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4) GLOSARIO

TPO: Tiroperoxidasa o peroxidaasa tiroidea

TPO: Gen que codifica la enzima tiroperoxidasa

HC: Hipotiroidismo Congénito

TI1OD: Defecto total de la organificacion del yodo

DH: Dishormonogénesis

TSH: Hormona tiroestimulante o tirotropina

TRH: Hormona liberadora de la tirotropina

TSH-R: Receptor de hormona tiroestimulante

T4: Hormona tiroxina

T3: Hormona triyodotironina

TG: Tiroglobulina

TG: Gen que codifica la proteina tiroglobulina

PCR: Reaccion en Cadena Polimerasa

DNA: ADN: Acido Desoxirribonucleico

IRMA: Ensayo inmunoradiométrico (ImmunoRadioMetric Assay)
DELFIA: Fluorometria de tiempo demorado (Dissociation Enhanced Lanthanide
Fluoroimmunoassay)

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético

SSCP: Single-Strand Cnformation Polymorphism Analysis
SSMSO: Servicio de Salud Metropolitano Occidente



5) RESUMEN

10 al 15% de los hipotiroidismos congenitos primarios se producen por dishormonogeénesis
tiroidea. Una de las causas mas frecuente se debe a mutaciones del gen de la enzima
tiroperoxidasa (TPO), de herencia autosémica recesiva. Objetivo: Detectar mutaciones del
gen TPO en 12 pacientes chilenos con hipotiroidismo congénito por dishormonogénesis
(DH). Caracterizar clinica y molecularmente estos pacientes. Metodologia: Se seleccionaron
12 pacientes, menores a 20 afios, con hipotiroidismo congénito por dishormonogénesis,
controlados en Servicio de Salud Metropolitano Occidente, en Santiago, Chile, segun los
criterios de inclusion: TSH elevada, hipotiroidismo persistente, tiroides normotdpica por
ecografia y/o cintigrama tiroideo. Se excluyo aquellos con sordera, Sindrome de Down,
hipotiroidismo congénito central o transitorio. Se solicitdé consentimiento informado y se
preguntd por antecedentes familiares. Se tomaron muestras de sangre para extraccion del
DNA, se amplificé por PCR los 17 exones del gen TPO. Los productos de PCR fueron
secuenciados. Resultados: Se detectaron 2 mutaciones posiblemente patogénicas del gen
TPO. Una mutacion previamente descrita: ¢.2242G>A, que produce el cambio del
aminoacido valina por metionina en la posicién 748 y una mutacion nueva: ¢.1103C>T, que
produce el cambio del aminoécido prolina por leucina en la posicion 368. Ambos cambios
de aminodacidos serian probablemente patogénicos segun un andlisis con el software
Polyphen 2. En 2 de 12 pacientes (16,6%) se detectaron estas mutaciones: uno heterocigoto
compuesto de genotipo ¢.1103C>T/c.2242G>A vy el otro heterocigoto c.2242G>A, el
segundo probablemente presente una expresion monoalélica del gen mutado. Ambos
pacientes presentaron bocio difuso hipercaptante al cintigrama tiroideo y TSH alta en sangre
venosa en el examen de confirmacion diagnostica (>190 uUIl/mL). Conclusion: La
frecuencia de pacientes con mutaciones posiblemente patogénicas en TPO con
hipotiroidismo congénito por dishormonogénesis tiroidea fue 16,6%. Las caracteristicas
clinicas de estos dos pacientes se podrian relacionar a las mutaciones detectadas. El
conocimiento de las caracteristicas clinicas, bioquimicas, anatomicas y genéticas de estos
pacientes permitiria un mejor diagnostico de su patologia y ofrecer asesoria genética a la
familia de los pacientes afectados.

Palabras Clave: Hipotiroidismo Congeénito, Dishormonogénesis, Tiroperoxidasa, TPO.



6) ABSTRACT

10 to 15% of primary congenital hypothyroidism are due to thyroid dyshormonogenesis. One
of the most common causes are mutations in the enzyme thyroid peroxidase gene (TPO), an
autosomal recessive disease. Aim: To detect mutations in the TPO gene in 12 Chilean
patients with congenital hypothyroidism (CH) by dyshormonogenesis (DH) and Clinically
and molecularly characterize these patients. Methodology: were included 12 patients under
20 years of age, with congenital hypothyroidism dyshormonogenesis controlled in The
Metropolitan West Public Health Service, Santiago, Chile, according to the inclusion criteria:
elevated TSH, persistent hypothyroidism, orthotopic thyroid in ultrasound and / or
scintigraphy thyroid. We excluded those with deafness, Down syndrome, central congenital
hypothyroidism or transient hypothyroidism. Informed consent was requested and family
history was investigated. Blood samples for DNA extraction were obteined. 17 exons of TPO
gene were amplified by polymerase chain reaction. The PCR products were sequenced.
Results: two pathogenic mutations in TPO gene were detected. A mutation previously
described: ¢.2246G> A, which produces a change of the amino acid valine for methionine at
position 748, and a new mutation: ¢.1103C> T, which causes the change of amino acid
proline for leucine at position 368. Both amino acid changes are likely pathogenic according
to an analysis in Polyphen 2 software. In 2 of 12 (16.6%) of these patients mutations were
detected: one composite heterozigote ¢.1103C> T / ¢.2246G>A and the other one
heterozygote ¢.2246G>A, the second probably presents monoallelic expression of the
mutated gene. Both patients had diffuse goiter, high uptake to the thyroid scintigraphy and
high TSH in venous blood in the examination of diagnostic confirmation (> 190 mIU / mL).
Conclusion: The frequency of patients with potentially pathogenic mutations in TPO among
cases with congenital hypothyroidism by thyroid dyshormonogenesis was 16.6%. The
clinical characteristics of these two patients are likely explained to mutations detected.
Knowledge of clinical, biochemical, anatomical and genetic features by the detected
mutation of these patients would allow better diagnosis of pathology and provide genetic
counseling to the family of the affected patients.

Keywords: Congenital Hypothyroidism, dyshormonogenesis, thyroperoxidase, TPO.
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7) INTRODUCCION
7.1.- Hipotiroidismo Congénito

Se define como hipotiroidismo congénito al déficit de hormonas tiroideas diagnosticado al
nacer (1). Generalmente el hipotiroidismo en el periodo neonatal no causa sintomas 0 éstos
son inespecificos. Sin embargo, si no es tratado oportunamente con la sustitucion de la
hormona levotiroxina sddica (T4) sintética (%) en las primeras etapas del desarrollo del nifio,
puede producir alteraciones neuroldgicas importantes. Esto se explica porque las hormonas
tiroideas intervienen de forma critica durante el desarrollo del sistema nervioso central,

influyendo en la migracion, diferenciacion y sefializacion neuronal (3).

A nivel mundial se estima una prevalencia de hipotiroidismo congénito de 1 en 2.000 a 1 en
4.000 recién nacidos vivos. Esta enfermedad en Chile tiene una incidencia de 1 en 3.163
recién nacidos vivos (%), siendo la patologia endocrina mas frecuente en el recién nacido y la

causa mas frecuente de retraso mental prevenible (°).

En Chile, con el objeto de realizar la pesquisa precoz de esta enfermedad y darle tratamiento
oportuno, se inici6 en 1992 el Programa Nacional de busqueda masiva de hipotiroidismo
congénito, alcanzando actualmente una cobertura cercana al 100% (%). La pesquisa se realiza
en Chile con la medicion de hormona tirotrofina (TSH) en sangre a los recién nacidos, tomada
del talon y almacenado en papel filtro. Hasta el afio 2005, para el anlisis de las muestras se
utilizé el método IRMA (Immunoradiometric Assay) cuyo nivel de corte era 20 uUl/ml de
TSH. Posterior a ese afio, se cambid la metodologia del examen a DELFIA (Dissociation
Enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay), siendo actualmente un nivel de TSH mayor a
15 uUl/ ml sugerente de hipotiroidismo congénito. Este examen se debe realizar a los
neonatos de término mayores a 37 semanas de gestacion a partir de las 40 horas de vida, a
los neonatos de 35 y 36 semanas de gestacion a los 7 dias de vida y a los neonatos prematuros
menores de 35 semana de gestacion a los 7 dias de vida y repetir en todos a los 15 dias de
vida (®). Las muestras se analizan en los laboratorios de referencia, siendo uno de estos el

Hospital San Juan de Dios.

11



El examen debe confirmarse si el valor en muestra de papel filtro esta sobre los valores de
corte. La confirmacion se obtiene si en la sangre venosa la TSH es superior a 10 ulU/ml y la
T4 es inferior a 10 ug/dl. Con estos resultados se realiza un cintigrama de tiroides para
determinar la etiologia. Si no es posible realizar el cintigrama prontamente no es
impedimento para iniciar tratamiento con T4, ya que el recién nacido debe estar en
tratamiento antes de los 15 dias de vida. Con estos antecedentes el nifio y su familia deben
ser derivados al endocrindlogo infantil o al pediatra del servicio que esté a cargo del
programa, segun corresponda. Debe ser evaluado antes de los 15 dias de vida para iniciar la

terapia, informar a la familia del pronéstico y educar sobre el seguimiento y el tratamiento

().

7.2- Tipos de Hipotiroidismo congénito:

El hipotiroidismo congénito puede presentarse de forma transitoria o ser permanente,
pudiendo ser clasificado segin su origen en hipotiroidismo congénito primario, central o de
origen periférico (*). Corresponde a un hipotiroidismo congénito primario, cuando la
alteracion se encuentra a nivel de la glandula tiroides. El hipotiroidismo congénito central a
su vez, puede clasificarse en secundario, cuando se debe a una alteracion en la hipdfisis,
produciéndose un déficit de hormona tiroestimulante (TSH) o terciario, cuando el defecto
estd en la produccion de hormona liberadora de TSH (TRH) por una alteracion a nivel
hipotalamico (*8). El hipotiroidismo congénito periférico resulta de defectos en el transporte

o metabolismo de las hormonas tiroideas o por resistencia a su accion (%)
7.3- Causas de Hipotiroidismo Congénito Primario o Tiroideo:

Las causas de hipotiroidismo congénito primario son variadas y la mayoria de ellas son
esporadicas, lo que significa que se presenta en personas sin antecedentes familiares de la
enfermedad. Sin embargo, se estima que aproximadamente un 10 a 20% de los casos de

hipotiroidismo congénito primario serian hereditarios. (>*%).
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Dentro de los hipotiroidismos congénitos primarios, el 85% de los casos se debe a defectos
en la formacion de la glandula tiroides o dis-embriogénesis, resultando en ausencia,
hipoplasia o ectopia tiroidea. EI 10 a 20% de los casos de hipotiroidismo congénito primario
son causados por dis-hormonogeénesis tiroidea (*>°), esto equivale a una incidencia de
1:30.000 recién nacidos en Chile. Estos pacientes se caracterizan por tener una glandula
tiroidea anatdmicamente normal, pero cuya sintesis de hormonas tiroideas esta disminuida o
completamente inhibida. El hipotiroidismo congénito primario por dishormonogénesis sigue

un patron de herencia autosémico recesivo (>1%).
7.4- Sintesis de Hormonas Tiroideas:

El proceso de sintesis de las hormonas tiroideas se inicia con la union de la hormona TSH a
su receptor (TSH-R) en las células foliculares del tiroides, lo que estimula la captacion de
yoduro circulante en la sangre y su transporte hacia el citoplasma por el transportador activo
sodio/yoduro (NIS), ubicado en la membrana basal del tirocito. Por otro lado, la unién de
TSH a su receptor también estimula la sintesis de la enzima tiroperoxidasa. Posteriormente,
el yoduro es transportado a traves de la membrana apical (figura 1), hacia el lumen del
foliculo tiroideo, por el transportador ioduro/cloruro Ilamado pendrina. La enzima
tiroperoxidasa (TPO) y el sistema formado por DUOXA2 y DUOX2, son proteinas de
membrana apical cuyo dominio catalitico se ubica hacia el lumen folicular. El sistema
DOUX2/DUOXAZ2, anteriormente llamado ThOX, genera el peréxido de hidrégeno
necesario para que la enzima TPO produzca la oxidaciéon del ioduro a iodo, el cual
posteriormente se une covalentemente a residuos de tirosina de la proteina tiroglobulina (TG)
para formar yodotirosina (organificacion yoduro). Finalmente algunos de estos residuos
hormonalmente inactivos de yodotirosina (monoyodotirosina y diyodotirosina) se acoplan
para formar yodotironinas hormonalmente activas, T4 y T3, las que se liberan a la

circulacion.
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Figura 1: Sintesis de hormonas tiroideas. Tomado de (*'). Esquema de la célula folicular
tiroidea y de las distintas etapas de la hormonogénesis tiroidea: 1) Ingreso activo de yoduro
desde la circulacién sanguinea via cotransportador NIS codificado por el gen SLC5A5; 2)
paso facilitado de yoduro hacia el lumen folicular via canal pendrina, codificado por el gen
SLC26A4; 3) oxidacion de yoduro a yodo y organificacion de grupos tirosina de la
tiroglobulina, (codificada por el gen TG), catalizada por la tiroperoxidasa (codificada por el
gen TPO); 4) acoplamiento de yodotirosinas (MIT y DIT). Los pasos 3 y 4 requieren Hz0>
producido por el complejo DUOX2/DUOXAZ2. 5) Endocitosis de yodotironinas (T4 y T3);
6) liberacion de yodotironinas y degradacion por yodotirosina deshalogenasal (codificada
por el gen 1'YD) permitiendo reciclar yoduro para la nueva sintesis de hormonas tiroideas.

La mayoria de los pacientes con dis-hormonogénesis tiroidea son portadores de mutaciones
en genes que codifican enzimas que participan en la sintesis de las hormonas tiroideas. Hasta
el momento, se conocen 7 genes cuyas mutaciones causan alteracién en la sintesis de
hormonas tiroideas, ya sea por defectos en el transporte de iodo hacia el tirocito
(SLC5A5/NIS), defecto en la organificacion del iodo (TPO, DUOX2, DUOXA2, SLC26A4),
alteraciones en la sintesis de tiroglobulina (TG) o deficiencia de la iodotirosina deyodinasa
(IYD/DEHALLY). (*» En latabla 1 se describen la localizacion citogenética, la proteina que
codifican, el modo de herencia, las caracteristicas moleculares y clinica de los pacientes que

presentan mutaciones en alguno de los 7 genes que participan en la hormonogénesis tiroidea.
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Tabla 1: genes que codifican proteinas que participan en hormonogénesis tiroidea

Gen OoMIM Proteina cil';:gear?é?ir::a Herencia Caracteristica
SCLSAS | g01843 NIS 19p13.11 AR traﬁ;;egfg?g "
TPO 606765 Tiroperoxidasa 2p25.3 AR orgaDneifflia((::;?:ién
TG 188450 Tiroglobulina 824.22 AR orgaDneiff?g:;ién
IYD 612075 DEHAL 1 6q25.1 AR degf;g:é‘i’én
DUOX2 606759 DUOC;SZTBIL?(())XAZ 15¢21.1 ﬁg orgaDnei]:‘(ie((:::():ién
DUOXAZ | 612772 Duoié);lgljjgxm 150211 ﬁg orgg)nei];?c(::;zién
SLC26A4 | 05646 PDS 7q22.3 AR Orggn?;?g;zién

AR: autosémico recesivo, AD: autosdmico dominante, PDS: pendrina, DEHAL1: yodotirosina deshalogenasal

7.5- EI gen TPO en el Hipotiroidismo congénito primario por dishormonogénesis

tiroidea:
La causa mas frecuente de dishormonogénesis es por mutaciones en el gen TPO (13141516.17),

Segun el Unico estudio en el que se han analizado mutaciones en 7 genes candidatos (TG,
TPO, SLC5A5, SLC26A4, DUOX2, DUOXAZ2, 1YD) relacionados al hipotiroidismo
congénito por dishormonogénesis, en 102 pacientes japoneses con hipotirodismo congénito
por disormonogeénesis, 15 pacientes presentaron mutaciones en alguno de los 7 genes
estudiados (14,7%), entre los cuales 2 pacientes presentaron mutaciones en el gen TPO (*8).
La prevalencia estimada de mutaciones en TPO en Japon seria 1:177.000, lo cual es inferior
a lo reportado en la poblacion Holandesa (*°) y en otras series.
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7.6- Gen TPO:

El gen TPO, (OMIM 606765), se encuentra en el cromosoma 2p25. Se compone de 17 exones
y 16 intrones. Abarca unas 150 kilobases de ADN gendémico. Codifica la enzima peroxidasa
tiroidea, una molécula de 933 residuos de aminoacidos con una Unica region que atraviesa la

membrana (?%%4).
7.7- Estructura y funcion de la enzima tiroperoxidasa:

La peroxidasa tiroidea o tiroperoxidasa es una hemoproteina con actividad peroxidasa,
especifica del tejido tiroideo, ubicada en la membrana apical de las células foliculares

tiroideas.

La estructura proteica consta de un gran ectodominio N-terminal extracelular, una region
transmembrana y una cola corta C-terminal citoplasmatica. EIl ectodominio se compone de
un péptido de sefial N-terminal, un propéptido y tres dominios: un dominio N-terminal,
similar a mieloperoxidasa (MPO-like), un dominio de proteina de control del complemento
(CCP-like), y un dominio C terminal, similar al factor de crecimiento epidérmico (EGF-like).
Su sitio catalitico esta en el sitio heme oxidasa, que es codificado por los exones 8 al 10 del
gen TPO ().

— | | ] | 1 i

" nnnnn o o . 9 0 " 2 1 | vefis]w|v |

B heme oxidasa, exones 6 al 12 D dominio CCP
> sitio catalitico, exones 2 al 10 I dominio transmembrana , exén 15

=== region extracelular dominio EGF-like

"®®  region intracelular

Figura 2: Estructura proteina Tiroperoxidasa. Tomado de (*°). (A) Esquema que muestra
los dominios de la proteina: region heme oxidasa (exones 6 al 12); sitio catalitico (exones 8
al 10); dominio transmembrana (ex6n 15); dominios CCP y EGF-like; regiones intra y
extracelular de la proteina. (B) cDNA de TPO con sus 17 exones.
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La tiroperoxidasa es una enzima clave en la sintesis de las hormonas tiroideas. Realiza las
reacciones de oxidacion, organificacion y acoplamiento, etapas fundamentales para la
sintesis de hormonas tiroideas. Los defectos en esta enzima producen un deficit severo en la

sintesis de hormonas tiroideas y un hipotiroidismo congénito primario permanente (%3).

Los defectos en la sintesis de hormonas tiroideas producen una disminucion de la secrecion
de estas hormonas, disminuyendo el feedback negativo que ellas ejercen sobre la hipofisis
anterior, llevando a un aumento de la secrecion de TSH, lo que estimula la glandula tiroidea.
A consecuencia de lo anterior, los pacientes con hipotirodisimo primario por
dishormonogénesis, como es el caso de los defectos en la tiroperoxidasa, ademas pueden
nacer con bocio (aumento de tamafio de la glandula tiroides) o desarrollarlo en el periodo
postnatal, especialmente si no reciben oportunamente el tratamiento de suplementacion con
levotiroxina (*1). Por lo tanto, el hallazgo de mutaciones en el gen TPO en neonatos con
hipotiroidismo congénito primario indica que el paciente requerird tratamiento de por vida
con hormona tiroidea y que en futuros embarazos se debe descartar la presencia de bocio

prenatal para evitar posibles complicaciones obstétricas (%2).
7.8- Mutaciones en el gen TPO conocidas:

La primera mutacion del gen TPO fue reportada por Abramowicz et al. en 1992 (). Segin
una revision realizada por Ris-Stalpers el afio 2009 (%), hasta ese entonces se habian
identificado 67 mutaciones del gen TPO. Posteriormente, se han reportado 15 mutaciones
nuevas en TPO, las que sumadas a las reportadas por Ris- Stalpers y Bikker al 18 de junio

del 2009, suman 82 mutaciones conocidas en el gen TPO. (10:152025.26.27,28,29,30)

Los exones 8 y 9 presentan la mayor densidad de mutaciones descritas. Estos exones
codifican para el sitio catalitico de la enzima. Aproximadamente el 74 % de las mutaciones
descritas son sustituciones y un 26 % deleciones e inserciones que conducen a la produccion

de una proteina trunca.
7.9- Prevalencia de mutaciones en gen TPO en otros estudios:

La prevalencia de mutaciones del gen TPO en casos de hipotiroidismo congénito por
dishormonogénesis varia segun la poblacion estudiada, el método de estudio y los criterios

de seleccidn de la muestra, aunque en la mayoria de las series estudiadas, las mutaciones del
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gen TPO serian una de las mas frecuentes causas de dishormonogénesis tiroidea. A nivel
internacional, especialmente aquellos paises en que se realiza algin programa de tamizaje
neonatal y seguimiento de los pacientes con hipotiroidismo congénito, se han publicado
diversos estudios acerca de las mutaciones asociadas al hipotiroidismo por
dishormonogénesis tiroidea, especificamente por mutaciones en el gen TPO. La frecuencia
de casos con hipotiroidismo congénito por dishormonogénesis explicados por mutaciones en

el gen TPO es variable en los distintos estudios, de 2.4% (*%) a 100% (*¢). (Ver tabla 2).

Tabla 2. Resumen de estudios de mutaciones del gen TPO en pacientes con hipotiroidismo congénito.

FBeE 2:5%? delis NUmero pacientes m’L\JItL;rc]:ﬂ:zrr?es
Casos estudiados con n;t:\te_xl_c;(())n del detectadas en gen Comentarios
(n° de referencia) g
Portugal 55 de 54familias con HC 13 (23%) 8
®) por DHG
Todos los pacientes fueros heterocigotos
Chi 5 HC con TIOD 5 (100%) 5 compuestos. En 2 pacientes no se detect6 la
Izt segunda mutacion.
)
Los autores indican que se detectaron pocos
Ir4 41 HC con DHG 1(2.4%) 1 casos con mutacion posiblemente por la técnica
fan de analisis de mutaciones empleada (SSCP)
Y
30 HC permanente sin
Europa historia familiar y tiroides 4 (13%) 4 Estudiaron sélo los exones 2, 8, 10y 14
) ortotépico utilizando SSCP
Turquia y Pakistan .
(UK) 28 HC con DHG 21 (75%) 10
*)
i 0,
Brazil 7 HC con DHG y bocio 7 (100%)
®) 3
13 HC con DHG
Japén 2 HC sin DHG 2 (13.3%) 4
)
. : 43 con HC y tiroides 20 (46%)
Eslovenia, Eslovaquia, It 8
Bosnia ortotopica. 1:20000 7
N
Se utilizd método SSCP y se estudiaron los genes
A ii 20 con HC de 16 familias 6 (30%) 8 TPO, DOUX y TG. Los pacientes con mutaciones|
rges? T en los genes TPO y DUOX presentaron bajos
niveles de Tiroglobulina.
) iveles de Tiroglobuli
Brazil 7 HC con DHG y bocio 7 (100%) 3
*)

HC: hipotiroidismo congénito; TPO: gen enzima tiroperoxidasa; DHG: dishormonogénesis; TIOD: déficit completo de hormonas tiroideas;

TG: gen tiroglobulina.
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7.10- Importancia clinica del estudio de las mutaciones asociadas al hipotiroidismo

congénito:

En el recientemente publicado Consenso sobre el tamizaje, diagnostico y manejo del
hipotiroidismo congénito de la Sociedad Europea de Endocrinologia Pediétrica 2014 (%) se
describe la importancia de realizar consejo genético a los familiares de pacientes con
hipotiroidismo congénito como parte fundamental del manejo, con el fin de determinar el
modo de herencia, riesgo de recurrencia, posibles asociaciones a otras alteraciones
sindromaéticas y prondstico a largo plazo. Dentro de las recomendaciones de realizacion de
asesoria genética se sefiala, entre otros, a la mujer embarazada con antecedentes de tener un
hijo con hipotirodismo congénito no sindromatico por dishormonogénesis, con alto nivel de
evidencia (aplicable a la mayoria de los pacientes en la mayoria de las circunstancias, los
beneficios superan claramente los riesgos), basandose en evidencia de alta calidad (estudios
de cohorte prospectivos o ensayos controlados aleatorios, con bajo riesgo de sesgo (%)).

El proposito este trabajo es iniciar el estudio genético del hipotiroidismo congénito por
dishormonogénesis en pacientes chilenos. Este es el primer estudio realizado en nuestro pais
al respecto y uno de los primeros en Sudameérica, lo que permitiria abrir una nueva linea de
investigacion en esta area en nuestro pais y ofrecer asesoria genética de manera oportuna,

favoreciendo el manejo en las familias de afectados.
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8) HIPOTESIS

Un porcetaje de los pacientes chilenos con hipotiroidismo congénito por

dishormonogénesis presenta mutacion en el gen TPO.

9) OBJETIVOS

Obijetivo General:
= Conocer la frecuencia de mutaciones en el gen 7PO en un grupo de pacientes con

hipotiroidismo congénito por dishormonogénesis en Chile.

Objetivos Especificos:
= Describir las caracteristicas clinicas y bioquimicas de 12 pacientes con
hipotiroidismo congénito por dishormonogénesis que cumplan con los criterios de

inclusion para casos con mutacion del gen 7PO

= Detectar mutaciones en el gen TPO en estos pacientes mediante secuenciacion

automatica.

= Relacionar el genotipo de los pacientes con las caracteristicas clinicas y

bioquimicas.
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10) METODOLOGIA

10.1.- Seleccion de la muestra:

Se seleccionaron pacientes del Programa Nacional de Hipotiroidismo Congénito nacidos en
el SSMO vy controlados en el Hospital San Juan de Dios. Inicialmente se seleccionaron 5
pacientes que presentaban hipotiroidismo congénito con tiroides normotdpica por ecografia,
sin bocio hipercaptante al cintigrama tiroideo. Posteriormente, se incluyeron 7 pacientes con
hipotiroidismo congénito con tiroides normotdpica y bocio difuso hipercaptante al cintigrama
tiroideo. Estos pacientes fueron obtenidos a partir de una base de datos con 23 pacientes con
hipotiroidismo congénito reportados en un seguimiento de 22 afios desde el afio 1992,
realizado por el Dr. Gabriel Lobo y el Tecnélogo médico Bernardo Bruggendieck, a los
pacientes del Programa de Hipotiroidismo congénito diagnosticados en el SSMO (Hospital
San Juan de Dios, Hospital Felix Bulnes, Hospital de Talagante, Hospital de Pefiaflor,
Hospital de Curacavi y Hospital de Melipilla), a quienes se llamd telefénicamente y se les
invitd voluntariamente a participar en este estudio. En 12 pacientes no se tenian actualizados
los datos de contacto, por lo que se perdio6 el 52% del total de datos. Cabe destacar que varios
pacientes de la base de datos eran adultos que actualmente no se controlaban en Hospital San
Juan de Dios. De los 11 pacientes que se pudo contactar, 4 rechazaron la invitacion voluntaria
a participar. Se logr6 obtener muestras de sangre de 7 pacientes de ésta base de datos. En
consecuencia, se obtuvo muestras de 12 pacientes en total, (figura 3).

n=23 n=5
TSH alta + tiroides TSH alta + tiroides
normotopica y bocio ' normotdpica, sin bocio
difuso hipercaptante al difuso hipercaptante al
cintigrama tiroideo cintigrama tiroideo

12 no fue posible contactar |

4 no pudieron o no quisieron participar |

7 aceptaron participar |

n=12 [~——

Figura 3: Seleccion de los pacientes estudiados.
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10.2.- Criterios de inclusion y exclusion:
Los criterios de inclusion fueron:

a) TSH screening neonatal elevada a las 72 horas de vida en papel filtro, de acuerdo
a la aplicacion del Programa Nacional de Screening Neonatal de Hipotiroidismo
Congénito que se desarrolla en el Centro de Referencia Hospital San Juan de Dios.
Hasta el afio 2005 se utilizé el método radioinmunoensayo (IRMA) cuyo nivel
de corte del TSH era 20 uUl/ml. Posterior a ese afio se cambio la metodologia del
examen a inmunfluorescencia (DELFIA) , siendo una TSH > 15 uUl/ ml
sugerente de hipotiroidismo congeénito. Aquellos sujetos que tenian TSH
screening alterada se les solicitd exdamenes sanguineos confirmatorios (TSH > 10

uUl/ml en sangre venosa).
b) Tiroides normotdpica (ortotopica) por ecografia y/o cintigrama tiroideo
c) Hipotiroidismo congénito persistente.

Los criterios de exclusion fueron: sordera (por sospecha de Sindrome de Pendred,
caracterizado por sordera e hipotiroidismo congénito), Sindrome de Down, hipotiroidismo
congénito central e hipotiroidismo congénito transitorio. Se seleccionaron hombres y mujeres
con edad menor o igual a 20 afios y provenientes de familias diferentes.

No se realizo test de perclorato, por no estar disponible en el Hospital San Juan de Dios al
momento del diagnostico. No se consideraron los niveles de tiroglobulina, ya que no se contd
con dichos valores al diagndstico en todos los pacientes evaluados.

10.3.- Aspectos bioéticos:

El estudio fue aprobado por el Comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile y por el abogado del Comité de Etica del Hospital San Juan de Dios. A todos los
padres de los pacientes se les solicito firmar el consentimiento informado y a los pacientes

mayores de 12 afios se les solicitd ademas firmar un asentimiento informado.
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10.4.- Extraccion de DNA genémico

A cada participante se le extrajo 10 mL de sangre periférica mediante puncién venosa en el
antebrazo, los que se colectaron en un tubo vacuotainer con EDTA como anticoagulante. A
partir de estas muestras se extrajo DNA gendmico total utilizando la técnica de Chomczynski
et al., (2006).

10.5.- Secuenciacidn de la region codificante del gen TPO

Se amplificaron por la técnica de PCR los 17 exones del gen TPO, utilizando las secuencias
de los partidores descritas por Hashemipour y cols. el 2012 (3%). Los partidores abarcaron la
secuencia codificante de estos exones y las secuencias intronicas circundantes (mas de 30
bases) de éstos. En la tabla 3 se describen los partidores utilizados.

Tabla 3: Partidores que seran utilizados para amplificar por PCR los 17 exones del gen TPO

Partidor Reverso (5’ - 3°) Ta(gﬁpa)no

Partidor Directo (5’ —3°)

1 GACTTCCTAGCATCTTGACG CACTTTACAAGTTCCAATGATG 220
2 AGACAAGGACACAGCGGTTC CATGGCCTTGTCAGTGCTTG 225
3 AAGCAACACTGTCAGTGAATC TTAACAATGGCAAGCTTCAG 275
4 TT AAGTACCAAAGATACCATAGAC CACAAAGTCAAGGTGTCCTC 295
5 CAAATTCAGATGCTGGAGTCAC TCCTTCATGATGGCATCTAGTC 308
6 CTGAGAATGGTGTCTTATATCTG AGCATCACAGGACCCAATC 313
7 GTCATCTTTCTGCTACCACG TTGACGTTTTAAATAGCACTTAG 327
8 AGAGTCTTACAA AGG GTG CAC AAG TAC CTG GGA GAG AGA AGC 678
9 TCA CTGAGATGCTTTTCCTATC AAGAGTTCATGGGGACCAG 327
10 GTTTCTCTAGAACTGAGCCAAG AGTCTCTCTAGCAGCAGGTTG 306
11 AACAAAAGTTCAGTTCTGTGAGAG TGTGCAGAACGTGAAGGAAG 330

[N
N

CTC CATGCACTG TGACCT TAC

CTTTGTTTGATGAGATGCACG

308

[N
w

CTTTTCTCGTAGTTTGACTACATG

CTTATATCGGAAACATTCAGATG

271

14 AGAGAAGCACCTCCCAGAAC TACAAAAACTCGCAAATGGAC 270
15 CAGACTCAGGCAGGACAACC ATTGCAGCCATGTCCAGAG 244
16 CTACCCTCCACAGTCACGGT CCAGATCCTGTCCAACCACT 250
17 TGTGAAAAGAGCTCCTGTC GTGATTTTGGGAACATGAAG 211

Se realizaron reacciones de PCR en un volumen de 40ul, empleando una 7ag polimerasa
estandar. Posteriormente, se confirmo el éxito de la reaccion de PCR mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1,5%. Aquellas reacciones de PCR en que la amplificacion fue especifica,
se sometieron al procedimiento de secuenciacion de Sanger (*!). Este servicio fue realizado
por Macrogen (Corea). Finalmente, para andlisis de la secuenciacion se utilizé el programa
ChromasPro version 1.7.6, usando la secuencia de referencia depositada en Ensembl.
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10.6.- Métodos de andlisis del significado funcional de los cambios nucleotidicos
encontrados.

Para analizar los cambios nucleotidicos posiblemente patogénicos encontrados se utilizaron
distintos programas computacionales como aproximacion al estudio funcional.

Se cre6 un esquema de la proteina tiroperoxidas mediante el programa SMART protein,
donde se ubicaron las variantes candidatas a ser patogénicas encontradas con el fin de poder

identificar la posible alteracién a la funcion que seria afectada.

Los cambios missense fueron analizados mediante los programas Polyphen 2, SIFT y
PRALINE. La aplicacién Polyphen 2, (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), predice el

posible impacto de una sustitucién de aminoacido en la estructura y funcion de una proteina
humana usando consideraciones fisicas y comparativas directas. ElI programa SIFT
(http://sift.bii.a-star.edu.sg/) predice si una sustitucion de aminoécido afecta a la funcion de

la proteina, basado en la homologia de secuencia entre especies y las propiedades fisicas de
los aminoéacidos. Este programa, entrega probabilidad en un rango de 0 a 1, siendo dafiino si
es cercano a 0. Ademas se cred un esquema comparativo de la conservacion de aminoacidos
de la estructura proteica entre distintas especies mediante el programa de analisis de

alineamiento multiple PRALINE (http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww), el cual

integra datos de investigaciones de homologia entre las especies y datos de la estructura
secundaria. Esta aplicacion entrega un puntaje de 1 a 10, con distintos colores, siendo cercano

a 10 un aminodcido altamente conservado entre las distintas especies.

Los cambios sinénimos fueron analizados con Human Splicing Finder version 3.0 (HSF 3.0)

(http://www.umd.be/HSF3/), que analiza las posibles alteraciones en los sitios de splicing

producidos por las variaciones nucleotidicas.
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11.1- Caracterizacion de la muestra estudiada:

11) RESULTADOS

Se incluyeron 12 pacientes de ambos sexos (7 mujeres y 6 hombres), de edad actual promedio

8,46 afios (entre 1 y 17 afios), controlados en el Servicio de Salud Metropolitano Occidente

que cumplian los criterios de seleccion. Las caracteristicas clinicas, anatomicas y

bioquimicas se describen en la tabla 4.

Tabla 4: Caracteristicas clinicas, anatomicas y bioquimicas de los pacientes incluidos.

Paciente Edad Sexo TSH TSH sangre T4 total T4 libre T3 Ecografia Cintigrama
actual screening al al al al tiroides Tiroides
(afios) (rU1/mL) diagndstico | diagnoéstico | diagnéstico | diagndstico
(rUl/mL) (ne/dl) (ng/dl) (ng/dl)
1 3 F 35,00 10,88 9,30 1,16 ND Normotdpica Menor contraste
2 2 F 43,50 10,81 13,10 1,12 ND Normotdpica Menor contraste
y captacion
3 9 F 82,90 112,90 8,60 1,40 ND Normotopica Menor contraste
4 2 M 24,70 39,63 13,30 1,54 ND Normotdpica Asimetria de
contraste de
ambos lébulos
tiroideos mayor
a derecha
5 1 M 37,80 196,38 0,10 0,39 ND Normotodpica Bocio difuso
hipercaptante
6 11 M 63,00 20,40 9,30 ND 102,00 Normotdpica Menor contraste
7 6 F 59,80 57,60 10,20 1,70 ND Normotdpica Bocio difuso
hipercaptante
8 12 F 210,00 337,76 6,90 0,59 ND Normotopica Bocio difuso
hipercaptante
9 12 M 712,10 148,10 2,56 ND 51,00 Normotdpica Bocio difuso
hipercaptante
10 14 F 297,90 221,00 2,40 ND 114,00 Normotodpica Bocio difuso
hipercaptante
11 15 M 44,10 36,50 ND ND ND Normotopica Bocio difuso
hipercaptante
12 17 M 90,80 28,80 8,30 ND 130,00 Normotdpica Bocio difuso

hipercaptante

F: femenino, M:

masculino, ND: no disponible.

Todos presentaron hipotiroidismo congénito en tratamiento al momento del estudio y tenian

tiroides normotopica al estudio de imagenes. No se evalué el desarrollo psicomotor de estos

pacientes en este estudio.
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11.2- Cambios nucleotidicos encontrados:

En la tabla 5 se describen los cambios nucleotidicos encontrados en los pacientes
estudiados, si estdn o no registrados en la base de datos dbSNP, el exdn donde se ubican en

el gen TPO y el efecto que producen sobre la proteina tiroperoxidasa.

Tabla 5: Descripcion de las variaciones nucleotidicas encontradas.

Variaciones dbSNP Exon Efecto sobre proteina
nucleotidicas
€.-125G>A rs2071402 Pr SE
c.-80A>G rs2071403 1 SE
€.12C>G rs9678281 2 p.Leul6leu
c.69C>T ND 3 p.lle23lle
C.769G>T rs4927611 7 p.Ala269Ser
€.1103C>T ND 8 p.Pro368Leu
€.1193G>C rs2175977 8 p.Ser398Thr
c.1117G>T rs2280132 8 p.Ala373Ser
€.1449C>T ND 9 p.Asn483Asn
€.1998C>T rs1126797 11 p.Asp666Asp
€.2145C>T rs732608 12 p.Pro658Pro
c.2173A>C rs732609 12 p.Thr725Pro
€.2242G>A rs28991292 13 p.val748Met
€.2540T>C rs1126799 15 p.Val847Ala

SE: Sin efecto, ND: No descrito, Pr: Promotor
En la tabla 6 se resumen los cambios nucleotidicos encontrados en cada uno de los pacientes

estudiados indicando si estos se encuentran en estado homocigoto o heterocigoto.

Tabla 6: Descripcion de los cambios nucleotidicos encontrados en los pacientes estudiados.

Paciente
c.-125G>A
c.-80A>G

€.12C>G

€.69C>T

C.769G>T
c.1103C>T

€.1193G>C

c.1117G>T

€.1449C>T

€.1998C>T

c.2145C>T

c.2173A>C
C.2242G>A
€.2540T>C

W : homocogoto; []: heterocigoto
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Los cambios nucleotidicos ¢.69C>T, ¢.1103C>T y ¢.1449C>T no estaban descritos en la base
de datos dbSNP, ni en la literatura. Cada uno de ellos fue encontrado en un paciente, por lo
que se estima que su frecuencia alélica es baja y podria estimarse que estos cambios
nucleoticos no son polimorfismos. La variacion c.2242G>A fue descrita en los pacientes 5 y
8. La tabla 7 presenta las frecuencias de heterocigotos para este cambio nucleotidico en
porcentaje, obtenidos en el andlisis de distintas poblaciones estudiadas, segun los registros

publicados en la base de datos dbSNP.

Tabla 7: Frecuencia de heterocigotos de ¢.2242G>A en distintas poblaciones segin dbSNP.

Poblacion Etnia Sujetos Frecuencia de
heterocigotos (%)
Cohorte ESP Norteamericana 2276 0,44
Cohorte JPT Asitica 83 1,20
Cohorte CEU Europea 111 1,80
Cohorte HISP Hispanica 22 4,55

CEU: Residentes de Utah con ancestria del Norte y Oeste de Europa. HISP: registros de muestras de ADN del
Coriell Cell Repository. ESP: muestras de ADN del NHLBI GO Exome Sequencing Project. JPT: Japoneses de
Tokio.

Segun los registros de la base de datos dbSNP, en la muestra EGP HISP panel
correspondiente a poblacion hispanica, el resto de los cambios nucleotidicos encontrados en
los pacientes estan descritos con frecuencias alélicas mayores a 0,34 (Tabla 8), por lo que se

consideran como cambios polimérficos.
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Tabla 8: Frecuencias alélicas de las variaciones nucleotidicas encontradas en la muestra.

Variaciones Frecuencia
nucleotidicas dbSNP alélica
c.69C>T ND ND
€.1103C>T ND ND
€.1449C>T ND ND
C.2242G>A rs28991292 0,02
€.1998C>T rs1126797 0,34
c.769G>T rs4927611 0,34
€.2145C>T rs732608 0,40
c.2173A>C rs732609 0,40
c.12C>G rs9678281 0,43
c.1117G>T rs2280132 0,52
c.-125G>A rs2071402 0,56
€.1193G>C rs2175977 0,66
€.2540T>C rs1126799 0,68
c.-80A>G rs2071403 0,75

ND: No descrito

Por lo tanto, se proponen los cambios ¢.69C>T, ¢.1103C>T, ¢.1449C>T y ¢.2242G>A, como

candidatos a ser patogénicos. En la tabla 9 se resumen las caracteristicas de dichos cambios

nucleotidicos y los pacientes en los que se encontraron.

Tabla 9: Cambios nucleotidicos no polimorficos en el gen TPO candidatos a ser patogénicos

Cambio no dbSNP Exdn Efecto sobre | Frecuencia | Paciente
polimorfico proteina alélica

c.69C>T ND 3 p.lle23lle ND 5
c.1103C>T ND 8 p.Pro368Leu ND 5
€.1449C>T ND 9 p.Asn483Asn ND 10
€.2242G>A | 1528991292 13 p.Val748Met 0,02 5y8

11.3- Cambios no polimérficos candidatos a ser patogénicos, encontrados en los

pacientes estudiados
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Tal como se muestra en las tablas 6 y 9, en el paciente 5 se detectaron 3 variaciones
posiblemente patogénicas. La variacion nucleotidica ¢.1103C>T, heterocigota, que produce
el cambio del aminoacido prolina por leucina en la posicion 368. Este cambio nucleotidico
no se encontrd en la base de datos doSNP, ni ha sido descrita en otras publicaciones. En este
mismo paciente también se detect6 la variacion c.2242G>A, heterocigota, que produce el
cambio del aminoacido valina por metionina en la posicion 748. Esté registrada en la base de
datos dbSNP con el numero rs28991292. También se detectd en este paciente la variacion
€.69C>T, heterocigota, sinbnima. En el paciente 8 también se encontré el cambio no
polimérfico ¢.2242G>A, en estado heterocigoto. En los pacientes 10 y 5 se encontraron las
variaciones sindnimas ¢.1449C>T heterocigota y ¢.69C>T heterocigota, respectivamente.

11.4- Criterios de patogenicidad analizados en las variaciones nuclotidicas encontradas:

A) Anélisis de patogenicidad de la variacion c.2242G>A: Este cambio nucleotidico ha
sido descrito en la base de datos doSNP con el registro rs28991292. De acuerdo a la base de
datos ClinVar, la significancia clinica de esta variacion no esta disponible. Es una variacion

de sentido erréneo que produce el cambio de valina por metionina.

Los criterios de patogenicidad analizados para esta variacion fueron:

» Ubicacion de la variacion en la proteina: La mutacién p.val748Met afecta el exon 13,

que codifica el dominio CCP, de la region extracelular de la proteina (Figura 4).

L ' | | Sitie activo de la enzima es cedificado por exones 8 al 10 ¢+ CCP | i-- ’ I ‘ ‘
® 200 200 0 700 a0 ‘500

p-lle23Ile
p-Pro368Leu

p-Asn483Asn

p-Val748Met

Figura 4: Ubicacion de las mutaciones encontradas en los dominios de la proteina TPO.

Esquema obtenido por el programa SMART protein, modificado por los autores.
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» Conservacion interespecies: EI aminoacido valina en la posicion 748 es altamente

conservado entre diferentes especies segun el andlisis de alineamiento mdultiple

realizado con PRALINE, obteniendo un puntaje de 8 de 10. (Figura 5).

Homo_sapiens S S@T E A F
Rattus_norvegic s EEPS R L F
Mus_musculus s DEPS E L F
Canis_lupus_fam P P D V| L
Bos_taurus s PG R A P
Macaca_mulatta S S@EP E A F
Gallus_gallus H SNED E F
Consistency 76 6 65867 6 6 s

Figura 5: Conservacion entre distintas especies para el cambio aminoacidico valina por

metionina en la posicion 748. La flecha indica la posicion del aminoéacido.

* Prediccion computacional de patogenicidad del cambio: El cambio del aminoacido

valina por metionina en la posicion 748 se analizo6 con el software Polyphen 2, el cual
demostrd para que es posiblemente patogénico en un 99%, con 70% de sensibilidad
y 97% de especificidad. EI programa SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/) predice si

una sustitucion de aminodcido afecta a la funcién de la proteina, basado en la
homologia de secuencia entre especies y las propiedades fisicas de los aminoacidos.
De acuerdo a este programa, este cambio de aminodacido es dafiino con un indice de

0.03, en un rango de 0 a 1, siendo dafiino si es cercano a 0.

B) Analisis de patogenicidad de la variacién ¢.1103C>T: Es una mutacion nueva, no ha
sido descrita previamente en dbSNP, ni en la literatura. Los criterios evaluados para

considerar esta nueva mutacion encontrada como patogénica fueron:

. Ubicacion de la variacién en la proteina: tal como se aprecia en la figura 4, esta

variacion se ubica en el exon 8, el cual codifica para el sitio activo de la enzima peroxidasa,
por lo que podria afectar una funcion fundamental de la actividad de la proteina. El sitio

catalitico de la enzima es codificado por los exones 8 al 10.

. Conservacion interespecies: Segun el programa PRALINE, la posicion 368 no es

conservada entre las distintas especies, por lo que éste no seria un criterio que avale su

patogenicidad.
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Homo_sapiens
Rattus_norvegic
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Canis_lupus_fam
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Consistency

Figura 6: Conservacion entre distintas especies para el cambio aminoacidico prolina por

leucina en la posicion 368. La flecha indica la posicion del aminoécido.

. Prediccion computacional: Segun el analisis con el programa Polyphen 2, para este

cambio de aminoacidos concluyd que es posiblemente patogénico, con un porcentaje de 91%
con sensibilidad de 81% Yy especificidad de 94%. Segun SIFT, este cambio nucleotidico es

tolerado con un indice de 0,26.

C) Andlisis de patogenicidad de la variacion ¢.1449C>T: Es una variacién sinbnima. No
ha sido descrita en dbSNP, ni en la literatura y se desconoce su frecuencia alélica en la

poblacion.

. Prediccién computacional: Actualmente se sabe que variaciones sindnimas si pueden

ser patogénicas. Uno de los mecanismos descritos es que estos cambios nucleotidicos pueden
generar un transcrito primario diferente, con nuevos sitios de splicing, lo cual podria
modificar la edicion del RNA mensajero (*?). Para evaluar lo anterior, se analizd esta variante
con el programa HSF 3.0. Segun el andlisis con este programa, este cambio no crea nuevos
sitios de splicing.

D) Andlisis de patogenicidad de la variacidén ¢.69C>T: Es una variacion sindbnima. No ha
sido descrita en dbSNP, ni en la literatura y se desconoce su frecuencia alélica en la
poblacion.

. Prediccion computacional: Segun el programa HSF 3.0, este cambio nucleotidico no

crea nuevos sitios de splicing.

Como se resume en la tabla 9, se analizaron los criterios de patogenicidad de estos cuatro

cambios nucleotidicos en TPO que consideramos no polimorfismos por su baja frecuencia.
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El cambio ¢.69C>T no cumple ningun criterio, por lo que se descart6 su patogenicidad. El
cambio ¢.1449C>T es una variacion sindnima. Se analizé si este cambio podria producir una
alteracion en el splicing mediante el programa HSF 3.0 concluyéndose que no lo alteraba,

por lo que también se descarto que este cambio nucleotidico sea patogeénico.

Las variaciones nucleotidicas ¢.1449C>T y ¢.2242G>A, si cumplieron criterios para ser
consideradas como patogénicas. EI cambio ¢.1103C>T produce un cambio de prolina por
leucina en la posicion 368, la cual no es conservada entre las distintas especies estudiadas.
Por esta razén, probablemente al ser analizada por el programa SIFT, que considera, entre
otras cosas, la conservacion de los aminoacidos de la proteina entre las distintas especies, da
como resultado no ser dafiina. Sin embargo, al analizar este cambio por el programa
Polyphen 2, que considera fundamentalmente el posible impacto de una sustitucion de
aminoacido en la estructura y funcion de la proteina, se concluye que este cambio es
posiblemente patogénico, con un alto indice de probabilidad. Por lo anterior podria
considerarse que este cambio es patogénico. En la literatura se ha publicado el caso de un
paciente con hipotiroidismo congénito que presento la mutacion A5T, que al ser analizada
por los programas Polyphen 2 y SIFT no resultaba patogénica, sin embargo al realizar el
estudio funcional de la tiroperoxidasa, se demostré que producia una pérdida parcial de la
funcién de la enzima, lo cual estaba relacionado a casos de hipotiroidismo congeénito, no

encontrando esta variacion en pacientes sin hipotiroidismo congénito estudiados (*3).

La variacion nucleotidica ¢.2242G>A produce un cambio de valina por metionina en la
posicién 748, la cual es altamente conservada entre las distintas especies. Al analizar este
cambio con los programas Polyphen 2 y SIFT, en ambos se concluye que seria posiblemente
patogénico con alta probabilidad, por lo que podria considerarse este cambio como

patogénico.

Faltan estudios funcionales para evaluar los efectos de estas dos variaciones nucleotidicas
(c.1103C>T y ¢.2242G>A), sobre la proteina tiroperoxidasa que avalen la patogenicidad de
dichos cambios no polimorfismos encontrados, sin embargo es altamente probable que lo

sean, dado los resultados encontrados.
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Tabla 10: resumen del analisis de los criterios de patogenicidad de las variaciones en TPO

no polimorfismos encontrados.

Cambio Frecuencia Efecto sobre la Conservacion
Exén Anilisis computacional
nucleotidico Alélica Proteina (0-10)
¢.69C>T ND p.le231le 3 NE * HSF 3: No crea nuevo sitio de splicing
¢.1449C>T ND p.Asn483Asn 9 NE * HSF 3: No crea nuevo sitio de splicing
Polyphen2: posiblemente patogénico (91%)
¢.1103C>T ND p.Pro368Leu 8 Baja
* SIFT: tolerado (0.26)
Polyphen2: Posiblemente patogénico (99%)
. f e 3 : .
¢.2242G>A 0.02 p.-Val748Met 1 Alta « SIFT: dafiino (0.03)

NE: no evaluado, ND: no descrito

11.5- Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes con mutaciones
posiblemente patogénicas en TPO:

Tal como se aprecia en la tabla 4, los pacientes 5 y 8, que presentaron cambios nucleotidicos
posiblemente patogénicas en el gen TPO, ambos presentaron hipotiroidismo congeénito
severo con bocio difuso hipercaptante al cintigrama tiroideo y niveles elevados de TSH en
sangre venosa en el examen de confirmacion diagnostica (> 190 uUl/mL). Sin embargo, estas
caracteristicas no serian particulares de ambos, puesto que los pacientes 7, 9, 10,11 y 12
también presentan bocio difuso hipercaptante al cintigrama tiroideo. EI paciente 10 también

presenta niveles > 190 de TSH en sangre venosa en el estudio de confirmacion.
11.6- Genealogias de los pacientes con mutaciones en TPO encontradas:

En las figuras 7 y 8 se muestran las genealogias de los pacientes, 5 y 8, con mutaciones
probablemente patogénicas en TPO. Los datos fueron obtenidos mediante una entrevista
personal a las madres de los pacientes. Segun lo referido por la madre del paciente 5 (Figura
7), el paciente no tiene antecedentes de hipotiroidismo congénito conocido, sin embargo,
actualmente un primo hermano (1119) recién nacido del paciente esta en estudio por un posible
hipotiroidismo congénito. La madre de este nifio (119) presenta hipotiroidismo diagnosticado
a los 30 afios. La madre refiere no presentar familiares con retardo mental, sin embargo
desconoce antecedentes morbidos por parte de la familia del padre del paciente 5, con quien

no tiene contacto.
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Figura 7: Genealogia Paciente 5

Respecto al paciente 8, la madre refiere no tener antecedentes familiares con hipotiroidismo
congénito por linea materna, ni paterna. Sin embargo, varios familiares por linea materna (12,
114, 116, 117, 1114, 1116) han sido diagnosticados de hipotiroidismo adquirido en los Gltimos
afios. La madre refiere no presentar sintomas de hipotiroidismo (intolerancia al frio,
constipacion, somnolencia, cansancio, aumento de caida de pelo) y nunca se ha realizado
examenes de hormonas tiroideas. El paciente 8 tampoco tiene antecedentes familiares de

retardo mental (figura 8).
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Figura 8: Genealogia paciente 8
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12) DISCUSION

Se encontraron dos cambios nucleotidicos en TPO, candidatos a ser patogénicos para
hipotiroidismo congeénito por dishormonogénesis. ¢.1103C>T produce un cambio de prolina
por leucina en la posicion 368 y la variacion nucleotidica ¢.2242G>A que produce un cambio
de valina por metionina en la posicion 748. Estos cambios nucleotidicos posiblemente
patogénicos fueron encontrados en dos pacientes: El paciente 5, quien es heterocigoto
compuesto para las mutaciones ¢.1103C>T, y ¢.2242G>A y el paciente 8 quien es

heterocigoto simple para ¢.2242G>A.

Segun estudios internacionales, la presencia de pacientes con hipotiroidismo congénito por
dishomonogénesis heterocigotos simples para mutacion en TPO no es infrecuente. Al ser ésta
una patologia de herencia autosémica recesiva, esto podria explicarse debido a la presencia
de una segunda mutacion no detectada con el método de amplificacion por PCR y
secuenciacion directa utilizado en este estudio como seria el caso de la presencia de grandes
deleciones e inserciones, 0 mutaciones en el promotor y sitios intronicos que formen un sitio

de splicing alterado.

Un 17% de los pacientes con fenotipo tipico y caracteristicas similares tienen sélo un alelo
del gen TPO mutado. EI primero en estudiar el mecanismo de este fendmeno fueron
Fugazzola et al. (3) en el afio 2003 (). Ellos reportaron una familia de ambos padres sanos,
no consanguineos, con 3 hijos con hipotiroidismo congénito por dishormonogénesis severo,
con déficit total de organificacion de iodo (TIOD) y una hija sana. Ambos padres descendian
de familias de un pequefio pueblo de Italia. En muestras de DNA de leucocitos, fibroblastos
y células del tejido tiroideo del padre sano y los 3 hijos afectados, se encontr6 la mutacion
p.R693W, en estado heterocigoto simple. El estudio de mRNA en tejido tiroideo de los
pacientes afectados demostro ausencia de transcritos de MRNA del alelo materno normal en
los 3 hijos afectados. El analisis realizado descartd la posibilidad de que estos pacientes
presentaran grandes deleciones o inserciones en la region 2p25 del cromosoma materno, y la
presencia de mutaciones al promotor del gen TPO. Se realiz0 ademas un estudio de
metilacion de la region regulatoria del gen TPO, que descartdé una posible alteracion del
imprinting materno. Finalmente ellos proponen como explicacion a este fendmeno la posible

presencia de mutaciones en regiones distantes del gen TPO, tales como regiones intrénicas,
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que lleven a degradacion acelerada del RNAm. En un estudio (*) realizado en Argentina en
4 pacientes heterocigotos simples para mutacion en TPO, se descarto la presencia de una
segunda mutacién en alguna otra region del mismo gen y se plante6 que probablemente
presenten una expresion monoalélica del gen mutado. En Brasil (?°) se ha reportado el caso
de un paciente con hipotiroidismo congénito por dishormonogénesis, con test de perclorato
positivo, que resulto ser heterocigoto simple para una mutacion del gen TPO. El paciente no
presentd ninguna otra mutacion tanto en la region promotora de este gen, como en los genes
DUOX2 o DUOXA2. Los autores sugieren una posible expresion monoalélica del gen TPO
mutado. Recientemente se ha publicado el hallazgo de una delecion de 5 exones en el gen
TPO en pacientes con hipotiroidismo congénito en una familia paquistani, donde se realiz
secuenciacion paralela masiva, metodologia que permite analizar todas las regiones exdnicas
codificantes y no codificantes, incluyendo las regiones cercanas involucradas en sitios de

splicing y no traduccionales (*4).

En nuestro estudio encontramos una frecuencia de 16,6% (2/12) pacientes con cambios
nucleotidicos no polimorfismos en TPO, lo cual es menor a lo reportado por Rodrigues y
cols., 23% (*°) y Belforte F. y cols., 30% (*°), quienes utilizaron similar metodologia a la
utilizada por nosotros, (amplificacién por PCR y secuenciacion de Sanger). En dichos
estudios, se incluyé a pacientes con antecedentes familiares de hipotiroidismo congénito, no
siendo éste un criterio de seleccion en nuestro estudio, (ver tabla 2). Llama la atencion la
diferencia con la prevalencia encontrada en los estudios de Wu JY. et cols. 2002 (%¢), Santos
y cols. 1999 (*) y Cangiil y cols. 2013 (*°), cercana al 100%. Esto podria deberse a que estos
autores utilizaron criterios de seleccion més restrictivos, como la presencia de bocio al
cintigrama tiroideo y test de perclorato compatible con defecto de la organificacion, lo que
aumentaria la probabilidad de encontrar pacientes con mutacion del gen TPO en la muestra
seleccionada. Por otro lado, algunos estudios reportan prevalencias menores a las
encontradas en el presente estudio (2,4% Hashemipour M et cols., 2012 (*!) y 13% en
Ambrugger et al. 2001 (°?). Esto podria explicarse por las distintas metodologias empleadas
en el estudio molecular. Es asi como, en el estudio de Hashemipour M et cols., 2012 (%), los

autores indican que se detectaron pocos casos con mutacion posiblemente por la técnica de

36



analisis de mutaciones empleada (SSCP) cuya sensibilidad es menor a la secuenciacion
directa. Por otro lado, en el estudio de Ambrugger et al. 2001 (*?) se analizaron s6lo algunos

exones del gen TPO y no el gen completo, como es el caso de nuestro estudio.

Del punto de vista clinico, el fenotipo de los pacientes con hipotiroidismo congénito por
dishormonogénesis con cambios posiblemente patogénicos del gen TPO encontrados,
presenta mayores niveles de TSH en sangre venosa al momento del diagndstico en
comparacion con otros pacientes que no presentaron estas variaciones nucleotidicas. Esto es
concordante con el fenotipo esperable, ya que la enzima tiroperoxidasa cumple un rol
esencial en lahormonogeénesis tiroidea, al realizar las reacciones de oxidacion, organificacion

y acoplamiento, etapas fundamentales para la sintesis de las hormonas tiroideas, T3y T4.

Fisiologicamente, en recién nacidos sanos de término, inmediatamente posterior al
nacimiento se produce un alza de los niveles de TSH en respuesta a la hipotermia relativa al
cambio a un ambiente extrauterino, lo cual lleva a un aumento de los niveles de T3y T4 que
permanece hasta aproximadamente el séptimo dia de vida, decreciendo posteriormente. Por
lo tanto, lo esperable es que un defecto en la accion de ésta enzima tiroperoxidasa se traduzca
en un déficit severo y permanente de hormonas tiroideas, presentdndose clinicamente con

bajos niveles plasmaticos de estas hormonas y, en respuesta, mayores niveles de TSH.

Este mismo hallazgo lo encontré Narumi et al. (*8) en un grupo de 14 pacientes japoneses
con hipotiroidismo congénito por dishormonogénesis. En estos casos se les estudid 7 genes
causales de dishormonogénesis tiroidea, entre ellos TPO. Se demostrd que los pacientes con
mutaciones en el gen TPO presentaron mayores niveles de TSH en muestra venosa al
diagnostico en comparacion a los pacientes con mutaciones en los otros genes estudiados en
los que no necesariamente se produce un déficit severo de la sintesis de las hormonas

tiroideas.

Ademas, en nuestro estudio todos los pacientes que presentaban mutaciones posiblemente
patogénicas en el gen TPO presentaban bocio difuso hipercaptante al cintigrama tiroideo.
Esto podria explicarse ya que el defecto producido por una mutacién en TPO afectaria las
etapas posteriores al ingreso al tirocito del radioisotopo tecnesio 99 utilizado en el cintigrama,

el cual tiene una estructura similar al ioduro, siendo captado por el tirocito, sin ser
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organificado. Lo anterior, permite diferenciar este tipo de dishormonogeénesis de las
producidas por una mutacién del gen que codifica para el receptor de TSH o del
cotransportador NIS, en las que hay hipocaptacion del radioisotopo al cintigrama tiroideo.
(233940) Por otro lado, al tener elevados niveles de TSH, se favorece una rapida captacion
del radioyodo. (). Sin embargo, los pacientes 7, 9, 10, 11 y 12 también presentaron bocio
difuso hipercaptante. Esto podria explicarse posiblemente porque estos pacientes podrian
tener mutaciones en otros genes que afecten la organificacion, como por ejemplo DUOX2,
TG, DUOXA2, SLC26AA4.

En este estudio no se realizo test de perclorato a los pacientes, por no estar incluido en el
Programa Nacional. De haberse realizado, posiblemente hubiera permitido definir mejor los
pacientes candidatos a presentar mutacion en el gen TPO, ya que este examen permite
determinar mejor los pacientes con dishormonogénesis por defectos en la organificacion,
siendo esto caracteristico de los pacientes con defectos en la enzima tiroperoxidasa, aunque
no especifico de ello, pues también hay otros genes , distintos de TPO , involucrados en esta
etapa de la sintesis de hormonas tiroideas, como DUOX2, TG, DUOXA2, SLC26A4.

13) PRODUCTOS

. Estudio ganador del 12 lugar, categoria becados, en el 55° Congreso Chileno de
Pediatria, Puerto Varas, 2015.
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14) CONCLUSIONES

1.- La frecuencia de pacientes con hipotiroidismo congénito con mutaciones en TPO en éste
estudio fue de 16,6%.

2.- Se encontraron 2 pacientes con mutaciones probablemente patogénicas, un heterocigoto
compuesto y un heterocigoto, éste ultimo probablemente presente una expresion monoalélica

del gen mutado.

3.- Los pacientes con mutaciones a TPO presentan tiroides normotopica con niveles altos de
TSH (> 190 uUl/mL) en sangre venosa en el estudio de confirmaciéon y bocio difuso

hipercaptante al cintigrama tiroideo, al diagnostico.
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