); B. Polimorfismo rs2075179 (N187N);

C. Polimorfismo rs113951800 (A459A); D. Polimorfismo rs1991517 (D527E)
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5. DISCUSSAO

De acordo com a literatura vigente, este € o primeiro estudo que analisa a
relagdo entre marcadores de ancestralidade e as frequéncias dos polimorfismos do
gene TSHR em pacientes com HCP. Além disso, este € o primeiro estudo a

caracterizar a ancestralidade de pacientes com HCP em uma populagdo amazénica.

A caracterizagdo da diversidade genética e distribuicdo de polimorfismos em
diferentes populagdes amazdnicas pode ajudar a identificar marcadores de risco
especificos para HCP. Isso é especialmente relevante nesta regido, onde os recursos
para diagndstico e tratamento podem ser limitados. Estudos focados em populagdes
miscigenadas s&o escassos e investigar os polimorfismos associados a doengas

nessas populagdes ainda representa uma lacuna significativa na pesquisa cientifica.

Todas as quatro alteragdées nucleotidicas no gene TSHR encontradas neste
estudo ja foram descritas anteriormente na regido (ALVES et al., 2010; CORTINHAS
ALVES et al., 2016). Em nossos achados, a analise de regressao logistica n&o
identificou associagdes significativas entre a presenca dos polimorfismos detectados
e qualquer tipo de ancestralidade. Isso pode ser explicado pelo padrdo de
ancestralidade genética heterogénea da amostra analisada ou pelo tamanho amostral

limitado.

Os polimorfismos rs2075179 (p.N187N) e rs113951800 (p.A459A), séo
variantes que nao alteram os seus respectivos aminoacidos que compdem o receptor
de TSH. Esses polimorfismos foram encontrados em pacientes com HCP, mas nao
apresentaram uma relagdo com a doenga ou outras tireopatias (GABRIEL et al., 1999;

CORTINHAS ALVES et al., 2016).
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O polimorfismo rs2234919 (p.P52T) esta localizado no dominio extracelular do
receptor TSHR, ocasionando uma troca de uma Prolina por Tionina da proteina na
posicao 52, podendo alterar a conformacéo tridimensional do receptor (MATAKIDOU,
2003). Entretanto, este polimorfismo ja foi descrito em pacientes de tireopatias de
diversas populacdes. Apesar de ocasionar uma alteragcdo em um aminoacido, nao
apresenta um impacto significante para associagdo com a causa de doengas
relacionadas a tireoide (BAYRAM et al., 2013a; MATAKIDOU, 2003; WANG et al.,

2017).

O polimorfismo rs1991517 (p.D727E) ocasiona uma substituicdo do aspartato
por acido glutdmico na alga intracelular do receptor de TSH. Essa alteracéo talvez
esteja ligada a um possivel impacto na ativagdo do 2° mensageiro, alterando os niveis
de AMPc do félico tireoidiano (GABRIEL et al., 1999; KOLLATI et al., 2020). Apesar
da alteracéo, ainda nao é bem estabelecida na literatura se essa mudanca ocasiona
impactos clinicos significativos. Este polimorfismo foi associado em pacientes com
HCP no Estado do Para (ALVES et al., 2010; CORTINHAS ALVES et al., 2016), e com
pacientes de bocio multinodular toxico no estado de Minnesota, Estados Unidos da
América (GABRIEL et al., 1999). Entretanto, em outras populagdes com tireopatias,

essa relagao nao é tao clara (SU et al., 2019)

Nesse sentido, a diversidade dos resultados dos polimorfismos descritos na
ocorréncia de HC e outras tireopatias pode estar associada a diversidade génica entre
populagdes, fatores ambientais e interagdes entre genes e gene-ambiente (BAYRAM
et al., 2013a). Mutagbes em heterozigose podem apresentar perdas funcionais leves,
enquanto que a associagao de homozigose de mutagdes podem ocasionar resisténcia

ao TSH (WANG et al., 2017).
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Dessa forma, é dificil realizar a associagao genaétipo e fenétipo avaliando uma
unica mutagao com a ocorréncia da doenga, visto que nem todos os genes associados

a ocorréncia da doenca foram investigados (WANG et al., 2017).

Considerando apenas as informagdes geradas a partir do método de
autodeclaragao étnico-racial, varios estudos relataram diferengcas na prevaléncia de
HCP em diferentes populag¢des. Grupos Asiaticos e Latinos (hispanicos) apresentaram
taxas mais altas, enquanto a populacao Africana apresentou uma taxa mais baixa em
comparagao com a incidéncia de HC na populacao Europeia (HINTON et al., 2010;

STOPPA-VAUCHER; VAN VLIET; DELADOEY, 2011; FEUCHTBAUM et al., 2012).

Além disso, estudos anteriores corroboraram uma associagcéo entre variacoes
étnicas e variantes genéticas do gene TSHR (BAYRAM et al., 2013b; GABRIEL et al.,
1999; HLBERG et al., 2000; MUSA; HARUN; JUNIT, 2008; SYKIOTIS et al., 2003;
TUG et al., 2012). Evidéncias sugerem uma maior prevaléncia de HCP em populagdes
com menor grau de miscigenagdo e em populagdes caucasianas (Lohmueller et al.,
2008). A literatura mostra que a diversidade genética em algumas populagdes
Africanas pode protegé-las contra doengas, como a disgenesia tireoidiana (Schuster

et al., 2010).

A prevaléncia de HCP no Brasil € menor em individuos negros do que em
individuos brancos, com uma prevaléncia intermediaria entre pessoas de pele parda
(SICHIERI et al., 2007). OLMOS et al., (2015) investigaram a influéncia de género,
raga e Status socioecondmico no diagndstico e tratamento de disturbios da tireoide e
concluiram que as cores de pele parda e negra eram protetoras contra hipotireoidismo

em comparacgao com a pele branca.
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Além das diferencas detectadas entre populacdes caucasianas e africanas,
também foram observadas diferencas nas taxas de HCP entre asiaticos, reforcando a
importancia de estudos que investiguem a relagdo entre etnia e a presenca de
variantes polimorficas no gene TSHR (PARK et al., 2016; SUN et al., 2018; YU et al.,

2018).

Na populacdo amazbénica ha poucos estudos utilizando marcadores
informativos de ancestralidade e outras doengas (DA SILVA et al., 2017; LEAL et al.,

2020).

Nossos achados mostram uma alta prevaléncia de ancestralidade europeia em
todos os grupos e subgrupos analisados e uma baixa prevaléncia de ancestralidade
africana, especialmente no polimorfismo rs2234919 (p.Pro52Thr). No entanto, isso
pode estar associado ao baixo numero de portadores desse polimorfismo na amostra

(n=4).

Devido as limitagdes do estudo, ndo foi possivel a coleta para um grupo controle
para que fosse feita uma comparagao do padrao de ancestralidade dos pacientes de
HCP e pessoas sem a doenca. Entretanto, os padrdes de ancestralidade encontrados
neste estudo, sdo semelhantes aos achados de pesquisas com outras doencas
(FRANCEZ; RIBEIRO-RODRIGUES; DOS SANTOS, 2012b; CARVALHO et al., 2015;
DA SILVA et al., 2017; LEAL et al., 2020). Devido ao baixo grupo amostral, que limitou

o estudo, nao foi possivel realizar uma analise de incidéncia por municipio do Estado.

Nesse contexto, nossos achados sobre o perfil dos marcadores informativos de
ancestralidade em pacientes com HCP foram semelhantes aos encontrados em
estudos anteriores sobre a composicao da ancestralidade no Brasil, mostrando uma

baixa prevaléncia de ancestralidade africana em comparagdo com a amerindia e a

Victor Henrique Botelho Lourengo Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 17



europeia (FRANCEZ; RIBEIRO-RODRIGUES; DOS SANTOS, 2012b; SALOUM DE
NEVES MANTA et al., 2013). Esse perfil de ancestralidade esta associado a formagao
histérica da populagdo do Norte do Brasil (PARRA et al., 2003; LINS et al., 2010;

FRANCEZ; RIBEIRO-RODRIGUES; DOS SANTOS, 2012a).
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6. CONCLUSOES

O presente estudo nao detectou evidéncias de uma relagdo entre as
frequéncias de polimorfismos alélicos do gene TSHR e a ancestralidade genética. No
entanto, algumas limitagdes devem ser destacadas, como a diversa origem genética
dos pacientes com HCP e o fato de que nem todos os fatores genéticos associadosa
doenca foram identificados, necessitando de mais estudos sobre outros genes

associados a sua etiologia.

Os polimorfismos D727E e P52T sao recorrentes em populacbes com
tireopatias. Apesar de alterarem a estrutura do receptor de TSH, ainda nao esta

elucidada sua ligagao com a ocorréncia da doenca.

A analise de INDEL indicou diferencas entre os marcadores de ancestralidade
amerindia, europeia e africana no grupo analisado, mostrando uma maior prevaléncia
de marcadores de ancestralidade amerindia e europeia do que africana em todos os

grupos da populacao analisada.

Dessa forma, sdo necessarias mais pesquisas que explorem a associacao de
ancestralidade com o HCP em outras populagdes do territério brasileiro, para
possibilitar a comparacdo com os padrdes de ancestralidades encontrados neste
estudo. Além disso, é fundamental estudos que associem a ancestralidade com os

outros genes envolvidos com a embriogénese da glandula tireoide.

Essas anadlises podem possibilitar o desenvolvimento de novas metodologias

para o rastreio e diagnostico etiolégico para o HC no Brasil.
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