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Resumo

O hipotiroidismo congénito (HC) presente em cerca de
1:4000 recém-nascidos é considerado uma das principais
causas, preveniveis, de atraso mental em criangas. O rastreio
universal do HC realizado através do Programa Nacional de
Diagnéstico Precoce, implementado em Portugal desde
1985, tem resultado num desenvolvimento normal da maio-
ria das criangas com hipotiroidismo. Os defeitos congénitos
da tir6ide podem ser divididos em vdrios grupos que repre-
sentam as alteragdes quer no desenvolvimento da glandula
quer na sintese das hormonas da tir6ide. Os defeitos heredi-
tarios da sintese hormonal causados por disormonogénese
ocorrem em apenas 10% a 15% dos casos de HC. A forma
mais comum resulta de um defeito na organificagdo causado
por mutacdes no gene da peroxidase da tiréide, TPO.
Aapresenta-se uma revisdo do espectro mutacional do gene
TPO na populacdo portuguesa apds a investigagdo molecular
de 69 doentes com HC permanente por disormonogénese.
Este estudo que complementa o publicado em 2005 engloba
a caracterizacdo molecular de mais catorze criangas com HC
e a metodologia utilizada. Foi ainda efectuada uma extensa
analise in-silico das novas variantes identificadas bem como
da putativa alteracdo de splicing anteriormente descrita. No
total, as variagdes de sequéncia identificadas no gene TPO,
incluem dez mutagdes distintas e 29 polimorfismos que per-
mitiram estabelecer a etiologia molecular do HC em quinze
doentes. Em conclusdo, foi possivel estabelecer um diag-
nostico diferencial em doze familias com HC, de forma ndo
invasiva e sem necessidade de suspensdo da medicacdo. Esta
investigacdo permite ainda oferecer a estas familias um
aconselhamento genético preciso, uma adequada monito-
rizacdo em futuras gravidezes, bem como perspectivar novas
terapéuticas individualizadas.
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Molecular characterization of 7PO gene in Por-
tuguese children with congenital hypothyroi-
dism due to dyshormonogenesis

Abstract

Congenital hypothyroidism (CH) affects about 1:4000 infants
and is considered one of the main causes of preventable men-
tal retardation in children. Universal screening of CH per-
formed through the Portuguese National Neonatal Screening
Programme, implemented in Portugal in 1985, has resulted in
normal development of attained children. Birth defects of the
thyroid can be divided into several groups that represent
either changes in the development of the gland or the conse-
quences observed in the deficient synthesis of thyroid hor-
mones. The defects of hormone synthesis caused by dyshor-
monogenesis occur in only 10% to 15% of cases of HC.
Defects in the thyroid peroxidase (TPO) gene are reported to
be one of the most frequent causes of CH due to dyshormono-
genesis. The aim is to review the mutational spectrum of the
TPO gene in the portuguese population through the molecular
investigation of 69 patients with permanent CH due to dys-
hormonogenesis. To complement previous results, published
in 2005, this work describes the molecular characterization of
a further fourteen children with CH and the methodology
applied. Extensive in-silico analysis was carried out for the
newly identified sequence changes as well as the formerly
published putative splicing variant. The sequence variations
identified in the T7PO gene comprise ten distinct mutations
and 29 polymorphisms, enabling the determination of the
molecular etiology of CH in fifteen patients. In conclusion, it
was possible to obtain a differential diagnosis in twelve fami-
lies with CH, using a non-invasive procedure and without
interruption of medication. Identification of these and other
mutations in the TPO gene can therefore contribute consider-
ably towards diagnosis, a precise genetic counselling, ade-
quate monitoring in future pregnancies as well as putative
personalized therapies.
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Introducao

O hipotiroidismo congénito (HC) primdrio ¢ uma doenca
metabdlica que pode ser causada por defeitos na ontogenia da
tir6ide ou na hormonogénese. A nivel global, em regides iodo-
suficientes, o HC afecta cerca de 1/3000 a 1/4000 recém-nas-
cidos (RN), sendo uma das principais causas de atraso mental
em criangas se ndo forem sujeitas a tratamento'.

O HC primdrio ocorre quando a tirdide € lesada ou incapaz de
produzir uma quantidade normal das hormonas triiodotironina
(T3) e tetraiodotironina (tiroxina ou Ty4). Cerca de 85 a 90%
do HC primdrio permanente é devido a defeitos na formacao
glandular durante a embriogénese e designa-se de disgenesia
da tiréide (incluindo tirdides eutdpicas, ectdpicas e hemi-
tirides)’. As causas da agenesia da tirdide continuam por
esclarecer existindo, no entanto, evidéncias de associacio
com mutagdes no gene GNAS e nos genes que codificam os
factores de transcricdo TTF1, TTF2 e PAXS, em casos de HC
sindrémico’. Os defeitos hereditdrios da sintese hormonal
(disormonogénese) ocorrem em 10 a 15% dos casos de HC,
apresentando a maioria alteracdes no gene da peroxidase da
tiréide (TPO)*. O HC secundario ou central, resulta da ausén-
cia de estimulo pela hormona estimuladora da tiréide (TSH)
na glandula tiréide originando disfungdes hipofisarias ou
hipotalamicas (HC hipotaldmico-pituitario)’. Tém sido asso-
ciadas a este tipo de HC mutagdes nos genes POUIFI,
PROPI, LHX3 e HESXI, que codificam factores de transcri-
¢do hipofisdrios e mutagdes no gene que codifica a subuni-
dade § da TSH".

Os recém-nascidos com HC sdo detectados no rastreio neona-
tal e normalmente apresentam sintomatologia rara e ndo espe-
cifica. O aparecimento de um quadro clinico severo € raro,
podendo incluir hipotonia, ictericia prolongada, atraso psico-
motor e de crescimento, dificuldades na alimentagdo, macro-
glossia, choro rouco, sonoléncia, dificuldades respiratdrias,
hérnia umbilical, mixedema e fontanelas posteriores alarga-
das, atraso na maturag@o 6ssea e bécio. Estdo descritos alguns
casos de HC em RN com sintomatologia logo apds o nasci-
mento mas nos quais o diagnéstico de HC s6 foi considerado
ap6s o resultado do rastreio neonatal’. A auséncia de trata-
mento ou o diagndstico tardio conduz a atraso mental grave e
a alteragdes neuroldgicas irreversiveis, com progndstico
dependente da idade de inicio da terapéutica. A terapia do HC
¢ independente da etiologia e consiste na substituicdo com Ty
sintética (Levotiroxina ou L-tiroxina). Este tratamento per-
mite um desenvolvimento psicomotor normal das criancas
desde que os valores séricos da tiroxina se mantenham nor-
mais, e evita também a formagao de bdcio, caracteristico dos
doentes com HC por disormonogénese (HCdis)".

Para diagnosticar o HCdis recorre-se a ecografia cervical neo-
natal e a cintilografia da tir6ide, que permitem observar a
localizacdo e o desenvolvimento desta glandula®. Para a reali-
zacdo da cintilografia da tiréide € necessdrio interromper a
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terapéutica durante quatro semanas, pelo que s6 se realiza
quando a crianga atinge os trés anos de idade, por essa inter-
rupcdo ja ndo afectar o desenvolvimento cerebral da crianca.
No HCdis a tir6ide apresenta a localizacdo normal, sendo por
isso necessdrios estudos bioquimicos posteriores, tais como o
teste: 1) da captag@o do radioiodo '*I'; ii) da descarga do per-
clorato; iii) do doseamento dos niveis séricos de tiroglobulina
(Tg); iv) da determinag@o de iodopeptideos na urina, para se
distinguir qual o passo da hormonogénese que se encontra
comprometido’.

Os doentes com defeito na organificagao total do iodo apresen-
tam frequentemente mutagdes no gene da peroxidase da tiréide
(TPO), que codifica uma enzima chave no processo da biossin-
tese das hormonas da tirdide, pelo que os defeitos nesta enzima
constituem a causa mais comum do HCdis (MIM#274500).
Este gene estd localizado no cromossoma dois, em 2p25'°, é
constituido por 17 exdes, abrange uma regido de aproximada-
mente 150 kb e o respectivo mRNA (GeneBank acession num-
ber NM_000547) tem 3 kb. A peroxidase da tiréide (TPO) é
uma glicoproteina transmembranar composta por 933 aminod-
cidos, que cataliza a iodizagao dos residuos de tirosina da tiro-
globulina durante o processo de sintese das hormonas da
tiréide" . Esta enzima € constituida por varios dominios funcio-
nais importantes intra e extracelulares'. Os diversos rastreios
moleculares do gene TPO, revelaram que existe uma grande
heterogeneidade de defeitos ao nivel desta proteina, uma vez
que estdo descritas na literatura mutagdes ao longo de todo o
gene, que compreendem mutagdes do tipo missense, nonsense,
de frameshift e de splicing'*™.

A nivel nacional, no periodo entre 1981 e 2006 foram rastreados
mais de 2.6 milhdes de recém-nascidos, dos quais 846 casos
foram diagnosticados com HC, correspondendo a uma prevalén-
cia de 1:3148 e a uma taxa de cobertura de 99,8% (dados obti-
dos através do Programa Nacional de Diagndstico Precoce,
PNDP). De entre a totalidade de casos diagnosticados com HC
neste periodo, 69 apresentavam suspeita clinica de disormono-
génese. Com este estudo apresenta-se uma revisao do espectro
mutacional do gene TPO nestes 69 doentes. Excluindo as varia-
¢des publicadas anteriormente pelo nosso grupo*, foram carac-
terizados trés polimorfismos e duas mutagdes ainda nio descri-
tas na literatura. Os doentes um e trés revelaram heterozigotia
para as mutacdes c.[1465G>A]+[2512T>A] e c.[1409A>G (+)
1978C>G] respectivamente. No total foram identificadas 58
variacdes de sequéncia no gene 7PO das quais 29 mutagdes
patogénicas (10 distintas) e 29 polimorfismos. Assim, apds o
rastreio molecular foi possivel estabelecer a etiologia molecular
do hipotiroidismo congénito por disormonogénese em doze
familias portuguesas (quinze doentes).

Doentes e métodos

A caracterizagdo molecular do gene TPO foi realizada num
grupo de 66 familias portuguesas, ndo relacionadas, com
hipotiroidismo congénito (HC) permanente, cujos casos index
(n = 69), foram rastreados pelo PNDP. Nao ha registo de his-
téria familiar prévia de HC, nem de consanguinidade. Neste
estudo, serdo descritos a metodologia utilizada e os resultados
obtidos na caracterizagdo molecular de um subgrupo de
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carorze criangas com HC, complementando o estudo ja publi-
cado pelo nosso grupo em 2005*.

Doentes

As catorze criangas incluidas neste estudo (Quadro 1), seis do
sexo feminino e oito do sexo masculino, apresentavam idades
compreendidas entre os um e oito anos (média 3.9 anos). Todos
os doentes foram seleccionados por apresentarem formas de
hipotiroidismo com desenvolvimento e localizacdo da glandula
tiréide normal, bécio e valores de tiroxina (Ty) inferiores a 6.5
pg/dl, de tirotropina (TSH) e de tiroglobulina (Tg) superiores a
20 #U/ml e a 52 ng/ml, respectivamente. Foram também estuda-
dos os pais do doente um. Os estudos populacionais foram efec-
tuados em 100 amostras provenientes de individuos controlo.
Todas as amostras foram colhidas apés obtencdo de consenti-
mento informado dos doentes ou respectivos responsaveis legais.

Quadro I - Dados clinicos e bioquimicos das 14 criangas deste estudo.

Doente  Sexo (E:::) Lgacatlulrzoa:gio .,Tlfﬂ. p;;;il n;/?nl
1 M 8 Normal — — —
2 M 6 Normal 25.7 2.6 271
3 M 4 Bocio 409 3.4 192
4 M 4 Bécio 234 1.2 1219
5 F 6 Normal 324 <20 3
6 F 5 Normal 31 — —
7 M 4 Bécio 65.7 5.6 1000
8 F 5 Volume —g57 99 1316

normal

9 M 3 Normal 385 21 0.1
10 F 3 Normal 417 49 1690
1" M 1 Normal 43 9 —
12 F 3 Bécio 210 6.8 852
13 F 1 Normal 52.3 87 113
14 M 1 Normal 56.1 56 2640

VALORES DE REFERENCIA <20 6.5-17 3-52

"Valores determinados entre o 4° e o 7° dia de vida no ambito do Programa
Nacional de Diagnostico Precoce;

— Informacéo nao disponivel; M — masculino; F — feminino; TSH — hormona
estimuladora da tirdide; T, — tiroxina; Tg — tiroglobulina.

Métodos

A investiga¢do molecular do gene da TPO foi efectuada em
DNA genémico (gDNA) obtido a partir de sangue periférico
pelo método convencional da solugdo saturada de NaCl>?,
recorrendo as técnicas de Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Analysis (PCR - RFLA), Single-
Strand Conformation Analysis (PCR - SSCA) e sequenciacio
directa dos produtos de PCR. A estratégia utilizada englobou
o estudo das mutacdes mais frequentes previamente identifi-
cadas na populag@o portuguesa®, seguindo-se a pesquisa de
outras variagdes na totalidade das regides codificantes.

Para a caracterizacdo molecular do gene TPO foi utilizada a
sequéncia de referéncia NM_000547 e todas as variacdes
identificadas foram descritas de acordo com as normas de
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nomenclatura da Human Genome Variation Society
(HGVS)®. A nomenclatura e os simbolos dos genes referidos
neste artigo obedecem as normas descritas pela HUGO Gene
Nomenclature Committee (HGNC)*. Os aminoacidos estao
referidos de acordo com o cdédigo das 3 letras.

a) PCR-RFLA

Nas reac¢des de amplificac@o realizadas em termocicladores
9800 Fast (Applied Biosystems), foram utilizados 10 1 de uma
mistura de polimerase, ImmoMix (Bioline),com a seguinte com-
posi¢do: DNA Taq polimerase, dNTPs e MgCl,, a qual foram
adicionados 5 pmol de cada primer, 200 ng de gDNA, e dH,O
perfazendo um volume final de 20 ul. As condi¢des de amplifi-
cacdo incluem uma desnaturacao inicial a 98°C durante 2 minu-
tos e 38 ciclos de 45 segundos a 95°C, 30 segundos a 57°C e 1
minuto e 30 segundos a 72°C, e uma extensdo final a 72°C
durante 5 minutos. Foram pesquisadas por PCR - RFLA as
mutagdes mais frequentes na populacdo portuguesa: ¢.391T>C
(ScrFT); c.1183_1186dupGGCC (Nael); c.1274A>G (Ddel);
c.1477G>A (Haelll) e ¢.2422delT (Faul). Os fragmentos ampli-
ficados foram digeridos pela respectiva enzima de restricdo
durante 2 h a 37°C, submetidos a electroforese horizontal em
géis Poly(Nat) a 12% /| 0.75xTAE(v/v) (ElchromScientific),
durante 2 horas a 10 volt/cm e visualizados apds coloragdo com
brometo de etideo (0,3 pg/ml) / 0.75xTAE (v/v).

b) PCR - SSCA

Foram pesquisadas por PCR-SSCA as mutac¢des mais comuns
na populacdo portuguesa, para as quais ndo foi possivel
encontrar uma enzima de restri¢do diferencial, nomeadamente
c.1978C>G (exdo 11), c.2512T>A (ex@o 14) e c.2748G>A
(exdo 16). Os fragmentos amplificados foram aplicados em
gel de acrilamida ndo-desnaturante, MDE™ / TBE 1x (v/v)
(BMA Products), apés desnaturacdo, num sistema de electro-
forese vertical (Sigma). Os fragmentos de cadeia simples
foram visualizados por coloracdo com nitrato de prata®.

c) Sequenciagcdo

A sequenciagdo dos diferentes fragmentos correspondentes aos
exodes do gene TPO foi efectuada utilizando o BigDye Termi-
nator Cycle Sequencing Kit V1.1 (Applied Biosystems). Apds
purificacdo dos produtos de PCR assimétrico pelo método
DyeEx96 Kit (Qiagen), os fragmentos foram analisados num
sequenciador automatico 3130xl (Applied Biosystems).

d) Bioinformdtica

Foram utilizadas as ferramentas informéticas FastPCR V3.7.7
(software livremente disponivel em http://www.biocenter.hel-
sinki.fi/bi/Programs/fastpcr.htm) e PrimerExpress V2.0
(Applied Biosystems), para o desenho de primers. O software
SeqScape V2.5 (Applied Biosystems) foi utilizado para a ana-
lise das sequéncias do gene TPO. O estudo da homologia da
sequéncia proteica da TPO foi efectuado através do programa
BLAST (http://www.ncbi.nlm.gov/blast), e o alinhamento das
sequéncias com o CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/ clus-
talw). A interpretacdo da patogenicidade das novas variagdes
e da putativa alteragdo de splicing foi efectuada recorrendo ao
software ALAMUT™ V1.51 (rev.33) (http://www.interactive-
biosoftware.com).
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Resultados

Este estudo contempla a investigagdo molecular do gene TPO,
de catorze criangas portuguesas com HC causado por disormo-
nogénese. De acordo com a publicaciio de Rodrigues e colabo-
radores em 2005%, e apesar da heterogeneidade molecular em
termos do tipo e localizagdo das mutacdes no gene TPO, foram
identificadas, nos doentes portugueses, oito mutacdes que apre-
sentavam uma frequéncia superior as restantes. Tendo em conta
estes resultados foi elaborada uma estratégia de pesquisa destas
mutagdes, de modo a proporcionar um rapido rastreio.

Foram pesquisadas por PCR-RFLA, cinco das oito mutacdes
mais frequentes na populacdo portuguesa®: c¢.391T>C,
¢.1183_1186dupGGCC, c.1274A>G, c.1477G>A e c¢.2422delT,
ndo tendo sido detectadas em nenhum dos catorze doentes deste
estudo. Através da técnica de PCR-SSCA foram pesquisadas as
restantes trés mutagdes frequentes. A andlise efectuada revelou a
presenca, em heterozigotia, das mutagdes ¢.2512T>A (exdo 14) e
¢.1978C>G (exao 11) nos doentes um e trés, respectivamente. A
mutacdo ¢.2748G>A (exao 16) ndo foi detectada em nenhum dos
doentes estudados. No doente um foi também identificada em
heterozigotia a mutacdo c.1465G>A (p.Ala489Thr) ainda ndo
descrita na literatura, localizada no exao nove do gene TPO.
Foram também estudados os pais desta crianga, tendo sido identi-
ficada no pai a mutacdo ¢.2512T>A (p.Cys838Ser) em heterozi-
gotia, e na mae a mutacdo c.1465G>A (p.Ala489Thr), também
em heterozigotia. Uma outra nova mutacio causal, foi identifi-
cada no doente trés, c.1409A>G (p.Tyr470Cys), também locali-
zada no exdo nove. Esta mutacao foi identificada em heterozigotia
e permitiu, tal como no caso anterior, a caracterizacdo molecular
deste doente: c.[1409A>G (+) 1978C>G]. O estudo familiar ndo
foi realizado por ndo ter sido possivel obter gDNA dos pais.

Foram realizados estudos populacionais, ndo tendo sido
detectada nenhuma das duas novas mutagdes identificadas,
c.1465G>A (p.Ala489Thr) e c.1409A>G (p.Tyr470Cys), em
100 individuos controlo. Para os estudos in-silico recorreu-se
ao software ALAMUT™ que se liga a vdrias bases de dados
e servidores Web externos incluindo o PolyPhen. Estes estu-
dos revelaram que os aminodcidos envolvidos em ambas as
alteracdes, Ala489 e Tyr470, estdo muito conservados (até
catorze espécies), embora apenas os aminodcidos tirosina e
cisteina, envolvidos na alteracdo p.Tyr470Cys, mostrem gran-
des diferencas quanto as propriedades fisico-quimicas. Para
ambas as mutacdes foi obtida uma previsdo de “presumivel-
mente patogénica”. A andlise da alteracdo previamente publi-
cada, ¢.2748G>A, revelou perda do local dador de splicing do
exao 16 (-74.5%, de acordo com o programa GeneSplicer) o
que indica que originard transcritos diferentes do normal.

Foram também detectados 14 polimorfismos, dos quais trés
(c.1-75A>G, ¢.95-30G>A e ¢.2006+20G>A) ainda nao des-
critos na literatura. Estas alteragdes foram consideradas neu-
tras, uma vez que foram detectadas numa frequéncia superior
a 1% na populagdo controlo.

Discussao

Este estudo permitiu a caracterizacdo molecular de 2 das 14
criangas (doentes 1 e 3) seleccionadas para este 2° estudo de
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rastreio molecular do gene 7PO. No caso do doente um foi
possivel confirmar o alelismo das mutagdes ap6s o estudo dos
pais, confirmando-se assim a heterozigotia composta
c.[1465G>A]+[2512T>A]. No geral, duas das mutacdes iden-
tificadas ndo tinham sido anteriormente descritas: a c.1409
A>G (p.Tyr470Cys) e a ¢.1465G>A (p.Ala489Thr), e loca-
lizam-se ambas no exdo 9 do gene 7PO. Devido a inexistén-
cia de tecido com expressdo da TPO, o que implicaria uma
biopsia de tecido da tiréide, ndo foi possivel a realizagdo de
estudos funcionais.

Na tentativa de provar o efeito causal das novas mutagdes
identificadas, para além da pesquisa em 100 individuos con-
trolo, foram também realizados estudos in-silico que reve-
laram que ambas as mutagdes sdo “presumivelmente patogé-
nicas”. Por outro lado, o facto de as mutacdes se localizarem
na drea que codifica parte da regido catalitica da enzima e
assim possivelmente alterarem a hidrofobicidade do local de
ligag@o ao grupo heme, sdo, em conjunto, factores que permi-
tem relacionar ambas as mutagdes com a inexisténcia de TPO
funcional e o fenétipo observado nos doentes. Relativamente
a mutacdo ¢.1978C>G (p.GIn660Glu), um estudo recente
revelou que os alelos mutados apresentam uma expressao nor-
mal desta proteina, sendo a diminui¢@o da actividade da TPO
devida ao facto do potencial electrostatico da energia de liga-
c¢do do grupo heme ser 6 vezes mais repulsivo na TPO mutada
do que na normal*. Nesta mesma regido tém sido descritas
vdrias outras mutagdes patogénicas'+'*?’.

Foi assim encontrada positividade em cerca de 14,3% dos
doentes estudados, o que revela que mutacdes no gene TPO
constituem uma das principais causas de HC; no estudo ante-
rior efectuado no nosso pais®, que incluiu trés casos fami-
liares, este nimero ascendeu a 24% (Quadro II). Ainda por
identificar podem estar mutagdes quer na regido promotora,
quer nas regides intrénicas, ou grandes delec¢des/duplicacdes
ndo identificdveis pelos métodos utilizados. Existem também
outras causas genéticas de HC por disormonogénese podendo

Quadro Il - Mutagdes causais identificadas em 12 familias no rastreio
de 69 doentes com HC, em Portugal.

Localizagdo Alteragao Alteragao ao nivel *Frequéncia/
exao nucleotidica da proteina alelos mutados
5 c.391T>C p.Ser131Pro 1/30
8 ¢.1183_1186dupGGCC p.Asn397PfsX76 6/30
8 c.1274A>G p.Asn425Ser 1/30
9 c.1409A>G p.Tyr470Cys 1/30
9 c.1465G>A p.Ala489Thr 1/30
9 c.1477G>A p.Gly493Ser 2/30
11 c.1978C>G p.GIn660GIu 8/30
14 €.2422delT p.Cys808AfsX24 3/30
14 c.2512T>A p.Cys838Ser 5/30
16 C.2748G>A ? 1/30

* frequéncia nos 30 alelos mutados identificados (analise conjunta de Rodri-
gues e colaboradores 2005*' e este estudo); ? — ver texto (serdo necesarios
estudos de expressdo génica e/ou proteica para comprovar a alteragéo
prevista). A bold estdo marcadas as novas mutagdes caraterizadas neste
estudo. Foi utilizada a sequéncia de referéncia NM_000547 e todas as varia-
coes identificadas foram descritas de acordo com as normas de nomencla-
tura da Human Genome Variation Society (HGVS).
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salientar-se mutagdes no gene codificador da tiroglobulina,
TG, ou nos genes SLCSAS, DUOXA2 e IYD recentemente
identificados®™.

O hipotiroidismo € considerado uma das endocrinopatias mais
frequentes na infincia. As diversas formas de hipotiroidismo
complicam a determinagdo da sua etiologia. Este estudo
demonstra que as mutagdes no gene 7PO sdo uma causa fre-
quente de hipotiroidismo congénito por disormonogénese nas
criancas portuguesas. Esta investigacio permitiu estabelecer a
etiologia molecular do HC em doentes sem alteracdes no
desenvolvimento da glandula da tiréide, apresentando maior
relevancia em termos de extrapolacdes epidemioldgicas.
Assim, nos 69 doentes investigados, verificou-se que a muta-
¢do mais frequente é a ¢.1978C>G (p.GIn660Glu), presente
em 8 dos 30 (26,7%) alelos mutados, seguindo-se as mutacdes
c.1183_1186dupGGCC (p.Asn397PfsX76) e c.2512T>A
(p-Cys838Ser), presentes em 6/30 (20,0%) e 5/30 (16,7%)
alelos, respectivamente (Quadro II).

A inexisténcia de uma mutagd@o mais comum na nossa popu-
lacdo comprovou que a estratégia de pesquisar as mutacdes
“mais frequentes” € restritiva. Ou seja, se este estudo se
tivesse limitado a utilizagdo da técnica de PCR — RFLA e PCR
— SSCA, apenas dois alelos mutados seriam identificados, res-
pectivamente, ndo sendo possivel identificar nenhum caso
positivo adicional. Assim, a sequenciacdo da totalidade da
regido codificante do gene TPO serd mais vantajosa, por se
tratar de um método menos moroso e mais eficaz. Esta técnica
no entanto ndo € muito econdmica, pelo que estd a ser testada
a metodologia de High-resolution Melting Curve Analysis
(hrMCA) que apresenta uma boa relacdo qualidade/preco e
permite seleccionar os fragmentos a sequenciar uma vez que
identifica desvios da sequéncia normal mesmo que envol-
vendo uma tnica base (SNV).

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os de
outros grupos sendo que estdo descritas cerca de 60 mutacdes
no gene TPO e a maioria se localiza nos exdes 8,9, 11 e 14,
que codificam os residuos de histidina constituintes do grupo
heme, dominio crucial para a actividade da TPO*'.

Em conclusdo, foi possivel caracterizar mutacdes em 18,2%
dos 66 casos index estudados, permitindo estabelecer um
diagndstico diferencial em doze familias com hipotiroidismo
congénito, de forma ndo invasiva e sem necessidade de
suspensdo da medicacdo, evitando ainda a realizacdo do teste
do perclorato para confirmac¢do do diagnéstico de HC por
disormonogénese. A confirmag¢do molecular do diagndstico
clinico permite oferecer um acompanhamento especifico
nomeadamente em gravidezes futuras, um aconselhamento
genético preciso € uma eventual terapéutica personalizada a
estas familias.
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