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RESUMO

Introducdo: A globulina carreadora de tiroxina (TBG) é a principal proteina
transportadora dos horménios tireoidianos em humanos. Anormalidades hereditarias
gque comprometem a estrutura e funcdo da proteina resultam em deficiéncia completa
(TBG-CD) e parcial de TBG (TBG-PD). O gene que codifica a TBG é o SERPINA7 e
estd localizado no braco longo do cromossomo X (Xg22.2). Objetivos: Os objetivos
desse estudo foram realizar analise molecular do gene SERPINA7 em uma familia
brasileira com TBG-PD, investigar o padrédo de inativacdo da regido do cromossomo X
gue compreende o0 gene, bem como realizar modelagem estrutural da proteina
mutante e analise estrutural comparativa a familia de proteinas serpinas, a fim de
inferir efeitos funcionais da mutacdo identificada. Métodos: O DNA gendmico foi
extraido do caso indice, do seu pai, da sua irma gémea dizigética e seus dois irmaos.
Reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) foi utilizada para amplificagdo do gene
SERPINA7Y e os produtos foram submetidos a sequenciamento pelo método Sanger. O
padrdo de inativacdo do cromossomo X foi avaliado no caso indice por meio da
andlise do padrdo de metilacdo do gene que codifica o receptor androgénico (AR
gene), que esta localizado proximo do gene SERPINA7 (Xgl1.2). Andlises estruturais
na familia das serpinas foram feitas usando PFSTATS, que também foi usado para
mapear posi¢cdes equivalentes em todos homologos humanos. A modelagem
molecular foi realizada usando protocolo descrito por Feyfant e colaboradores.
Resultados: Uma nova mutacdo missense no gene SERPINA7 (p.R35W) foi
encontrada em heterozigose no caso indice e em hemizigose nos seus irmaos do sexo
masculino. Eles apresentaram baixos niveis séricos de TBG compativeis com TBG-
PD. Esta mutagéo consistiu na substituicdo de um nucleotideo (C>T) na posicao 163
do éxon 1, que resultou na troca de uma arginina por um triptofano no cdédon 35
(p-R35W). O caso indice expressou uma razdo de inativagdo do cromossomo X de
20:80. Na mutacao, o carbono alfa do residuo 35 encontrata-se a cerca de 17A de
distancia do atomo mais proximo do T, e este residuo reside numa hélice, com a sua
cadeia lateral de frente para o solvente. A Arg35 esta também envolvida com
interagBes eletrostaticas com os principais oxigénios das cadeias da Met264 e
Asp261, e também do oxigénio do grupo carboxamida na Asn32 e ainda com duas
moléculas de agua. Os padrbes de conservacdo e de correlacdo envolvendo este
residuo, pode ser visto que os residuos mais frequentes nestas posi¢des séo as lisinas
(26,7%), argininas (18,4%) e glutaminas (10,8%). Triptofanos, como na proteina
mutante, sdo extremamente raros (0,1%) e ndo ha significantes (p<10™°) correlacdes
de emparelhamentos envolvendo residuos nesta posi¢do. Conclusdo: O presente
estudo relatou uma nova variante do gene SERPINA7 associada a TBG-PD em trés
irmaos: uma mulher e dois homens. O padrdo de inativagdo do cromossomo X
observado no caso indice aponta para um desvio do padrdo de inativacdo, o que
corrobora a variabilidade genotipo-fenétipo em mulheres com mutacdes
heterozigéticas no gene SERPINA7, uma condi¢do rara. A natureza hidrofobica do
triptofano poderia resultar em um fragmento apolar que estaria significativamente
exposto ao solvente na proteina mutante podendo resultar em agregagao da proteina
e/ou enovelamento incorreto, e consequente defeito no transporte sérico de T4.
Adicionalmente, esses achados sugerem que a TBG e seus homoélogos dentro da
familia das serpinas poderiam ser igualmente afetados por mutacdes nesta posicao
rompendo a rede de interagdes com seus vizinhos na estrutura nativa, com provavel
impacto funcional.

Palavras-chave: TBG, deficiéncia parcial, gene SERPINA7, hormdnios tireoidianos,
inativacdo do cromossomo X.



ABSTRACT

Background : Thyroxine-binding globulin (TBG) is the major human thyroid
hormone transport protein. Inherited TBG abnormalities that implicated the
protein’s structure and function result in complete (TBG-CD) and partial (TBG-
PD) and TBG deficiency. The SERPINA7 gene encodes TBG and it is located
on the long arm of the X chromosome (Xqg22.2). Objectives : The purpose of
this study was to perform the molecular analysis of the SERPINA7 gene in a
Brazilian family with TBG-PD, investigate the X-chromosome inactivation
pattern region comprising the gene as well as perform structural modeling of the
mutant protein and comparative structural analysis of the serpin family of
proteins, in order to infer functional effects of these mutations. Methods :
Genomic DNA was extracted from the female proband, her father, her dizygotic
twin sister and her two brothers. The samples were subjected to polymerase
chain  reaction (PCR) for SERPINA7 gene amplification and
the products were sequenced by the Sanger method. The proband’s sample
was evaluated by methylation analysis using the human androgen receptor
(AR) gene, which is located next to the TBG gene (Xql1.2). Structural analysis
of the serpin family was analyzed using PFSTATS and was also used to map
equivalent positions in all human homologs. The molecular modeling was using
the protocol described by Feyfant et al. Results : A novel missense mutation in
the SERPINA7 gene (p.R35W) was found in heterozygosity in the proband and
in hemizygosity in her brothers. They presented low serum TBG levels
compatible with TBG-PD. This mutation consisted in a single nucleotide
substitution (C>T) at position 163 of exon 1 which resulted in the replacement of
an arginine by a tryptophan at codon 35. The proband expressed an X-
chromosome inactivation ratio of 20:80. In this mutation, the alpha carbon of
residue 35 is about 17A away from the closest atom from T4 and this residue
lies in a helix, with its side chain facing the solvent. Arg35 is also involved in
electrostatic interactions with the main chain oxygens of Met264 and Asp261,
and also the oxygen on the carboxamide group in Asn32, besides interacting
with two waters molecules. The conservation and correlation patterns involving
this residue, it can be seen that the most frequent residues in these positions
are lysines (26.7%), arginines (18.4%) and glutamines (10.8%). Tryptophans
are extremely rare (0.1%), and there is no significant (p<10™'%) pairwise
correlations involving residues in this position. Conclusion : This study reported
a new variant of the SERPINA7 gene associated with TBG-PD in three siblings:
one woman and two men. The X-chromosome inactivation pattern verified in the
proband corroborated that deviations in the inactivation pattern account for
genotype-phenotype variability in women with heterozygous mutations in the
SERPINAY gene, a rare condition. The hydrophobic nature of tryptophan would
result in an apolar patch that would be significantly exposed to the solvent can
result in protein aggregation and/or misfolding, and the consequent defect in the
serum T4 transport. Additionally, these findings suggest that the TBG and its
homologs in the serpin family could be similarly affected by mutations in this
position which would disrupt the interaction network to its neighbors in the
native structure, with probable functional impact.

Key words: TBG, partial deficiency, SERPINA7 gene, X-chromosome
inactivation, thyroid hormone.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tireoide
1.1.1 Visao geral da anatomia e histologia da gland ula tireoide

A glandula tireoide é a primeira glandula endécrina a se desenvolver no
embrido (1). Sua formacgédo se inicia cerca de 24 dias apos a fertilizacdo, a partir
de um espessamento endodérmico mediano no assoalho da faringe primitiva
(2). Histologicamente, essa glandula é composta por um grande numero de
unidades esféricas muito préximas entre si, denominadas de foliculos, com
camada simples de células foliculares, que no interior dos quais ha o coloide
(substancia secretora gelatinosa), constituido principalmente pela proteina
tireoglobulina (tg), uma grande glicoproteina que possui cerca de 115 residuos
de tirosina, que sao os principais substratos a se combinarem com o iodo para
formar os hormonios tireoidianos (3). Além dos foliculos, o tecido tireoideano
contém células parafoliculares, ou células C, que séo fontes de calcitonina, um
hormonio importante na homeostase do célcio (Figura 1) (4).

Células
parafoliculares

Figura 1 — Corte histologico da tireoide. A. Corte histoldgico de uma tireoide mostrando
os foliculos tireoideanos, preenchidos por coloide. B. Corte histolégico de uma tireoide
mostrando os foliculos formados por células foliculares e parafoliculares. Pararrosanilina

— toluidina, aumento pequeno e médio, respectivamente. Fonte: Junqueira LCU &



Carneiro J. Histologia bésica: texto e atlas. 12.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,

2013.

A tireoide € uma das maiores glandulas endocrinas, pesando de 15

a 20 gramas em adultos. Na visdo anterior, essa glandula lembra o

formato de borboleta, onde dois lobos lateralizados, direito e esquerdo,

estdo unidos por um istmo de parénquima glandular que se apoia

frouxamente sobre a traqueia anterior na altura da cartilagem cricoide

(Figura 2). A avaliacao clinica da glandula é feita pela palpacdo da regido

cervical. A tireoide apresenta um fluxo sanguineo de 4-6mL/min, e devido

a

Artéria cardtida externa

Artéria tiredidea superior

Veia tireGidea superior

Artéria carotida comum

Veis jugular imtema

Cartlagem cricOide

Veia tireOidea média

Veias tiredideas inferiores |

Artéria tredidea inferior

Nervo vago

]

Antéria @ —r” ﬁ \

DLor Q———
subclivias

Veias e anérias
braquioceidlicas
(inominadas)

Vela cava superior

essa rica vascularizagdo, a glandula exibe uma

).

Osso hivide

Nervo laringeo superior

Membrana tireo-hididea

Cartilagem tredide

Lobo |
pramadal

Lobo { Glindula
esquerdo | tiredide
Lobo direito

Istmo

Unfonodo

Nervo frénico

Canal tordcico

. 1% costela
‘h{o,‘.
=y

Nervos laringeos
recorrentes (inferiores)

ArCo aortico

Nervo vago (esquerdo’

¢
3

coloragdo avermelhada

19



20

Figura 2 - Aspectos anatomicos da glandula tireoide, mostrando
principalmente os lobos direito e esquerdo da tireoide. Fonte: Raffa RB,
Rawls SM, Beyzarov EP. Atlas de Farmacologia de Netter, Porto Alegre:
Artmed, 2006.

1.1.2 Sintese, secrec¢ao, transporte e metabolizagdo  dos hormonios

tireoideanos.

Os hormonios tireoideanos (HTs) tém efeitos moduladores importantes
durante o0s processos metabdlicos de desenvolvimento, crescimento,
diferenciacdo e na manutencdo da homeostase metabdlica de varios 6rgaos e
tecidos de vertebrados, sendo assim, necessarios para o funcionamento
normal de quase todos os tecidos, tanto durante o periodo de desenvolvimento
como apos o nascimento. Além disto, esta bem documentado na literatura que
os HTs regulam o consumo de oxigénio, temperatura corporal e frequéncia
cardiaca, como também o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos.
Por esta razdo sdo considerados essenciais para a manutencédo da qualidade
de vida (5-9).

Os HTs sao produzidos na glandula tireoide em um processo que

envolve o transporte ativo do iodo para dentro do foliculo por meio do
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transportador transmembrana especifico (NIS), sua oxidacdo e incorporacao
em residuos de tirosina na molécula de tireoglobulina (10). A principal forma do
horménio tireoideano (pré-horménio) secretado pela glandula tireoide é a
3,5,3',5'-tetra-iodo-L-tironina (tiroxina ou T,4), sendo o0 Unico que se origina
somente da secrecdo direta pela glandula tireoide, e uma menor porcao é
secretada como 3,5,3'-tri-iodo-L-tironina (triiodotironina ou T3), a forma
biologicamente ativa do horménio (11). Ambos sédo tironinas iodadas que
contém de quatro a trés atomos de iodo, respectivamente, e sdo formadas pelo
acoplamento oxidativo das iodotirosinas precursoras monoiodotirosina e
diiodotirosina (MIT e DIT) na molécula de tireoglobulina. A liberacdo dos
hormbénios €& feita por meio da endocitose e digestdo lisossomal da
tireoglobulina na célula folicular (12).

Em condi¢cdes normais, aproximadamente 80% do Tz é derivado dos
tecidos periféricos pela remocdo enzimatica de um atomo 5' iodeto (anel
externo ou 5'monodeiodinacdo) do T4, por meio das desiodases tipo 1 (D1) e
tipo 2 (D2) (13). A glandula tireoide libera também pequenas quantidades dos
precursores monoiodotirosina e diiodotirosina, e de 3,3',5' triiodotironina ou T3
reverso (rTs), que possui um atomo de iodo no anel interno e dois no externo,
sendo metabolicamente inativo. O rT;3 é quase totalmente proveniente da
metabolizacdo periférica do T4 pela acdo da desiodase tipo 3 (D3). O total
plasmatico de T, € aproximadamente 45 vezes maior que o de T3 (90nM versus
2nM), o qual apresenta uma atividade bioldgica superior a T, em cerca de 4-10

vezes mais potente (Figura 3) (14 - 16).
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Figura 3 - Formulas quimicas estruturais dos horménios tireoideanos e dos
compostos relacionados. Fonte: Carvalho, MB. Tratado de Tireoide e

Paratireoide. Rio de Janeiro: Rubio, 2007.

As iodotironinas desiodases tipos | (D1), Il (D2) e Ill (D3) formam uma
familia de selenoproteinas que, com propriedades cataliticas distintas, ativam
ou inativam o hormonio tireoidiano via desiodacdo do anel externo, fendélico ou
tirosinico das iodotironinas (17). Embora as trés desiodases apresentem em
comum certas caracteristicas estruturais importantes, essas enzimas diferem
entre si em varios aspectos como no padréo de expressao tecidual, localizac&o
celular, papel fisioldgico, preferéncia pelo substrato, sensibilidade a inibidores e

na forma como sao reguladas pelos hormonios tireoidianos (18).

7

A atividade das desiodases € regulada por um processo complexo, e
véarios fatores e/ou situacdes fisiopatoldgicas podem alterar a desiodacdo em
um determinado tecido. De fundamental importancia regulatéria sédo as
alteragcGes no status dos hormonios tireoidianos, que determinam mudangas
significativas na atividade das desiodases. Assim, uma fina regulagdo é
exercida pelas enzimas desiodases, que ativam e inativam os HTs no seu
préprio local de acdo. A via de ativacdo acontece pela desiodacdo no anel
fendlico da molécula de T4, que resulta na formacédo de T3, que € catalisada
pela D1 e D2. Por outro lado, tanto T, quanto T3, podem ser inativados pela
desiodacao do anel tirosil (interno), pela enzima D3, formando rT3 e Ty,
respectivamente. Do ponto de vista fisiologico, estas mudancas parecem

coordenadas de forma a manter os niveis circulantes e intracelulares de Tz
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proximos do normal. Além de serem expressas em varios tecidos periféricos,
as isoenzimas D1 e D2 sao amplamente encontradas na tireoide,

especialmente na célula folicular (21,22) (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais caracteristicas das iodotironinas desiodases.

Caracteristicas D1 D2 D3
Localizacao do gene Cr. 1p32-p33 Cr. 14924.3 Cr. 14g32
Peso molecular (kDa) 27 30 31
Papel fisiologico Fornece T3 para Fornece T3 para o Inativa T3 e T4
o plasma espaco intracelular
Localizacao Figado, rim, tiredide Hipofise, cérebro, Utero, placenta, tecidos
tecido adiposo fetais, pele, cérebro
marrom, placenta, e hipdfise

tireoide, musculos
cardiaco e esquelético
Preferéncia pelo rM3>>T4>T3 T4>T3 T3>T4
substrato

Fonte: Adaptado de Meyer ESL, Wagner MS, Maia AL. Expressdo das
iodotironinas desiodases nas neoplasias tireoidianas. Arg Bras Endocrinol
Metab. vol.51 no.5. Séo Paulo, 2007.

A sintese e a secrecao dos hormonios tireoidianos séao reguladas pelo
TSH (horménio tireotréfico) por meio de um sistema de retroalimentacéo
negativa, que envolve o hipotalamo, a hipofise e a glandula tireoide (eixo
hipotalamico-hipofisario-tireoideano) (23). O horménio liberador de
tireotrofina (TRH) € um hormonio secretado pelo hipotalamo e estimula os
tireotrofos da hipofise anterior a secretarem TSH que, por sua vez, ganha a
circulacdo periférica e, na tireoide, liga-se a receptores especificos,
estimulando todas as etapas de sintese de T, e T3, bem como a sua
liberacdo pela glandula. Tanto a secrecdo do TRH quanto a do TSH sé&o
reguladas pelos niveis circulantes dos hormoénios tireoidianos, secretados

pela tireoide em resposta ao estimulo do TSH (16) (Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do funcionamento do eixo hipotalamico-hipofisario-
tireoideano. O TRH (hormdnio liberador de tireotrofina), produzido no hipotadlamo, estimula a
producéo hipofisaria de TSH (horménio tireotrofico). Este, por sua vez, controla todas as etapas
da sintese dos horménios tireoideanos, T; e T,. Esses THs regulam negativamente a sintese
de TRH e TSH, exercendo retroalimentacdo negativa. Fonte: Adaptado de Brent GA. 2012
Mechanisms of thyroid hormone action. J Clin Invest. 2012 Sep;122(9):3035-43

O TRH é um tripeptideo, piroglutamil histidil prolinamida, responsavel
pelo estimulo a sintese e a secrecdo do TSH, e produzido por neurbnios
parvocelulares situados nos nudcleos paraventriculares do hipotalamo médio
basal. Estes neurdnios se projetam até a eminéncia média, em que o TRH é
liberado em capilares do sistema porta-hipofisario, por meio do qual chega a
adeno-hipdfise (24). A meia-vida plasmatica do TRH € muito curta, variando,
aproximadamente, de 2 a 6 minutos em estados de hiper ou hipotireoidismo,
respectivamente, uma vez que é rapidamente degradado nos tecidos-alvo e no
sangue, pela enzima piroglutamil aminopeptidase, que € altamente especifica
para o TRH. A atividade desta enzima na hipdfise anterior é estimulada pelos
HTs (25). Na adeno-hipéfise, o TRH atua por meio de receptores especificos

na membrana plasmatica. Estes fazem parte da grande familia dos receptores
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ligados a proteina G e seu principal mediador intracelular é o calcio ibnico, que

ativa a proteina cinase C (26).

O TSH é produzido na adenohipéfise, em células denominadas
tireotrofos, que correspondem, num individuo normal, a aproximadamente 5%
do total de células adeno-hipofisarias. E uma glicoproteina com peso molecular
de 28.000 daltons, constituido de duas sub-unidades, ae B, unidas por
ligacbes ndo covalentes. As sub-unidades a e B sédo codificadas por genes
distintos, localizados nos cromossomos humanos 6 e 1, respectivamente. Em
seres humanos aduktos, a concentracdo sérica de TSH varia entre 0,35-5,5
muUIl/mL. A sua meia-vida € de 30 a 50 minutos e a sua taxa de producgéo é de
40 a 150muU/dia ou 100 a 400muU/dia (3). A secrecdo de TSH é pulsatil e
circadiana. A secrecédo pulsatil é caracterizada por flutuacdes no intervalo de 1
a 2 horas. Porém, devido a baixa amplitude destas secrecdes e ao fato de que
a sua meia-vida € relativamente longa, as concentracbes séricas de TSH
variam muito pouco. Além disso, ha uma secrecédo ténica de TSH, contribuindo
para a sua concentracdo sérica. A magnitude desta flutuacdo esta diminuida
em caso de jejum, doencas ou cirurgias. A variacdo circadiana é caracterizada
por um pico noturno que precede o inicio do sono e parece ser dependente do
ritmo do cortisol e das flutuacdes dos HTs. Se o inicio do sono for retardado, o
pico de TSH torna-se maior e mais prolongado. Efeito oposto ocorre quando se

dorme mais cedo (27).

Os hormonios tireoideanos sdo pouco sollveis em agua, assim, apos
serem secretados, circulam comumente ligados as proteinas plasmaticas, e
somente 0,03% de T4 e 0,3% de T3 estao livres. A tiroxina tem uma meia vida
longa e uma alta concentracdo sérica, e essas caracteristicas sdo atribuidas
aos HTs por se ligarem a trés principais proteinas de ligacéo, que séo globulina
transportadora de tiroxina (TBG), transtirretina (TTR) e albumina de soro
humano (HSA). A ligacdo do TH em outras proteinas do soro (lipoproteinas de
alta densidade) é considerada insignificante e sem importancia bioldgica.
Embora HSA seja a mais abundante proteina de ligacdo aos HTs, a sua

afinidade aos HTs é significativamente menor em comparacdo a TBG. A
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afinidade de TBG aos HTs é 50 e 7000 vezes maior do que ao TTR e HSA,

respectivamente (Tabela 2).

Desta maneira, essas proteinas funcionam principalmente como um
sistema tampéo para manter uma grande reserva de TH e uma concentragéo
estavel extratireoideana de T4, assegurando, assim, uma distribuicdo regular do

hormonio nos tecidos-alvo (3, 28, 29).

Tabela 2 - Propriedades e parametros metabdlicos das principais proteinas

transportadoras de hormonios tireoideanos séricos

TBG TTR HSA
Peso molecular (KDa) 542 55 66,5
Estrutura Monbmero  Tetrdmero  Mondmer
0

Conteudo de Carboidratos (%) 20 0 0
Numero de sitio S de ligacdo paraT e 1 2 4
T3
Constante de Associacdo, K ,(M™Y)

Para T, 1x10% 2 x 10% 1,5 x 10%°

Para T; 1x10° 1x10° 2x10°
Concentragdo no soro
Média Normal (mg /L) 16 250 40.000

Total da Capacidade de Ligag&do (mg 0,2 3 >1000
T4/Litro)
Distribuicao relativa de T 4 e T3no soro
(%)

Para T4 75 20 5

Para T3 75 <5 20
Tempo de meia -vida (dias) 5¢ 2 15
Taxa de degradacao (mg /dia) 15 650 17.000

% Peso molecular aparente na eletroforese em gel de acrilamida 60 kDa.

® Valor dado para o peso no sitio de alta afinidade.

°Mais sobre a influéncia do estrégeno.

Fonte: Refetoff S 2012 Thyroid hormone serum transport proteins: structure, properties, genes
and transcriptional regulation. In: DeGroot L. Thyroid Disease Manager.

Na auséncia das proteinas plasmaticas de ligacdo, principalmente a
TBG, qualquer diminuicdo da secre¢cdo dos THs pode ocasionar um
esgotamento rapido dos horménios tireoideanos. Nos estados inflamatoérios, a
TBG pode sofrer alteracbes conformacionais com consequente diminuicdo da
afinidade aos THs (30). Anormalidades nas proteinas de ligacdo aos THs néo
resulta em disfungé@o da tireoide, mas pode alterar as concentra¢des séricas
dos THs, que podem ser mal interpretados e levar a um tratamento

desnecessario. Deficiéncias hereditarias ou adquiridas na ligacao das proteinas
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aos HTs sédo caracterizadas por hiper ou hipoiodotireoidenemia, enquanto os
pacientes sao clinicamente eutireoideos (31). No entanto, é possivel que outra
doenca da tireoide, tais como tireotoxicose ou hipotireoidismo, possa estar
presente simultaneamente, o que dificultaria ainda mais o diagnostico (32).

A transtirretina (TTR), previamente conhecida como pré-albumina
ligada a tiroxina (TBPA), transporta 15-20% do T4 circulante e também auxilia
no transporte de retinol, por meio da formacao de um complexo com a proteina
ligadora de retinol (RPB, do inglés “retinol binding protein”). Ela consiste em
quatro cadeias polipeptidicas idénticas com 127 subunidades de aminoacidos,
com uma massa molecular total de aproximadamente 55kDa, altamente acidica
e nao € (glicosilada. Normalmente, sua meia-vida no plasma é de
aproximadamente dois dias, com reducéo durante a doenca (Tabela 2). A TTR
€ expressa no plexo coroide, sendo a principal proteina de ligacdo aos
horménios tireoideanos no fluido cérebro-espinhal (CSF) (33).

A albumina, proteina mais abundante na circulacdo sanguinea, €
constituida de uma unica cadeia polipéptidica contendo 585 aminoacidos
carregada negativamente com massa molecular de 66,5 kDa e sintetizada no
figado (34). Sua principal funcdo € manter a pressdo coloideosmética estavel.
Por outro lado, desempenha um papel importante na ligacao e no transporte de
um grande numero de compostos enddgenos (incluindo THs) e exdgenos,
formando, assim, um depdsito circulante por ligantes e prolongando a sua
meia-vida. Apesar de uma alta capacidade de ligacdo, a afinidade da HSA
para T4 é quase 7.000 vezes menor do que para TBG (Tabela 2). Do ponto de
vista fisiologico, até mesmo alteracbes extremas de concentracdo de HSA, tais
como deficiéncia total de albumina, ndo resulta em mudancas significativas dos
niveis de THs. Assim, mesmo em alta concentragdo no sangue, essa proteina
resulta em torno de 15% de ligacdo do total de hormdnios tireoideanos no
plasma (35).

A entrada e a saida dos HTs nas células ocorrem, em uma menor
parcela, por difusédo passiva (36), e outra principal por meio de transportadores
especificos que regulam a captacédo e efluxo (37- 40). A agcdo dos HTs ocorre,
fundamentalmente, por meio da ligacdo do horménio a seus receptores
nucleares (TRs), que séo proteinas nucleares ligadoras de T3, localizados em

sequéncias especificas, os elementos responsivos ao hormonio tireoideano
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(TRES), na regido promotora dos genes-alvos. Estes podem ativar ou reprimir
genes alvos pela ligagéao direta ao elemento responsivo ao DNA como homo ou
heterodimeros ou pela ligacdo de outras classes de fatores de transcricdo
ligados ao DNA. Essa atividade tem sido relacionada a formacéao de complexos
com moléculas que parecem servir como co-ativadoras ou co-repressoras,
causando modificagéo local da estrutura da cromatina para regular a expresséo
desses genes especificos (8, 41,42).

Dentro da superfamilia dos receptores nucleares, a subclasse de
receptores nao esteroidais ou tipo Il que abrange os hormoénios tireoideanos, o
acido retinoico (RAR), a vitamina D (VDR) e os proliferadores peroxissomais
(PPAR), possuem uma estrutura composta por modulos funcionais,
relativamente conservados entre os membros da superfamilia, e que permitem
a ligacdo destes receptores aos seus respectivos hormoénios e sequéncias
especificas de nucleotideos no promotor de genes-alvo regulados pelo
hormdnio (43-45). Essas sequéncias especificas no DNA foram denominadas
de elementos responsivos ao horménio que geralmente estdo localizados na
regido promotora dos genes alvos, além de serem especificos para cada
receptor e possuirem duas cOpias imperfeitas de um hexanucleotideo, que
podem estar arranjadas em diferentes orientacdes, com espacamento e
sequéncias flanqueadoras diferentes (24,46).

Existem dois genes que codificam os TRs: TRa (gene nativo homologo
ao oncogene viral-c-erb A) localiza-se no cromossomo 17 nos humanos, e o
outro gene, clonado simultaneamente, o TR localizado no cromossomo 3 (47-
48). Cada um destes genes codifica varias proteinas (al, a2, Aal, Aa2, B1, B2,
B3, AB3), que séo resultados de um processamento alternativo (splicing) do
RNA mensageiro ou da utilizacdo de promotores alternativos desses genes. A
expressdo deles é diferente em varios tecidos. O TRB1, por exemplo é
abundante no figado, rins, cérebro, enquanto o TRal é mais expresso nos
muasculos esqueléticos e miocardio. Ja o TRB2 é quase expresso
exclusivamente na hipofise anterior em outras areas cerebrais (49-50).

Em geral, os receptores nucleares possuem em comum trés dominios:
um dominio amino-terminal de ligagdo ao promotor, um dominio de ligacdo ao
DNA altamente conservado (DBD), e um dominio c-terminal menos

conservado, de ligacdo ao ligante (LBD). O dominio de ligacdo ao DNA é
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essencial para o reconhecimento do elemento responsivo pelo receptor. O LBD
confere especificidade na ligacdo ao ligante e possui um numero de funcgbes
reguladas por essa ligacéo. Essas fungdes incluem a liberagcéo do receptor do
complexo, translocacéo para o nucleo, homodimerizacao, heterodimerizacéo e
ativacao transcricional (47,49,50).

1.1.3 Mecanismo molecular de acédo dos hormonios tir  eoideanos

Os HTs agem por meio de sua ligagao a receptores nucleares que, por
sua vez, ligam-se ao DNA, geralmente como heterodimero com receptor
retinoide (RXR) em sequéncias especificas (TRES) por preferéncias dos sitios
de ligagdo de DNA do complexo RXR-TR (ou TR-TR). Desta forma, na
presenca do ligante (T3), os TRs ligam-se com alta afinidade e promovem
alteracdo tanto da estrutura tridimensional do TR, como na associacéo a outras
proteinas. Ocorre uma serie de alteracdes conformacionais no TR, facilitando a
liberacdo das proteinas co-repressoras e recrutamento de proteinas co-
ativadoras, como SRC-1 (co-ativador 1 do receptor de esteroide), TRAP/DRIP-
1 (mediador silencioso para TR e RAR). As proteinas co-ativadoras possuem
atividade de acetilacdo das histonas, promovendo o relaxamento da cromatina,
que agem sobre a maquinaria de transcricdo basal (MTB) ativando a
transcricdo de genes-alvos (8, 41,51) (Figura 5). J& na auséncia dos HTs, o0s
TRs ligam-se ao DNA na forma de mondémeros, homodimeros, e menos
frequentemente como heterodimeros com o receptor de retindide (RXR) e
recrutam um complexo de proteinas co-repressoras como o N-Cor (co-
repressor do receptor nuclear), o SMRT (mediador silencioso para TR e RAR)
que, por sua vez, associam-se a outras proteinas, formando um complexo
protéico que mantém a cromatina mais compactada pela desacetilacdo das

histonas que favorece a inibigéo transcrional (Figura 5) (52,53).

A interacdo do T3 com seus receptores nucleares leva, portanto, a
ativacdo ou inibicdo da expressdo desses genes-alvo, o que implica no
estimulo ou bloqueio da sintese de proteinas especificas, mecanismo pelo qual
0os HTs exercem os seus efeitos biologicos nas células. Assim, os efeitos dos
HTs sdo importantes para o0 crescimento normal e desenvolvimento,
manutencdo da estabilidade metabdlica, regulando as necessidades de

oxigénio, peso corporeo e metabolismo. Estimulam diversas atividades
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metabdlicas de lipideos e carboidratos. Atuam por acdes diretas e
indiretamente, pela modulacdo das ac¢des da insulina, glucagon (glicogendlise),
catecolaminas e glicocorticorticoides. No sistema cardiovascular aumentam a
frequéncia e a contratilidade cardiaca. Além de exercerem também acles
extranucleares ou ndo genémicas, como alteracdes no citoesqueleto de actina
em células gliais, no transporte de solutos pela membrana plasmatica e
alteragbes na atividade de algumas ATPases também foram evidenciadas
(6,8,12,36).

Transportador
dos Hormonios
Tireoideanos

Citoplasma f 101!132

@ 90—

B s W v
Nucleo _
Co-repressores {
: Genes
Alvo

[ 1 T-S—

Figura 5 - llustragdo do Mecanismo de acdo do Horménio Tireoideano. Em tecidos especificos,
tais como cérebro, transportadores como MCT8 transporta para dentro da célula T4 ou T3, ou
pode entrar no nlcleo e se ligar ao receptor do hormdnio tireoideano (TR) formando um
heterodimero com o receptor do retinoide (RXR) ao elemento resposta ao hormdnio tireoideano
(TRE), que associado as proteinas co-ativadoras, como SRC-1 e complexo TRAP/DRIP, ativa a
transcricdo de genes alvo, resultando nos efeitos biolégicos do horménio. Ja na auséncia de
T3, o TR encontra-se ligado ao TRE como homodimeros, e menos frequentemente como
heterodimero, e associados as proteinas co-repressoras, como N-CoR e SMRT, reprime a
expressdo do gene. Fonte: Brent, GA. Mechanisms of thyroid hormone action J Clin Invest.
2012; 122(9):3035-3043.

1.2 Proteina transportadora de tiroxina (TBG)

1.2.1 Estrutura e propriedades fisicas
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A TBG, uma pré-proteina, € uma glicoproteina acidica formada por
uma Unica cadeia polipeptidica contendo 415 aminoacidos e peso molecular de
54 KDa, sintetizada no figado. A TBG é a principal transportadora dos
horménios tireoideanos no sangue, apresenta alta afinidade pela tiroxina (T4),
sendo responsavel por 75% da ligacdo do T4 sérico. Além do T4, esta proteina
também se liga ao T3 e ao T3 reverso (54). Sua estrutura primaria foi deduzida
em 1986 (55) e s6 apds 17 anos sua estrutura cristalografica foi resolvida em
2006 (56), podendo-se, a partir de entdo, analisar a interacdo entre esta
proteina e o hormanio tireoidiano.

A molécula madura da proteina (395 aa sem o péptido de sinal) possui
quatro unidades de heterossacarideos com 5 a 9 residuos de &acido sialico
terminal, que sao importantes para a correta dobradura pés-traducdo e
secrecdo da molécula de TBG (57,58). As cadeias de carbono sé&o
responsaveis pela micro-heterogeneidade da TBG quando submetido a
focalizacao isoelétrica (IEF). O ponto isoelétrico da TBG normal varia de pH 4,2
a 4,6, no entanto, este aumenta para 6 quando todos os residuos de acido
sialico sao removidos. O dobramento indevido da molécula ou alteracées no
nacleo polipeptideo altera a secrecdo de TBG, a capacidade de ligacdo aos
HTs e imunoreatividade (59,60).

A proteina € bastante estavel no soro, mas rapidamente perde as suas
propriedades de ligacdo por desnaturacao a temperaturas acima de 55°C e pH
abaixo de 4. O tempo de meia-vida de desnaturacéo da TBG a 60°C é cerca de
7 minutos, mas a ligacdo ao T, aumenta a estabilidade da TBG. A TBG pode
ser medida por técnicas de analise de saturacdo imunométricos ou utilizando
um dos seus ligantes iodotironina (61-65).

A TBG pertence a superfamilia das serinas inibidoras de protease
(serinas, do inglés serine proteinases inhibitors), porém numa forma n&o
inibidora, devido ao alto percentual de identidade e estrutura similar a essa
familia de proteinas. As serinas sao inibidores de proteinas que regulam
diversos processos fisiologicos, tais como coagulacéo, fibrindlise, ativacdo do
complemento, angiogénese, apoptose, inflamacdo, neoplasia e patogénese
viral (66-68).

A maioria das serinas pertence a superfamilia da quiomitripsina, a qual

inclui enzimas de mamiferos como quimotripsina, tripsina, elastase, calicreina,
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trombina (69). A anti-tripsina é considerada arquétipo estrutural das serpinas.
Embora a maior parte pertenca ao grupo que inibe as serinas proteases,
algumas inibem também caspases, por exemplo. E uma minoria pertence as
serinas que ndo tém funcéo inibitéria, como a TBG e a globulina de ligacdo aos
corticosteroides, ambos com funcao de transporte, ou ainda como supressores
tumorais (70-72).

Até o presente momento, a literatura relata que aproximadamente 500
serpinas tém sido identificadas em uma variedade de espécies, incluindo
animais, virus e plantas de tamanhos que variam entre 350-400 aminoéacidos e
com peso molecular de 40-50 kDa. (73). Todas as serpinas tém sido
classificadas dentro de 16 familias e 10 sequéncias 6rfas (74). E serpinas de
vertebrados podem ser classificadas dentro de 6 sub-grupos (75) e formam
uma familia de grandes glicoproteinas homologas (69-76). Uma visao geral das

serpinas humanas inibidoras e néo inibidoras esta presente na tabela 3.

Tabela 3. Funcao, grupo e localizacédo das serpinas humanas classificadas em

inibidoras e nao inibidoras

Gene XX Grupo Fungéo - Alvo (ocalizaho,
INIBIDORES
al-antitripsina Al 2 Elastase 14q
al-antiquimiotripsina A3 2 Quimiotripsina 14q
Calistatina A4 2 Tecido Calicreina 14q
Inibidor de Proteina C A5 2 Proteina C 14q
Centerina A9 28 Maturacéo de celulas B novas 14q
Inibidor de protease proteina Z-  A10 2° Fator Xa 14q
dependente
Antitrombina 111 C1 5 Trombina, Fator Xa, anti-angiogénico 6p
Heparina co-fator Il D1 2 Trombina, quimiotripsina 22q
Inibidor-1 ativador E1l 3 Tecido tipo ativador de plasminogénio 79
plasminogénio
al-antiplasmina F2 4 Plasmina 17q
Inibidor C1 Gl 4 Complemento C1 esterase 11q
Neuroserpina 11 3 Ativador de plasminogénio, uroquinase, 3q
plasmina
Pancrepina 12 32 Repressor tumoral pancreatico 3q

NAO - INIBIDORES

Globulina de Ligacéo a Tiroxina A7 2 Hormonio carreador de Tz e Ty X

Globulina de Ligacéo a A6 2 Hormdnio carreador 14q

Corticosteroide

Angiotensinogénio A8 2 Hormonio precursor, regulacéo da pressao 1q
sanguinea

Fator pigmentante derivado do F1 4 Fator Neurotréfico 17q

epitélio

Proteina 1 de ligagéo ao H1 6° Molécula de ligagdo para colageno 11q

colageno

Proteina 2 de ligagdo ao H2 6 Colageno, Funcao HSP 11q

colageno

Nexina derivada da Glia H2 3 Crescimento excessivo na Neurite, trombina X

Os nomes classicos junto a nova nomenclatura (XX, SERPINXX, de acordo com Silverman et al, 2001) é dada. Os
nimeros na coluna “grupo” representam a classificacéo das serinas em vertebrados dentro dos grupos identificados
pela estrutura do gene e sitios de aminoacidos diagnosticados (Ragg et al., 2001). * A serpina seria classificada para
este grupo pela estrutura basica.Fonte: Adaptado de Gent, DV Sharp P, Morgan K, Kalsheker N. 2003

Serpins: structure, function and molecular evolution. Int J Biochem Cell Biol. 35(11):1536-47.
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A estrutura protéica da maioria das serpinas, proteinas globulares, é
caracterizada por 3 B-folhas (A,B e C) e 8 ou 9 a-hélices, nomeadas de hA-hl.
(77). As serpinas possuem uma caracteristica importante conservada entre
todas as proteinas do grupo que seria uma regido RSL /RCL (do inglés reactive
site loop ou reactive center loop) da al¢ca do centro reativo, localizado em uma
area aproximadamente de 20 aa do segmento do peptideo longo na superficie
molecular. Ele esta ligado a porcdo C-terminal da cadeia 1 da B-folha C e na
parte N-terminal da cadeia 5 da B-folha A (Figura 6).

Mudancas conformacionais consideraveis ocorrem nas serpinas, sendo
chamadas de um mecanismo suicida irreversivel, em que a serina protease
provoca uma clivagem da serpina na regido RCL. Esta clivagem proteolitica
dentro do circuito no centro reativo pela proteinase leva a insercdo da cadeia
N-terminal para o local de clivagem da cadeia 4 na B-folha, aumentando para 5
o numero de fitas-B nessa folha central e ligacdo covalente entre a serpina e
serina-protease. Assim, 0s complexos resultantes s&o, entretanto, apenas
transientes e colapsam com a liberagcdo de uma forma clivada de diferente
estrutura e estabilidade (78-80).

Loop
C ativ
fpeptideo v’> entro Reativo

a -1- Antitripsina

Forma nao clivada

Figura 6 - al-antitripsina nativa. O centro reativo (amarelo), B-folha A (vermelho) e porgéo C-
terminal do peptideo (azul escuro), mostrado em relagdo ao resto da estrutura que esta em
azul claro. Fonte: Adaptado de Janciauskiene S. 2001 Conformational properties of serine
proteinase inhibitors (serpins) confer multiple pathophysiological roles. Biochimica Biophysica
Acta Mar 26;1535(3):221-35.
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A forma nativa é aquela em que o RCL encontra exposto ao solvente e
portanto, passivel de interagir com uma serina-protease e disparar o processo
de inibicdo. Ja a forma clivada causa deslocamento do RCL e sua inser¢do na
folna A como uma nova fita 8. Com a estrutura tridimensional resolvida (3D) foi
possivel verificar que os inibidores serpinas possuem dois sitios de interacéo,
sendo um deles responsavel pelo reconhecimento da proteinase e outro
contendo a alga reativa na qual ocorre a formacéo do complexo enzima/inibidor
propriamente dito (81). Desta maneira, a estrutura terciaria da TBG foi resolvida
por co-cristalizagdo da molécula ndo glicosilada sintetizada in vitro com T, e
corroborou para confirmar supostas propriedades e variantes (30, 56, 82, 83).

A TBG difere dos outros membros da familia das serpinas por possuir a
metade superior da folha B principal completamente aberta. Essa caracteristica
permite que peptideo da regido RCL (alga do centro do reativo) se mova para
dentro e para fora da B-folha A (movimento flip-flop), resultando na ligacao e
liberacdo do ligante sem clivagem da TBG (Figura 7) (29). Assim, a molécula
pode assumir uma conformacdo de alta e baixa afinidade, um modelo
anteriormente proposto por Grasberger e colaboradores em 2002 (84). Esta
reversibilidade € devido a presenca exclusiva de prolina P8 na TBG, em vez de
uma treonina em todas as outras serpinas, limitando a insercdo da alca.
Estudos mostram que ha uma direta interacéo entre residuos Thr *** da alca
reativo e Tyr ** do sitio de ligacdo ao horménio, contribuindo para ligacdo a
tiroxina e liberacdo subsequente a insercdo do sitio reativo. Os movimentos
coordenados da alga reativa, hD (Hélice D) e o sitio de ligacdo ao horménio

permitem uma regulacdo alostérica de liberacdo do horménio (29, 56).
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TBG: Intacta Forma S TBG: Clivada Forma R TBG: Vistade cima da Forma R

Figura 7 - Estrutura molecular da TBG: Loops reativos (em amarelo). Inser¢cdo ocorre
imediatamente apds sua clivagem por proteases para se obter uma cadeia extra na folha da
molécula, mas o sitio de ligacdo ao T4 pode ainda manter sua conformacao ativa. Isto esta de
acordo com outros achados que mostram que a ligagéo e liberacao de T4 ndo € devido a uma
mudanca, na conformacéo ligada ou desligada, mas sim do resultado de uma mudanca
equilibrada de plasticidade do sitio de ligagdo. Entdo, a mudanca da forma S para R na TBG
resulta em uma diminuicdo em 6X, mas ndo em uma perda total de afinidade. A liberacao de
tiroxina € um processo modulado notavelmente visto em resposta as mudancas de
temperatura. Fonte: Qi X, et al., Allosteric modulation of hormone release from thyroxine and
corticosteroid-binding globulins. J Biol Chem 2011; 286:16163-16173.

1.2.2 O gene da TBG e sua regulacao transcricional

O gene gue codifica a TBG é denominado SERPINA7 (ou gene TBG),
localiza-se no brago longo do cromossomo X (Xg22.2), abrangendo 5.5Kb do
DNA gendmico. O gene SERPINA7 consiste em 5 éxons, sendo o primeiro nao
codante. O primeiro éxon, chamado de éxon 0, é pequeno e localizado a
1.62Kbp do primeiro éxon codante (éxon 1), que contém o cédon AUG o qual a
inicia a traducéo. Desta forma, os éxons codantes vao do 1 ao 4, sendo esta
Ultima a regido que codifica a regido 3’- ndo traduzida do RNAm da TBG (85).

Os aminoécidos de -20 a -1 compde um peptideo sinal, clivado e nao
presente na proteina em sua forma funcional, porém apresenta um papel
importante na traducdo pelos ribossomos. A proteina recém-sintetizada é

ligada por meio deste peptideo para a particula de reconhecimento de sinal,
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gue leva o complexo ao reticulo endoplasmatico. Em seguida ocorre o
processamento pos-traducional, que inclui a clivagem do peptideo sinal,
formacdo de pontes dissulfeto, glicosilacdo e enovelamento (55, 85). Sua
sequéncia de aminoacidos traduzida a partir de cDNA estd mostrada na figura
8.

-20 -10 10 20 30 40 50
MSPFLYLVLL VLGLHATIHC ASPEGKVTAC HSSQPNATLY KMSSINADFA FNLYRRFTIVE TPDKNIFFSP
60 70 80 90 100
VSISAALVML SFGACCSTQT EIVETLGFNL TDTPMVEIQH GFQHLICSLN
110 120 130 140 150
FPKKELELQI GNALFIGKHL KPLAKFLNDV KTLYETEVFS TDFSNISAAK
160 170 180 190 200
QEINSHVEMQ TKGKVVGLIQ DLKPNTTMVL VNYIHFKAQW ANPFDPSKTE
210 220 230 240 250
DSSSFLIDKT TTVQVPMMHQ MEQYYHLVDM ELNCTVLQMD YSKNALALFV
260 270 280 290 300
LPKEGQMESV EAAMSSKTLK KWNRLLQKGW VDLFVPKFSI SATYDLGATL
310 320 330 340 350
LKMGIQHAYS ENADFSGLTE DNGLKLSNAA HKAVLHIGEK GTEAAAVPEV
360 370 380 390 395
ELSDQPENTF LHPIIQIDRS FMLLILERST RSILFLGKVV NPTEA

Figura 8 - Sequéncia de aminoacidos traduzida do gene SERPINA7. Os aa
numerados de -20 a -1 compde o peptideo sinal. A TBG consiste de 395
residuos de aa e 4 unidades de heterossacarideos. Fonte:

http://www.uniprot.org/uniprot/P05543#sequences, acesso em 15.04.2016.

Uma classificacdo arbitraria para todas as serpinas foi proposta por
Silverman et al., nomeados como grupos A — P, baseado no subtipo da
composicao sugerida por Irving e colaboradores em 2000 (69, 74). Em 2001,
Ragg e colaboradores (75) classificaram ainda em seis subgrupos,
identificados pela estrutura do gene e sitios de aminoacidos (Tabela 3). As
serpinas humanas sao classificadas em nove grupos A - I. Desta forma, a
proteina é chamada de SERPINXy, o X é o subgrupo e y é o numero dentro do
subgrupo. Os maiores grupos sdo o0 alAT-like e os ov-like serpin que séo
designados " SERPINA " (10 membros) e " SERPINB " (14 membros),
respectivamente. Os grupos " SERPINC " e " SERPIND " consistem dos orfaos
antitrombina (ATIIl) e co-fator Il da heparina (HCFII). No total 9 serpinas
compdem os grupos SERPIN —I (86).
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O promotor do gene SERPINA7 contém sitios de ligacao para varios
fatores de transcricdo, como os fatores nucleares hepaticos (HNF1a, HNF3a e
HNF3pB) conferindo uma forte regulacéo transcricional figado-especifica (Figura
9) (87). Outra regidao a 20kbp abaixo do gene da TBG, isto € que nao reside no
gene da TBG, também foi recentemente reconhecida por estar envolvida na
regulacéo da expressdo do gene (88,89).

—
h 1kbp

Sitio de Iniciagdo

da transcrigdo

TATAA o
bp -200 -100 0 HNF-I
] ' HNF-3
TBG *

NF )

CAAT

or @
C/EBP

Figura 9 - Organizacdo gendmica e localizacdo cromossomal da principal proteina de ligacdo
ao horménio tireoideano no sangue. A. Cinco caixas representam 0s éxons. Localizacdo dos
cédons de iniciagdo e terminacdo sdo indicadas pelas setas. B. Estrutura das regifes
promotoras com a localizagdo cis-atuante de elementos regulatorios transcricionais. Adapatado
de Pappa T, Ferrara AM, Morkin E, Refetoff S 2015 Inherited defects of thyroxine-binding
proteins. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 29(5):735-747.

1.2.3 Propriedades bioldgicas e Fisiologia da TBG

A molécula TBG tem um Unico sitio de ligacdo para iodotironina,
assim, possui uma afinidade maior para T4 vinte vezes maior do que o T3
(Tabela 3). A capacidade de ligacao de T, e T3 pela TBG no soro de humanos

normais € equivalente a sua concentragao, que é aproximadamente 270nmol/L.
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A meia-vida da proteina no plasma € cerca de 5 dias e o volume de distribuicéo
é semelhante ao da albumina (61, 63, 65, 90). Uma boa atividade de ligagédo
requer a presenca da cadeia lateral de L-alanina, um grupo 4'-hidroxil néo
substituido, uma ponte éter de difenil, e os constituintes de halogénicos (Br ou
I) na posicao 3,5,3 'e 5' (91) . A TBG desnaturada nédo se liga as iodotironinas,
mas pode ser detectada com anticorpos que reconhecem a estrutura primaria
da molécula (61). Em adultos eutireoidianos com concentragdo normal TBG,
cerca de um terco das moléculas transportam HTs, principalmente T,. Quando
totalmente saturado, transporta cerca de 20ug de T4/dL no soro, e sua via de
excrecao é pelo figado (92).

Um grande numero de compostos compete com a ligacdo da TBG a
HTs, dentre eles podemos citar: fenitoina, salsalato, furosemida, fenclofenaco,
mitotano e salicilatos. Embora a afinidade da TBG por compostos seja menor
do que para iodotironinas, se esses estiverem em uma concentragao
suficientemente alta para competir com T4, e T3 com TTR, podem reduzir os
niveis normais do hormoénio total, enquanto a fracdo livre de T, permanece
normal. Assim, pacientes eutireoideanos que usam esses farmacos podem
parecer ter niveis baixos de T, total e livre, enquanto in vivo o Ty livre esta
normal (3, 93-95).

A ligacdo e a liberacdo da tiroxina no sangue sao devidas as
alteracdes conformacionais tipo flip-flop da TBG, porém quando ocorre a
clivagem da proteina por uma serina protease liberada por leucécitos
polimorfonucleares, esta produz uma mudanca permanente nas propriedades
da molécula. Assim, dados da literatura mostraram que esta forma modificada
reduziu a ligacdo ao T4 e o aumento da estabilidade ao calor (30).

Os intervalos de concentragdo da TBG no soro de adultos normais sao
de 1,1-2,1 mg/dL (180-350nM), 14-26ug T4/dL em termos de capacidade
maxima de ligacdo ao T4. A proteina esta presente no soro por volta da 122
semana de idade fetal e no recém-nascido até 2-3 anos de idade € cerca de
1,5 vezes a concentracdo de um adulto normal (55, 96-98). Os niveis de TBG
declinam ligeiramente na metade da idade adulta e tendem a aumentar com o
avanco da idade (99). A literatura mostra que foram detectados quantidades de
TBG, embora inferiores as encontradas no soro, no liquido amniotico (100),

fluido cerebrospinal (101) e na urina (85).
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Uma das causas mais comuns do aumento da concentracdo de TBG
Nno soro € o0 excesso de estrogénio, seja a partir de uma fonte enddgena
(tumores produtores de estrogénio) ou exdégena (uso terapéutico ou no controle
de fertilidade). O nivel de varias outras proteinas do soro, tais como globulina
de ligacdo a corticosteroides, globulina de ligagdo a testosterona,
ceruloplasmina e transferrina, também sdo aumentadas (102). Este efeito
estrogénico é mediado por meio do aumento na complexidade dos residuos de
oligossacaridos da TBG em conjunto com uma elevacdo do numero de acidos
sialicos que resultam no prolongamento da meia-vida (65,103). Esteroides
anabolizantes e andrégenos produzem um efeito oposto (56,61). Apesar dos
hormonios sexuais afetarem o nivel sérico de TBG, as diferencas no género
sdo pequenas, exceto durante a gravidez, durante o qual as concentracdes
estdo 2,5 vezes o valor médio normal (104,105).

Os hormobnios tireoideanos estdo associados as proteinas de
transporte no soro por ligagdes ndo covalentes e estdo em constante equilibrio
reversivel com a quantidade de hormanio livre (0,03% do T4 total e 0,3% do T3
total) (106). E essa fracdo livre dos HTs que esta imediatamente disponivel
para os tecidos em que exerce seus efeitos metabdlicos (106,107). A TBG é
responsavel por proteger o organismo contra variagées bruscas dos niveis de
horménios tiroideanos, pois funciona como reservatoério circulante que libera os
hormdnios conforme as necessidades locais dos diferentes tecidos. Outra
funcdo da TBG é contra o desperdicio de iodo por possuir um alto peso
molecular que impede a filtracdo glomerular dos HTs ligados a ela, reduzindo
perda do iodo pela urina (108). Além disso, estudos mostram que a TBG facilita
a distribuicdo uniforme de T4 celular permitindo que as mudancas na circulacéo
da concentracdo dos HTs sejam rapidamente transmitidas a todas as células
dentro dos tecidos (109). Estudos ainda ndo concluidos levantam a hipétese de
que a TBG executa uma entrega direcionada de HTs. Desta maneira,
alteracdes enzimaticas de sitios especificos na TBG modificariam a sua ligacéo
hormonal, podendo fornecer um mecanismo para direcionar a quantidade de

hormonio a ser entregue (110).
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1.3 Anormalidades na TBG

Alteracdes congénitas nas proteinas de ligacdo dos HTs ndo séo
incomuns e podem predominar em alguns grupos étnicos. Em 1959,
Beierwaltes e Robbins relataram uma familia com excesso de TBG, assim, foi
reconhecida pela primeira vez a existéncia de anormalidades congénitas na
TBG no homem (111). Subsequentemente, a ocorréncia de deficiéncias
congénitas completas (112-114) e parciais de TBG (115-117) foram descritas.
E essas anormalidades na TBG confirmaram o padrdo de heranca recessivo
ligado ao X, com uma unica excec¢do relatada na literatura (118), compativel
com a localizagdo do gene da TBG (119, 120) e, assim, o fenétipo completo é
expresso principalmente no sexo masculino. Desta forma, a hereditariedade
também sugere que os defeitos possam ser vinculados ao gene TBG e nao
apenas da taxa de eliminagcdo da TBG, como h& muito tempo tinha sido
sugerida como a possivel causa (117).

Portanto, anormalidades da TBG podem ser classificadas clinicamente
de acordo com o nivel de TBG em soro de hemizigotos afetados (homens XY
ou mulheres XO, que expressam apenas o alelo mutante) como deficiéncia
completa (TBG-CD) ou parcial (TBG-PD) e excesso de TBG (TBG-E). Em
qualquer destas situacfes a producdo de hormdnio é normal, mas os testes
laboratoriais podem apresentar alteracdes que sugerem, respectivamente,
hipotireoidismo ou hipertireoidismo. Isto significa que, apesar de ser uma
condicdo benigna e que nao acarreta disfuncao da tireoide, a alteragcdo na
quantidade da TBG pode ser erroneamente interpretada e levar a tratamentos
desnecessarios. Além das alteragcbes quantitativas citadas, tambéem ha
alteracdes qualitativas que podem fazer com que a TBG tenha menor afinidade
pelos hormonios tireoidianos (121).

Esses defeitos geralmente se manifestam na clinica bioquimicamente
como hipertiroxinemia eutireoidea ou hipotiroxinemia e, em raros casos, isolado
hipertriodotironinemia. A tirotoxicose, hipotireoidismo, bdécio e hiperlipidemia
familiar consiste em anomalias que geralmente sdo coincidentes (122). No
entanto, os individuos com disturbios da tireoide sdo mais propensos a passar
por testes mais acurados para uma deteccdo aleatéria de um defeito no

transporte hormonal da tireoide (29).
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Geralmente, a deficiéncia ou o0 excesso de TBG sao diagnosticados
pelos achados acidentais anormais de T, sérico e T4 livre normal. Assim,
guando ha auséncia de fatores que causam anomalias adquiridas na TBG,
deve-se levantar a suspeita de ser defeito herdado da TBG, o que pode ser
facilmente confirmada pela presenca de anomalias semelhantes na TBG em
membros na familia. No entanto, a confirmagcédo de defeitos herdados da TBG
requer andlise genética (123).

Refetoff observou, em 1989, que, nas familias com TBG-CD, homens
afetados ndo tém niveis detectaveis TBG e mulheres portadoras (maes ou
filhas) ttm em média a metade da concentragdo de TBG normal. Nas familias
com homens com TBG-PD, a concentracdo média TBG em mulheres
heterozigotas € geralmente acima da média normal. A concentracao sérica de
TBG em homens com TBG-E é de 2 a 4 vezes maior em relacdo ao valor
médio normal, e nas mulheres portadoras correspondentes, o valor € um pouco
maior do que o valor médio nos homens afetados. Estas observacdes indicam
igual contribuicéo de células que expressam 0s genes mutantes e normais para
TBG. Em raras ocasides, a inativacdo seletiva do cromossomo X tem sido a
causa da manifestacdo do defeito completo da proteina (fenétipo hemizigotico)
em mulheres heterozigotas (124).

Além dessas observacdes relatadas, os defeitos herdados na TBG
podem ser devido ao nivel de TBG desnaturada (dnTBG) no soro e decorrente
das propriedades fisico-quimicas da molécula, que podem ser: (A) identidade
imunoldgica; (B) o padrdo focagem isoelétrica (IEF); (C) taxa de inativacdo
quando exposta as varias temperaturas e ao pH; e (D) a afinidade para
ligantes, T4 e T3. Assim, a identificacdo mais precisa dos defeitos TBG requer
sequenciamento do gene da TBG (29).

Até o presente momento, 51 variantes de TBG foram identificadas, e

dentre essas, 49 foram geneticamente caracterizadas (29)



42

1.3.1 Deficiéncia completa (TBG-CD)

TBG-CD € definida como niveis indetectaveis de TBG no soro de
individuos hemizigotos afetados ou com um valor menor do que 0,03% da
meédia normal. Os limites atuais de deteccao utilizando o ensaio mais sensivel,
radioimunoensaio (RIA), € de 5ng/dL (125). TBG-CD foi identificada pela
primeira vez em uma adolescente de 13 anos de idade com sindrome de
Turner, auséncia completa de TBG, similar aos membros da familia do sexo
masculino afetados. Os dados laboratoriais encontrados nessa paciente foi
uma baixa concentracdo de T4 no soro, e achados clinicos como a baixa
estatura, levando ao tratamento com doses crescentes de TH, resultando em
efeitos adversos como agitacdo e sono perturbado, além da diminuicdo do
desempenho escolar (114). A publicacdo dessa familia em 1968 foi de grande
importancia, pois foi a partir desta que a causa do defeito na TBG foi
identificada.

A prevaléncia da deficiéncia completa de TBG é de aproximadamente
1:15.000 nascidos do sexo masculino. H4 uma variacdo étnica nos dados de
prevaléncia, sendo que a deficiéncia completa é mais comum em japoneses
(1:1.200 a 1:1.800) do que em brancos (1:5.000 a 1:13.000) (123).

Vinte e sete variantes da TBG tendo esse fenétipo foram caracterizadas
geneticamente e dezoito dessas possuem moléculas truncadas, produzidas
pela substituicdo de um uUnico nucleotideo ou deslocamento do quadro de
leitura, frameshifts, devido a dele¢Bes nucleotidicas. A terminagdo antecipada
da traducdo dessas variantes € causada em 4 por uma Unica substituicdo de
nucleotideo (TBG-CDP1, TBG-CDP2, CD5, TBG-CDB e TBG-CDT2) ou por um
frameshift devido a uma dele¢cdo de um Unico nucleotideo (TBG-CDY, TBG-
CDN, TBG-CDNI, TBG-CD6, CD-PL, TBG-CD7, TBG-CDS8, e TBG-CDJ, TBG-
CDPE) ou delecao de 19 nucleotideos (TBG-CDH) (29).

Em 7 variantes, muta¢cGes foram descritas nos introns dentro do sitio
de splice causando frameshift (TBG-CDK) ou splicing completo do éxons
(TBG-CDL e TBG-CDja). Em contraste, substituicbes nucleotidicas no sitio de
splicing 5’ dentro intron IV (TBG-CDL e a TBG-CDja), resultou em um splicing
completo do éxon 3, e também produziu uma molécula truncada (126). Uma
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substituicdo de um Unico aminoécido foi a causa de TBG-CD em cinco familias
(TBG-CDT1, TBG-CDPA, TBG-CD5, TBG-CDP3 e TBG-CDKOo0), entretanto
devido a baixa sensibilidade nos exames, podem ter sido classificadas
erroneamente. Em TBG-CD5, a Leucina na posi¢cado 227 substituida por uma
prolina, foi relatada provocar um processamento pés-traducional aberrante
(127). Uma variante TBG (TBG-CDNI), com dois nucleotideos deletados perto
da regido carboxilica terminal, resultou em mutacao frameshift na extenséo da
molécula por adicdo de 7 residuos nonsense (128). TBG-CDMi foi
recentemente encontrada em associacdo a mutagdes P453A no gene THRp
(129). TBG-CDJ até o presente momento foi identificada apenas em japoneses,
mas a frequéncia do seu alelo na populagdo permanece desconhecida, embora
ja sejam bem documentadas que algumas muta¢gdes no gene SERPINA7 tém

maior prevaléncia em determinados grupos étnicos (130,131).

1.3.2 Deficiéncia parcial (TBG-PD)

A deficiéncia parcial TBG é mais comum do que a deficiéncia completa,
com uma prevaléncia de 1:4.000 nascimentos. Alta frequéncia de variantes na
TBG foram identificados em negros africanos, aborigenes australianos e
esquimos (132). Uma vez que um numero de variantes da TBG circula em
baixas concentracdes, € muito provavel que diferentes mecanismos possam
levar a deficiéncia parcial de TBG. A reducdo da secrecédo pode ser devido a
alteracdes na expressao do gene ou processamento intracelular anormal ou
ainda, taxa de degradacdo acelerada devido a instabilidade das moléculas
variantes. Em geral, variantes TBG que sdo mais instaveis ou susceptiveis a
desnaturacao pelo calor sdo encontradas em menor concentragdo em Soro.
(29). Algumas variantes instaveis podem ter menor afinidade de ligacdo para
THs ou padrdes de migracdo anormais na eletroforese de IEF. Mutagdes com
diminuicao da afinidade para T, e T3 possuem uma reducéo desproporcional na
concentracdo do horménio em relacdo ao nivel correspondente de TBG no soro
(133).

Os homens com deficiéncia hereditaria de TBG que tém niveis de TBG
detectaveis no soro sdo classificados como parcialmente deficientes de TBG.

Enquanto, pelo critério, individuos hemizigotos afetados devem possuir
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concentracfes séricas de TBG abaixo do limite inferior. Assim, uma definicdo
normal mais ampla de deficiéncia parcial de TBG engloba todas as anomalias
hereditarias da TBG resultando em niveis séricos de TBG que sao, em média,
significativamente abaixo do valor médio para os homens nao afetados em um
mesmo grupo populacional. Desta forma, por esta definicdo, os sujeitos com
deficiéncia parcial de TBG podem ter niveis de TBG com sobreposi¢cdo aos
valores normais (32). Esta condicdo pode ser muito comum, especialmente se
inclui uma variante como grupos étnicos distintos. Por exemplo, cerca de
metade da populacdo australiana aborigena expressa uma forma de TBG (TBG
- A) que, além de ter baixa afinidade para os HTs, esta presente no soro em
concentracdes mais baixas do que a TBG-C (104, 134).

Os niveis de TBG no soro em mulheres heterozigotas muitas vezes se
sobrepéem ao nivel normal, sendo encontrado acima da média normal.
Contrariamente ao TBG-CD, todos TBG-DP s&o causadas por mutacdes
missense. TBG-CDs com mutagées missense podem ter sido erroneamente
classificados devido a baixa sensibilidade dos ensaios de rotina de medicéo
TBG (29).

1.3.3 Excesso de TBG (TBG-E)

O excesso de TBG é uma condicdo menos frenquentemente encontrada
de forma herdada e mais comumente vista como forma adquirida como, por
exemplo, na gravidez, em tratamentos com estrogenos e na hepatite. O
estrogénio em excesso é a causa mais comum de aumento da concentracdo de

TBG no soro, mediada pela meia-vida prolongada da TBG (32).

TBG-E tem uma prevaléncia mais baixa do que a deficiéncia de TBG.
Valores obtidos a partir de resultados em programas de triagem neonatal foram
bastante variados: de 1:6.000 a 1:40.000. No estado de Nova lorque (135) foi
visto uma prevaléncia de 1:6.000, de 1:17.800 na Nova Zelandia (136), e
1:6.000 em Birmingham, Reino Unido. (137). Embora a prevaléncia possa variar
entre grupos étnicos, a julgar pelo numero relativamente baixo de relatos
publicados em familias com excesso TBG, € possivel que a causa da elevacao
TBG em algumas das lactantes ndo foi necessariamente genética. Este tem

sido tema de uma pesquisa em neonatos, realizado na providéncia canadense
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de Quebec, mostrando que em 12 de 15 criancas com altas taxas de TBG foi
apenas transitoria (138). Desta maneira, esse achado reduziu o calculo da

incidéncia de excesso TBG hereditaria, comprovado para 1: 25.000. (29).

Os niveis de TBG no soro em individuos afetados, hemizigoticos,
variaram de 3 a 4,5 vezes a média normal e os niveis de T, médios de 2,5
vezes a média normal (121). Assim, ndo € surpreendente que as
concentracdes T4 em condi¢cdes normais estejam altas em recém-nascidos, em
valores acima dos niveis em adultos, nas criancas com TBG herdada em
excesso (139). Em 1995, Mori e colaboradores demostraram que a
amplificagéo da parte do gene SERPINA7 era a causa forma da hereditaria da
TBG-E (140).

1.4 Inativacdo do cromossomo X

O cromossomo X possui cerca de 155 milhdes de pares de bases,
aproximadamente 1.155 genes e, entre eles, 868 foram identificados como
codificadores de proteinas. Essas proteinas possuem diversas funcoes
estruturais e participam da regulacdo da transcricdo de outros genes e da
transducéo de sinais; a maioria atua no nucleo e no citoplasma, porém podem
também exercer sua fungdo em organelas, na membrana plasmatica e no meio

extracelular (141).

A teoria da inativacdo do cromossomo X nas células somaticas
femininas normais ocorre como mecanismo de compensagdo de dose dos
produtos génicos entre os sexos feminino e masculino. De acordo com a
hipotese de Lyon (1961), existe nas células de mamiferos do sexo feminino
apenas um cromossomo X ativo (142). Isto proporciona essa compensacao de
dose entre homens (XY) e mulheres (XX) em relagdo aos genes presentes no
cromossomo X. Essa inativagdo do cromossomo X ocorre no inicio da vida
embrionaria, por volta do 13° — 16° dias de vida intra-uterina e possue duas
propriedades importantes. A primeira propriedade € a determinagcédo randémica
(aleatoria): o X de origem materna e o X de origem paterna tém a mesma
probabilidade de serem escolhidos para inativagdo. A segunda € a manutengao

do padrao de inativacdo, em que a partir do momento em que um dos
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cromossomos X € escolhido para inativacdo e € inativado, todos os
descendentes clonais daquela célula apresentam o mesmo X inativo. Desta
forma, a inativagdo do X é um processo determinado aleatoriamente e clonal,
mas fixo (142,143).

Uma das consequéncias do processo de inativacdo do X € a
ocorréncia de mosaicismo somatico em mulheres, jA que estas possuem 2
populacdes celulares distintas em relagdo ao cromossomo X. Disso resulta
que, em meédia, as mulheres possuem 50% das suas células somaticas com o
cromossomo X materno ativo e nos outros 50% o cromossomo ativo € o
paterno. S8o, assim, mosaicos quanto a inativagdo do cromossomo X e se
distribuem de acordo com uma curva normal quanto a porcentagem de células
com o cromossomo X materno ou paterno inativos, como demonstrado em
estudo de 415 mulheres adultas da populacdo geral (144). Os autores
verificaram que apenas 1,7% dessas mulheres tinham padrédo de inativacao
com desvio completo (100:0) e concluiram que uma mulher qualquer da
populacado, que tenha tal padréo de inativacdo, tem probabilidade pelo menos
igual de ser portadora ou ndo de mutagcdo no cromossomo X que afeta a razéo
de inativacao, justificando a investigagdo de patologias com heranca ligada ao
X na familia (143).

Existem algumas situacdes em que a inativacdo do X ndo é aleatoria,
como, por exemplo, circunstancias em que ha uma mutacao presente em um
dos cromossomos X, a selecdo ocorre no cromossomo X onde ha defeito,
permitindo a selecdo de X ativos sem mutagdo e tendo, portanto, um efeito
benéfico. Ou ainda quando uma inativacdo preferencial do cromossomo X
normal, permanecendo o X mutado na maioria dos cromossomos X ativos. Esta
forma de inativacdo néo aleatdria tem consequéncias negativas, podendo gerar

algumas patologias (145).

Vérios relatos de familias com anormalidades na TBG confirmaram o
padrdo de heranca ligado ao X (85, 117, 146). H4& apenas um relato na
literatura de deficiéncia de TBG transmitida de forma autoss6mica dominante
(118). Considerando o padréo de heranca ligado ao X, o defeito apresenta
manifestacdo clinica plena em individuos hemizigotos (homens 46,XY ou

mulheres 45,X0) (114). As mulheres heterozigotas geralmente apresentam
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niveis intermediarios de TBG devido a compensacéo de dose pela inativacado
do cromossomo X. E sabido que mulheres XX heterozigotas ndo manifestam a
doenca, mas a transmitem a seus filhos. Existe ainda uma outra possibilidade
de uma mulher XX heterozigota manifestar a doenca, que é por meio da
inativacdo seletiva do cromossomo X (124). Variagbes no modo como esse
mecanismo se processa, seja por inativacdo aleatdria ou seletiva, podem
acarretar discrepancias entre o genaétipo e o fendtipo, e justificam a importancia
da avaliacdo do padrao de inativacdo do cromossomo X nas mulheres afetadas
(124,147).
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2. JUSTIFICATIVA

Os primeiros registros sobre defeitos hereditarios comprometendo,
parcial ou totalmente, determinada etapa de sintese hormonal da tireoide foram
publicados ha cerca de 100 anos por Pendred e Osler (148). A partir da década
de 1980, o rapido progresso da genética possibilitou avancgos significativos na
elucidacdo de alteragbes de mecanismos hormonais e genéticos em nivel
molecular. A deficiéncia parcial de TBG é a forma mais comum, ainda que
pouco frequente, das anormalidades hereditarias que acometem a principal
proteina de ligagdo aos hormdnios tireoideanos no soro (54). A raridade desta
situacao clinica justifica um estudo de caracterizacdo genética e molecular de
uma familia afetada podendo levar a uma melhor compreenséo da fisiologia do
transporte do hormoénio tireoidiano e, sobretudo, evitar tratamentos
desnecessarios aos individuos acometidos.

O presente estudo buscou verificar a ocorréncia de mutacdes no gene
SERPINA7 em uma familia brasileira com deficiéncia parcial de TBG,
diagnosticada clinicamente. Esta familia tem uma peculiaridade que chama a
atencdo: a manifestacdo da deficiéncia por uma das filhas, o que ¢é
extremamente raro, pois as mulheres em geral sdo apenas portadoras. Isto
pode ocorrer pelo mecanismo de inativacdo do X, um mecanismo epigenético
ainda pouco compreendido. Portanto, a identificagdo e caracterizacdo de
mutacdes nesta familia pode ajudar a compreender este complexo mecanismo
de silenciamento génico. Além disso, também se buscou avaliar o padrdo de
inativacdo do cromossomo X, para melhor elucidacdo do fendtipo clinico
expresso pelo caso indice.

Adicionalmente, buscamos um melhor entendimento das relagbes de
estrutura e funcdo da proteina, o que vem a justificar o estudo de
caracterizacdo genética e molecular da familia afetada pela deficiéncia,
juntamente com analises estruturais e de modelagem. Com isso, espera-se
contribuir para maior elucidacdo do papel do gene SERPINA7 na deficiéncia
parcial de TBG, além de verificar a conservacao/correlacdo dessa posicéo

estrutural da proteina dentro das familias das serpinas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Realizar investigacao clinica, genética e molecular em uma familia, cujo
caso indice era uma mulher, com diagnadstico clinico de deficiéncia parcial da
TBG (TBG-DP).

3.2 Objetivos especificos

1. Descrever e analisar o quadro clinico e laboratorial de uma familia

com deficiéncia parcial congénita da TBG (TBG-DP).

2. Realizar anédlise molecular do gene SERPINA7, que codifica a TBG,

em uma familia com deficiéncia parcial da TBG.

3. Caso seja identificada mutacédo potencialmente patogénica no gene
SERPINAY, buscar-se-a:

3.1 Avaliar o padrao de inativagdo do cromossomo X com intuito
de investigar mecanismos de silenciamento génico que justifiquem o
guadro clinico presente no caso indice (probanda).

3.2 Analisar o impacto funcional, in silico, da mutagcdo no gene
SERPINAY identificada.

3.3 Realizar a analise estrutural e modelagem da possivel
mutacdo no gene  SERPINA7, além de  verificar a

conservacao/correlacao dessa posi¢cdo dentro das familias das serpinas.
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4.0 METODOS

4.1 SUJEITOS DO ESTUDO

Este projeto foi aprovado sob o numero CAAE 48417815.60000.0030,
pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia (UnB) (ANEXO A — Parecer consubstanciado). Todos o0s sujeitos
participaram da pesquisa mediante assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, pelo proprio paciente ou por seu responsavel, no caso de
menores de 18 anos (Apéndice A — Termo de consentimento livre e
esclarecido).

O estudo foi realizado em 5 individuos de uma familia brasileira. O caso
indice € uma paciente de 37 anos do sexo feminino, que vinha anteriormente
apresentando repetidamente testes da funcdo tireoideana anormais,
caracterizados por concentracdes plasmaticas reduzidas de T3 total (TT3) e Ty
total (TT4), € um nivel de TSH normal enquanto utilizava levotiroxina 50
mcg/dia, durante varios anos.

O exame fisico do caso indice ndo constava alteracdes, exceto para
tireoide que apresentava um volume reduzido (1cm®) na avaliacdo ecogréfica.
ApOs 6 semanas sem 0 uso da levotiroxina, testes adicionais da funcao
tireoideana foram re-avaliados para determinacdo do nivel plasmatico TBG,
que por fim confirmou o diagnostico de deficiéncia de TBG (Figura 13). Além do
caso indice, foram realizados exames laboratoriais nos outros membros da
familia (pai, irma& gémea dizigotica e dois irmaos). Nao foi realizada a analise
da mée do caso indice, ja falecida no momento em que os dados foram
avaliados. Foram coletadas, com o consentimento dos participantes, amostras

de sangue para avaliagdo bioquimica e genética.
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4.2 TESTES DA FUNCAO TIREOIDEANA

Os pacientes em estudo foram avaliados clinicamente por meédico
endocrinologista, por meio de anamnese e exame fisico, direcionado a
patologias tireoideanas.

As dosagens plasmaticas de T3 total (TTs), T4 total (TT4), T4 livre
(FT4), hormdnio tireoestimulante (TSH), TBG e de anticorpos anti-
tireoperoxidase (Anti-TPO) e anti-tireoglobulina (Anti-Tg) foram realizadas em
laboratorio comercial (Laboratorio Sabin, Brasilia-DF), utilizando o método de
gquimioluminescéncia.

Os valores de referéncia de normalidade para método (VR) foram:
TSH de 0,35 a 5,5pU/IL; TBG de 13,6 a 27,2 mg/L; T4 livre de 0,70 a 1,8ng/dL;
T4 total de 3,2 a 12,6ug/dL; T3 total de 60 a 181ng/dL; Anti-TPO: inferior a
35U/mL e Anti-Tg: até 401U/mL.

O teste de TRH também foi realizado no caso indice com o propdsito de
se avaliar a integridade do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide. O teste do TRH
(horménio liberador da tireotropina) € um importante exame para se avaliar a
integridade do eixo hipotalamo-hipdéfise-tirecide e em casos de suspeita de
hipotireoidismo de causa central (tumores, pés cirurgia ou radioterapia, e outras
causas de hipopituitarismo. Em casos de danos hipofisarios a resposta € baixa,
enquanto no dano hipotalamico observa-se reposta normal ou exagerada.
Consiste na administragao de 200ug de TRH por via endovenosa e medida do
TSH nos 15 minutos antes da administracdo, no momento da administragéo e
15, 30, 60 e 120 minutos apos a injecdo do TRH. O pico de TSH, que pode
chegar a até 22 vezes a concentracao sérica basal, ocorre aos 30 minutos em
individuos eutireoideos. O Tze o T, sérico se elevam, ap6s 3 a 8 horas,
respectivamente. A resposta do TSH ao estimulo com TRH ocorre entre 15 a
30 minutos, com um incremento minimo de 5 pU/mL do valor basal. Adultos
maiores de 40 anos de idade podem apresentar resposta normal com
incremento de 2 pU/mL. No hipotireoidismo primario a resposta do TSH é
exagerada (> 35 pU/mL). No hipotireoidismo secundario a resposta do TSH é
insuficiente. No hipotireoidismo terciario a resposta € normal, mas atrasada

(pico acima dos 60 minutos) (153).
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4.3 ANALISE MOLECULAR
4.3.1 Extracdo de DNA gendmico de leucocitos do sangue periférico

O DNA genbmico dos sujeitos do estudo foi extraido de leucdcitos do
sangue periférico pelo método de Salting-out modificado, descrito por Miller e
colaboradores em 1988 (149).

O método consiste, primeiramente, em se obter o sangue periférico
por meio de puncdo venosa de 12 a 16 mL de sangue em 4 tubos contendo o
anticoagulante acido etileno diaminotetracético (EDTA). Um dos tubos foi
congelado a fim de manter material viavel por mais tempo, caso fosse
necessario realizar uma nova extracdo. O material dos outros trés tubos foi
transferido para um tubo falcon de 50 mL e acrescentado 30mL de tampéao de
lise de hemécias (ImM NH4HCO3 + 1,4 mM NHA4CI). A solugdo foi
homogeneizada e incubada durante 30 minutos em gelo e, posteriormente, o
material foi centrifugado a 3000rpm, 4°C, durante 15 minutos. O sobrenadante
foi descartado e acrescentado mais tampao de lise, novamente incubado e
centrifugado. Essa etapa foi repetida de trés a cinco vezes até se obter um
sedimento de leucdcitos limpo (pellet) ao fundo do tubo cbnico.

A esse pellet acrescentou-se 9mL de TEN (TRIS 10mM ph8, EDTA
10mM ph8, NaCl2 150mM ph8), 180uL de SDS10% e 45 pL de Proteinase K.
Em seguida, foi feita homogeneizacdo com pipeta Pasteur de plastico, e
incubou-se a 37° C por 12 horas (overnight) para se obter completa digestao
protéica. Apds a incubagcdo foram acrescentados 3,6mL de NaCl super
saturado (6M), centrifugado a 3000rpm por 15 minutos em temperatura
ambiente, e o0 sobrenadante foi transferido para outro tubo coOnico. Ao
sobrenadante foram acrescentados cerca de 20mL de etanol absoluto gelado
(JT Baker) para precipitar o DNA, e este foi retirado com auxilio de uma pinca
ou bastdo de vidro e transferido para um tubo de 1,5mL. E, finalmente, foram
realizadas trés lavagens com &lcool 70% (JT Baker) com intuito de remocao do
excesso de sal por meio dessas sucessivas lavagens, e apds a secagem, o
DNA foi eluido em TE (TRIS 2mM ph8, EDTA 0,5 mM ph8). As amostras foram

armazenadas -4°C para posterior utilizac&o.
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4.3.2 Determinacédo da concentracdo do DNA

Para avaliar a quantificacdo e pureza do DNA extraido foi utilizado o
espectrofotometro NanoVue Plus (GE Eletronics), que quantifica acidos
nucléicos a um comprimento de onda de 260nm. A pureza do DNA pode ser
avaliada pela razdo entre a quantificagdo a 260nm e 280nm (que corresponde
a absorbancia para proteinas). Todas as amostras utilizadas demonstraram
concentracdo de DNA acima de 100 ng/ul e a relacdo 260/280 (pureza) maior
que 1,70.

4.3.3 Reacao de polimerizagdo em cadeia (PCR)

A amplificacdo do DNA foi realizada por meio da técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase, polymerase chain reaction), que permite
obter multiplas cépias de uma regido especifica do DNA.

O DNA genbmico foi utilizado como substrato para amplificacdo das
regides codantes do gene SERPINA7, gene que codifica a TBG, e que consiste
de 5 éxons, sendo o primeiro ndo codante. Foi realizada reacdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR) para amplificacdo dos éxons 1 ao 4 do gene
SERPINA7, utilizando pares de oligonucleotideos iniciadores (primers)
desenhados especificamente para este estudo (126,150,151). As sequéncias
dos primers para cada éxon do gene SERPINA7 podem ser visualizadas na
tabela de 4.

Tabela 4 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo dos éxons
1 a 4 do gene SERPINAY.

Primers  Sequéncias LocALizagcAO* Ta(°c) Produto
1F 5-GCTCAGGGAGTGTTTCATCCA-3' 6591 a 6611 55 803pb
1R 5-GGGACACCTACTGATGCCAG-3’ 7374 a 7393 55

2F 5-GCCTGATCCTCAGTCACTTGTAA-3 8192 a 8214 52 508pb
2R 5-TCTGCCTCTGGGTTTCTGCT-3 8680 a 8699 52

3F 5-TTGGCTGTACCTGAGTGCAT-3 9152 a 9171 52 550pb
3R 5-TGGGACATAAAGGTCAAGGATGG-3' 9679 a 9701 52

4F 5-CCGTAGAATCGCCAGAGAATGA-3’ 9844 a 9866 52 532pb
4R 5-CAGCCAACAAAGTTCAGCCA-3 10357 a 10376 52

* a localizagdo dos primers estdo representados pela posicao dos nucleotideos dentro da sequéncia do gene da TBG.
Ta — temperatura de anelamento

pb= pares de bases
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As reacdes de PCR para o gene SERPINA7 foram realizadas
utilizando o kit GoTag® Green Master Mix (Promega) de acordo com as
orientacdes do fabricante. O protocolo geral para reacdo de PCR esté descrito
na tabela 06. Em suma, as reacOes foram feitas para um volume de 50l,
utilizando 20pl de GoTaq™ Green Master Mix (Promega®, Madison, WI, USA),
1pl de cada oligonucleotideo iniciador (forward e reverse) e 1ul de DNA (tabela
5).

Tabela 5 - Quantitativo dos reagentes para realizacdo da PCR para os éxons 1
ao 4 do gene SERPINA7.

Reagentes Quantidades
DNA 100 ng/pL 1puL

Primer F 1puL

Primer R 1puL

MIX GoTaq Green 20 pL

Agua destilada 17 uL

50uL (volume final da reacéo)

A amplificacéo de todos os éxons foi otimizada utilizando-se um unico

protocolo de amplificacédo, conforme apresentado na tabela 6.

Tabela 6 - Descricdo das condicdes para realizagdo da PCR para os éxons 1
ao 4 do gene SERPINA7.

Funcéo Quantidade T°C Tempo
(ciclos)

Desnaturacéo inicial 1 95 3 minutos

Desnaturacéao 35 95 30 segundos

Anelamento 35 50 45 segundos

Extenséo 35 72 1 minuto

Extensao final 1 72 10 minutos
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Para avaliar a eficiéncia da amplificacdo, os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em TAE, com brometo de
etideo a 10mg/mL; para comparacdo visual do padrdo de migracdo dos
produtos no gel, utilizou-se marcador de Peso molecular 1Kb Plus 34
(Invitrogen™). O gel foi visualizado em luz ultravioleta e fotografado. Controles

negativo e positivo foram utilizados em todas as reacoes.

4.3.4 Sequenciamento genético automatico

Os produtos de PCR foram purificados pelo kit de purificagao
QIAquick™ (Qiagen™) e enviados para sequenciamento automatico, nas
orientacdes sense (5'>3") e antisense (3'>5"). As reacdes de sequenciamento
foram realizadas pela empresa especializada Macrogen Inc. (MACROGEN,
Seoul, Coreia do Sul), que utiliza o aparelho ABI Prism® 3700 Genetic Analyzer
(Perkin-Elmer), a qual realiza sequenciamentos automaticos pelo método de

Sanger.

4.3.5 Leitura e analise das sequéncias

As analises, alinhamentos e comparacfes entre as sequéncias foram
realizadas com o auxilio de software especializado: Sequencher® versdo 5.0.1.
(Gene Codes Corporation versédo Demo 4.10.1 2011, Ann Arbor, MI). As
sequéncias obtidas, expressas em eletroferogramas, foram comparadas com a
sequéncia referéncia disponivel na base de dados PubMed (National Center for
Biotechnology and Information - NCBI). Para o gene SERPINA7, gene que
codifica a TBG: NCBI Reference Sequence NM_0211252.1e NM_000354.5.

4.3.6 Analise preditiva in silico

O software PolyPhen-2® (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) foi

utilizado para a predicéo in silico do efeito funcional da mutacdo encontrada.
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4.4 AVALIACAO DO PADRAO DE INATIVACAO DO CROMOSSOMO X

O ensaio para avaliacdo do padrao de inativacdo do cromossomo X foi
feito com base na andlise da metilagdo da repeticdo polimorfica CAG do
primeiro éxon do gene do receptor androgénico (AR, Androgen Receptor Gene,
NCBI Reference Sequence NM_000044), localizado em Xqll.2, conforme
descrito previamente por Allen e colaboradores com modificacdes (figura 10)
(152).

Cromossomo X

Xq11-12

5 3

Gene AR W
{CAG)(GGN),

Figura 10 - Representacdo da localizacdo do gene que codifica o receptor androgénico (AR)
no cromossomo X. A estrutura do gene do AR esta esquematizada na imagem inferior, em que
os retangulos representam os éxons e as linhas entre eles representam os introns. O éxon 1
inclui as regides de repeticdbes CAG e GGN. Fonte: Adaptado de Quigley CA, De Bellis A,
Marschke KB, El-Awady MK, Wilson EM, French FS. Androgen receptor defects: historical,

clinical, and molecular perspectives. Endocrine reviews. 1995 Jun;16(3):271-321.

4.4.1 Digestdo do DNA pela enzima Hhal

O protocolo de digestao pela enzima Hhal consistiu em duas amostras
de 1000ng de DNA foram preparadas simultaneamente: uma foi submetida a
digestdo pela enzima Hhal (Invitrogen, Carlsbad, USA), por 16 horas a 37°C no
termociclador, deixando-se em seguida a temperatura de 65°C por 25 minutos
para inativacdo da enzima; a outra amostra foi incubada, na auséncia da
enzima Hhal. Todas as reacOes foram preparadas com todos 0s reagentes
participantes da digestao (agua, tampéo e BSA) e a amostra de DNA, para um
volume final de 20uL (152). Assim, de forma resumida, uma amostra dos
produtos de amplificacdo por PCR da sequéncia de repeticdo CAG no interior
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do gene de AR foi submetida a digestdo enzimética pela Hhal, enquanto a
outra amostra permaneceu intacta (ndo digerido).

A enzima de restricdo Hhal (Nova EnglandBioLabsInc®, MA, EUA) é
uma endonuclease que possui dois sitios de clivagem que se encontram
proximos a repeticdo CAG (37bp e 78pb proximal). A enzima Hhal também é
sensivel a metilacdo, devido a presenca de dinucle6tidos CpG nos seus sitios
de reconhecimento, e, portanto, apenas as regides cromossdmicas nao
metiladas (ativas) sédo clivadas (152). Consequentemente, a digestdo pela
enzima Hhal dos produtos de PCR permite uma determinacdo diferencial do
estado de metilacdo da regido no cromossomo X que compreende as
repeticbes CAG no gene de AR, a qual, por sua vez, esta localizada proxima ao
gene de interesse, SERPINA7Y.

4.4.2 Amplificacéo do produto da digestao e eletroforese em gel de agarose.

Para a amplificacdo por PCR da repeticdio CAG foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores (primers) comerciais (Promega®, Madison, WI,
USA) representados na Tabela 7, que também flanqueiam o sitio de restricdo
da enzima Hhal na sequéncia do gene AR. Como a enzima Hhal s6 corta os
sitios de restricdo desmetilados, ou seja, proveniente dos alelos do gene AR
localizados no cromossomo X ativo, esses alelos ndo sao amplificados. Assim,
é possivel determinar o padrédo de inativacdo do cromossomo X analisando os
alelos do cromossomo X inativo, isto €, aqueles que sdo amplificados apés a
digestdo com a enzima Hhal (Figura 11).

Tabela 7- Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do éxon 1

do gene AR.
Exon Nome Primers Produto
(pb)
1 ARL1E (56-FAM):5'GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3' 211-292
AR1R 5-TCCAGAATCTGRTCCAGAGCGTGC-3’ 245%

*média do tamanho do fragmento amplificado
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ApoOs o passo de digestao enzimatica, a regido de repeticdo CAG do
gene AR foi amplificada como se segue: 200ng de cada amostra de DNA
molde (digeridas e nado digeridas), equivalente a um volume de 4uL, foram
utilizados em um volume de reacéao final de 30uL, no qual foram adicionados
30mM Tris (pH 8,5), KCI 10mM, Hepes 10mM, MgCl; 1,5mM, 10mM de (NH4)
2S04, 200uM de cada ANTP, 15pmol de iniciadores forward e reverse e 1U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen, CA, EUA).

O programa de amplificacdo no termocliclador consistiu de um periodo
de desnaturacéo inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 28 ciclos a 95°C
durante 45s, 60°C durante 30s e 72°C durante 30s, e um passo final de
extensao a 72°C durante 10 min (tabela 8).

Tabela 8 - Descricdo das condi¢cdes para realizacdo da PCR para éxon 1 do

gene AR.

Etapas do Ciclo Temperatura Tempo
Desnaturacéo inicial 95°C 5 minutos
28 ciclos

- Desnaturacéo 95°C 45 segundos
-Anelamento dos primers 60°C 30 segundos
- Extenséo 72°C 30 segundos
Extensé&o final 72°C 10 minutos
Finalizagéo 4°C %

Apos a PCR, todas as amostras foram submetidas a técnica de
eletroforese em gel de agarose 1,5X (figura 12). Para tanto, usou-se 6uL da
amostra amplificada e 2uL de tampao de corrida. Em cada poc¢o do gel foi
pipetado 5uL da mistura. A eletroforese ocorreu em cuba horizontal, contendo
TBE 1X e com 0s seguintes parametros: DDP de 100V e corrente de 40A por

aproximadamente duas horas (Apéndice B - eletroforese em gel de agarose).
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Amplificacdo por PCR

Eletroforese em gel de agarose

Figura 11 - A. Diagrama da regido amplificada no primeiro éxon do gene do receptor de
andrégeno humano (AR). Dois sitios Hhal e dois Hpall estédo localizados a aproximadamente
100pb em direcéo a extremidade 5’ das repeti¢cdes polimoérficas CAG. A metilagdo desses sitios
de restricdo esta relacionada com a inativacdo do cromossomo X. Os primers 1 e 2 foram
desenhados para flanquear os sitios, sensiveis a metilagdo (cortados ou ndo por Hpall ou
Hhal) e a repeticdo CAG, simultaneamente. B. Andlise do padrdo de inativagdo do
cromossomo X por PCR no primeiro éxon do gene do receptor androgénico humano. O
diagrama de fluxo ilustra os resultados esperados a partir do DNA isolado de populac6es de
células, revelando padrfes de inativacdo do X tanto de forma aleatoria (esquerda) ou nao
aleatéria (direita). M e P = cromossomos X maternos e paternos, respectivamente; (CAG)m e
(CAG)P = Alelo associado a repeticao polimérfica CAG nos cromossomos X maternos e
paternos, respectivamente. Apés incubacdo com as enzimas sensiveis a metilacdo Hpall ou
Hhal, os sitios no cromossomo X ativo (xadrez) serdo clivados, uma vez que sdo nao
metilados; os sitios do X inativo ndo serao clivados, uma vez que sdo metilados. A amplificacéo

por PCR da regido delimitada pelos oligonucleotideos iniciadores mostra o produto obtido do
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cromossomo X inativo clivado. Os alelos maternos e paternos sao visualizados por eletroforese
em gel de agarose. Fonte: Allen RC, Zoghbi HY, Moseley AB, Rosenblatt HM, Belmont JW
1992. Methylation of Hpall and Hhal sites near the polymorphic CAG repeat in the human
androgen-receptor gene correlates with X chromosome inactivation. Am J Hum Genet 51: 1229-
1239.

4.4.3 Eletroforese Capilar.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a anélise por eletroforese
capilar no sequenciador automatico ABI-3130XL Applied Biosystems (Life
Technologies) utilizando um marcador de peso molecular GS500 LIZ (Applied
Biosystems, CA, EUA). Desta maneira, foi utilizado 1uL do material amplificado,
1uL de marcador de peso molecular e 9uL de formamida. A anélise dos dados
foi realizada utilizando-se o software Gene Mapper (Life Technologies). Todos
os resultados nessa fase foram obtidos em parceria com o Laboratério de
Genética da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia e com o
Laboratério de Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia Molecular da Universidade

Catolica de Brasilia - Campus Asa Norte.

4.4.4 Célculo da taxa de inativacao.

O célculo da taxa de inativacao foi feita com base na razéo entre o
valor pico de amplificacdo do menor alelo e a soma dos valores
correspondentes aos dois alelos, com correcdo para o pico do mesmo alelo
nao digerido pela enzima, conforme descrito por Bittel e colaboradores (154).
Nesta analise, a altura de cada pico é proporcional ao nimero de produtos de
PCR de cada alelo de repeticdo CAG. O razéo de inativacdo do cromossomo X
representa a porcentagem de células em que cada alelo diferente é ativo (ndo

metilado).

indice de inativacao:

(phd1/phul)
(phdl/phul)+(phd2/phu2)
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Onde:

phdl= altura méxima do pico do primeiro alelo digerido
phd2= altura maxima do pico do segundo alelo digerido
phul= altura méxima do pico do primeiro alelo ndo-digerido
phu2= altura maxima do pico do segundo alelo ndo-digerido

4.5 ANALISE ESTRUTURAL COMPARATIVA A FAMILIA DE PROTEINAS
SERPINAS E MODELAGEM MOLECULAR DA PROTEINA MUTANTE

A fim de verificar padrées de conservacdo e de correlagcdo para a
posicdo 35, a familia de proteinas serpinas foi analisada utilizando PFSTATS
(155). Um alinhamento multiplo de sequéncias contendo todas as serpinas no
UniProt (Universal Protein Resource), um dos maiores bancos de dados que
engloba dados de sequéncias de proteinas e dados de anotacfes, foi baixado
a partir do banco de dados PFAM (156). O alinhamento completo, contendo
12260 sequéncias, foi filtrado a fim de remover os fragmentos e redundancias
(> 70% de identidade), resultando em um alinhamento final de 2440
sequéncias. Assim, foram calculadas as frequéncias tipicas do residuo para
posicdo 35 e também as possiveis correlacdes que envolvem tal posicéo.
PFSTATS também foi usado para mapear posi¢cées equivalentes em todos os
homologos humanos.

O mutante encontrado na familia com TBG-PD (R35W) foi modelado
utilizando o protocolo descrito por Feyfant e colaboradores em 2007 (157), que
consiste em otimizacdo do gradiente conjugado seguido por uma curta
dinamica molecular como implementado no Modeller (158). Areas de superficie
acessiveis foram calculadas usando o programa Areaimol (159, 160) no pacote
do CCP4 (161).

As analises estruturais e modelagem foram realizadas em
colaboracdo com Prof. Lucas Bleicher da UFMG especificamente para esse

estudo.
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5.0 RESULTADOS

Em sua primeira avaliacdo, o caso indice (sujeito II-2) apresentou,
guando ainda estava em uso de 50ug/dia de levotiroxina, niveis séricos
reduzidos de TT4, TSH e de TBG, além de valores normais de TT3 e T4 livre
(Tabela 9). A presenca de TT, significativamente baixo, com T4 livre normal
levaram a suspeita de deficiéncia de TBG, a qual foi confirmada com uma
dosagem baixa de TBG no sangue. Entretanto, o reduzido nivel de TSH
encontrado foi questionavel, mas que poderia ser devido ao uso prolongado de
levotiroixina. Assim, optou-se por suspender a levotiroxina por no minimo 6
semanas, para reavaliacdo da funcéo tiroideana. Esse tempo é o necessario
para que haja novo equilibrio do eixo hipotalamo-hipofiséario-tiroideano. Apos
suspensdo do medicamento foi observado uma inesperada diminui¢éo do nivel
de T, livre, concordante com queixa de extrema fadiga da paciente, e um teste
do TRH foi realizado e excluiu a existéncia de hipotireoidismo central (pico de
TSH apods estimulo com TRH < 25uUl/mL - Apéndice F). A levotiroxina foi
entdo reintroduzida (50mcg/dia) e a paciente permaneceu eutireoidea apés a
introducao da medicag&do novamente.

Tabela 9 - Resultados dos exames laboratoriais do caso indice em uso de

50ug/dia de levotiroxina e apés sua retirada

TSH TT4 FT4 TT3 TBG

Emusoda g o2uul/mL  1,9ug/dL 0,7ng/dL  67,35ng/dL  5,9mg/L

levotiroxina

Apbs a
reradada 5 3g9yyl/mL  2,4pg/dL 0,6ng/dL  35,09ng/dL  5,5mg/L

levotiroxina

Valor de 0,35-5,5 3,2-12,6 0,7- 60- 13,6-27,2
Referéncia uul/mL ug/dL 1,8ng/dL  181ng/dL mg/L

Os dois irmdos do caso indice (II-1 e IlI-4) eram assintomaticos e
também apresentaram niveis séricos baixos de TBG (3,5mg/L), além de
valores reduzidos de TT3 e TT,4, compativeis clinicamente com deficiéncia
parcial de TBG (TBG-PD). Os testes laboratoriais da irma gémea dizigética do
caso indice (1I-3) e do pai do caso indice (I-1) foram normais. Os resultados

bioquimicos e a genotipagem estdo esquematizados na figura 12.
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A
|
1
2
. Homem hemizigoto O Mulher heterozigota portadora
afetado
D Homem normal il Caso indice
] O Mulher normal
1 7' 2 3 4
B
-1 -1 -2 -3 -4 -2 Valor de
Referéncia
Idade 75 35 37 37 42 ND
TTy4 ND 1,9 2,4 7,4 2,1 ND 3,2-12,6 ug/dL
TT3 ND 46,65 35,09 86,69 45,5 ND 60-181 ng/dL
Talivre 1,2 14 0,6 0,8 1,51 ND 0,7-1,8 ng/dL
TSH 2,83 1,71 5,39 1,35 3,65 ND 0,35-5,5
uul/mL
TBG 23,4 3,5 9,5 18,5 3,5 ND 13,6-27,2 mg/L
Ac ND ND -/- ND ND ND -I-
TPOITg

Figura 12 - Heredograma da familia estudada e resultados dos exames laboratoriais da funcdo
tireoideana de trés irmaos afetados pela deficiéncia parcial de TBG (TBG-PD) devido a
mutagdo no gene p.R35W SERPINA7. A. Heredograma da familia mostrando um padréo de
heranca recessivo ligada ao X, onde o caso indice (II-2) foi heterozigota e seus dois irmaos (Il -
1 e II- 4) foram hemizigotos para a mutacdo. A mae (I- 2) ja falecida, ndo ha dados disponiveis,
era supostamente uma portadora obrigatéria da mutacado p.R35W. B. Testes das funcbes da
tireoide compativeis com TBG-PD nos trés irmdos afetados (resultados anormais sao
mostrados em negrito).*os testes da funcao tiroideana foram obtidos depois da suspenséo de 6
semanas da levotiroxina. TT4: T, Total; TT3: T3 Total; FT,4: T4 livre; ND: Nao determinado; TSH:

hormonio tireotréfico; TBG: globulina ligadora de tiroxina.
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A mae do caso indice j4 era falecida e ndo existem dados clinicos
disponiveis. No entanto, trés tias maternas foram examinadas e duas delas
tiveram testes positivos para anticorpos da tireoide, apesar de terem a fungao
tireoidiana normal. Uma das duas ultimas também apresentou um baixo nivel
de TBG (10,8mg/L - intervalo:13,0-39,0), embora o0s testes genéticos

confirmatorios ndo tenham sido realizados (Apéndice D).

O sequenciamento do gene SERPINA7 evidenciou uma nova mutagéo
missense nos individuos com os testes da funcgéo tireoideana compativeis com
TBG-PD (ll-1, 1I-2, e 11-4) (Apéndice C — Imagens dos resultados dos
sequenciamentos). A mutacao consistiu em uma substituicdo de uma citosina
por uma timina na posi¢cdo do nucleotideo 163 do éxon 1 do gene SERPINA?,
acarretando alteracdo do codon 35 de CGG para TGG, que resultou na
traducdo de um triptofano ao invés de uma arginina no cédon 35 (p.R35W) da
proteina madura. A mutacdo se apresentou em hemizigose nos dois individuos
afetados do sexo masculino (sujeitos II-1 e lI-4) e em heterozigose na mulher
(caso indice, 11-2) (Figura 13). Apesar de nao se dispor dos dados clinicos e
genéticos da mée do caso indice, a analise do classico padrdo de heranca
ligado ao X nesta familia estudada permite predizer que a mae era heterozigota
para a mutacdo encontrada. A predicao in silico do efeito funcional da mutacéo
p.R35W indicou que esta variacdo é possivelmente danosa, com um escore de
79,5% (sensibilidade: 84%, especificidade: 93%). Para essa analise foi utilizado
o cédon 55, pois o software requer toda a sequéncia da referéncia codificada
pelo gene SERPINA7 (Apéndice E), incluindo a sequéncia do peptideo sinal.
Para fins de definicho e nomenclatura oficial da mutacdo, a contagem de
aminoacidos néo incluiu o peptideo sinal, portanto, a mutagéo esté localizada
no cédon 35 da proteina madura, apos clivagem do peptideo sinal. Tal
nomenclatura esta de acordo com as mutagdes previamente descritas no gene
SERPINA7 (29).
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Figura 13 - Eletroferogramas do sequenciamento de parte do éxon 1 do gene
SERPINA7, mostrando a substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T) na
posicdo correspondente ao codon 35 da proteina madura (mutacdo p.R35W).
A) Sequéncia encontrada nos individuos ndo afectados (I-1 e 11-3); B)
Sequéncia encontrada nos probandos irméos (Il - 1 e Il - 4), mostrando a

mutacdo em hemizigose; C) Sequéncia do caso indice, mostrando

heterozigosidade para a mutagéo p.R35W.

A andlise do padrédo de inativacdo do cromossomo X realizada para o
caso indice mostrou uma razao de inativacdo de 20:80, sendo o primeiro valor
representando a proporcdo de células que carrega o alelo menor ndo metilado
(ativo) para repeticdo polimorfica CAG presente no sitio de restringdo do gene
AR, e o0 segundo, a propor¢cao para o alelo maior. Foram observados picos de
amplificacdo para os dois alelos antes e apés a digestdo enzimatica (Figura
14).
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Figura 14 - Analise do padrdo de inativagdo do cromossomo X docaso indice com a deficiéncia
parcial de TBG (caso indice). Os picos de amplificacdo para o menor e maior alelo com
repeticdes CAG do gene do receptor de andrégeno, antes (A) e apos (B) o tratamento com a
\enzima Hhal sdo mostrados. O eixo Y mostra os valores dos picos de amplificacées, os quais
sdo proporcionais ao nimero de produtos de PCR para cada alelo. Os valores de amplificagéo
para o alelo menor (278bp), digerido e n&o digerido, foram de 1868 e 2681, respectivamente.
Para o alelo maior (287bp), nédo digerido e digerido, os valores de amplificacdo foram de 1335
3674 e 1335, respectivamente. O calculo da razéo de inativacdo do cromossomo X foi de 20:80
baseado no método descrito anteriormente por Bittel e colaboradores (154), onde o primeiro

alelo é o menor.

Na analise da estrutura, o carbono alfa do residuo 35 encontra-se a
cerca de 17A de distancia do atomo mais préximo do T, na estrutura intacta da
TBG (codigo PDB: 4X30). Este residuo reside numa hélice, com a sua cadeia
lateral localizada de frente para o solvente (modelo mostrado na Figura 15 A).
Ao analisar os padrbes de conservacdo e de correlagdo envolvendo este
residuo, pode ser visto que os residuos mais frequentes nestas posi¢cdes sao
as lisinas (26,7%), argininas (18,4%) e glutaminas (10,8%). Triptofanos, tal qual
verificado na mutacao descrita nessa familia, sdo extremamente raros (0,1%) e
ndo ha significantes (p<10™°) correlacdes de emparelhamentos envolvendo

residuos nesta posicao.
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Embora esta posicao esteja na superficie da proteina e seja dominada
pelos residuos polares, eles ndo sdo apenas os que interagem completamente
com o solvente. Na verdade, a area total de superficie acessivel na arginina 35
na TBG nativa é 57A%, menos do que 25% da &rea exposta de uma arginina em
um tripéptido GRG. A raz&o para tal comportamento € o fato de que, em vez de
interagir apenas as com aguas dos solventes, a Arg35 esta também envolvida
com interacdes eletrostaticas com o0s principais oxigénios das cadeias da
Met264 (metionina 264) e Asp261 (aspartico 261), e também do oxigénio do
grupo carboxamida na Asn32 (asparagina 32), e ainda com duas moléculas de

agua, como pode ser visto na Figura 15 B.

Figura 15 — Estrutura da TBG mostrando a localizacdo do mutante R35W e suas interacdes. A.
Estrutura cristalografica da TBG mostrando a localizagdo do mutante, R35W, em relagdo ao
sitio de ligacéo ao T,. O residuo 35 (marcado em amarelo) encontra-se na primeira hélice — hA
- (em vermelho) e sua cadeia lateral fica de frente para o solvente. Encontra-se a uma distancia
de 17A do atomo mais préximo do T, na estrutura intacta da TBG. B. Detalhe da regido onde
ocorre a mutacdo mostrando os residuos (N32, M264, D261) que interagem diretamente com a

Arg35 e com duas moléculas de agua.

Na analise para os homoélogos da familia das serpinas em seres
humanos foi visto que esta posi¢cao também € dominada por lisinas, argininas e
glutaminas e também por outros residuos polares (histidinas e asparaginas

também sdo comuns), mas nunca sao observados triptofanos.
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6.0 DISCUSSAO

A TBG € uma glicoproteina sintetizada pelos hepatdcitos, sendo a
principal responsavel pelo transporte sérico dos hormoénios tireoideanos,
apresentando uma alta afinidade ao T4 (75% da ligacdo do T4 sérico) (29).
Variagbes na concentracdo da TBG, por conseguinte, alteram o0s niveis
sanguineos de T4 e T3, contudo ndo afetam a funcéo tireoideana, desde que
as fracOes livres permanecam normais. A deficiéncia de TBG é uma condicéo
benigna que ndo causa nenhum distlurbio metabdlico e, consequentemente,
ndo implica em alteragBes na funcgéo tireoideana nos individuos afetados (32).
Porém, deve ser reconhecida para se evitar erros no diagnostico de disfuncéo
tireoidiana. Assim, seu conhecimento e definicAo tem importancia pratica
significativa, pois altera¢cées na quantidade da TBG podem ser erroneamente
interpretadas e levar a tratamentos desnecessarios.

Anormalidades na TBG levam a trés diferentes fenotipos de acordo com a
concentracdo seérica presente de TBG, que sao classificadas em deficiéncia
completa, parcial ou em excesso. Nos casos de TBG-CD, a concentragéo
sérica é indetectavel, ja na TBG-DP ha uma reducgdo dos niveis nos homens
afetados (32,123). Neste estudo foi relatado uma familia na qual uma mulher
(caso indice) e seus dois irmaos tinham TBG-PD devido a uma nova mutacao
missense no gene SERPINA7, p.R35W. Interessantemente, o caso indice
apresentou um histérico de baixos niveis de TT, repetidamente, durante o
tratamento com horménio da tireoide por muitos anos devido a um diagndstico
presuntivo de hipotireoidismo. Depois de retirada levotiroxina (L-T4), foi
observado um nivel T, livre inesperadamente baixo, o que ndo poderia ser
atribuido a deficiéncia de TBG por si s0, ja que a deficiéncia de TBG néao
influencia significativamente a fracdo livre da tiroxina. Sendo assim, foi
descartada a hipotese de hipotireoidismo central e considerou-se a existéncia
de uma sobreposicao adicional de uma disfuncéo tireoidiana, ou até mesmo a
possibilidade de achado ocasional em testes laboratoriais, o que é menos
provavel, considerando a repeticdo dos resultados dos testes. Embora os
anticorpos tireoideanos fossem indetectaveis, € de salientar que a paciente
tinha historia familiar de autoimunidade na tireoide (duas tias maternas) e

apresentava-se com um volume muito pequeno da glandula tireoide, observado
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em ultrassonografia, apoiando a coexisténcia de uma disfuncao tiroideana
sobreposta. Igualmente, Domingues e colaboradores (162) relataram uma
familia em que a deficiéncia de TBG foi associada a niveis reduzidos de T, livre
concomitantemente com bocio e nddulos em parentes afetados. No geral, estes
casos ilustram o qudo desafiador é a interpretacdo dos testes da funcéo
tireoideana no contexto onde ha defeitos simultdneos da tireoide.

Desde 1966, pesquisadores mostram que o padrdo de heranca na TBG-
CD seguia o padrdo ligado ao X. Da mesma forma, um pouco mais tarde,
também foi sugerido esse mesmo padréo de heranca na TBG-DP, exceto para
um unico caso relatado na literatura de deficiéncia de TBG transmitida de forma
autossOmica dominante (118). Assim, considerando que o padréo de heranca
ligada ao X é tipico na deficiéncia de TBG, a expressao fenotipica completa em
mulheres heterozigotas com muta¢des no gene SERPINA7 é rara, devido a
compensacao por dosagem, isto €, pela expressdo do gene ser resultante da
inativagdo aleatéria de um dos seus dois cromossomos X, permanecendo,
assim, a expressao do alelo normal na maioria dos casos (29,32,114,142). Por
esta razdo, heterozigotas geralmente tém niveis séricos TBG intermediarios
entre individuos normais e homens hemizigo6ticos com deficiéncia de TBG (32).
No entanto, as mulheres heterozigotas podem eventualmente apresentar uma
expressao fenotipica semelhante aos homens hemizigoéticos, que geralmente é
devido a desvios no padrdo de inativacdo do cromossomo X, ou seja, a
inativagdo seletiva. A expressdo completa da deficiéncia de TBG também foi
descrita em mulheres com sindrome de Turner e um cari6tipo 45, X (114).

No presente estudo, as concentracdes plasmaticas de TBG do caso
indice (5,5mg/dL; faixa normal: 13,6-27,2mg/dL) foram abaixo do esperado
para uma mulher com TBG-PD em heterozigose, que €, em média, da metade
superior da concentragcao normal.

Fingerhut e colaboradores (163) relataram um caso de uma paciente
heterozigota para uma mutacdo causadora de TBG-PD (TBG-Allentown) que
tinha niveis de TBG no limite inferior da normalidade. Okamoto e colaboradores
(124) também relataram uma mulher heterozigota para mutacdo TBG-PD-J
com um nivel TBG de 2mg/L, mais baixo do que o valor observado nos
individuos do sexo masculino desse estudo. Embora haja variagbes na

sensibilidade e precisdo dos ensaios para mensurar a TBG e esses podem ser
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responsaveis por algumas discrepancias nos resultados, estes casos ilustram a
variabilidade genotipo-fenétipo presente em mulheres heterozigotas portadoras
de mutacdes no gene SERPINA7, o que é frequentemente relacionado com as
variacbes no padrdo de inativacdo do cromossomo X (146). Ha relato de
mulheres heterozigotas para as mutacbes TBG-CD-J e TBG-PD-J que
apresentaram o mesmo fendtipo que individuos hemizigotos em decorréncia da
inativacao seletiva do cromossomo X (124).

O processo de inativacdo aleatéria do cromossomo X no sexo feminino
ocorre bem precocemente logo nos primeiros estagios do desenvolvimento
embrionério quando o embrido contém aproximadamente 5.000 células. Nesse
processo, muitos genes de um dos dois cromossomos X em mulheres sdo
epigeneticamente silenciados e falham em produzir qualquer produto. Dessa
forma, apenas uma cépia do cromossomo X encontra-se completamente ativa
em individuos de ambos 0s sexos, igualando a expressdo aos genes ligados ao
X nos dois sexos (144,154). A excecdo € o0 que se observa em mamiferos
marsupiais, nos quais as fémeas de cangurus apresentam, preferencialmente,
inativagcdo do cromossomo X de origem paterna (164). Na populacdo feminina
em geral, a inativagdo do cromossomo X acontece normalmente de maneira
aleatéria com uma proporcdo média de 50:50 na propor¢do de células
possuindo tanto o alelo paterno (Xp) ou materno (Xm) ativo (ndo metilado),
sendo mantido em cada linhagem clonada (144,154). Em alguns casos que
envolvam alteragdes estruturais ou de sequéncia do cromossomo X foi visto
que a inativacdo pode ocorrer de forma ndo aleatéria, ocorrendo uma
inativacao preferencial do cromossomo alterado, proporcionando ao organismo
uma selecao dirigida para preservar as funcdes celulares com a manutencao
ativa do cromossomo X néao afetado (165,166).

A inativacdo aleatéria do cromossomo X € controlada pelo centro de
inativacdo do cromossomo X (CIX) e pelo gene XIST (transcrito especifico para
inativacao do X), que inicia a inativacao e a propagacao do estado inativado. O
cromossomo X inativo € lentamente replicado, e migra para a regido
perinuclear, a qual é rica em enzimas importantes na producdo da estrutura
inativa do cromossomo. A partir da escolha de qual cromossomo X devera ser
inativado, € iniciado o comando para o centro de inativacdo do cromossomo X,

e 0 gene XIST, entdo, passa a produzir transcritos ndo codantes que se
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posicionam ao longo do proprio cromossomo. Essa fase dara inicio as outras
manifestacbes celulares epigenéticas necessarias para que a inativacdo
ocorra, tais como, modificacées de histonas, incorporacao de diferentes tipos
de histonas ao cromossomo a ser inativado, a metilacdo do DNA, além da
compartimentalizacdo do cromossomo (167).

A média da razdo de inativagdo segue uma distribuicdo Gaussiana, em
gue os padrdes altamente desviados representam eventos incomuns. O padréo
de inativacdo do cromossomo X € classificado como aleatorio quando ha a
relacdo <80% de um dos alelos do cromossomo X e de 20% do segundo alelo;
perfil moderadamente desviado se a proporcao for entre 80:20 e 90:10, e
altamente desviado para perfis >90:10 (144,165). Cerca de 8% das mulheres
apresentam um desvio de inativacdo (>80:20 ou <20:80) e apenas 1%
apresentam desvios extremos de padrdo de inativacdo (>95:5 ou <5:95)
(144,154).

A investigacdo do padrdo de inativacdo do cromossomo X no caso indice
foi feita pelo método de anélise do padrdo de metilacdo do gene AR, que foi
escolhido devido a sua localizacdo (Xqll.2) ser proOxima ao gene TBG
(Xg22.2), diminuindo, assim, a possibilidade de quebra do linkage entre os dois
genes (124,154,144).

Um achado interessante neste estudo foi que a tia materna do caso indice
tinha um nivel de TBG de 10mg/L (intervalo normal: 13,7-27mg/L), 0 que é
consistente com a TBG-DP e é tipico de mulheres heterozigotas afetadas. Este
achado contrasta com o nivel de TBG mais baixo encontrado no caso indice,
apesar de que ambos os testes laboratoriais serem realizados pelo mesmo
processo de ensaio. Porém, nao foi possivel realizar os testes genéticos na tia
do caso indice, o que poderia ter contribuido para melhor demonstrar diferentes
padrbes de inativagdo do cromossomo X entre as mulheres afetadas até
mesmo na mesma familia.

Até o momento da conclusdo deste estudo, de acordo com Pappa e
colaboradores, em torno de 57 mutacbes no gene SERPINA7 foram
identificadas, sendo 49 mutacdes (incluindo a descrita nesse estudo)
geneticamente caracterizadas (tabela 10), sendo relatados nos bancos de
dados genéticos publicos (NCBI e 1000genomes). Tais mutac¢des incluem 11

dele¢bes, 7 em sitios de splicing, 4 nonsense e 22 muta¢des missense, sendo
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27 encontrada na deficiéncia completa e 18 deficiéncia parcial de TBG. Dentre
as mutagdes descritas, 7 ocorrem em associagédo a um polimorfismo conhecido
do gene (p.L283F), que é frequentemente encontrado na populagdo normal e
nao causa alteracbes estruturais na molécula da TBG (125). Duas outras
variantes da TBG, slow (TBG-S) e chicago (TBG -CH ou TBG-Cgo) séao
encontradas, uma na TBG-DP e a seguinte provoca alteragcdo qualitativa,

respectivamente (29).

Tabela 10 - MutagBes no gene SERPINAY ja descritas, incluindo a do presente

estudo, e que resultam em deficiéncia completa ou parcial de TBG

Tipo e nome da Abreviacdo Identificacédo Efeito Referéncia
mutacao da mutacao
Mutacdes de Sitio de
Splicing
Milano (*) CDMi g.IVS1,+2_3insT TBG-CD 168
Kantakee CDK 0.IVS2,-2A>G TBG-CD 169
Jackson CDJa 0.1IVS4,+5G>A TBG-CD 126
Andrews CDAN g.IVS1 + 2T>C TBG-CD 170
Berlin CDBn g.IVS3, del TBG-CD 170
Houston CDH g.IVS3,G>A TBG-CD 29
Lisle CDL g.IvVS4, T>A TBG-CD 29
Mutacbes nonsense
Portuguese 1 CDP1 p.S23X TBG-CD 171
Portuguese 2 CDP2 p.Q223X TBG-CD 171
Buffalo (*) CDB p.W280X TBG-CD 150
(TGG>TAG)
Taiwanese 2 CDT2 p.W280X TBG-CD 172
(TGG>TGA)
MutagOes missense
Allentown PDAT p.H-2Y TBG-PD 163
San Diego (¥) PDSD p.S23T TBG-PD 173
| Brasilia PDB p.R35W TBG-PD |
Wanne-kEickel PDWE p.R35E 1BG-PD 29
Taiwanese 1*) CDT1 p.S52N TBG-CD 172
Mainz 1 PDMZ1 p.S52R TBG-PD 29
Mainz 2 PDMZ2 p.A64D TBG-PD 174
Parang*) CDPa p.S61C TBG-CD 29
Korea® PDKa p.E74K TBG-PD Né&o publicado
Gary PDG p.I96N TBG-PD 175
Mainz 3 PDMZ3 p.N112L TBG-PD 29
Montreal PDM p.A113P TBG-PD 176
Aborigine (*) PDA p.A191T TBG-PD 104
Glencoe PDGe p.v215G TBG-PD 177
No name (*) CD5 p.L227P TBG-CD 125
Portuguese 3 CDP3 p-N233I TBG-CD 162
Quebec (¥ PDQ p.H331Y TBG-PD 178
Japan/Kumamoto PDJ p.P363L TBG-PD 179,180
Heidelberg PDHg p.D368G TBG-PD N&o publicado
Kyoto CDKo p.S370F TBG-CD 181

Mainz 4 PDMZz4 p.R381G TBG-PD 29
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Mainz 5 PDMZ5 p.S382R TBG-PD 29
No name - G>A TBG-PD 29
Delecoes
Yonago CDY p.D28fsX51 TBG-CD 182
Negev CDN p.T38fsX51 TBG-CD 183
Nikita CDNi p.P50fsX51 TBG-CD 168
No name CD6 p.V165fsX168 TBG-CD 151
Poland CDPL p.D201fsX206 TBG-CD 26
No name CD7 p.L283fsX301 TBG-CD 184
No name (*) CD8 p.A329fsX374 TBG-CD 185
Japan CDJ p.L352fsX374 TBG-CD 186,187
Harwichport CDH p.382fsX384 TBG-CD 185
Neolsenburg CDNI p.L384fsX402 TBG-CD 128
Penapolis CDPe p.K332fsX374 TBG-CD 29
Outras variantes
Slow S p.D171N TBG-PD 188-190
Polimorfismo Poly p.L283F - 125
Chicago CH ou Cgo p.Y309F Alteracéo 191,192
qualitativa

Em destaque a mutacdo descrita no presente estudo.

(*) Mutacdes que ocorrem em associagdo com o polimorfismo p.L283F.

% também encontrada uma mutagao silenciosa no codon 55: GCA /GCG.
Fonte: adaptado de Pappa T, Ferrara AM, Morkin E, Refetoff S Inherited defects of thyroxine-
binding proteins. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2015:29(5):735-747.

A maioria das variacbes leva a mudancas quantitativas, ao inves de
qualitativas, nos niveis circulantes de TBG, causando deficiéncia completa ou
parcial TBG. Neste cenario, as mutacdes missense sdo consideradas menos
graves e invariavelmente causam TBG-PD (29). A mutacéo identificada no
presente estudo, p.R35W, segue esta regra e ndo havia sido descrita na
literatura (Tabela 9) (29, 104, 125, 126, 151, 162, 168-192). Uma classica
excecdo € a variante TBG-Chicago (p.Y309F), que € encontrada em
concentragfes normais no soro e apresenta um aumento da resisténcia a
desnaturacdo térmica e acida (191,192). Além disso, ha raros casos de
deficiéncia clinica de TBG nas quais nenhuma mutacdo foi encontrada nas
regides codantes e nem em regides ao redor do gene SERPINA7, sugerindo
qgue fatores regulatérios da expressao do gene podem estar envolvidos (29).
Recentemente, uma nova variante em um enhancer especifico do tecido
hepatico, localizado a 20kb abaixo do gene SERPINA7, foi encontrada em 4
familias, e foi demonstrado que esta mutacdo compromete a atividade do
enhancer in vitro (88).

Observa-se que ndo ha hot spots para a ocorréncia de mutacdes que
levem a deficiéncia de TBG, tampouco correlacdo entre o grau de deficiéncia e

o local em que a mutacdo ocorre. Algumas mutacdes sdo encontradas nas
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transicOes em dinucleotideos CpG, que séo sitios frequentes de mutacdes de
ponto em varios outros genes, porem nenhuma mutacdo foi encontrada em
regides ricas em GC (definida como maior ou igual a 4 consecultivos Gs ou Cs)
(193). Deve-se destacar que ha uma associacao entre o tipo de mutacéo e a
forma como a deficiéncia se expressa (parcial ou completa), de modo que a
maioria das variagbes causadoras de TBG-CD consiste em mutacdes
nonsense ou dele¢cbes com mudanca do quadro de leitura, que formam um
cédon de parada prematuro e geram uma proteina truncada. Ja as mutacdes
missense estdo mais tipicamente associadas a TBG-PD, o que é compativel
com a correlacdo genotipo-fendtipo encontrada no presente estudo (123).

A figura 17 reporta todas as mutacdes relatadas na TBG-DP até o
presente momento desse trabalho. De acordo com as recomendacdes da
nomenclatura para as mutacdes, usualmente o nucleotideo A do cdédon
iniciador ATG é definido como o nucleotideo +1. Contudo, no caso do gene
SERPINA7, os primeiros 60 nucleotideos do éxon 1 codificam os 20
aminoacidos do peptideo sinal, o qual é clivado no momento da sintese da
proteina madura. Consequentemente, a metionina codificada pelo ATG no
inicio do éxon 1 é numerada como -20 em todas as publicacdes para mutacdes
no gene SERPINA7 (194).

Assim, seguindo essa norma para nomenclatura nas mutacées no gene
SERPINA7, a mutacdo encontrada neste trabalho consistiu em uma
substituicdo de uma citosina por uma timina na posi¢do do nucleotideo 163 do
éexon 1 do gene SERPINA7, que resultou em alteracdo no cédon 35 da proteina
madura (excluindo-se os 20 aminoacidos do peptideo sinal), com troca de CGG
para TGG, resultando na traducdo de um triptofano ao invés de uma arginina
no cédon 35 (p.R35W) da proteina madura. A figura 15 exibe que no éxon 1 do
gene SERPINA7, ha 10 mutacles relatadas, incluindo a desse estudo, e
apenas uma, a Allentown (p.H-2Y), encontrada no peptideo sinal da proteina
no cédon -2 que resultou na traducédo de uma tirosina ao invés de uma histidina
(163). No éxon 3 ainda nao foram relatadas mutacdes na TBG-DP no gene
SERPINAY. Outra mutacdo missense no cédon 35 foi reportada TBG Wanne-
Eickel (p.R35E) (195), assim como também a TBG-PDSD e TBG-CDP1 (ambas
no cédon 23), TBG-CDT1 e TBG-PDMZ1 (ambas no cédon 52) (29,171-173).
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1
1 188 279 328 395
0

1. Allentown (p.H-2Y) 7 Korea (p.E74K) 13. Glencoe (p.V215G)

2. San Diego* (p.S23T) 8. Gary (p.I196N) 14. Quebec* (p.H331Y)

3. Brasilia (p.R35W) 9. Mainz 3 (p.N112L) 15. Japan (kumamoto) (p.P363L)
4. Wanner (p.R35E) 10. Montreal (p.A113P) 16. Heidelberg (p.D368G)

5. Mainz 1 (p.S52R) 11. Slow (p.D171N) 17. Mainz 4 (p.R381G)

6. Mainz 2 (p.A64D) 12. Aborigine * (p. A191T) 18. Mainz 5 (p.S382R)

Figura 16 - Representacdo esquematica da proteina TBG com a numeragao dos aminoacidos
do peptideo sinal (retdngulo cinza; aminoacidos -20 a -1) e da proteina madura (retangulos
brancos; aminoacidos 1 a 395), bem como respectivos ndmeros dos éxons codantes da
proteina madura (retangulos brancos numerados de 1 a 4). Todas as mutagdes no gene
SERPINA7 descritas na literatura, incluindo a do presente estudo, que resultaram em
deficiéncia parcial de TBG estdo apresentadas. A tabela mostra o nome da mutagéo
representada por seus repectivos niumeros na figura, a qual indica sua localiza¢éo nos éxons 1,
2, 3, e 4 do gene SERPINA7. Os asteriscos (*) indicam as mutacbes que ocorrem em
associacdo com o polimorfismo p.L283F. E em destaque de vermelho, a mutacdo descrita no
presente estudo. Fonte: Adaptado de Mannavola D, Vannucchi G, Fugazzola L, Cirello V,
Campi |, Radetti G, Persani L, Refetoff S, Beck-Peccoz P. TBG deficiency: description of two
novel mutations associated with complete TBG deficiency and review literature. J Mol Med
2006:84;864-871.

A TBG-DP é a forma mais comum de deficiéncia herdada de TBG.
Porém, muitas vezes seu diagnostico se torna dificil, principalmente em
mulheres heterozigoticas, em que o fenotipo € moderadamente expressso e 0s
exames de rotina sdo de baixa sensibilidade para a medi¢cdo da concentracéo

de TBG. Os relatos na literatura mostram que algumas variantes na TBG-DP
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sdo instaveis (TBG-PDG, TBG-PDA, TBG-PDSD, TBG-PDM TBG-PDQ e
TBGPDJ) ou tém menor afinidade de ligacdo para T, e T3 (TBG-PDG, TBG-
PDA, TBG-PDS TBG-PDSD, TBG-PDM e TBG-PDQ), outras tém o transporte
intracelular prejudicado e a secrecdo (TBG-PDJ e TBG-CDJ), e ainda, algumas
exibem um padréo de migragédo anormal em eletroforese IEF (TBG-PDG, TBG-
PDM e TBG-PDQ) (Figura 17) (29). Variantes com diminuicdo da afinidade
para T4 e T3 tém uma diminuicdo desproporcional na concentracdo hormonal
em relacdo ao nivel de TBG correspondente no soro (104,163).

100 aminoacidos

_ Oligossacarideos = ¥ ¥ v
Exons codantes —>
NH, / COOH
S

Variantes TBG = SD G M A Poly Cgo Q
Codon 2 9 13 17 191 283 309 331
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MUTANTE AA = \ ~ ¥ ¥ v v T
e Asn Pro Asn Thr Phe Phe Tyr
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Figura 17 - Propriedades de algumas variantes da TBG que causam deficiéncia parcial de
TBG, como padrao migracdo em electroforese IEF (focalizacdo isoelétrica), estabilidade e
afinidade para ligacdo ao T4. As variantes demonstradas na figura séo: -SD, San Diego; -G,
Gary; -M, Montreal, -S, slow; -A, Aborigine; -Poly, polymorphic; -Cgo, Chicago; and -Q, Quebec.
Fonte: adaptado de Pappa T, Ferrara AM, Morkin E, Refetoff S Inherited defects of thyroxine-
binding proteins. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2015:29(5):735-747.

Tem sido relatado que, por varias tentativas, muitos pesquisadores tém
procurado estabelecer correlagbes entre o tipo e grau de deficiéncia na
proteina e a localizagdo da mutacdo nos dominios da proteina. Mas,
comumente, mudancas na estrutura primaria causam prejuizo na dobradura da
proteina madura podendo alterar a secrecdo de TBG por levar a retencéo
intracelular e a degradacéo das proteinas mutantes (121). A homologia dessa
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proteina com as pertencentes ao grupo serpina evidenciada nos programas de
alinhamento de sequencias mostrou que a TBG possui a mesma estrutura vista
nos outros membros da familia das serpinas inibidoras de proteases.
Entretanto, devido a presenca exclusiva de uma prolina na posicdao P8 da
regido RCL, centro do loop do reativo da TBG, ao invés de uma treonina como
em todas as outras serpinas, a TBG nao pode formar pontes de hidrogénio
entre as cadeias. Desta forma, essa alteracdo teve um propadsito claro de limitar
a insercdo dentro da regido RCL até metade da folha-A, provocando uma
reversibilidade de transicdo conformacional na TBG. Desta maneira, a
elucidacdo da estrutura cristalografica da TBG forneceu novos
aprofundamentos sobre os residuos funcionais da proteina envolvendo a
afinidade ao horménio tireocideano e sua plasticidade estrutural, que podem,
desse modo, afetar a regulacdo alostérica da ligacdo hormonal e sua liberacéo
(56).

A andlise da estrutura da proteina mutante ndo indicou que a mutacéo
p.R35W da TBG afetaria diretamente o sitio de ligacdo aos HTs, pois encontra-
se bem mais distante do T4, diferentemente da mutacdo San Diego (p.S23T),
previamente descrita, que esta localizada na proximidade do bolso de ligagéo a
tiroxina (173). Pela andlise realizada foi visto que o amino&cido mutado estaria
a uma distancia de aproximadamente de 17A do T4 na estrutura intacta da
TBG. Provavelmente o que ocorre é uma perturbacdo da estrutura, pois é
pouco provavel que possa afetar diretamente a ligagdo com a tiroxina.

A arginina ndo estad majoritariamente exposta ao solvente como é
comum para residuos polares/carregados na superficie de proteinas, mas na
verdade, ela interage diretamente com outros residuos na vizinhanca (Asn32,
Met264 e Asp261) e com duas moléculas de agua. Embora estas interacdes
possam ser possiveis com outros residuos, tais como lisinas e glutaminas, que
também sdo comuns nessa posicdo, elas ndo poderiam ser possiveis com um
triptofano. E ndo apenas por essas interacbes que ndo sao possiveis, mas
também pela natureza volumosa e, principalmente, hidrofébica do triptofano,
essa troca resultaria em um fragmento apolar que seria significativamente
exposto ao solvente - de acordo com o modelo que foi utilzado nessa anélise,
com uma area total de 135A% — mais da metade da superficie exposta de um

triptofano em um tripeptideo GWG. Tais fragmentos apolares na superficie
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podem resultar em agregacdo da proteina e/ou enovelamento incorreto.
Corroborando com esses achados, a analise da predicdo in silico do efeito
funcional da mutacdo p.R35W indicou que esta variagdo € possivelmente
danosa, reforcando ainda mais a importancia dessa posicédo para estrutura da

proteina na regido onde ocorre a mutacgao.

Outra mutacéo afetando o cdédon 35 foi descrita, embora nao tenha sido
publicada, a mutacdo Wanner-Eickel, p.R35E, que troca a arginina pelo
glutamico, que também seria problematica por conta da inversdo de carga. E
revendo toda a familia das serpinas, glutamicos também s&o raros nessa

posicdo (2.7%), mas ndo tanto quanto triptofanos (29).

Para os outros homologos da familia das serpinas em seres humanos,
essa posicao também é dominada geralmente por residuos polares, mas nunca
sdo observados residuos apolares como triptofanos. Além disso, existe uma
mutacdo documentada na literatura nesta posicdo por outro homodlogo: uma
mutacdo que resulta na troca da arginina por uma cisteina na posicao
equivalente encontrada nesse estudo na alfa-1-antitripsina resultando em um
fendtipo de deficiéncia de TBG (196). Por essas razfes, acredita-se que a TBG
e seus homodlogos dentro da familia das serpinas poderiam ser igualmente
afetados por mutacfes nesta posicdo que iriam romper a rede de interacdes

para com seus vizinhos na estrutura nativa.

Em sintese, o conjunto de resultados obtidos nesse estudo sugerem
fortemente que a nova mutacdo p.R35W identificada na TBG resulta em
anormalidade estrutural grave, que pode acarretar agregagcdo da proteina ou
enovelamento incorreto e provavel retencao intracelular e degradacao, o que
justifica a deteccdo de niveis muito baixos de TBG circulante, e, em Uultima

analise, o fendtipo de TBG-PD nos individuos afetados.
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7.0 CONCLUSAO

O presente estudo descreveu uma nova mutagao no gene SERPINA7
(p.R35W) associado a TBG-PD em trés irmdos: uma mulher em
heterozigose e dois homens hemizigotos.

A mulher expressa um padrao de inativacdo do cromossomo X 20:80,
ligeiramente desviado, sugerindo que o desvio do padrdo de inativacéo
seja 0 mecanismo fundamental na expresséao fenotipica nesse caso.

A predicéo in silico do impacto funcional da mutacdo p.R35W indicou
que esta variagdo é possivelmente danosa.

A analise estrutural revelou que:

« O residuo 35 encontra-se distante 17A do sitio de ligac&o do T4.

* R35W localiza-se na hélice-hA cuja cadeia lateral encontra-se na
superficie da TBG, na regido exposta ao solvente.

* A mutacdo rompe as interacdes eletrostaticas do residuo 35 com
seus vizinhos, portanto, gera fragmentos apolares na superficie
da TBG, ndo solliveis no sangue, que entdo resultam em
agregacao e/ou enovelamento incorreto da proteina.

* A mutacéo p.R35W é patogénica.

Os achados justificam o fenotipo de TBG-PD nessa familia, pois o
enovelamento incorreto da proteina resulta em retencdo intracelular,
e/ou compromete a sua secrecado e funcdo de transporte do T4 no
sangue.

Por fim, este estudo contribuiu para uma melhor compreensdo das
bases moleculares e da relacdo estrutura/fungcéo da TBG e acrescentou
informacdes originais a casuistica internacional dentro da série dos
defeitos hereditarios nas proteinas carreadoras dos hormoénios

tireoideanos no soro.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da
pesquisa clinica intitulada “Mecanismos moleculares envolvidos na deficiéncia
congénita de TBG (globulina carreadora de tiroxina)” realizada no Hospital
Universitario de Brasilia-HUB, Setor de Endocrinologia e Metabologia.

Sua participacdo neste estudo é voluntaria. Trata-se de uma pesquisa a
respeito da doenca de que vocé € portador (ou alguns de seus parentes), isto
€, deficiéncia da globulina carreadora de tiroxina (TBG). Esta globulina € uma
proteina presente no sangue que tem a funcédo de transportar o hormonio da
tireoide no sangue até os 6rgados e tecidos do corpo. A deficiéncia desta
proteina causa uma alteracdo nas dosagens laboratoriais dos horménios
tireoideanos, que é semelhante ao hipotiroidismo, mesmo quando eles séo
produzidos normalmente. Portanto, detectar a deficiéncia de TBG é importante,
pois evita 0 uso desnecessario de hormonio tireoideano nos portadores dessa
alteracdo. Esta pesquisa servird para verificar se existem causas genéticas
para doencas que afetam a producdo da TBG, bem como o0s seus
mecanismos. E possivel que estas doencas sejam causadas por problemas
genéticos que podem ser herdados em pessoas da mesma familia, e os
médicos responsaveis por esta pesquisa estdo tentando descobrir quais
alteracbes podem causar deficiéncia de TBG. A sua participacdo nesta
pesquisa € importante para os avan¢os dos conhecimentos da Medicina, que
ocorrem por meio de estudos como este.

Sera solicitado, apés a leitura, que vocé assine o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), em duas vias, ficando uma com
vocé e outra com o pesquisador. Em seguida, sera coletada uma amostra de
sangue que ficard armazenada no Laboratorio de Farmacologia Molecular da
UnB, para realizagdo do exame molecular. Esses procedimentos seréo
realizados durante sua consulta de rotina, onde também seréo verificados seus
dados e de sua historia médica. Vocé podera se recusar a responder qualquer
pergunta que lhe cause constrangimento. O seu acompanhamento clinico
continuara seguindo normalmente.

A amostra de sangue (de 10 a 20 mL) sera coletada de uma veia do
antebraco, utilizando uma agulha e seringa (descartaveis). As complicacfes
que podem ocorrer devido a este procedimento s&o: leve dor, inchaco
(inflamacéo), infeccdo ou uma marca "preto-azulada” no local da picada
(hematoma).

A partir da coleta do sangue, serdo cultivadas as células brancas do seu
sangue para obter DNA (seu codigo ou identidade genética), para que nele
sejam estudados alguns genes que possam estar alterados e causar doencas.

Os resultados desta pesquisa poderdo esclarecer as causas genéticas e
mecanismos envolvidos na deficiéncia de TBG. Isso podera contribuir para a
sua saude diretamente e para a de seus familiares, pois, caso seja encontrada
uma mutacao, isso podera determinar a necessidade ou ndo de tratamento da
sua condig&o.
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Vocé podera ter acesso a todas as informagfes e esclarecimentos que
desejar a qualquer momento, antes ou durante a pesquisa. A decisdo de néo
participar, ou de se retirar do estudo depois do mesmo j4 ter iniciado, nédo
ocasionara nenhum problema no seu tratamento no HUB, bastando para isto
comunicar o seu desejo ao pesquisador responsavel.

Nenhum tipo de pagamento sera feito pela sua participacdo como
voluntario(a) nessa pesquisa, e todas as despesas necessarias para a
realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade.

Todas as informacBes acerca dos dados obtidos, inclusive biolégico
(amostra de sangue), serao utilizadas exclusivamente para fins do estudo. Por
serem confidenciais, estaréo restritas ao prontuario médico da instituicao.

Os resultados do estudo poderdo ser publicados em revistas médicas
nacionais e ou internacionais, apresentados em congressos ou eventos
cientificos ou as autoridades sanitarias, sem que seu nome seja mencionado
em parte alguma.

Assinando este consentimento vocé estara autorizando o acesso ao seu
prontuario médico sem, no entanto, renunciar aos seus direitos.

Se durante o estudo houver necessidade de esclarecer alguma duvida
entre em contato com a Dra. Adriana Lofrano Alves Porto pelo telefone 3107-
1748 ou pelo email adlofrano@unb.br.

Outras informacdes a respeito dos procedimentos ou questdes éticas,
vocé podera obter com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia pelo telefone
3107-1947 ou no local.

DECLARACAO DO PACIENTE

Eu, )
voluntariamente, concordo em participar do Estudo acima, a ser realizado no
HUB/UNB. Declaro ter lido e compreendido este TCLE, fui informado de todos
os dados, pude fazer perguntas e recebi respostas que me satisfizeram. Se eu
nao participar ou se eu decidir suspender minha participacao neste estudo, ndo
serei penalizado e ndo renunciarei a quaisquer direitos legais. Eu recebi uma
copia deste TCLE.

Assinatura do paciente:

Assinatura do responsavel legal:

Data: [
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Nome da pessoa que conduziu a discusséo do consentimento:

Assinatura do Investigador:

Prof. Dra. Adriana Lofrano Alves Porto

Professora Adjunta do Curso de Ciéncias Farmacéuticas — UnB
Endocrinologista — Hospital Universitario de Brasilia
Contato: ambulatorio de Endocrinologia — HUB (quintas-feiras a tarde) — 3448-
5255
Laboratério de Farmacologia Molecular - 3107-1748
Email: adlofrano@unb.br
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APENDICE B — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Resultado da eletroforese em gel de agarose 1,5X da amplificagcdo da
regiao de repeticdo CAG do gene AR.

E '
- dem

I-1D . I-IND 1I-2D 1I-2ND 1I-1D 1I-1ND II- 3D 1I-3ND |r4D 1I-4ND
e — GapEaE; X e

. 4

cowsoosee®

Legenda:

D: amostras submetidas a digestdo com enzima Hhal
ND: amostras sem enzima.

I-1: amostra do pai ndo afetado

[I-2: amostra do caso indice

[I-1: amostra do irméao afetado

[I-3: amostra da irma gémea nao afetada

lI-4: amostra do irméao afetado
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APENDICE C — IMAGENS DOS RESULTADOS DOS
SEQUENCIAMENTOS

Resultado do sequenciamente dos individuos: I-1 (Pai), II-1 (Irméo

afetado), 11-3 (irma gémea néo afetada), II-4 (Irmao afetado) e IlI-2
(caso indice).

® Sequencher Demo File Edit Select Assemble Contig Sequence View Window Help 2 « () @@ ter 18demar 23:44 Adrianal.oAPorto Q =

B Fraglooot] GCARAGTARCAGECTGCCATT CATCCCARCCARATGCCACTCTCTACAAGATETCATCCATTAATGCTGACTTTECATTCAATCTGTACCGOAGHT TEACTGTGOAGACECCAGATARGARCATETTETTTTCCCCTETHAGCATTTCTRCAGCTTTGGTTA

B ToB_139_1_TGE1F |GCAN

A T6B_141_1_TGE_IF [GCARASTARCAGECTGCCAT TCATCCCARCCARATBCCACTCTCTAGARGATGTCATCCAT TARTGCTOACT TTGGAT TCARTCTGTACT GGAGGT TCACTGTGGAGACCCCAGATAAGARCATCT TGT 1T TCCGGT GTOAGCATTTCTBCAGCTTTGETTH

[@eno Chromatograms from Contig[0001]
TGB 139 1 TGB 1F Fr’aqment base 153 Base 153 of 505
T U H E FIL T T G £ A T T £ H A T T o C A C E G T G G A G A_C C e C A G A
T T G T L TECARARTTC CARARRAT E T G T H E E [ G H G G T TCAC TG TGEGG ARG ACCCTC CATLG A
) TBB_I‘I i TGB 1F Frigmen' bas! ‘|53 B se |53 of 6‘3‘
| T D T T T G L I C A C T A [c} A C £ £ C R G A
T T | E X E T H E T G ﬂ H G G T T CAC T AG AC C C 3]
= /\W/\N\/WAN\A/\A/\/\/\/V\M/\ A/\A/\/\/\AMA/\A/\/\MW\/\/\/\
TGB 142 1 TGB 1F Fragment bas |53 Bass 153 1695
G H & e C ;o3 G T C A& T A [} A _C =3 =3 C ﬁ B A
I I A E: W T T B T E T E T H B B L ﬂ H G G T TECARATE /T\/\ R B BB E B ]
= Mymml\gﬁ 696 ¥
T G FI T B. i1y G H H E FI E E E C FI G A
\/\A/\“ 4G H E T C T G T H f. /T\/G\ G H G G T T 3]
£ T G H & i T T G T A & A
C T E AL TTTE [] H T T E H H T E T G T H E [] G ﬂ H G G T T l: A C /T\/G\ []

APENDICE D — RESULTADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS DA S
TIAS MATERNA DO CASO INDICE

Tia Materna 1 Tia Materna 2 Tia Materna 3 Valor de
Referéncia

TTa 1,13 11,9 9,2 3,2-12,6 pg/dL

TT3 66 122 115 60-181 ng/dL

Anti TPO/Tg + + - -
TBG 10,8 24 19,5 13,6-27,2 mg/L
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APENDICE E — RESULTADOS DA ANALISE IN SILICO

Analise in silico da mutacdo encontrada usando a sequéncia requerida
para software publico polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2)

PolyPhen-2 report for P05543 R55W

Query
Protein Acc  Position AAy AA; Description
P05543 85 R W Canonical; RecName: Full=Thyroxine-binding globulin; AltName: Full=Serpin A7; AltName: Full=T4-binding globulin; Flags: Precursor; Length: 415
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumbDiv

This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.795 (sensitivity: 0.84; specificity: 0.93)

HumVar
Details

Multiple sequence alignment
3D Visualization

UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)
PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

APENDICE F — TESTE DE ESTIMULO COM TRH DO CASO iNDICE

Caso Basal 15min  30min 45min  60min 90min 120min Valor Valor

indice referéncia referéncia
basal pés-TRH

Curva 7,26 62,71 62,83 41,82 36,56 27,43 22,08 0,33- 27,33 3X basal

prolactina ng/mL

— pbs

estimulo

TRH

Cyrva TSH- 3,44 16,81 21,89 21,03 16,91 13,86 10,91 0,35a <25

pos 5,50uUl/mL uul/mL

estimulo

TRH




114

ANEXO 1 - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

g FACULDADE DE CIENCIAS DA
i SAUDE DA UNIVERSIDADE DE '-W
UnB BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
DADCGE DO PFROLMETO OE PEIGUIEA

THulo da Pecquisa: MECAMIZMOS MOLECULARES ENVOLVIDGS NA DESICIERCIA CONGENITA DE
TEZ (GLOEULINA CARREADCRA DE TRCUINS )

Pecgulcador: Sdriana Lofanc Alves Forin:

Arsa Temailoa: S=nébcay Humana
| Trata—=e de pesqulss #nvolvendo Genédca Hamana gus ndo necessia de analise
o por parke da COMEP; @

Vercio: 1

CAAE: 4221785 50000.0020

Ineftfulgdc Proponenie: Facuidade d= Cléncias da Salde ga Uinnersicade de Eraalin
Patroolnador Prinolpsl: Sinancizemo Progrio

DADGE DO PARECER

Hamars do Pareosr: 1295547

Apreceniaglo do Frojstoc

O ecoodo pefeEne-sa 3 um “ireiaio) o= uma tamilis com diagndsticn de geficlEnces pancial de T245." Fara nhs,
rexiryr-se-4 "anallze moteculsr go gene SERFPINA T gue codifices a TG " "4 giobullng carmesdors fe
tiroxina (TBG) & & peincipal proisina iransportadora dos hormidnios trecidanos 2 hamanos. Desorgens
herediirias gue comomometem a esinEors = I'ur.hp!l:- da probeira resulinm em deSci®Encis parclal & compieta
de TEGE (TEE-FD. & TEG-CD, respectivamente). O pbistive oo presente Fabsihe s2rd reaizar o sstudo
modfegiar go genes goe coaifica a TBS (EERFINAT) =m uma Tamilia, na qual uma maher {probandal
apresarim-se com TEBSPD, disgnosticsds dinicasente. O DNA gerslonico serd eriralda da probanda, pals
e irmios, apss assinatura do TCLE. Reaplo de polmerizacio em cadeia (FCR) serd uliftzads para
ampitficaglo do geres EEAFIMAT £ o5 produios serfo ssbmretidos a sequenciamenin aslomaion. O padrlo
de inatvaglo do cromossomo X serd availadc na probanda por melo da anaise do padrio de megiachc do
gers do recephar androgénico. A raridade desta situagio ciinica = a brsca de methor enterndimentn das
reiacdes de esintura & funglo doorcteina jusificam o estudo de caracterizapho genética & moiecular da
Tamiia afetsda.”

Indsrege. Pecusisds ds Cidrvias Zn Daccds - Cemeous Dercy Wasam

Babire:  Ama torls O O 000
ur; o Mamicipds: BRADLLA
Tadefocw: . & [1707- ekt E-muill: oepicdioreil.om

(2 ]
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE EEW
BRASILIA - CEP/FS-UNB
DorSmanchie oo Festar § 205047

Cbjetivo da Pecgulca:

“yertficar 3 ocominda de mutardes no gene SERPINAT £m Uma mulher (caso Indice) & se=us dols mdas
dlagnasbcados com deflci®ncla pancial congénfia da TEG." “Investgar possdvels mecanizmos de
siiencimenio gérico -!H1.a|:||ru;!-u o X por paorss el F:"E"I:I'ﬂ-;!l:l:l. gue justifiguem o gusdno cinkoo precends m
mulher (f2Eo Ingice "

Avallygbo doc Ricooc & Bansficlos:

HA wm desconforio minimo =m decorrincis da oofela de amostra de samgue (cerca de 10mL, o equivalenie a
duas cofhemes de cha) que sdoc leve dor no local da panglo, Inchap, Inflamapdo oo uma marcha “preic-
aruads® no ocal @y picada (hemagoma reyershiel). “Fam minkizar esse risco, & ooiets serd realrads por
um profssions da &rea de sadce capaciiado e o procedimenio Sord realrado duranies a =ua corsalta
armb-ulatorial de rotina ow no momenic da coleta de cubros =rames gue f"azem parls do sew
AacompartamEnts cinico, Ko 1= visiumbram curos danos Imediaos oU pOSIErones, o piana mdividusd ou
caletivo. Mo ocomera administiragio de medicamentos nem serdo realizados ouiros procedimentas
disgnisboos, akém daguesss gque constem mos omontudrics 6o parficioaniss oo eshido, como parte da rotina
tiimica pam 2 sua condiglc.” Alnda como benefiios para of parlidpanies, "o% resulados desta pergqulsy
poderSo esclarscer = a¥isie Causa geniSoa oErE @ suA doenca. Caso sela encontrada uma mutaglo
aenitbca, isso poderd ser 0l para o diagnéstico de owiros membros da ssa famila, ou ainda, pare o
esclarecimento da doenra de culras pessoas gque tenham o mesmo orobeeme”

Comantirios & Concldaragist cobre & Pecqolca:

Traia-se de um =ciudo descriivo, ciinico & genético, de uma fa=ia &m gue Tl disgnosiosds cEnicam snbs
defciéncia parcial de globuilna ligadora de Broeing (TEG). Serd felia a descrigdo clinice dos iIndvidsos
afefxdos & seus Samiiares gue concordarem &m paricigar go eshedn, com base nos dados presanies e
SeUs prontesnos de seguiments clinkco po ambutabins de endocrinciogs. Alm disso, serd reakrada ansiise
mol=cular do pene que codifica a TBG (EERPIMA T, a aamir do DA exiraido dos parfcipanties.” A l=furm
de prontadric permitird obber dados clinicos coma: “anamnese, exame flsioo, dosagens: hoermonsts =
bioquimica sanguines®, =sie procedimento faz “parie da rofina clinica de mvestigapio & acompanhamenio
de Sreopatas. Andlizs modecular 1. Eﬁrh'u#.-n de DA gendmico e =ucSciine o sangues perféricos O DA
gendmico serd exirakio a pardr de ieucdcioes oblidos de a=osima d= 10 & 23 mi de sangue ioda) uliizsnds o
meboado d= Eaibing-out ou kfs dspombvess (Chelex 100 oo QRagen). I. Desenho 3as primers. Resizados 3
pariir das sequiéncies ederincs disponivels no osbmed, 0om 0ouso de

Inderwge:  Feockbass os CEnoan S Saurs - Careom Deesy Miksim

Balrrad Ama Horks OEP:  TEUS D000
uF- oF Mumbcipie:  BHASE 8,
Telmfooa: . pE| 0 OF-5ET E-mal:  cermrsbigmmi oom
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W
BRASILIA - CEPIFS-UNB

Cordrasche b Fesses 1 2S84

softwanes especificos (PFRIMER3L. 2, Reaglc de Poilmerdzagio em cadela (PCRC O DMA gendmico serd
ulifzado como substale para smoifcagio do gene ZERFINAT modificanis da TEG e as condigles serko
defirddas conforme especifidade dog prmers. 4. Punficagdo des produlps de PR & S=gaenclamento
autcmigtic: O produles da amoifcagdo serfo purificados por mefo =nziméico wiizade o sistema EXC-
EAP = 08 produtos desta reaglo serfo submelidos a3 segrenciamente aulomatico. & ieloras das
seguéncias serfo reallzadas wiiizando softwarss expecHicos (segeenchiery 5. Avabaglo go status de
rattagio do comossome X: Caso se confirme & mulagdo Ro oomossomo X da pacikenie do seXU femining,
serd avallado o padrio de metiagdo (silemclamenio] de genes conhecdos deste cromossomo.” O
ConcgRea 4a pEsquisa prevd o Inici para novembre de 2005 & EEming e janeino de 2016, 05 reCarsos
fimanceiros serio provenientes do Laboratdrio de Farmacologla Molecuiar FE-UnE, = somam
aprozimadaments qualre mi reals (RS 4,000,000 A pesguisadora compde a =gquips deste Laborabario:
Traia-se e um prodefo de pesquiss de Profa. Adrisna.

Concideray e cobre of Termos de aprecentagdo obrigatona:

A pESquisadonn aprESENiou OF segquinies documentos:

1] ¥ofna de msio thg assinada pdf, Z90720S3 pesquis-sdomn Infoema que “Traia die pEnguiss STvoienso
Genttica Humara que ndo necessin ardise &fics par pare do CONMEP." & Folha d= Rosio fol devidament=
preerchida, com assinaturs & carimbo da pesquisadara professors Adriana Lofrane Alves Foro 2 da
Diretors da Faculgade oe Cléndas da Sadde —F2-UnB professora Aarts Falima de Soass;

(2] “terma clencla hub TEG asalpado.jpg ZSO07/2015% o documenio da insttuicdo coparicipantes
HUEBEEEERH iem & sssinylura & carimibd do Supsnniznderte 4o HUBEBSERH, Dr. Hermigo Sampaks
Carvalhe do OR. Marceio O, Rodrigues, Chefe do Sefor de Fesgulsa = inovagda Tecnolégica do
HUBTEBEERH;

(3} “i=m=0 concondanciy HUE TBS assinade jpg. 23T7/2015"; este dotumenio da Instiulplo coparticipants
HUBEEZERH fem a assirabsra & carimbo do. Soperiniendente da Haospital, Dr. Hervaldo Gampaic
Canvahia; do OF. Marosic O Rodrigues, Chsfe do Zefor de Pesguisa & inovaglo Tecnoidgica deste hospital
da Dwa. Luclana A Mawes, Chefa recponsavel peia Unidade Clinica/acsdémica desty inetibulcla
coparticipante. Neshe Termo de Conronddncis & declyradn gue o estudo "envatve revisfo de pronhisria =
andlse d= DA dos participanbes (1 familla oom E inglviduos com gefcidnca g THGET, oeciars ainds gue o
eshudo terd doragho de 3 meses & com previsio de iniclar em anhai20 15,7

1 “caraencyminhprojets a0 CEP.FE_TGEE pdf, 070820157, entaminiada pela pes gul Saons;

Enderegre  Feoukdscs os Clnoes = Sauds - Cemmam ey Bosm

Balrro: S Hors P 0 o-E00
LT = Musbcipic:  BilAoa L
Pulwicoea: (9109007 8T E-rmall:  ceprbwusbaorrmi oom
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE ‘-@m‘""\“
BRASILIA - CEPIFS-UNB
Ceramacis o Pase 1 oS RdT

IE] *TermoRespCompromPesg CEF_TGE.PDF, OTHBZDIS", devidamenss spresentado pe peEsquisadors;
{61 “Frojels Defalhado ¢ Brochura Imvesligador - Projeio para CEP_projeio debmihado ooma na
pfaiBrasl_TGEB.dock. OTOBE2OT5";

[Th "TCLE { Termas de Asserlimeric | Justiicaliva de AusErcis - TCLE THG final.ooon, D7i082015"
EnToniry-se =m Ongusgem chars = objetiva & scesshiel son participanbes da pesquics. Conbém as
informapfies = crientapfies necessarias paa o =néendimento da execugdo da pesoolsa

i2] “Informagfes Bimicas do Frojebo - FE_IHFEHM&I;-E!EE:_E.‘LEIW.E:J:IE!_FHEI JETC 4575848, pdl,
o7 oeanisy;

15} “criars Lofrano Aves Porfo_Cumicsio Lyttes odf, 1230520158"

(10} SCristisne Jeyce Gomes Lima_ cumicin e pdf, 1H0EZ015"

191 SCuricaia Laties_andessamacie] 22 06 pds, 12082045

{12} “Informaples Basicas do Frojeta - FE_IHF'ZIHM.‘-;lﬂEﬂ_E.‘-.G-ID-'I.E:_III:I_F"F!CIJEI'CI_J-H?EB-E-.I:-I:II
L EOEI0] 55,

Flaoomencaples:

Recorranda-s& o [ukdsdo de uiEsr o ermo “partcipant: de peequisa™ (e L 10, Res CHE 482082 =
nio "sujeftc de pesguisa”, o TCLE.

ConoiunSes 0 Fendénolac & Licta de Inadequagdec:

O protocoic de pesguiza ndo apresenta dbices &ticos. estando &m conformigads com & Resoluglo CNE2
L2052 & Complemeantares.

Concideraglsc Finals a crRéro do CEP:

Em acordo com 3 l-';:i-:liu-;-.’ﬂ-:- SEEM2 ONET, Emns X.1.- 10 & ¥1.2.d, ot pesguisadores msporadveis deveric
apresentar relabiricn parcial semestral £ fimal 00 projeto de Ersquiss, comlados a parbr oos data de
spr-:-n.-al;!-: do prodo-colo 0= pecquisa

Ecte parscsr fol slaborado baceasdo nos doowsmantcs shalco mefacdonado:

Tipg Docurmremig Armuiva Feostagem Autor Shiapls

Folha g Rasin foiba o= rosio by sssimeda pdl ZITR2045 ACEEn
15:33:48

Caatos terma clenda hub TBG assinado jpg ZAMITIAOAE ACEno

Endersgec  eocidscs os Cdremn o Seuds - Cenous Uerey esim

Halrre: Sas Norks ORI 0 O-E]
our: ¥ Mupipips: HAADE LA
Talmfoaea: (1T T0AT E-mail: cermobffigmsi oom

T
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E FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE§ W"M“"F
UnB BRASILIA - CEPIFS-UNB
Corananis e Pewcar | 25847
Criros termo Ciamcia hults TBS assinaoo. jpg 1204810 ADeED
Crabos ermo concordarcia HUB TBG ZSNTI2OAS ArsSo
et g mhal ] 150227
Crriros CAtaEnCETINNETED: 30 GFaanois ACsmn
CEFFE _ToH.palr 1511615
Carkms TemoResnrompromPesg aprpi el i 1 ACebn
cer TGE.FOF 15:17:02
Prjelo Detalkasdn [ | Projeio para CEP_profele Gefakodo Oroazpas T _a]
Broe hira como na psEms] TEE docy 1545058
|y esSgador
TCLE | Termos de TTLE T34 Wnal.docy oFADa2Os Ao
Assentimento / 154118
Sustficadive de
Musiricia
Infr sl;-!-e: Edsicas| PE_IM =l:lFt|'.-I.'|.l.‘,-'f:-E3_E.'.Ell:-.‘l.3_p:lﬂ-_ﬂ CFsaaots ACERD
do Projeto ADLJETD 437508 ool 15.:82: 55
Dz Adriaana Lotrann Alhes Porsc_Coricsio 12MRRHME ACERC
Lafes paff 1&:05:04
Curiros CrisEane Jeprs Gomes Lima_ oormiculs 122 0E ACER
imthes paf 15:05:28
Crrtros Curmicuio 12082015 ACemn
Lafes andressamack 37 05 pdf 15:06:45
Infnl.—ra;-!-e.'l.E.isILa:- F'E_lH':I:IF!F.'I..'u.I:,'-':'.':-EEj.'-.EIC.*.a_:l:_: 1ZMB20NE ACein
da Profefio ROJETO 497588 ndl 15 AIT:E8
Sftuaglo do ParegsT:
Aprovado
Heoscoita Apreolapdo da CTOMER:
Mia

ERASILIA, [0S de-Seiembro de 2042

Agzinado par:
Marie Togazhl
| Conndenador]

Endurege:  Fecidade ds Cdrcias s Ssids - Cameom Uerey Pbeim

Babra:  Ssa Nors CEP- POUE 0000
ur: oF Miicipie:  HELASL LR
Tuifomm:  [E1THIDF-Fad T E-maf cErmehiEgmed com
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