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Resumo

O hipotireoidismo congénito (HC) é um distarbio metabdlico sistémico, onde a
producdao de T3 e T4 no periodo neonatal é insuficiente. Os pacientes com HC
apresentam disormonogénese (defeitos de sintese ou secrecdo dos hormdnios
tireoidianos, afetando 10-15% dos casos) ou disgenesia tireoidiana (DT) (defeitos no
desenvolvimento da tireoide, afetando 80-85% dos casos). A DT ja foi relacionada a
mutagdes nos genes HOXA3, NKX2-1, PAX8, FOXE1, HHEX, HES1, EYA1, TSHR,
TUBB1, GLIS3, JAG1, NKX2-5, NTN1 e CDCAS8, embora tenham sido identificadas
em apenas 5% dos pacientes. Por isso, € necessario continuar investigando as bases
moleculares da embriogénese tireoidiana.

Objetivo: Ampliar o estudo das bases moleculares da DT através da pesquisa de
alteragdes génicas com relevancia clinica no exoma completo e em sequéncias
regulatdrias, utilizando sequenciamento de nova geragao e analises in silico.
Métodos: A casuistica deste estudo foi composta por 71 pacientes com DT, 35 destes
foram submetidos ao sequenciamento do exoma. As analises foram realizadas
considerando genes alterados e variantes em comum nas DTs, variantes em genes
candidatos (associados ao desenvolvimento e fungao tireoidiana) e regulados pelos
fatores de transcricdo FOXE1 e PAXS8, e alteracbes cromossdmicas. Informacdes das
variantes sobre frequéncias populacionais e associacao com doencas foram obtidas
dos bancos de dados: 1000G, ABraOM, dbSNP, ExAc, ClinVar e DGV. Para a
predicdo do efeito das variantes foram utilizados os programas: Enrichr, FannsDB-
Condel, FATHMM-MKL, HOPE, MutationAssessor, MutationTaster, PolyPhen2, String
e TFBind. A confirmacado de variantes de interesse e analises de gendtipo em
pacientes e individuos controles normais brasileiros foram realizados por
sequenciamento Sanger.

Resultados: Observamos em todos os pacientes genes alterados associados ao
desenvolvimento, morfogénese, migracado e adesao celular, assim como variantes
raras (MAF<1%) e deletérias compartilhadas entre as DTs. Identificamos variantes
raras e deletérias em genes candidatos, das quais se destacaram TSHR _p.T574S,
FGF3 _p.K101N e SFRP2_p.S235X. Também identificamos 5 variantes no gene
DUOX2 potencialmente prejudiciais e variantes em genes regulados por FOXE1 e

PAX8, contudo, sem comprometer os motifs de ligagado dos fatores de transcrigéo.
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Nas analises de genotipagem verificamos que as variantes rs1867277 e rs71369530
no gene FOXE1 foram fatores de risco para a DT (OR=2,45 (95%CI1=1,69-3,55) e
OR=1,78 (95%CI=1,10-2,88), respectivamente), com uma associagdo mais forte na
presengca conjunta das duas variantes (OR=2,90; 95%CI=1,24-6,72). N&o
identificamos CNVs ou regides em homozigose prejudiciais. As analises de interagao
dos genes alterados sugerem uma possivel causa poligénica da DT em nossos casos.
Conclusoes: Este estudo permitiu amplamente rastrear variantes em casos de DT e
identificar alteragdes com potencial relevancia clinica. Ainda, polimorfismos no gene
FOXE1 foram fatores de risco para o desenvolvimento de malformacgdes da tireoide.
Nossos resultados sugerem que genes até entdo n&o associados as DTs podem estar
envolvidos na doenga e, ainda, reforgcam a inexisténcia de um padréao genético unico
para as causas da DT. Os modelos poligénico ou de multiplos fatores também podem
estar relacionados com as falhas de desenvolvimento da tireoide, os quais devem ser
mais explorados. Nao descartamos a necessidade de ensaios funcionais e até mesmo
0 uso de modelos animais que podem fornecer dados mais conclusivos a associacao

destas variantes com a DT.

viii



Abstract

Congenital hypothyroidism (CH) is a systemic metabolic disorder where the production
of T3 and T4 in the neonatal period is insufficient. Patients with CH have
dyshormonogenesis (defects in the synthesis or secretion of thyroid hormones,
affecting 10-15% of cases) or thyroid dysgenesis (TD) (defects in thyroid development,
affecting 80-85% of cases). DT has been linked to mutations in HOXA3, NKX2-1,
PAX8, FOXE1, HHEX, HES1, EYA1, TSHR, TUBB1, GLIS3, JAG1, NKX2-5, NTN1
and CDCA8 genes, although they have been identified in only 5% of patients.
Therefore, it is necessary to continue investigating the molecular basis of thyroid
embryogenesis.

Objective: To expand the molecular basis study of TD through the investigation of
genetic alterations with clinical relevance in the whole exome and in regulatory
sequences, using next-generation sequencing and in silico analysis.

Methods: The sample of this study consisted of 71 patients with TD, 35 of whom
underwent exome sequencing. The analyzes were performed considering altered
genes and variants in common in TDs, variants in candidate genes (associated with
thyroid development and function) and regulated by FOXE1 and PAX8 transcription
factors, and chromosomal alterations. Variant information on population frequencies
and disease association was obtained from the following databases: 1000G, ABraOM,
dbSNP, ExAc, ClinVar and DGV. To predict the variants effect, the following programs
were used: Enrichr, FannsDB-Condel, FATHMM-MKL, HOPE, MutationAssessor,
MutationTaster, PolyPhen2, String and TFBind. Confirmation of variants of interest and
genotype analyzes in patients and normal Brazilian controls subjects were performed
by Sanger sequencing.

Results: We observed in all patients altered genes associated with development,
morphogenesis, migration and cell adhesion, as well as rare (MAF<1%) and
deleterious variants shared between DTs. We identified rare and deleterious variants
in candidate genes, of which TSHR_p.T574S, FGF3_p.K101N and SFRP2_p.S235X
stood out. We also identified 5 potentially harmful variants in the DUOX2 gene and
variants in genes regulated by FOXE1 and PAX8, however, without compromising the
transcription factor binding motifs. In the genotyping analysis, we found that the
rs1867277 and rs71369530 variants in the FOXE1 gene were risk factors for TD
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(OR=2.45 (95%CI=1.69-3.55) and OR=1.78 (95%CI =1.10-2.88), respectively), with a
stronger association in the joint presence of the two variants (OR=2.90; 95%CI=1.24-
6.72). We did not identify harmful CNVs or homozygous regions. The interaction
analyzes of the altered genes suggest a possible polygenic cause of TD in our cases.
Conclusions: This study made it possible to broadly screen variants in TD cases and
identify changes with potential clinical relevance. Furthermore, polymorphisms in the
FOXE1 gene were risk factors for the development of thyroid malformations. Our
results suggest that genes not previously associated with TDs may be involved in the
disease and, furthermore, reinforce the inexistence of a single genetic pattern for the
causes of TD. Polygenic or multiple factor models may also be related to thyroid
development failures, which should be further explored. We do not rule out the need
for functional assays and even the use of animal models that can provide more

conclusive data on the association of these variants with TD.
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1 INTRODUGAO

1.1 Tireoide

A principal fungdo da glandula tireocide é a produgdo dos hormdnios
trilodotironina (T3) e tetraiodotironina ou tiroxina (T4). Estes horménios promovem a
regulacdo do consumo energético no organismo, sendo indispensaveis para o
crescimento, o desenvolvimento e a maturagao de varios 6rgaos (1).

Nos mamiferos, a glandula esta localizada na regido anterior do pescogo e
possui dois tipos celulares distintos: células foliculares, que produzem os hormdnios
T3 e T4, e células parafoliculares ou células C, produtoras de calcitonina. As células
foliculares s&o as mais numerosas e agrupam-se em estruturas esféricas de unica
camada celular chamadas foliculos, onde sao produzidos e armazenados o0s
horménios tireoidianos (HT). As células C ficam dispostas entre os foliculos em

posicao parafolicular (2).
1.1.1 Desenvolvimento da tireoide

A glandula tireoide € a primeira estrutura enddécrina que se desenvolve no
embrido humano, a organogénese da glandula inicia-se apds 22 dias da concepgao e
finaliza no 51° dia. A tireoide é bilobular e formada pelos dois tipos celulares distintos.
As células foliculares originam-se a partir de um conjunto restrito de células do epitélio
endodérmico do assoalho da faringe primitiva localizado no foramen cécum, na base
da lingua em desenvolvimento. Essas células formam um espessamento que prolifera
e evagina formando o diverticulo tireoidiano, que invade o mesénquima ao seu redor
e migra caudalmente em dire¢ao ventrodorsal e anteroposterior através da linha média
anterior do pescogo. Durante a migragao a tireoide adquire estrutura bilobular e o duto
tireoglosso, porcao de tecido que conectava a tireoide ao sitio de origem, desaparece.
Quando a tireoide alcanga sua posigao final na frente da traqueia na base do pescoco,
ocorre a incorporacdo dos corpos ectodermais ultmimobranquiais, dos quais se
diferenciam as células C. A por¢cao mediana da tireoide em formagao permanece
como istmo conectando os dois lobos através da linha média. O passo final da

morfogénese é a organizagdo dos foliculos ou foliculogénese. Ao longo do



Introdugdo 2

desenvolvimento da tireoide ocorre a ativagdo do programa de diferenciagao
funcional, que promove a expressao de genes especificos da tireoide (TSHR,
SLC5A5, TPO e TG) que permitem a sintese hormonal (2-6) (Figura 1).

Farma bilobar

Migragao dafinitiva
Humard | dias Antes de 20 20-22 24 30-40 4550 B0 70
apos fartilizagao)
Camundango Antes de B B5-95 95 15 14,515 15-16 16,5

(dia embrionario)

indif Enpaﬁlmﬁn Brotamenta

® e

NKX2.1, FOXE1, PAXB, HHEX

TG

TSHR, TPO

SLCEAS

Sintesa de T3 & T4

Figura 1: Fases do desenvolvimento embrionario da tireoide humana e de camundongo. A ilustragao
mostra a expressao dos fatores de transcrigdo na tireoide e os estagios do desenvolvimento tireoidiano.
Adaptado de Fernandez et.al, 2015 (7).

Em modelo de rato foi observado que a embriogénese normal da tireoide é
controlada pela expressao hierarquica de fatores de transcricdo (FTs), que formam
uma rede de regulacédo integrada (8, 9). As células precursoras do diverticulo
tireoidiano, caracterizam-se pela expressao dos FTs Nkx2-1, Pax8, FOXE1 e Hhex (4).
Foi proposto que a supervivéncia do primoérdio tireoidiano € dependente da expressao
de FoxE1 e Pax8 (8) e que sua migragao depende principalmente da expressao de
FoxE1 (10). Ja foi mostrado que a expressao ectopica de Pax8 e Nkx2-1 promovem
a diferenciacdo de células tronco de rato em células foliculares, capazes de se
organizar em foliculos (11). Por outro lado, nem o Tsh nem seu receptor (Tshr) seriam
necessarios para o desenvolvimento e diferenciagao da glandula (5).

Experimentos em modelo de zebra-fish mostraram que, durante o

desenvolvimento inicial da tireoide, a mesoderme em volta do primérdio tireoidiano
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seria uma fonte de indutores, entre eles Hand2 e Tbx1 que regulam a via de

sinalizagao do Fgf necessaria para o desenvolvimento da tireoide (12, 13).

1.2 Hipotireoidismo congénito

O hipotireoidismo congénito (HC) é um disturbio metabdlico sistémico, onde a
producao dos HT no periodo neonatal é insuficiente. Ocorre em cerca de 1:3.000 a
1:4.000 recém-nascidos, sendo uma causa de retardo mental que pode ser prevenida
quando diagnosticada e tratada precocemente. O HC deve ser detectado na triagem
neonatal, através do “teste do pezinho”, e o diagndstico etioldgico é determinado aos
trés anos de idade. O inicio do tratamento de HC deve ser iniciado o quanto antes
para evitar prejuizos no desenvolvimento do sistema neuropsicomotor (14, 15).

O HC primario, acometendo diretamente a glandula tireoide, é caracterizado
por niveis elevados de TSH em resposta a niveis reduzidos de HT, que é essencial
para o desenvolvimento do cérebro durante a fase fetal e inicio de vida pds-natal,
sendo assim, o hipotireoidismo n&o tratado vai causar déficits cognitivos e motores. A
gravidade desses problemas no neurodesenvolvimento dependera da gravidade e da
duracéao do estado de hipotireoidismo (16).

A incidéncia do HC pode variar dependendo da etnia, consanguinidade e area
geografica. A maior prevaléncia ainda é em hispanicos e caucasianos, e mais
frequente no sexo feminino. Com o passar dos anos, a incidéncia do HC vem
aumentando devido a diminuicao dos valores de corte do TSH neonatal, além disso,
ainda existe uma grande migragao de populagdes mais afetadas para areas de baixa
incidéncia, contribuindo para este aumento (17-19). Em 2013, a incidéncia de HC no
Brasil variava de 1:2.595 a 1:4.795 nascidos vivos (20). Outros estudos brasileiros
mostram uma incidéncia de HC de 1:2.876 em Santa Catarina (21), 1:4.632 em
Tocantins (22) e 1:4.166 em Sergipe (23). Os valores mundiais diferem devido aos
diferentes valores de corte utilizados por cada pais, bem como diferencas étnicas,
socioculturais e territoriais.

Os pacientes com HC primario e permanente sao divididos em dois grupos:
aqueles que apresentam erros inatos da biossintese dos HT (disormonogénese) e

respondem por cerca de 10-15% dos casos, e aqueles que apresentam defeitos no
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desenvolvimento da tireoide (disgenesia), esse grupo responde por 80-85% dos casos
(24).

A disormonogénese tireoidiana € uma doenga causada por erros inatos em um
dos mecanismos necessarios para a sintese dos HTs. A heranca € autossOmica
recessiva e muito frequentemente leva ao aumento da glandula (bdcio), como
consequéncia dos elevados niveis de TSH (25). O diagndstico etiolégico da
disormonogénese é realizado através de testes clinico-laboratoriais (tireoglobulina
sérica, teste de descarga de perclorato) e moleculares (26). A disormonogénese pode
ocorrer devido a um defeito molecular em qualquer uma das etapas da sintese ou da
secrecdo dos HTs (27). Ja foram descritas mutagdes nos genes SLC5A5 (28),
SLC26A4 (29), DUOX2 e DUOXAZ2 (30), TPO (31), TG (32), e DEHAL-1 (33).

Os defeitos no desenvolvimento da tireoide (que serdo aprofundados na
proxima sessao) sao, frequentemente, casos esporadicos, sendo mais comuns em
meninas, hispanicos, portadores de doengas cardiacas congénitas e luxagao
congénita do quadril (34). Os fendtipos da disgenesia variam entre hipoplasia (cerca
de 5% dos casos), ectopia (48-61% dos casos) e agenesia (15-33% dos casos), 0s
aspectos morfolégicos, porém, sdo oriundos de eventos moleculares distintos. Os FTs
NKX2.1, FOXE1, PAX8 e HHEX, presentes desde os primeiros estagios da
embriogénese tireoidiana, o TSHR e os fatores de maturagdo HOXA3 e EYA(1,
expressos durantes os estagios mais avangados da organogénese, podem estar
envolvidos (2, 35-37).

1.2.1 Disgenesia tireoidiana

A disgenesia tireoidiana (DT) constitui um grupo heterogéneo de defeitos de
desenvolvimento da tireoide com importantes variagdes fenotipicas (38). A ectopia
ocorre na maioria dos casos de DT (65%) por falhas na migracao da glandula durante
seu desenvolvimento, que podem deixar parte ou todo o tecido tireoidiano na base da
lingua ou ao longo do trajeto do canal tireoglosso ou, mais raramente, na orofaringe,
regido infrahiodea, laringe, traqueia, mediastino, es6fago, coragdo ou em linfonodos
cervicais (39). A segunda forma mais frequente das DTs é a atireose (30%) e pode
ser considerada a forma mais grave (40). Ainda ndo esta estabelecido se as células

foliculares apds sua diferenciagao inicial desaparecem por apoptose ou se nao ha



Introdugdo 5

diferenciacao inicial (2). A forma menos frequente de DT é a hipoplasia (5%), com a
glandula in situ de tamanho reduzido que, quando é muito pequena, pode ser
confundida com atireose. Os defeitos de desenvolvimento tireoidiano também podem
provocar hemiagenesias, com o desenvolvimento de um unico Iébulo, com ou sem o
istmo (40).

Apesar de a maioria dos casos de DT ser esporadica, cerca de 2% apresentam
padrao de heranca familiar, com preponderancia do comprometimento do sexo
feminino sobre o masculino (38, 41). Em estudo com aproximadamente 2.500
pacientes franceses com HC e DT observou-se maior numero de casos entre os
familiares de 1° grau, o0 que é o esperado para uma doenga esporadica. Por outro
lado, ndo observou-se concordancia no fendtipo de irmaos afetados (ex. um com
ectopia e outro com atireose), sugerindo um possivel evento genético comum
responsavel por dois fendtipos diferentes (42). Os resultados obtidos dos casos
familiares sugerem que o padrao de heranga poderia ser autossémico recessivo ou
dominante com penetrancia incompleta, ou que poderia haver heterogeneidade
genética, ou até mesmo o envolvimento de novos genes. No entanto, estudos de
gémeos observaram elevada discordancia para HC por DT tanto em gémeos
monozigoticos como em dizigoticos (41-44).

Até o momento, a patogenia da maioria dos casos das DTs né&o foi determinada,
somente em aproximadamente 5% dos pacientes estudados foram identificadas
mutacdes em genes envolvidos na organogénese da tireoide (45, 46). Os defeitos
anormais do desenvolvimento tireoidiano ja foram relacionados a variantes nos genes
HOXA3, NKX2-1, PAX8, FOXE1, HHEX, HES1, EYA1, TSHR, TUBB1, GLIS3, JAGT,
NKX2-5, NTN1 e CDCAS8 (47).

Na procura pelas causas genéticas das DTs foram também investigados genes
que nao se expressam exclusivamente na tireoide e que poderiam afetar o
desenvolvimento glandular. Mutagdes no gene TBX1, que se expressa no mesoderma
do embrido, foram associadas a hemiagenesia e hipoplasia, porém eram casos de
Sindrome de Di Giorge (48). Mutagdes germinativas no gene SHH, que participa da
formagao do palato e poderia estar envolvido na regulagédo da lobulagéo da tireoide,
e no gene ISL1, fator de transcrigdo que se expressa na tireoide e no coragao durante

a morfogéneses, ndo foram localizadas em pacientes com DT (49, 50).
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Os estudos mais recentes também mostram casos de DT associados as
alteragdes em genes que participam da hormonogénese tireoidiana. O gene
SLC26A4, relacionado a sindrome de Pendred, estava mutado numa familia
consanguinea com DT (51) e em outro trabalho o gene TPO estava mutado em casos
de hipoplasia tireoidiana (52). Um outro grupo brasileiro realizou o sequenciamento
completo do exoma de pacientes bem caracterizados com DT, identificaram diversas
variantes no gene DUOX2, além de caracterizar variantes funcionais neste gene
relacionadas a ectopias tireoidianas (53).

Thorwarth, et al. (54) realizaram o mapeamento de variagbes de numero de
copias (CNVs) de casos com defeito do desenvolvimento e funcgéo tireoidiana. Os
resultados mostraram que somente 8,75% dos pacientes com hipoplasia ou atireose
apresentavam alteragbes cromossOmicas estruturais (<1 Mb). Estes resultados
sugerem que grandes aberragbes cromossdmicas n&o seriam a causa principal das
DTs. No entanto, foi descrito um caso de um paciente com HC, hemiagenesia e
algumas outras malformagdes portador de microduplicagdo do cromossomo 22q11.2
(55).

Diante da escassez de defeitos genéticos ja relatados envolvendo o
desenvolvimento da tireoide, outros mecanismos, como mutagdes somaticas
precoces ou modificagdes epigenéticas sdo propostos para explicar a DT. Esses
fatores poderiam gerar consequéncias para o crescimento, desenvolvimento e,
posteriormente, para saude de individuos afetados (56). Alguns estudos analisaram a
relagcdo de fatores ambientais com a malformacao tireoidiana e em todos eles os
autores ndo encontraram dados conclusivos, suportando apenas uma hipétese (57-
59).

Assim, observamos que: mutagbes em diferentes genes podem estar
associadas a um mesmo fendétipo de DT (ectopia, atireose ou hipoplasia); mutagdes
em um mesmo gene podem estar associadas aos diferentes fendtipos; multiplos
defeitos podem interferir na morfogénese da tireoide e, consequentemente, genes
ainda nao descritos, que se expressam em tireoide ou em outros tecidos, podem estar
associados as DTs. Portanto, é possivel afirmar que as causas das disgenesias
tireoidianas "ainda" sdo um enigma a ser resolvido.

Considerando que a maioria dos casos de HC deve-se aos erros no

desenvolvimento da glandula tireoide durante a embriogénese, os estudos mais
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antigos focavam principalmente na pesquisa de mutagdes por sequenciamento direto
de genes sabidamente associados ao desenvolvimento da tireoide que se expressam
na proépria glandula ou em tecidos extratireoidianos, ou em analises de ligagdo com
marcadores para esses mesmos genes, ou na detec¢cao de CNVs. Essas pesquisas
permitiram explicar somente 5% dos casos das DTs e ndo conseguiram definir um
padrao de heranca, a presenga de penetrancia e ou expressividade, ou se as
diferentes formas de apresentagao clinica das DTs tém uma origem genética comum
ou € multigenica. Por isso, € necessario continuar investigando as bases moleculares

desta doenca.

1.3 Sequenciamento de nova geragao

O sequenciamento de DNA desenvolvido por Sanger et al. (60) é uma
abordagem muito utilizada até hoje, apesar da técnica apresentar limitagées de tempo
e custos relativamente elevados, principalmente quando pretende-se estudar grandes
sequéncias de DNA ou até mesmo um genoma completo. Diante destes obstaculos,
novas tecnologias de sequenciamento denominadas de “sequenciamento de nova
geracao” (Next Generation Sequencing - NGS) foram desenvolvidas. Estas
plataformas sdo capazes de gerar informagdes sobre milhdes de pares de bases em
uma unica corrida (61, 62).

Uma das metodologias é o sequenciamento global do exoma ou whole-exome
sequencing (WES) (63), em que o DNA genbmico é reduzido até obter amostras ricas
em regides codificantes de proteinas, os exons ou exoma, € em seguida realizar um
sequenciamento de alto rendimento (64). A técnica € uma ferramenta molecular
poderosa pois permite ndo somente identificar mutagbes (missense, nonsense, sitios
de splicing, pequenas deleg¢des/insergdes) como genes de fusdo e variagdo do
numero de cépias de segmentos gendmicos (65). Com o WES ¢é possivel sequenciar
aproximadamente 200.000 exons, 23.500 genes ou 30 milhdes de nucleotideos de
uma duzia de individuos em poucos dias (37Mb) (66). Comparado ao sequenciamento
global do genoma, o WES tem uma relagao custo-beneficio superior. Com um mesmo
custo, pode-se alcangar uma cobertura média de 200X, os resultados sao gerados 5

vezes mais rapido e resulta em um menor volume de dados para analise (64, 67) .
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Dentro das pesquisas sobre as causas genéticas que envolvem todo o
complexo desenvolvimento da tireoide, pesquisadores puderam identificar novos
genes e mecanismos associados analisando dados de exoma de pacientes com DT.
Ja foram descritas mutagbées no gene CDC8 (BOREALIN) em uma familia
consanguinea, afetando a adeséo e migracao das células em desenvolvimento (68);
no gene DUOX2 em pacientes com ectopia, alterando a interagao da proteina com o
seu fator de maturagcdo DUOXA2 (53); no gene TRPC4AP, surgindo como um novo
gene candidato para CH primario (69); no gene GL/3 (em heterozigose compostas)

em irmao com hemiagenesia tireoidiana (70).



2 OBJETIVO

O objetivo deste projeto foi ampliar o estudo das bases moleculares do
hipotireoidismo congénito causado por disgenesia tireoidiana, através da pesquisa de
alteragdes génicas com relevancia clinica no exoma completo e em sequencias
regulatorias, utilizando sequenciamento de nova geragao e analises in silico, em uma
coorte de pacientes com disgenesia tireoidiana cuidadosamente caracterizada em

termos bioquimicos e morfolégicos.

2.1 Objetivos especificos

1. Sequenciar o exoma completo e sequéncias regulatorias de pacientes com HC
por DT que apresentam ectopia, atireose e hipoplasia;

2. ldentificar variantes génicas (SNPs, pequenas dele¢des e insergoes) e CNVs
nestas amostras sequenciadas;

3. Selecionar alteragbes génicas de interesse potencialmente associadas ao
desenvolvimento tireoidiano;

4. Validar as alteracbes selecionadas nas amostras submetidas ao sequenciamento
do exoma expandido, bem como em amostras de outros pacientes com HC por
DT e de individuos controles normais (com fungéo tireoidiana normal);
Realizar analise de predicéo do efeito de alteragdes nao sinbnimas nas proteinas;
Avaliar as correlagdes ja descritas entre as variantes génicas e fenétipos, visando
verificar seu efeito;

7. Categorizar funcionalmente os genes afetados quanto as vias de sinalizagéo e

classes funcionais envolvidas.
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3 METODOS

3.1 Pacientes

A casuistica deste estudo foi composta por 71 pacientes brasileiros de
diferentes localidades. Deste total, 69 amostras de sangue de criangas diagnosticadas
na triagem neonatal, que tiveram o diagnéstico confirmado apds 3 anos de idade. De
Salvador (BA), 45 casos em colaboragdo com o Dr. Helton Ramos (Universidade
Federal da Bahia) e a Dr2. Tatiana Amorim (APAE Salvador). De Botucatu (SP), 10
casos em colaboragao com a Dr2. Célia Nogueira (Universidade Estadual Paulista).
De Marilia (SP) e 14 casos em colaboragao com o Dr José Sgarbi (Faculdade de
Medicina de Marilia). Outras duas amostras de tecidos ectépicos diagnosticados em
idade adulta e coletados apds cirurgia foram inclusas, em colaboragdo com o Dr
Geraldo Medeiros Neto (Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo) e o
Dr Celso Friguglietti (Hospital Santa Catarina) de Sao Paulo (SP).

Do total de pacientes, 17 com o diagnéstico etioldgico de agenesia (23,9%), 1
caso de hemiagenesia (1,4%), 30 com hipoplasia (42,3%), 17 com ectopia (23,9%) e
6 sem diagndstico definido (8,5%). Dentre eles, 38 do género feminino e 33 do género
masculino. Contamos ainda com um total de 128 individuos controle sem doenca
tireoidiana, sendo 83 amostras de Sao Paulo (SP), 29 amostras de Salvador (BA) e
16 amostras de pais de pacientes de Marilia (SP). Os pacientes e/ou seus
responsaveis, assim como seus familiares foram esclarecidos sobre os exames
realizados e a importancia do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Esse projeto possui aprovagdo no comité de ética (CAAE:
59240816.2.0000.5505) (anexo 1).

3.2 Sequenciamento

O DNA dos pacientes e controles foi extraido de sangue periférico seguindo
protocolo padréao (71). O DNA de tecido dos dois pacientes adultos que tiveram as
tireoides removidas foi extraido macerando o tecido congelado com nitrogénio liquido,
acrescentado cerca de 1mL de tampao (100mM Tris HCL pH 8.5, 5M EDTA, 10%
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SDS, 5M NaCl) e Proteinase K (0,2mg), seguida de incubacdo 37°C por 16 horas, as

etapas seguintes foram feitas seguindo protocolo padrao.

3.2.1 Sequenciamento do exoma

Selecionamos 33 amostras provenientes da APAE Salvador e as 2 amostras
de tecido para realizar o sequenciamento global do exoma e regides regulatérias
(WES), em parceria com a Dr2. Anamaria Camargo do Centro de Oncologia Molecular
do Instituto Sirio Libanés de Ensino e Pesquisa. Os dados clinicos e laboratoriais das
35 amostras estdo no anexo 2.

A montagem das bibliotecas foi realizada com cerca de 200ng de DNA e
utilizando o estojo comercial SureSelectXT Human All Exon V6+UTR Capture Library
(Agilent Technologies, EUA), que enriquece as regides codificadoras e UTR
adjacentes. O sequenciamento foi realizado em plataforma lllumina NextSeq 500
(lumina Inc., EUA) com o estojo comercial Illlumina NextSeq 500 Hight Output V2
(300 cycles) (lllumina Inc., EUA) com cobertura média calculada e esperada para cada
amostra de aproximadamente 140X.

O processamento dos dados de sequenciamento foi realizado em parceria com
o Dr Pedro Galante, também do Centro de Oncologia Molecular do Instituto Sirio
Libanés de Ensino e Pesquisa. Apds o sequenciamento das bibliotecas, as amostras
foram alinhadas com sequencia referéncia do genoma humano (GRCh37/hg19)
utilizando a ferramenta Burrows-Wheeler Aligment (BWA-MEM) (72). Com os pacotes
SAMTools e PicardTools foram aplicados filtro “q30” de qualidade para selecionar os
melhores alinhamentos e métricas de avaliacdo do arquivo BAM, respectivamente. Os
alinhamentos foram submetidos as ferramentas Genome Analysis Toolkit (GATK)
(73), onde foi realizada a recalibragcdo de bases, a chamada de variantes de
nucleotideos Unicos e pequenas insercdes e delegdes e marcacao de variantes com
“hardfilter”. Por fim, as variantes identificadas foram anotadas de acordo com sua
posicao no genoma, utilizando a ferramenta ANNOVAR (74) e gerado o arquivo VCF.
Foram mantidas as variantes com no minimo de 2 leituras alteradas e marcadas com
“pass” para SNVs e no minimo 3 leituras alteradas para indels.

Ao fim do processamento obtivemos os dados completos do sequenciamento

dos pacientes, contendo variantes de troca unica (SNV — single nucleic variant) e
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pequenas delegdes e insergdes (indel), identificando cada variante de acordo com sua
posicdo cromossOmica e ainda trazendo informacdes de diversos bancos de dados
incluidos na anotacdo do ANNOVAR.

3.2.2 Sequenciamento Sanger

Para a confirmacao de variantes pontuais nos pacientes e controles, utilizamos
a técnica de sequenciamento pelo método de Sanger.

Cerca de 100ng de DNA foi amplificado com o estojo comercial GoTaq DNA
Polymerase (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, EUA) e primers especificos
(anexo 3) desenhados com a ferramenta PrimerQuest (Integrated DNA Technologies,
Inc., Coralville, lowa, EUA). O sequenciamento foi realizado em equipamento ABI 377
com o estojo comercial BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies, Carlsbad,
California, EUA). As sequencias foram analisadas com o programa Sequencher (Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, Michigan, EUA) utilizando a mesma sequéncia do

genoma humano (GRCh37/hg19) como referéncia.

3.3 Analise dos dados de sequenciamento do exoma

Com os dados de sequenciamento do exoma de cada paciente, prosseguimos

para a selecdo e analise de alteragoes.

3.3.1 Analise de variantes

A selecao de variantes foi realizada a partir de uma sequéncia de filtragens

especificas para cada analise de nosso interesse, que foram:

a. Genes alterados em comum: verificamos a presenga de genes alterados em
comum entre todos os pacientes com disgenesia e entre os grupos de fendtipo.

b. Variantes em comum: buscamos por variantes em comum entre todos os
pacientes com disgenesia e entre os grupos de fenétipo.

c. Variantes em genes candidatos: buscamos por variantes presentes em 147

genes candidatos (anexo 5). Dentro desta anélise, ainda avaliamos:
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e Genes regulados por fatores de transcrigao: buscamos por variantes
presentes nos genes que sao regulados pelos FTs PAX8 (anexo 6) e FOXE1
(anexo 7).

e Andlise do gene FOXE1: realizamos uma analise detalhada das variantes
presentes em toda a regido promotora e codificadora do gene FOXE1.

e Anadlise dos genes da familia DUOX: realizamos uma analise detalhada das
variantes presentes nos genes DUOX1, DUOXA1, DUOX2 e DUOXAZ2.

d. Regides em homozigose: Investigamos grandes regides em homozigose.

Para as andlises a, b e c, selecionamos as variantes de nosso interesse
seguindo os seguintes critérios: (a) variantes com a relagdo entre as frequéncias de
leitura da base alterada e base referéncia maior que 20, removendo assim erros de
leitura; (b) variantes nas regides codificadora, promotora (5’UTR) e de splicing e (c)
variantes nao sindnimas.

As analises de frequéncia foram realizadas sempre selecionando variantes
presentes em menos que 1% das populagdes (variantes raras). O critério para selegao
de variantes deletérias foi a classificagdo como causadora de doencas em, pelo

menos, dois programas de predigao.

3.3.2 Analise de CNVs

Com o desenvolvimento de novas tecnologias € possivel identificar CNVs em
dados de sequenciamento. Utilizamos o programa XHMM (eXome-Hidden Markov
Model) (28), considerando o Q-Exact (coeficiente de qualidade de CNV exata) >80%.
Optou-se por um valor de corte bem elevado para evitar identificar falsas CNVs, pois

0 programa recomenda utilizar dados com elevado numero de leituras.

3.4 Ferramentas de bioanalise

Para auxiliar na analise dos dados e trazer mais informacgdes sobre os achados

genéticos dos nossos pacientes, utilizamos diversos recursos online de bancos de

dados e programas de bioinformatica.
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3.4.1 Bancos de dados

Utilizamos informacdes contidas em bancos de dados disponiveis na internet

para coletar mais informacdes sobre a frequéncia populacional das variantes e

fendtipos associados, ajudando a selecionar dados especificos de acordo com a

analise realizada. Sao eles:

The 1000 Genomes Project (1000G). Catalogo publico de variantes humanas e
informacgdes de gendtipos (75).

Arquivo Brasileiro Online de Mutacbes (ABraOM). Repositério de variantes
genbmicas provenientes do sequenciamento do exoma de individuos brasileiros
(76).

ClinVar. Arquivo publico de acesso livre de relatérios sobre as relagdes entre
variacdes e fendétipos humanos, com evidéncias de apoio (77).

Database of Single Nucleotide Polymorphisms (dbSNP). Arquivo publico para
variagdes de nucleotideo unico humano, microssatélites e insercoes e exclusdes
em pequena escala (78).

Exome Agregation Consortium (ExAc). Coalizdo de investigadores que buscam
agregar e harmonizar dados de sequenciamento de exoma de uma variedade de
projetos de sequenciamento em larga escala (79).

Database of Genomic Variants (DGV) Catalogo de variantes gendmicas estruturais

humanas (80).

3.4.2 Programas de bioinformatica

Utilizamos programas que fazem predigdes sobre o efeito estrutural e funcional

de variantes em proteinas ou sitios de ligagdo de FTs, analise de enriquecimento de

vias e interacao de proteinas para a selecao e analise de variantes. Sao eles:

Enrichr. ferramenta que avalia vias enriquecidas, mecanismos e outras informacdes

sobre genes (82).
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FannsDB-Condel: Functional Annotations for Non-Synonymous SNVs (Consensus
Deleteriousness). Método que combina varias ferramentas para avaliar o efeito de
SNVs nao sinbnimos (83).

FATHMM-MKL: Functional Analysis through Hidden Markov Models. Prevé as
consequéncias funcionais de SNVs nao sinbnimos e variantes ndo codificantes
(84).

HOPE: ferramenta que analisa o efeito estrutural de mutacbes na sequéncia
proteica (85).

MutationAssessor: Functional Impact of Protein Mutations. Ferramenta que prevé o
impacto funcional da substituicdo de aminoacidos na proteina (86).
MutationTaster. Ferramenta que prevé a consequéncia de variantes genémicas
(87).

PolyPhen2: Polimorphism Phenotyping v2. Ferramenta que prevé o possivel
impacto de SNVs na estrutura e fungao de proteinas (88).

String: avalia enriquecimento de vias e interagao de proteinas (89).

TFBind: Software para pesquisa de sitios de ligagdo de FTs (90).

3.4.3 Analises estatisticas

Para a analise estatistica dos dados utilizamos o software GraphPad Prism

(GraphPad Prism version 6.0.0 for Windows, GraphPad Software, San Diego,

California USA, www.graphpad.com). A associagao de variantes e o desenvolvimento

de DT foi analisada usando o teste Pearson’s Chi-square. A analise de regressao

logistica foi utilizada para determinar a razdo de possibilidade (odds ratio — OR) e
intervalo de confianca de 95% (95%Cl).
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4 RESULTADOS

Os dados gerais do WES, bem como a qualidade da leitura das bases, o
numero total de bases sequenciadas, bases sem cobertura e a cobertura do
sequenciamento estdo apresentados no Anexo 4. Obtivemos um sequenciamento
uniforme, de qualidade e semelhante para as 35 amostras. Uma média de 85.600,00
bases foram sequenciadas, sendo que apenas entre 500 e 900 bases nao foram lidas
para cada pacientes. Todas as amostras apresentaram mais de 63% das bases com

cobertura maior ou igual a 30X.

4.1 Causas genéticas em comum

A primeira analise realizada nos dados do exoma dos pacientes foi verificar a
ocorréncia de causas genéticas comuns entre os pacientes. Avaliamos genes

alterados em comum e variantes em comum.

4.1.1 Genes alterados em comum

Primeiro, verificamos quais genes estavam alterados em comum entre os
pacientes, analisando tanto individualmente cada grupo de fendtipo (agenesias,
hipoplasias e ectopias) quanto todo o conjunto de pacientes com disgenesia. Os
genes foram selecionados independentemente do tipo e do numero de variantes por
gene.

Verificamos a presenca de 4.565 genes alterados em comum, dentre eles:
3.622 genes alterados nas agenesias, 3.387 nas hipoplasias e 3.344 nas ectopias.
Alguns destes genes se repetiam entre cada dois grupos de fendtipos e até mesmo
dentro de todo o grupo das disgenesia. Os dados sobre a distribuicdo destes genes
estdo compilados na Figura 2. O diagrama de Venn mostra que do total de 4.565
genes, 2.393 (52,4%) estavam alterados em comum entre todo o grupo das
disgenesia. Para ter uma ideia geral sobre a fungédo sua fungao, submetemos estes
2.393 genes alterados em todas as disgenesias na ferramenta de analise Enrichr para
verificar a presencga de vias enriquecidas ou mecanismo associados aos mesmos. A

analise gerada pelo programa Enrichr resultou em 285 termos associados aos genes
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avaliados e selecionamos exclusivamente aqueles relacionados ao desenvolvimento.
Esta selecdo resultou em 38 termos associados aos eventos de diferenciagao,

proliferagdo, migracao, adesédo e morfogénese celular (Tabela 1).

Agenesias Hipoplasias

Ectopias

Figura 2: Diagrama de Venn mostrando o niumero de genes alterados no exoma das 35 amostras de
DT sequenciadas. Genes alterados nas agenesias: 3.622, hipoplasias: 3.387, ectopias: 3.344. Genes
alterados exclusivamente nas agenesias: 481, hipoplasias: 359, ectopias: 330. Genes alterados entre
agenesias e hipoplasias: 381, entre hipoplasias e ectopias: 254, entre ectopias e agenesias: 367. Em
comum entre todas disgenesias: 2.393. Total de genes alterados: 4.565.

Tabela 1: Termos selecionados resultantes da pesquisa feita dentro da ferramenta Enrichr dos 2.393
genes alterados em comum no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas (termos com p < 0,05)
(continua)

Fonte Termo ID

KEGG Focal adhesion map04510
GO_BP Cell morphogenesis involved in differentiation G0:0000904
GO_BP Epithelial cell migration GO0:0010631
GO_BP ERBB signaling pathway GO0:0038127
GO_BP ERBB? signaling pathway G0:0038128
GO_BP Negative regulation of cell migration GO0:0030336
GO_BP Negative regulation of cell motility G0:2000146
GO_BP Negative regulation of dendrite development G0:2000171
GO_BP Negative regulation of nervous system development G0:0051961
GO_BP Negative regulation of Notch signaling pathway GO0:0045746

GO_BP Photoreceptor cell development G0:0042461
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Tabela 1: Termos selecionados resultantes da pesquisa feita dentro da ferramenta Enrichr dos 2.393
genes alterados em comum no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas (termos com p < 0,05)

(conclusao)

Fonte Termo ID

GO_BP  Positive regulation of cell migration GO0:0030335
GO_BP Zgilg);sgrzg%isgy of cell migration by vascular endothelial growth factor GO:0038089
GO_BP  Positive regulation of cell morphogenesis involved in differentiation G0:0010770
GO_BP  Positive regulation of cell motility G0:2000147
GO_BP  Positive regulation of cell-matrix adhesion GO0:0001954
GO_BP  Positive regulation of dendrite development GO0:1900006
GO_BP  Positive regulation of dendritic spine morphogenesis G0:0061003
GO_BP  Positive regulation of endothelial cell migration GO0:0010595
GO_BP  Positive regulation of epithelial cell migration G0:0010634
GO_BP  Positive regulation of ERBB signaling pathway GO0:1901186
GO_BP  Positive regulation of focal adhesion assembly G0:0051894
GO_BP  Positive regulation of substrate adhesion-dependent cell spreading G0:1900026
GO_BP  Regqulation of cell migration GO0:0030334
GO_BP  Regqulation of cell morphogenesis G0:0022604
GO_BP  Regulation of chemokine-mediated signaling pathway GO0:0070099
GO_BP  Regulation of dendrite development GO0:0050773
GO_BP  Regqulation of dendrite morphogenesis G0:0048814
GO_BP  Regulation of dendritic spine morphogenesis G0:0061001
GO_BP  Regqulation of focal adhesion assembly G0:0051893
GO_BP  Regulation of homotypic cell-cell adhesion G0:0034110
GO_BP  Regqulation of lamellipodium morphogenesis G0:2000392
GO_BP  Regqulation of macrophage derived foam cell differentiation G0:0010743
GO_BP  Regulation of mammary gland epithelial cell proliferation G0:0033599
GO_BP  Regqulation of osteoclast development G0:2001204
GO_BP  Regqulation of substrate adhesion-dependent cell spreading G0:1900024
GO_BP  Substrate adhesion-dependent cell spreading G0:0034446
GO_BP  Substrate-dependent cell migration G0:0006929

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 2019; GO _BP: Gene Ontology, Biological
Process, 2018.

Esta analise sugere o compartilhamento de genes com variantes associados a
desenvolvimento, morfogénese, migragao e adesao celular, ndo sendo possivel definir

algum padrao de genes alterados em comum entre todas as disgenesias.
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4.1.2 Variantes em comum

Buscamos, em seguida, por variantes em comum entre os pacientes,
analisando tanto cada grupo de fenétipo (agenesias, hipoplasias e ectopias) quanto
todo o conjunto de pacientes com disgenesia. Esta analise mostrou a presenga de
6.830 alteragdes em comum, dentre elas: 4.223 variantes nas agenesias, 1.602 nas
hipoplasias e 1.699 nas ectopias. Algumas destas variantes se repetiam entre cada
dois grupos de fendtipos e até mesmo dentro de todo o grupo das disgenesia. Os

dados sobre a distribuigao destas variantes estdo compilados na Figura 3.

Agenesias Hipoplasias

Ectopias

Figura 3: Diagrama de Venn mostrando o nimero de variantes em comum no exoma das 35 amostras
de DT sequenciadas. Variantes nas agenesias: 4.223, hipoplasias: 1.602, ectopias: 1.699. Variantes
exclusivamente nas agenesias: 3.780, hipoplasias: 1.211, ectopias: 1.175. Variantes em comum entre
agenesias e hipoplasias: 140, entre hipoplasias e ectopias: 221, entre ectopias e agenesias: 273. Em
comum entre todas disgenesias: 30. Total de variantes: 6.830.

Ao total de 6.830 variantes em comum foram aplicados filtros de frequéncia
com dados populacionais dos bancos ExAc, 1000G e ABraOM, selecionando as
variantes raras (frequéncia menor que 1%). Também selecionamos as variantes
deletérias com os dados anotados das predi¢des geradas pelas ferramentas FathMM-
MKL, PolyPhen2, Condel e MutationTaster. Esta analise resultou em 31 variantes em

comum presentes em 7 genes (Figura 4 e Tabela 2).
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Figura 4: Diagrama de Venn mostrando as 31 variantes raras e deletérias em comum no exoma das 35
amostras de DT sequenciadas. Variantes nas agenesias: 21, hipoplasias: 21, ectopias: 23. Variantes
exclusivamente nas agenesias: 3, hipoplasias: 2, ectopias: 5. Variantes em comum entre agenesias e
hipoplasias: 3, entre hipoplasias e ectopias: 3, entre ectopias e agenesias: 2. Em comum entre todas
disgenesias: 13.

Tabela 2: Variantes raras e deletérias em comum identificadas no exoma das 35 amostras de DT
sequenciadas (continua)

Fendtipo Predicao
Gene_variante Funcdo dbSNP

AG HP EC FAMM COND PPH2 MT
. CDC27_p.N575K NS  rs62075617 D D D D
. . CDC27_p.K527Q NS  rs62075620 D D D D
CDC27 _p.S517G NS  rs62075623 D D D D
. . CDC27 _p.1306M NS  rs77739281 D N N D
. CDC27 _p.L214V NS  rs62077263 D N D D
. . CDC27_p.N199H NS  rs3208659 D N D D
. CDC27 _p.P120S NS  rs149474782 D N N D
. . CTDSP2_p.1106T NS  rs76940645 D D D D
. . CTDSP2_p.NV104M NS  rs111346934 D N D D
. . CTDSP2_p.D98N NS  rs74343811 D N D D
FRG2C_c.462_463T FS  rs144577984 - - - D
. . HYDIN _p.E4160Q NS  rs1798314 D N D N
. . HYDIN _¢.11712_11713C FS  rs565285670 - - - D
. . HYDIN _p.V3742I NS  rs1798413 D N D N
. . HYDIN_p.G2558E NS  rs8044142 D N D N
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Tabela 2: Variantes raras e deletérias em comum identificadas no exoma das 35 amostras de DT
sequenciadas (conclusao)

Fendtipo ) _ Predicao
AG HP EC Gene_variante Funcdo dbSNP FAMM COND PPH2 MT

. . *  HYDIN_c.7561_7576C NFS rs375727122 - - - -
. . *  HYDIN_p.R2298G NS  rs1774360 D N D D
. . *  HYDIN_p.R2087C NS  rs1774541 D N D D
. . *  HYDIN_p.N751D NS  rs3817211 D N D D
. . *  HYDIN p.T717A NS  rs10744982 D N D D
*  HYDIN_p.G516D NS  rs62040318 D N D D

. * IGSF3 p.1619T NS  rs138851517 D N N D

. IGSF3_p.W575X SG  rs61730489 D - - D

* IGSF3_p.R456C NS  rs61786577 D N D D

. + IGSF3_p.D254N NS  rs61786651 D N D D

« SETD8 p.C302R NS  rs61955126 D N N D

. *  ZNF717_p.H832Q NS  rs79811623 N D D N
. ZNF717_p.L829P NS  rs76707683 N D D N
. ZNF717_c.2010delinsAG FS  rs139062880 - - - D
. . ZNF717_p.C649X SG  rs79635065 N - - D
. * ZNF717_c.1127_1129C FS  rs141065192 - - - D

AG: agenesia; HP: hipoplasia; EC: ectopia; NS: troca de unico nucleotideo ndo sinénima; FS: indel
causadora de frameshift; NFS: indel ndo causadora de frameshift; SG: stopgain; FAMM: Fathmm-MKL;
COND: Condel, PPH2: PolyPhen2; MT: MutationTaster; D: deletério; N: Neutro.

Em seguida, buscamos por dados na literatura sobre cada uma dessas 31
variantes raras e deletérias selecionadas, com o objetivo de reunir informagdes sobre
em qual quadro clinico ja foram descritas, se seriam polimorfismos ou mutagdes, ou
se estariam envolvidas com o desenvolvimento. Entretanto, nossas buscas mostraram
que nenhuma delas é descrita na literatura junto a dados informativos sobre o quadro
clinico dos pacientes em que foram identificadas. Submetemos a lista de 7 genes
contendo as 30 variantes raras e deletérias na ferramenta de analise Enrichr para
verificar a presenga de vias enriquecidas ou mecanismo associados aos genes. A
analise gerada pelo programa Enrichr resultou em 38 termos associados aos genes
avaliados e selecionamos exclusivamente aqueles relacionados ao desenvolvimento.

Esta selegao resultou em 3 termos (Tabela 3).
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Tabela 3: Termos selecionados resultantes da pesquisa feita dentro da ferramenta Enrichr dos 7 genes
com variantes raras e deletérias em comum identificadas no exoma das 35 amostras de DT
sequenciadas (termos com p < 0,05)

Fonte Termo Genes
KEGG Cell cycle cbc2y
GO_BP exocrine system development (G0O:0035272) IGSF3
GO_BP gland development (G0O:0048732) IGSF3

KEGG: Kyoto encyclopedia of genes and genomes 2019; GO_BP: Gene ontology biological process
2018.

Os termos selecionados na tabela 3 sao relacionados aos genes CDC27 e
IGSF3. O CDC27 é um componente do complexo promotor de anafase altamente
conservado em células eucariontes. A proteina interage com proteinas de checkpoint
mitético e pode estar envolvida no controle do tempo de mitose. O gene foi associado
ao carcinoma de colo de utero e tularemia glandular. O gene apresenta multiplos
transcritos e possui pseudogenes ja identificados nos cromossomos 2, 22 e Y
(RefSeq, Mai 2014). Verificamos que CDC27 esta envolvido na via de ciclo celular e
variantes neste gene foram identificadas em todos as amostras sequenciadas. O gene
IGSF3 codifica uma proteina de membrana do tipo imunoglobulina, mutagdes neste
gene causam obstru¢ao do ducto nasolacrimal bilateral (RefSeq, Jun 2016). O IGSF3
também foi descrito na ativagdo de USP28 que leva a apoptose em alguns tipos de
cancer (91). O IGSF3 aparece em anotagbes no Gene Ontology para o
desenvolvimento do sistema exdcrino e para o desenvolvimento de glandulas.
Identificamos variantes neste gene em todos os casos de hipoplasia e ectopia.
Também utilizamos a ferramenta String para verificarmos a interagdo dos 7 genes
contendo variantes raras e deletérias em comum. No String, as interagbes entre
proteinas sdo pontuadas e indicam confidéncia, baseado em previsdo computacional,
transferéncia de conhecimento entre organismos e interagbes agregadas de outros
bancos de dados. Todas as pontuacdes variam de 0 a 1, sendo 1 a maior confidéncia
possivel. Pontuagdes de alta confidéncia (>0,7) mostram que as proteinas
participariam de um mesmo processo biolégico (89). O esquema de interagao esta
representado na Figura 5, onde observamos duas interagdes de média confidéncia:
entre os genes CDC27 e ZNF717 e entre os genes ZNF717 e FRG2C. Os genes
SETDS8, HYDIN, IGSF3 e CTDSP2 nao apresentaram interacoes.

Nesta etapa da analise identificamos variantes raras e deletérias em comum

nos pacientes em genes que, inicialmente, ndo parecem ter relagdo com o
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desenvolvimento e funcdo tireoidiana. Uma analise detalhada futura, incluindo
analises in silico e até ensaios funcionais, destas variantes podera trazer mais

informacgdes sobre a real associagao destes genes na causa da DT.
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Figura 5: Interagdo dos 7 genes com variantes raras e deletérias em comum identificadas no exoma
das 35 amostras de DT sequenciadas. Imagem gerada pela ferramenta String. Pontuagdo das
interagdes: ZNF717_FRG2C = 0,600; CDC27 ZNF717 = 0,403. Pontuagcdo das interagdes
representam o grau de confidéncia: baixa (0,0 — 0,3), média (0,4 — 0,6) ou alta (0,7 — 1,0).

4.2 Variantes em genes candidatos

A seguir, estreitamos as analises dos dados de exoma focando agora em genes
diretamente relacionados a tireoide em cada um dos pacientes. Para isso, compilamos
uma lista contendo genes que conhecidamente participam da fungdo e
desenvolvimento tireoidiano, bem como genes diferentemente expressos no tecido.
Chegamos em 147 genes, e chamamos estes de genes candidatos (Anexo 5).

Buscamos por alteragdes em toda a regido codificadora e promotora destes
genes, e chegamos ao total de 750 variantes em 115 genes. Aplicamos filtros de
frequéncia com dados populacionais dos bancos ExAc, 1000G e ABraOM,
selecionando as variantes raras (frequéncia menor que 1%). Com as ferramentas
FathMM-MKL, MutationTaster, Condel e PolyPhen2 anotamos a predigdo das
variantes e selecionamos aquelas com potencial deletério. Informacdes sobre as
variantes contidas no banco de dados ClinVar também foram anotados. Esta analise

resultou em 61 variantes raras e deletérias presentes em 42 genes (Tabela 4).
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Tabela 4: Variantes raras e deletérias em genes candidatos identificadas no exoma das 35 amostras
de DT sequenciadas (continua)

Predicao

Pt Gene variante Funcdo dbSNP ClinVar
FAMM COND PPH2 MT
GLI2_p.S1555P NS  rs144372453 B D N D D
1 KDR p.T771M NS  rs149745504 PB D D D D
TPO_p.P379R NS  rs575126367 - N N D D
2 TG_p.S1506N NS - - D N D N
GLI2_p.Q1176H NS  rs139686081 B D N D D
3 ISL1_p.N252S NS  rs121912286 - D N N D
PAX3 p.K183R NS - - D N N D
CHGA _p.S98N NS  rs77938104 - D N D D
DUOX2 _p.T423I NS  rs201197899 - D D N D
PRKCE_c.-24C>G RP  rs200186038 - D - - D
ABCA13_p.Q2357H NS - - N D D N
9 EGR1_p.P218L NS - - D N D D
TCAP_p.S64L NS  rs45458802 B D N D D
TNXB_p.F1701L NS - I N D D N
10 BMP4_p.R287H NS rs121912768 B D D N D
19 DUOX2_ p.F966SfsX29 FS rs530719719 P - - - D
PITX2_c.-414C>G RP - - D - - D
13 BCL2L1_p.E139K NS  rs751979681 - D N N D
TXNRD1_p.D82E NS  rs368438379 - D D D D
GLI2_p.R720H NS  rs149091975 | D N D D
14 KDR_p.G539R NS  rs55716939 PB D N N D
TNXB_p.V906L° NS - - D N D N
15 CREB1_p.T35A NS  rs114514847 - D D N D
ISL1_p.P146T NS  rs200172777 - D D D D
BGN_p.E104K NS rs150272427 PB D N D D
16 DUOXA1_p.T168MP NS  rs149960164 - D D D D
PBX4_p.G251S NS  rs200171479 - D N D D
19 ARNT_p.D496N NS  rs1805133 B D N N D
20 FGF3_p.K101N* NS  rs61623544 B D N D D
TSHR_p.T574S NS  rs61742289 PB D N D D
21 ABCA13_p.S674F NS  rs189826199 - D D D D
22 EYA1 _c.-6750G>T RP - - D - - D
23 COL1A1_c.-57G>A RP  rs2734278 - D - D
ENO3_p.K5N NS - - D N N D
24 MYBPC1_p.R535W NS  rs12146878 - D N D D
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Tabela 4: Variantes raras e deletérias em genes candidatos identificadas no exoma das 35 amostras
de DT sequenciadas (conclusao)

Predicao

Pt Gene_variante Funcdo dbSNP ClinVar
FAMM COND PPH2 MT
ABCA13_p.T4713N NS  rs193229571 - D N D D
25 ACTA1_c.-4C>T RP  rs186826063 PB D - - D
COL1A1_p.P823A? NS  rs1800214 I D D N D
26 HES1_c.-213G>T RP - - D - - D
27 LEFTY1_p.G312R NS  rs143958321 - D N D D
CKM_c.-3117G>C RP - - D - - D
CKM_c.-3118A>C RP - - D - - D
28 HADHA_p.R208H NS - - D D N D
ISL1_c.-214C>A RP  rs532316340 - D - - D
TNXB_p.V906L° NS - - D N D N
ABCA13_p.S3715L NS  rs202145037 PB D D D D
COL1A1_p.N1222S NS  rs751784955 - D D N D
29 DUOXA1_p.T168MP NS  rs149960164 - D D D D
GPNMB_p.N197K NS  rs17147995 - D N D D
30 TG_p.G1195R NS  rs138469414 I D D D D
COL1A1_p.P823A? NS  rs1800214 I D D N D
FGF3_p.R171H NS - - D D D D
31 FOS_p.P233A NS  rs143816008 PB D N N D
PAX2 c.-427C>T RP  rs575017530 - D - - D
TCAP_p.A118V NS  rs143233087 I D N D D
TNXB_p.V906L° NS - - D N D N
DUOX2_p.R516H NS  rs143818717 - D D D D
FAU c.-332C>G RP  rs147538389 - D - - D
32 FOSB _p.T63N NS - - D D D D
HOXA2_c.-55A>G RP - - D - - D
HOXA3 _p.P135S NS  rs148350002 - D N - D
BMP4_p.R226W NS  rs140590144 I D N D D
33 JAG1_c.-222A>C RP  rs756190529 - D - - D
34 DUOXA1_p.T168MP NS  rs149960164 - D D D D
TG_p.Q870H NS  rs2229843 - D D D N
35 SFRP2 _p.S235X SG - - D - - D

Pt: paciente; *: variante homozigota; a, b e c¢: variantes que se repetem; NS: troca de Unico nucleotideo
nao sindnima; FS: indel causadora de frameshift; SG: stopgain; RP: regido promotora; B: benigno; PB:
provavelmente benigno; P: patogénico; I: indeterminado; NF: nao fornecido; FAMM: Fathmm-MKL;
COND: Condel; PPH2: PolyPhen2; MT: MutationTaster; D: deletério; N: Neutro; em negrito as variantes
com fendtipo associado.



Resultados 26

Das 61 variantes, apenas uma foi identificada em homozigose
(FGF3_p.K101N) e 3 variantes aparecem em comum entre 2 ou 3 pacientes
(COL1A1_p.P823A, DUOXA1 p.T168M e TNXB_p.V906L). Também observamos
que 30 genes aparecem alterados apenas uma vez, 6 genes alterados duas vezes, 5
genes alterados 3 vezes e 1 gene alterado 4 vezes. Nao houve alguma prevaléncia
relevante de genes alterados e ndo observamos genes com mais de uma alteragao
no mesmo paciente.

Em seguida, verificamos dados na literatura sobre cada uma das 61 variantes
selecionadas, buscando informacdes sobre em qual quadro clinico foram descritas,
se seriam de fato polimorfismos ou mutagdes, ou se estariam envolvidas com o
desenvolvimento. As variantes GLI2 p.S1555P e BMP4_p.R287H ja foram descritas
em pacientes com malformacgao cranio facial (92, 93) e a variante GL/2_p.R720H foi
identificada em casos de hipopituitarismo (94). Ja as variantes DUOX2_
p.FO966SfsX29 e TG_p.Q870H foram associadas a casos de defeito na organificagao
do iodeto (95-97) e bdcio (98, 99), respectivamente. Outras duas variantes foram
associadas ao cancer de tireoide: KDR_p.G539R (100) e BGN_p.E104K (identificada
em amostras de cancer de tireoide na base de dados TCGA).

Utilizamos a ferramenta String e verificamos a interacdo dos genes candidatos
alterados contendo variantes raras e deletérias. Esta andlise foi feita avaliando a
interagdo de genes alterados individualmente por paciente. Observamos interacoes
nos genes candidatos alterados dos pacientes 3, 25, 31, 32 e 33. Todas as interagdes
mostram confidéncia média, com pontuacgao entre 0,443 e 0,672 (Figura 6).

Analisando as variantes presentes nos genes candidatos observamos o mesmo
padrao de aleatoriedade descrito na literatura, onde genes conhecidamente

envolvidos na organogénese tireoidiana sao pouco alterados (47).
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Figura 6: Interagdo dos genes candidatos alterados (analise por paciente) gerada pela ferramenta
String. A. Paciente 3, pontuagcdo das interagdes (Pl): PAX3 ISL1=0,639 e GL/2 PAX3=0,461; B.
Paciente 25, Pl: ACTA1_COL1A1=0,560; C. Paciente 31, PI: PAX2_FGF3=0,565 e
TNXB_COL1A1=0,433; D. Paciente 32, Pl: HOXA3_HOXA2=0,531; E. Paciente 33, PI:
JAG1_BMP4=0,664. Pontuagao das interagdes representam o grau de confidéncia: baixa (0,0 — 0,3),
média (0,4 — 0,6) ou alta (0,7 — 1,0).

4.2.1 Analises in silico de variantes em genes candidatos

Algumas variantes resultantes da analise anterior de genes candidatos se
destacaram e decidimos explorar possiveis efeitos deletérios destas variantes através

de analises in silico.

TSHR_p.T574S

Dentre os genes classicos sabidamente envolvidos na DT, identificamos uma
Unica alteragao rara e deletéria no gene TSHR. A variante TSHR_p.T574S identificada
em heterozigose no paciente 20 nao é descrita na literatura associada a fenétipos
normais ou alterados, apenas dados sobre frequéncia foram encontrados na base do
dbSNP. Confirmamos por sequenciamento Sanger a presenca da troca no paciente e
nao identificamos a alteragdo em 83 controles brasileiros normais.

A alteragdo se localiza na porcdo que compreende o dominio topolégico
extracelular entre os dominios transmembrana 4 e 5. A troca foi classificada com baixo

impacto funcional na analise da ferramenta MutationAssessor. No entanto, a analise
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gerada pela ferramenta MutationTaster classifica a alteragdo como causadora de
doencga e mostra sitios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados, além de
importantes dominios na proteina que podem ser perdidos devido a presenca da
variante. Observamos também que a regido € bem conservada entre as espécies
(Figura 7). A alteracao se localiza na por¢gao que compreende o dominio topoldgico

extracelular entre os dominios transmembrana 4 e 5.

Gene TSHR  [Proteina p.T574S
humano cDNA c.1721C>G
NM_000369  |4pNa 9.188791C>G
Sitios de splicing
Efeito Posigcao Pontuagao Borda exon-intron
Aceptor marginalmente aumentado g.188787 wt: 0,5517 / mu: 0,6443 atgg|ACAC
Aceptor marginalmente aumentado g.188783 wt: 0,8943 / mu: 0,9306 gccc | ATGG
Ganho de doador g.188790 mu: 0,8800 GACA|gcga
Caracteristicas da proteina
Inicio (aa) Final (aa) Caracteristica Efeito
561 580 Dominio topoldgico extracelular Perda
581 602 Dominio transmembrana 5 Pode ser perdido
601 601 ConflitoY > H Pode ser perdido
603 625 Dominio topolégico citoplasmatico Pode ser perdido
626 649 Dominio transmembrana 6 Pode ser perdido
635 635 Conflito I>T Pode ser perdido
645 645 ConflitoL>V Pode ser perdido
650 660 Dominio topoldgico extracelular Pode ser perdido
661 682 Dominio transmembrana 7 Pode ser perdido
669 669 ConflitoL> | Pode ser perdido
683 764 Dominio topoldgico citoplasmatico Pode ser perdido
744 744 Conflito N > K Pode ser perdido
762 764 MOTIF de ligagdo PDZ Pode ser perdido
Conservagiao
Espécies Combinagao Alinhamento
Humano Referéncia YAKVYS | CLPMDTETPLALAY I VF
Alterado Conservada YAKVYVYSI|I CLPMDSETPLALAY I VF
P. troglodytes Indéntica YAKVYS | CLPMDTETPLALAY I VF
M. mulatta Indéntica YAKVYSI|I CLPMDTETPLALAY I VF
F. catus Indéntica YAKVYSI|I CLPMDTETPLALAY I I L
M. musculus Indéntica YAKVYSI|I CLPMDTDTPLALAY I VL
G. gallus Indéntica Y SKVvsS| CLPMDTETPVAEAYVVEF
T. rubripes Indéntica YQKVSI CLPMDTOQSI AAQVY I LS
D. rerio Indéntica YQaKvsSI CcCLPMDTAQTLVDAQIY Il I C
D. melanogaster Naoconservada Y S S T S | C LP MENRDVYDTI Y LI A
C. elegans Naoconservada ¥ S E S S VCLPLRAATI FDKSYULIF
X. tropicalis N&o homologa

Figura 7: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante
p.T574S no gene TSHR. wt: wild type — selvagem; mu: mutado; Pontuagédo dos sitios de splicing:
valores maiores que 0,3 representam modificagdo dos sitios.
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Analise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequéncias que

podem ser causadas pela troca:

e Aminoacidos. Os aminoacidos de tipo selvagem e mutantes diferem em
tamanho. O residuo mutante € menor, o que pode levar a perda de interagdes
(Figura 8).

e Conservacao. O residuo de tipo selvagem nao é conservado nesta posi¢ao. O
residuo mutante ndao estava entre os tipos de residuo observados nesta
posicao em outras sequéncias homologas, o que pode indicar que a mutagao
possivelmente esta danificando a proteina. O residuo mutante esta localizado
perto de uma posi¢ao altamente conservada.

e Dominios. O residuo mutado esta localizado em um dominio importante para
a atividade principal da proteina. A mutagao do residuo pode perturbar essa

funcao.

A
OH OH
OH » OH
HZN H2N
(@] O
Treonina Serina

Figura 8: Imagens geradas pela ferramenta HOPE para a troca TSHR_p.T574S. A: Representacao
molecular dos aminoacidos treonina e serina, em vermelho a estrutura compartilhada, em preto a
cadeia lateral; B: Modelo tridimensional de parte da proteina TSHR mostrando a diferenga dos
aminoacidos selvagem (verde) e mutado (vermelho).



Resultados 30

FGF3_p.K101N

Identificamos uma unica variante em homozigose no gene FGF3. A alteragao
FGF3 p.K101N identificada no paciente 20 ndo é descrita na literatura associada a
fendtipos normais ou alterados, apenas dados sobre frequéncia foram encontrados na
base do dbSNP.

A analise gerada pela ferramenta MutationTaster classifica a alteragdo como
causadora de doenga e afetando sitios de splicing que podem ter sua atividade
aumentada, sem alterar as caracteristicas da proteina. Observamos também que a

regido € bem conservada entre as espécies (Figura 9).

Gene FGF3 Proteina p.K101N

humano cDNA c.303G>C

NM_005247  |gDNA 9.2684G>C

Sitios de splicing
Efeito Posigcao Pontuacao Borda exon-intron
Aceptor marginalmente aumentado g.2679 wt: 0,2558 / mu: 0,2978 atga|ACAA
Doador marginalmente aumentado g.2685 wt: 0,8543 / mu: 0,9433 AAGA|gggg
Doador aumentado g.2686 wt: 0,89 / mu: 0,99 AGAG|ggga
Conservagao

Espécies Combinagao Alinhamento
Humano Referéncia GLFSGRYLAMNKRGRLYASEWUHYS
Alterado Naoconservada G L F S GR Y LA MNNRGRLYASEMHYS
P. troglodytes Indéntica GLFSGRYLAMNIKRGRLYASEHUHYS
M. mulatta Indéntica GLFSGRYLAMNKRGRLYASEHUHYS
F. catus Nao homologa
M. musculus Indéntica GLFSGRYLAMNIKRGRILY S DHYN
G. gallus Indéntica GLFSGRYLAMNKRGRLYASENYN
T. rubripes Naoconsevada G L F S GR Y LA MNDI K GRLY S EV FN
D. rerio Conservada GLFSGRYLAMNEZKGR
D. melanogaster N&ao homdloga
C. elegans Nao homoéloga
X. tropicalis Conservada GLFSGRYLAMNA QQRGRLYASETYN

Figura 9: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante
p.K101N no gene FGF3. wt: wild type — selvagem; mu: mutado; Pontuagédo dos sitios de splicing:
valores maiores que 0,3 representam modificagdo dos sitios.

Analise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequéncias que

podem ser causadas pela troca:

e Aminoacidos. Os aminoacidos de tipo selvagem e mutantes diferem em
tamanho. O residuo mutante € menor, isso pode levar a perda de interacdes.

H4& uma diferenga de carga entre o aminoacido do selvagem e o mutante. A
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carga de residuo de tipo selvagem foi POSITIVA, a carga de residuo mutante
€ NEUTRA. A carga do residuo de tipo selvagem sera perdida, o que pode

causar perda de interagdes com outras moléculas ou residuos (Figura 10).

A NH,

HoN
O
OH HoN -
H,N .
O O
Lisina Asparagina
B

Figura 10: Imagens geradas pela ferramenta HOPE para a troca FGF3_p.K101N. A: Representacao
molecular dos aminoacidos lisina e asparagina, em vermelho a estrutura compartilhada, em preto a
cadeia lateral; B: Modelo tridimensional de parte da proteina FGF3 mostrando a diferenga dos
aminoacidos selvagem (verde) e mutado (vermelho).

Conservagao. O residuo de tipo selvagem ocorre frequentemente nesta
posicao na sequéncia, mas outros residuos também foram observados aqui. O
residuo mutante nao estava entre os outros tipos de residuos observados nesta
posicdo em outras sequéncias homodlogas. No entanto, residuos com
propriedades semelhantes foram observados, entido é possivel que seu residuo
mutante seja aceito aqui também. O residuo mutante esta localizado perto de

uma posicao altamente conservada.
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e Dominios. O residuo mutado esta localizado em dominios importantes para a
atividade principal da proteina. A mutacdo do residuo pode perturbar essa

funcao.

SFRP2_p.S235X

Também identificamos uma unica variante com inser¢ao de codon de parada
no gene SFRP2. A alteragdo SFRP2 p.S235X identificada no paciente 35 em
heterozigose nao é descrita na literatura. Por ser uma alteragdo que causa a
codificagdo de uma proteina truncada, ja € espada a perda de fungao e deficiéncia da
atividade de SFRP.

Gene SFRP2 Proteina p.S235X
humano cDMNA c. 704C=A
MM_003013 gDNA 0. T4BEC=A
Sitios de splicing
Efeito Posigao Pontuagao Borda exon-intron
Aceplor marginalmenile aumeanladao 9. 7480 wi: 08844 / mu: 08797 TCEAM [gaas
Ganho de doador g.7482 mu: 08800 ARGH|aatAa
Caracteristicas da proteina
Inicic (aa) Final {aa) Caracteristica Efaito

172 295 Daminio NTR Parda

245 245 Pante dissulfato Parda

247 247 Ponte dissulfelo Parda

2E48 2849 Rasiduo modificada, faslosarnna Parda

295 295 Panta dissulfato Parda

Conservagac

Espécies Combinagao Alinhamento
Humana Refaréncia ENGVYV S ERDLEKEKSYLWLEKDSLOGCT
Allaradao Mao alinhada
F. troglodytas Consanvada LMNGY S ERD K KS WV LW K D 5 oG T
M. mulatia Consarvada RDLK 5 VLWL DS LGQCT
F. catus MNao homaloga
M. muzsculus Consarvada =M GV SERDLKRKSVLWILKDSLOGGT
G, galus PamcconservadallE N G L TERDLRK | VYW LWLKGGLGQCT
T. rubnpes Parcconsernvada flLC N G V TERDLRKTVY LWILEKDOGLOGGOCGC I
0. rano Parcconservada [ TNG G vV TDHD FRKTYVYLWLEKDOGLG®GCV
0. melanogasfer Mao homaloga
C. elegans Parcconservada R R G v S DVE I RLS - - -S8SESDGSTCEP
X. lropicals Parcconservada /L N G VYV TERDLKEKTVY LWLEKDGLOQCT

Figura 11: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante
p.S235X no gene SFRP2. wt: wild type — selvagem; mu: mutado; Pontuacdo dos sitios de splicing:
valores maiores que 0,3 representam modificagdo dos sitios.
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A analise gerada pela ferramenta MutationTaster classifica a alteragdo como
causadora de doencga e afetando sitios de splicing, com perda de dominios e outras
caracteristicas importantes da proteina. A insercao prematura do cédon de parada
altera o tamanho da proteina, com perda de mais de 10% da sequéncia (de 888 para
705 aminoacidos). Observamos também que a regido € parcialmente conservada
entre as espécies (Figura 11).

As andlises in silico mostram que as alteracbes TSHR p.T574S,
FGF3 p.K101N e SFRP2 p.S235X sao possivelmente deletérias. Ensaios funcionais
futuros poderao trazer maiores informagdes sobre as consequéncias destas variantes

durante a embriogénese tireoidiana e seu envolvimento no fenétipo dos pacientes.

4.2.2 Genes regulados por fatores de transcrigao

ApoOs as analises de defeitos em genes candidatos, voltamos nossas buscas
para outras regides que poderiam estar envolvidas na causa da doenga dos nossos
pacientes. Os FTs NKX2.1, FOXE1, PAX8 e HHEX estdao presentes desde os
primeiros estagios da embriogénese tireoidiana (7), contudo, nossa analise anterior
nao mostrou estes FTs afetados por variantes raras e deletérias. Direcionamos entao
nossas investigagdes a avaliar se a agao deles estaria comprometida. Selecionamos
o FOXE1 e o PAX8 e analisamos se haveriam alteragbes nos genes que sao
controlados por estes FTs.

Compilamos listas de genes que sao regulados pelos FTs FOXE1 (Anexo 6) e
PAX8 (Anexo 7). Primeiramente, buscamos por variantes presentes na regiao
promotora desses genes, local dos motifs de ligagdo dos FTs. Esta analise resultou
em 63 variantes em genes regulados por FOXE1 e 134 variantes em genes regulados
por PAX8. Aplicamos filtros de frequéncia com dados populacionais dos bancos ExAc,
1000G e ABraOM, selecionando as variantes raras (frequéncia menor que 1%).
Verificamos a presenga de 10 variantes raras em 8 genes regulados por FOXE1 e 30
variantes raras em 17 genes regulados por PAX8 (Tabela 5). Com as variantes raras
selecionadas, utilizamos a ferramenta TFBind para verificar se as alteragdes estavam
presentes dentro da regidao de ligacdo dos FTs, contudo, ndo identificamos variantes
raras dentro de motifs de ligagdo dos FTs FOXE1 e PAXS8.
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Tabela 5: Variantes raras na regiao 5'UTR de genes com motif para os fatores de transcrigdo FOXE1
e PAXS identificadas nas amostras de disgenesias sequenciadas por WES

MOTIF Pt Gene_variante dbSNP TFBind
FOXE1 8 FGF18_c.-207G>C - N
FOXE1 10 ANKRD37_c.-80C>A rs371823357 N
FOXE1 11 FOLR1_c.-1596A>T rs187007568 N
FOXE1 14 ETV5 c.-3085A>C - N
FOXE1 22 FOLR1_c.-1596A>T rs187007568 N
FOXE1 28 SEC23B_c.-2718C>T rs749023698 N
FOXE1 29 SEC23B_c.-3022C>T - N
FOXE1 32 DDIT3 ¢.-3011C>T rs28382838 N
FOXE1 32 IGF2BP2_c.-22C>G rs373340007 N
FOXE1 35 S100A4_c.-698C>T rs61805735 N
PAX8 1/2/12/27/34 ANKRD9 c.-1753C>A rs184322569 N
PAX8 9 FGFR2_c.-108C>T rs540720034 N
PAX8 10 GALK2 c.-204C>T rs376158843 N
PAX8 12 CITED2 c.-551G>A rs41289825 N
PAX8 15 EIF4E c.-312G>A rs186173714 N
PAX8 16/28 OPRK1_c.-16562_-16571delinsC - N
PAX8 17 EIF4E _c.-664G>T - N
PAX8 17 FOXE1_c.-213C>T - N
PAX8 18 NUP107_c.-67C>T - N
PAX8 19 TRIB1_c.-1225A>G - N
PAX8 20 ARHGAP22 c.-221C>T rs548912881 N
PAX8 21 SMIM22_c.-7015T>C rs79151406 N
PAX8 22 TRIB1_c.-1188G>GA rs71295858 N
PAX8 26 RASL10A_c.-466G>T - N
PAX8 27 GCSH_c.-87C>T rs372830976 N
PAX8 28 FGFR2_c.-74G>A rs4647922 N
PAX8 29 CRYAB_c.-154_-155delinsA - N
PAX8 29 PRR5L_c.-26G>A rs779506672 N
PAX8 30 EIF4E_c.-94A>C rs368668353 N
PAX8 31 ANKRD9 _c.-1659T>A - N
PAX8 32 NR3C2_c.-5439C>G rs184722093 N
PAX8 32 RASL10A_c.-112A>G rs561465325 N
PAX8 32 RASL10A_c.-199G>C rs532086340 N
PAX8 33 POMT1_c.-3218G>C rs556267289 N
PAX8 35 EIF4E_c.-963_-964delinsG rs532888415 N

Pt: pacientes; N: neutro.
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Em seguida, verificamos a presenga de variantes na regido codificadora dos
genes regulados por PAX8 e FOXE1, buscando por alteragées que prejudicariam a
correta transcrigao e traducdo das proteinas. Esta analise resultou em 91 variantes
em genes regulados por FOXE1 e 169 variantes em genes regulados por PAXS.
Aplicamos filtros de frequéncia com dados populacionais dos bancos ExAc, 1000G e
ABraOM, selecionando as variantes raras (frequéncia menor que 1%). Com as
ferramentas FathMM-MKL, Mutation Taster, Condel e PolyPhen2 anotamos a predigao
das variantes e selecionamos aquelas com potencial deletério. Esta linha de analise
resultou em 14 variantes raras e deletérias em 10 genes regulados por FOXE1 e 29

variantes raras e deletérias em 18 genes regulados por PAX8 (Tabela 6).

Tabela 6: Variantes raras e deletérias na regido codificadora de genes com motif para os fatores de
transcricdo FOXE1 e PAXS identificadas no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas (continua)

Pt MOTIF Gene_variante Fungdo dbSNP Predigao
FAMM COND PPH2 MT
) PAX8  IGFBP7_p.G124S NS rs371933194 D N D) D
PAX8  TG_p.S1506N NS - D N D) N
FOXE1 NR4A2 p.P146S NS rs374632208 D N N D
PAX8  FAM13A_p.R50W NS rs114435452 D N D) N
FOXE1 AMIGO3 p.H361Y NS - D D N D
5 FOXE1 DUOX2 p.T423| NS rs201197899 D D N D
FOXE1 DUSP5 p.H224R NS rs113559164 D N N D
PAX8 LACTB_ p.1302V NS rs142381405 D N N D
PAX8 EGR1_p.P218L NS - D N D) D
FOXE1
ADAMTS9 p.P1924L NS - D N D) D
10 PAXS8
PAX8 POMT1_p.S398R NS  rs150367385 D D N N
PAX8  TEKT4 p.P244Te NS - D N D) D
1 FOXE1 DERL3 c.314_315C FS rs536282991 - - - D
FOXE1 DUOX2_ p.F966SfsX29 FS rs530719719 - - - D
14 PAX8  TEKT4 p.P244Te NS - D N D) D
15 PAX8 CAMK1G p.S10G NS rs138495087 D N N D
16 FOXE1 PRIMA1_p.S91L NS - D D D) D
18 PAX8 ANKRD9 p.P115L NS rs142725331 D D D) D
19 FOXE1 SDF2L1_p.A158T NS - D N N D
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Tabela 6: Variantes raras e deletérias na regido codificadora de genes com motif para os fatores de
transcricdo FOXE1 e PAXS identificadas no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas (conclusao)

Predicao
Pt MOTIF Gene_variante Funcdo dbSNP
FAMM COND PPH2 MT
PAX8 LACTB_p.A338T NS rs186932521 D D N D
PAX8 LRRC58 p.E169G NS rs140152656 D N D D
22 PAX8 NUP107_p.H757R NS rs145995997 D D D D
PAX8  TEKT4_p.S167L NS - N N D D
PAX8  TEKT4_p.R169W NS - N D D D
24 FOXE1 AHCY_p.G123R NS rs41301825 D N D D
26 FOXE1 BCAM_p.R227C NS rs150474390 N D D N
27 FOXE1 BCAM_p.G575E NS - D N D D
28 PAX8 DGAT2_c.11delinsTCA FS - - - - D
29 PAX8 KRT7_p.R64Cb NS rs138391469 D D D D
PAX8  POMT1_p.V256L NS rs200508760 D D N D
30 PAX8 TG p.G1195R NS rs138469414 D D D D
31 PAX8 SPARC_p.N69S NS rs13359508 D D N D
32 FOXE1 DUOX2_p.R516H NS rs143818717 D D D D
PAX8  TEKT4_p.P244T? NS - D N D D
FOXE1
PAXS ADAMTS9 p.F786L NS rs145243531 D N N D
33 PAX8 LRP8 p.T635S NS rs144428724 D N - D
PAX8  RUNX2_p.D320G NS - D D - D
PAX8 KRT7_p.R64Cb NS rs138391469 D D D D
34 PAX8  SLC26A7_p.V154M NS rs145779342 D N - D
PAX8 TG_p.Q870H NS rs2229843 D D - N
35 PAX8  SLC26A7 p.L48F NS rs113085952 D D - D

Pt: paciente; a e b: variantes que se repetem; NS: troca de Unico nucleotideo nao sindnima; FS: indel
causadora de frameshift; FAMM: Fathmm-MKL; COND: Condel;, PPH2: PolyPhen2; MT:
MutationTaster; D: deletério; N: Neutro; em negrito as variantes com fenétipo associado.

Todas as 43 variantes foram identificadas em heterozigose e 2 variantes
aparecem em comum entre 2 ou 3 pacientes (KRT7_p.R64C e TEKT4 p.P244T).
Apenas no paciente 22 observamos 2 variantes no mesmo gene (TEKT4). As listas
dos genes regulados por FOXE1 e PAX8 contendo variantes raras e deletérias foram
submetidas na ferramenta de analise Enrichr para verificar a presenga de vias
enriquecidas ou mecanismo associados aos genes. O programa Enrichr ndo gerou
termos associados aos genes com valores de p < 0,05 (a ferramenta utiliza o teste

exato de Fischer como método estatistico, indicando a probabilidade de um gene
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pertencer ao processo bioldgico ou via). Verificamos dados na literatura sobre cada
uma das 43 variantes selecionadas, buscando informagdes sobre em qual quadro
clinico foram descritas, se seriam polimorfismos ou mutacdes, ou se estariam
envolvidas com o desenvolvimento. A variante POMT1_rs150367385 ja foi descrita
em pacientes com sindrome de Walker-Warburg e distrofia muscular (101-103),
enquanto as variantes DUOX2 rs530719719 e TG _rs2229843 foram identificadas em
pacientes com defeito da organificacdo do iodeto (95-97) e bdcio (98),
respectivamente.

Os resultados nos mostram que os motifs de ligacdo de FOXE1 e PAX8 nao
estdo alterados em nossos pacientes, porém os genes controlados pelos FTs contém

variantes com predi¢ao deletéria que podem ser exploradas futuramente.

4.2.3 Anadlise do gene FOXE1

Seguidamente, decidimos continuar investigando o fator de transcrigdo FOXE1,
ja que um estudo genome-wide revelou quatro polimorfismos (rs7850258, rs965513,
rs925489 e rs10759944) localizados perto do gene FOXE1 associados a HC (104). O
estudo demonstra que ndo apenas mutagdes, mas também SNPs, podem estar
envolvidos na regulagcdo complexa do desenvolvimento e funcgéo tireoidiana.
Buscamos por todas as alteragbes em toda a regido codificadora, 5UTR e 3’'UTR do
gene FOXET1. Identificamos 26 variantes, dentre elas 12 SNVs na regido promotora
5UTR, 1 indel na regidao codificadora e 13 SNVs na regidao regulatéria 3'UTR.
Anotamos dados de frequéncia do alelo menor (MAF) de cada variante, tanto do
sequenciamento do exoma, quando os das populacdes das bases de dados ABraOM
e 1000G (Tabela 7).

Tabela 7: Variantes identificadas na regidao de FOXE1 no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas
(continua)

Regiao Variante dbSNP MAF

Exoma ABraOM 1000G
5UTR c.-645C>A rs143226042 004 0,03 0,03
5UTR c.-644A>G rs13302470 0,61 0,64 0,69
5UTR c.-639T>A - 0,01 - -

5UTR c.-605G>C - 0,01 - -
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Tabela 7: Variantes identificadas na regidao de FOXE1 no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas

(conclusao)

Regiao Variante dbSNP MAF

Exoma ABraOM 1000G
5UTR c.-537G>C rs7849497 0,94 0,82 0,88
5UTR c.-283A>G rs1867277 0,79 0,64 0,69
5UTR C.-248C>A rs1867278 0,79 0,64 0,69
5UTR c.-213C>T - 0,01 - -
5UTR c.-177G>C rs549601899 0,01 <0,00 <0,00
5UTR c.-156T>C rs1867279 0,94 0,82 0,88
5UTR c.-131G>C rs1867280 0,76 0,64 0,69
5UTR c.-115G>A - 0,01 - -
Exon c.505_510del rs71369530 0,83 0,72 -
3'UTR c.*57T>C rs7046645 0,94 0,82 8,88
3'UTR c.*115A>C rs7043516 0,16 0,18 0,18
3'UTR c.*161G>T rs1443434 0,79 0,64 0,69
3'UTR c.*265T>C rs1443435 0,79 0,64 0,69
3'UTR c.*331A>G rs41274258 0,04 0,02 0,01
3'UTR c.*631T>C rs41274260 0,06 0,03 0,03
3'UTR C.*829A>G rs756807798 0,01 - <0,00
3'UTR c.*967C>T rs558753998 0,01 <0,00 <0,00
3'UTR c.*1106C>A - 0,01 - -
3'UTR c.*1174G>A rs41274262 0,01 <0,00 <0,00
3'UTR c.*1260C>T rs76305281 0,07 0,06 0,07
3'UTR C.*1342G>A rs10984009 0,07 0,11 0,10
3'UTR c.*1361G>T rs375842088 0,01 - -

Destacado em negrito: variantes selecionadas para analise.

Optamos por genotipar trés polimorfismos: rs1867277 (presente em regido

promotora) e rs71369530 (infere no tamanho da cadeia polialanina de FOXE1), que

nos dados do WES eram maiores comparados aos dados das populacées do ABraOM

e 1000G (ambas as variantes ja foram associadas a doencgas tireoidianas); e

rs907577, localizado em regido upstream a FOXE1, devido sua presenga dentro de

um bloco de risco para doengas tireoidianas e por estar em desequilibrio de ligagao

com a variante rs1867277 em casos de cancer de tireoide. Realizamos o

sequenciamento pontualmente por Sanger (Tabela 8) e analisamos estatisticamente

a associacao e o risco da presenca do alelo menor e padroes de heranca de cada

variante com a DT dos pacientes (Tabela 9).
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ABraOM e 1000G para os polimorfismos rs907577, rs1867277 e rs71369530 do gene FOXE1

Gendtipo Disgenesias Controles ABraOM 1000G
g T/T 25 (43,1%) 30 (46,2%) - 1221 (48,8%)
ﬁ T/C 27 (46,6%) 24 (36,9%) - 994 (39,7%)
% C/iC 6 (10,3%) 11 (16,9%) - 289 (11,5%)
Total 58 65 - 2504
~ G/G 11 (18,3%) 29 (36,7%) 472 (40,3%) 1220 (48,7%)
CE G/A 28 (46,7%) 37 (46,8%) 546 (46,6%) 995 (39,8%)
§ A/A 21 (35,0%) 13 (16,5%) 153 (13,1%) 289 (11,5%)
e Total 60 79 1171 2504
= 16/16 2 (3,4%) 10 (9,2%) 82 (7,7%) -
§ 16/14 17 (28,8%) 36 (33,0%) 425 (40,2%) -
°£ 14/14 40 (67,8%) 63 (57,8%) 551 (562,1%) -
£ Total 59 109 1058 -

Os valores se referem ao numero de individuos genotipados para cada variante. Na base de dados
ABraOM estao presentes os dados de genotipagem das variantes rs1867277 e rs71369530 e na base
de dados 1000G os das variantes rs907577 e rs1867277.

Na analise da variante rs907577, a frequéncia do alelo menor C nos pacientes
com DT foi semelhante em comparagao com a frequéncia no grupo de controles
normais (CN) e no 71000G (33,6%, 35,4% e 31,4%, respectivamente; p> 0,05) e ndo
aumentou as chances para a doenga (OR = 0,93, 95%CI = 0,55-1,57 e OR = 1,11,
95%Cl = 0,75-1,64, respectivamente). O padréo de herangca dominante (T/C + C/C)
apareceu em 56,9% do grupo DT, em 53,9% do grupo CN (p = 0,7341; OR = 1,13,
95%Cl = 0,56-2,31) e em 51,2% no 1000G (p = 0,3940; OR = 1,26, 95%CI = 0,74-
2,13). O padrao recessivo (C/C) foi observado em 10,3% do grupo DT, 16,9% do grupo
CN (p = 0,2913; OR = 0,57, 95%CI = 0,19-1,64) e 11,5% do 1000G (p = 0,7777; OR
= 0,88, 95%Cl = 0,38-2,08). Nenhuma analise adicional foi realizada porque a
frequéncia alélica do polimorfismo rs907577 nao estava contida no banco de dados
ABraOM. Assim, A variante rs907577 nao foi associada a presenca de DT em nossos

pacientes.
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Tabela 9: Analise dos polimorfismos rs907577, rs1867277 e rs71369530 do gene FOXE1

Comparacao Padrao
rs907577 Alelo menor C T/C + C/C c/C

DT n=58 33,6% 56,9% 10,3%

n=65 35,4% 53,9% 16,9%

CN P 0,7715 0,7341 0,2913
OR (95%Cl) 0,93 (0,55-1,57) 1,13 (0,56-2,31) 0,57 (0,19-1,64)

n=2504 31,4% 51,2% 11,5%

1000G P 0,6089 0,394 0,7777
OR (95%Cl) 1,11 (0,75-1,64) 1,26 (0,74-2,13) 0,88 (0,38-2,08)

rs1867277 Alelo menor A G/A + AJA A/A

DT n=60 58,3% 81,7% 35,0%

n=79 39,9% 63,3% 16,5%

CN P 0,0023 0,0178 0,0118
OR (95%Cl) 2,11 (1,30-3,42) 2,58 (1,16-5,74) 2,73 (1,23-6,07)

n=1171 36,4% 57,1% 13,1%

ABraOM P <0,0001 0,0004 <0,0001
OR (95%Cl) 2,45 (1,69-3,55) 3,14 (1,62-6,11) 3,58 (2,05-6,25)

n=2504 31,4% 51,3% 11,5%

1000G P <0,0001 <0,0001 <0,0001
OR (95%Cl) 3,06 (2,12-4,42) 4,23 (2,19-8,18) 4,13 (2,39-7,12)

rs71369530 Alelo menor 144 16/14 + 14/14 14/14

DT n=59 82,2% 96,6% 67,8%

n=109 74,3% 90,8% 57,8%

CN P 0,1004 0,1646 0,204
OR (95%Cl) 1,60 (0,91-2,80) 2,88 (0,61-13,61) 1,54 (0,79-2,99)

n=1058 72,2% 92,3% 52,1%

ABraOM P 0,0172 0,2164 0,0186
OR (95%Cl) 1,78 (1,10-2,88) 2,39 (0,57-9,99) 1,94 (1,11-3,39)

DT: disgenesias tireoidianas; CN: controles normais; Destacado em cinza: comparagdes com valores
de p significativos.

Ja na analise da variante rs1867277, a frequéncia do alelo menor A foi maior
nos casos de DT em comparagao com o grupo CN (58,3% e 39,9%, respectivamente;

p = 0,0023) e aumentou as chances da doenga com OR = 2,11 (95%CI = 1,30-3,42).

A comparacado com dados populacionais confirmou esses resultados, a frequéncia do
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alelo A foi de 36,4% no ABraOM (p <0,0001) e 31,4% no 1000G (p <0,0001), com OR
= 2,45 (95%CI = 1,69-3,55) e OR = 3,06 (95%CI = 2,12-4,42), respectivamente. O
padrao dominante (G/A + A/A) aparece em 81,7% dos casos de DT e em 63,3% do
grupo CN (p = 0,01781) com OR = 2,58 (95%ClI = 1,16-5,79), em 57,1% do ABraOM
(p = 0,0004) com OR = 3,14 (95%Cl = 1,62-6,11) e em 51,3% do 1000G (p <0,0001)
com OR = 4,23 (95%CI = 2,19-8,18). O padrao recessivo (A/A) foi observado em
35,0% dos casos de DT e em 16,5% do grupo CN (p = 0,0118) aumentando a chance
da doencga (OR = 2,73, 95%CI = 1,23-6,07), em 13,1% no ABraOM (p <0,0001) com
OR = 3,58 (95%CI = 2,05-6,25) e em 11,5% no 7000G (p <0,0001), com OR = 4,13
(95%CI = 2,39-7,12). Por tanto, o polimorfismo rs1867277 se mostrou associado a
presenca de DT, aumentando o risco para a doenca.

Na analise da variante rs71369530 verificamos que a frequéncia do alelo menor
14A% nos casos de DT e no grupo CN foram ligeiramente proximos (82,2% e 74,3%,
respectivamente; p = 0,1004) e ndo aumentaram as chances de doencga (OR = 1,60,
95%CI = 0,91-2,80). Em contrapartida, na base de dados ABraOM a frequéncia foi de
72,2% (p = 0,0172) e aumentou o risco para a doenga com OR = 1,78 (95%ClI = 1,10-
2,88). O padrao de heranca dominante (16/14 + 14/14) foi observado em 96,6% dos
casos de DT, em 90,8% do grupo CN (p = 0,1646; OR = 2,88, 95%CI| = 0,61-13,61) e
em 92,3% no ABraOM (p = 0,2164; OR = 2,39, 95%CI = 0,57-9,99). Porém, o padrao
recessivo (genotipo 14/14) nos casos de DT (67,8%) associou-se a doenca em
comparagao com ABraOM (52,1%; p = 0,0186) e aumentou a chance da doenga com
OR = 1,94 (95%CI = 1,11-3,39). Nao foram observados resultados semelhantes em
relacdo ao grupo CN, que apresentou frequéncia de 57,8% (p = 0,2040) e com OR =
1,54 (95%CI = 0,79-2,99). Nenhuma andlise adicional foi realizada porque nenhum
dado do polimorfismo rs71369530 estava contido no banco de dados 7000G. Dessa
forma, a variante rs71369530 também apresentou associacdo com a DT em
comparagao com a base de dados ABraOM, mas nao com o grupo CN.

Como as variantes rs1867277 e rs71369530 demonstraram estar associadas a
ocorréncia de defeitos no desenvolvimento tireoidiano, realizamos uma analise
conjunta com os pacientes e os individuos controle em que genotipamos ambos o0s
polimorfismos. Comparamos todas as combinacbées de padroes de heranca
dominante e recessivo para as duas variantes e observamos que os gendétipos

combinados se mostraram associados a DT e conferiram um risco ainda maior para a
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doencga (Tabela 10). Primeiro, analisamos o padrdo dominante combinado para
ambos os polimorfismos, observado em 78,0% dos casos de DT e em 55,0% do grupo
CN (p = 0,0115) com OR = 2,90 (95%CIl = 1,25-6,72). Em seguida, avaliamos a
combinacgao padrao rs1867277 dominante e rs71369530 recessivo, observado em
52,0% no grupo DT e 26,7% no grupo CN (p = 0,0065) com OR = 2,98 (95%CI = 1,34-
6,61). Além disso, a combinagdo padrdo rs1867277 recessivo e rs71369530
dominante foi observada em 32,0% no grupo DT e 10,0% no grupo CN (p = 0,0041)
com OR = 4,24 (95%CI = 1,51-11,9). Finalmente, analisamos o padrao recessivo
combinado para ambos os polimorfismos, observado em 28,0% dos casos de DT e
em 5,0% do grupo CN (p = 0,0009) com OR = 7,39 (95%ClI = 1,98-27,5).

Tabela 10: Analise conjunta dos polimorfismos rs1867277 e rs71369530 do gene FOXE1

DT CN
Padrao DT vs. CN
n=50 n=60
rs1867277 + rs71369530 % % p OR (95%Cl)
Dominante + Dominante 78,0 55,0 0,0115 2,90 (1,25-6,72)
Dominante + Recessivo 52,0 26,7 0,0065 2,98 (1,34-6,61)
Recessivo + Dominante 32,0 10,0 0,0041 4,24 (1,51-11,9)
Recessivo + Recessivo 28,0 50 0,0009 7,39 (1,98-27,5)

DT: disgenesias tireoidianas; CN: controles normais; n: nimero de individuos.

Baseados nestes resultados de que as variantes rs1867277 e rs71369530
mostraram associagao e conferiram risco para o desenvolvimento de DT nas analises
individuais e conjunta, investigamos a regido cromossdmica que envolve esses dois
polimorfismos nos dados do exoma das 35 DT sequenciadas. Selecionamos outras
quatro variantes com MAFs mais elevados (em comparagdo com as populagdes
ABraOM e 1000G) dentro da regiao que inclui rs1867277 e rs71369530 (variantes
destacadas na tabela 7). Comparamos os MAFs dessas 6 variantes (rs7849497,
rs1867277, rs1867278, rs1867279, rs1867280 e rs71369530) nas 35 DT
sequenciadas por WES e bancos de dados (Tabela 11). A analise individual mostrou
que a presenca do alelo menor de cada uma das 6 variantes demonstrou associagao
com TD quando comparada com a base de dados ABraOM (valores de p <0,0001 a
0,0487) e aumentou o risco para TD, com OR de 1,78 a 3,68 (com resultados

significativos nos valores de 95%Cl). No entanto, ndo observamos associacao
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significativa e risco aumentado quando comparado ao banco de dados 7000G (valores
de p > 0,0500).

Tabela 11: Analise da frequéncia dos polimorfismos rs7849497, rs1867277, rs1867278, rs1867279,
rs1867280 e rs71369530 do gene FOXE1 no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas

WES ABraOM WES vs. ABraOM 1000G WES vs. 1000G

Variante rr'? éenlgr OR OR
% % p (95%Cl) % p (95%Cl)

rs7849497 C 9429 8177 00071 ’395?180,2) 88,30  0,1206 (0,7255_12 02)
1867277 A 7857 6362 00102 ’128’_13‘373) 68,59 0,0736 (0,915?298)
1867278 A 7857 6362 00102 ’128’_13‘373) 68,59 0,0736 (0,915?298)
51867279 C 9429 81,77 00071 ’395?180,2) 88,30  0,1206 (0,7255-15), 02)
1867280  C 7571 6362 00378 ’013;_73? 1) 6861 02030 812'f‘23’ 47)
(s71369530 14 82,86 72,16  0,0487 (0’915?3? 50) - - -

Por ultimo, analisamos as variantes presentes naregiao 3’'UTR a fim de verificar
se os sitios de ligacdo de microRNAs (miRNA) foram alterados. Na base de dados
TargetScan buscamos por locais alvo de miRNAs em toda a regido 3'UTR do gene
FOXE1. Verificamos a presenga de 1446 regides de ligacao de miRNAs, que inclui
1442 sitios ndo conservados e 4 sitios bem conservados. Das 13 variantes
identificadas em regido 3’'UTR nos dados de exoma das 35 DT sequenciadas, 11 delas
estavam localizadas em 30 sitios pouco conservados (Tabela 12). Nao identificamos
variantes presentes em sitios conservado, o que indica que estes continuam integros

e a regiao regulatoria 3'UTR néo foi afetada.

Tabela 12: Variantes na regiao 3’UTR de FOXE1 no exoma das 35 disgenesias sequenciadas
presentes em sitios de ligagdo de miRNAs (continua)

Variante miRNA Posicdo em 3'UTR
hsa-miR-10b-3p 55-61
c.*57T>C
hsa-miR-4330 56-63
c.*115A>C hsa-miR-423-3p 111-118
c.*161G>T hsa-miR-181d-3p 158-164

c.*331A>G hsa-miR-5004-3p 331-337
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Tabela 12: Variantes na regiao 3’UTR de FOXE1 no exoma das 35 disgenesias sequenciadas

presentes em sitios de ligacdo de miRNAs (conclusao)

Variante miRNA Posicdo em 3'UTR

hsa-miR-4499 627-633
c.*631T>C hsa-miR-873-3p 628-634
hsa-miR-3175 631-637
¢ *B2OASG hsa-miR-154-5p 823-829
hsa-miR-6509-5p 825-831

hsa-miR-4664-5p 1103-1109

hsa-miR-342-5p 1103-1109

hsa-miR-7110-5p 1104-1110

c.*1106C>A hsa-miR-6842-5p 1104-1110

hsa-miR-6752-5p 1104-1110

hsa-miR-6732-5p 1105-1111

hsa-miR-6798-5p 1106-1112

c.*1174G>A hsa-miR-888-3p 1170-1176

hsa-miR-5009-5p 1256-1263

hsa-miR-8058 1256-1263

c.*1260C>T hsa-miR-1269b 1257-1263

hsa-miR-4529-3p 1257-1263

hsa-miR-1269a 1257-1263

hsa-miR-6877-3p 1338-1344

hsa-miR-6819-3p 1338-1344

C.*1342G>A hsa-miR-2114-3p 1339-1345

hsa-miR-6823-3p 1339-1345

hsa-miR-505-5p 1341-1347

£ *1361G5T hsa-miR-4766-5p 1355-1362

hsa-miR-3200-5p 1358-1364

Os resultados desta etapa mostram que polimorfismos presentes na regiao

promotora e codificadora do gene FOXE1 foram associados com o desenvolvimento

de DT, aumentando o risco para a doenga.

4.2.4 Analise da familia DUOX

Ainda explorando as variantes presentes em genes candidatos, decidimos

investigar os genes que participam da produ¢éo hormonal tireoidiana, e nao apenas

aqueles envolvidos na organogénese. Alguns trabalhos ja descreveram mutagdes em
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genes de disormonogénese em pacientes com DT (52, 53). Wang et al. mostrou as
proteinas DUOX como genes patogénicos, sendo DUOXA2 o gene variante mais
comum em disgenesias e DUOX2 o gene variante mais comum em casos de glandula
in situ (105). Sendo assim, optamos por investigar as variantes presentes nos genes
da familia DUOX.

Buscamos por alteragdes em toda a regido codificadora e regulatéria dos genes
da familia DUOX (DUOX1, DUOXA1, DUOX2 e DUOXAZ2). Especificamos a regiao
cromossOmica que compreende cromossomo 15:45384848-45457774 e identificamos
25 variantes. Anotamos dados de frequéncia populacionais dos bancos ExAc, 1000G
e ABraOM. Informacgdes sobre as variantes contidas no banco de dados ClinVar
também foram anotados. Com as ferramentas FathMM-MKL, MutationTaster, Condel
e PolyPhen2 anotamos a predicdo das variantes e selecionamos aquelas com
potencial deletério. Esta analise resultou em 6 variantes deletérias no gene DUOX2 e
2 variantes deletérias no gene DUOXAT (

Tabela 13).

Tabela 13: Variantes deletérias selecionadas na regido dos genes da familia DUOX identificadas no
exoma das 35 amostras de DT sequenciadas

Predicao
Pt Variante Funcdo dbSNP ClinVar
FAMM COND PPH2 MT

18 DUOX2_c.3516-1G>C SP  rs764517475 P D - - D

12 DUOX2_p.N1170T* NS  rs200459845 - D D N D

15 DUOX2_p.A1123T* NS  rs113632824 I D D D D

12 DUOX2_ p.F966SfsX29* FS  rs530719719 P - - - D

32 DUOX2_p.R516H* NS  rs143818717 - D D D D

6 DUOX2_p.T423I* NS  rs201197899 - D D N D

15 DUOXA1T_ p.W399X SG  rs112166546 - N N N D
16/29 DUOXA1_p.T213M NS  rs149960164 - D D D D

Pt: paciente; SP: troca em regido de splicing; NS: troca de Unico nucleotideo nao sinénima; FS: indel
causadora de frameshift; SG: stopgain; P: patogénico; FAMM: Fathmm-MKL; COND: Condel, PPH2:
PolyPhen2; MT: MutationTaster; D: deletério; N: Neutro; * variantes confirmadas nos pacientes.

As 8 variantes foram identificadas em heterozigose nos pacientes. Com estes
resultados, decidimos explorar mais as 6 variantes do gene DUOX2, com base em
estudos que mostram variantes no gene DUOX2 associadas a casos de disgenesia
tireoidiana (53, 105). As 6 variantes foram pontualmente sequenciadas por Sanger e

confirmamos 5 delas (Tabela 13) nos pacientes. As alteragbes se localizam em
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diversos locais da proteina DUOX2 (Figura 12), exploramos possiveis efeitos

deletérios destas variantes através de analises in silico.

H,0;

0,

\

Interagdo com TPO

NH2

pT423I —l

p.RS1I6H —————

p.N1170T

Extracelular

Intracelular

p.F9665fsX29
p.A1123T
COOH

Figura 12: Representacdo esquematica da proteina DUOX2 na membrana apical do tireécito com a
localizagao aproximada das variantes identificadas e confirmadas nas disgenesias tireoidianas.

DUOX2_p.T423|

A troca causada pela variante foi classificada com médio impacto funcional na
andlise da ferramenta MutationAssessor. A analise gerada pela ferramenta
MutationTaster classifica a alteracdo como causadora de doenca e mostra
importantes dominios na proteina que podem ser perdidos devido a presencga da
variante, além de sitios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados.

Observamos também que a regiao é pouco conservada entre as espécies (Figura 13).
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Gene DUOX2 |Proteina p.T423l
humano cDNA c.1268C>T
NM_001363711 gDNA 9.5426C>T
Sitios de splicing
Efeito Posicao Pontuacgao Borda exon-intron
Aceptor marginalmente aumentado g.5426 wt: 0,6161 / mu: 0,6488 gtac|AGAC
Aceptor aumentado g.5435 wt: 0,2200 / mu: 0,4000 atgt|GGCC
Aceptor aumentado g.5428 wt: 0,4300 / mu: 0,5000 acag|ACTA
Doador marginalmente aumentado g.5422 wt: 0,9625 / mu: 0,9928 TCCC|gtac
Caracteristicas da proteina
Inicio (aa) Final (aa) Caracteristica Efeito
26 601 Dominio topoldgico extracelular Perda
30 596 Regido de interagdo com peroxidase Perda
455 455 Sitio de glicosilagéo Pode ser perdido
537 537 Sitio de glicosilagédo Pode ser perdido
602 622 Dominio transmembrana Pode ser perdido
623 1041 Dominio topolégico citoplasmatico Pode ser perdido
819 854 Dominio EF-hand 1 Pode ser perdido
832 843 Dominio de ligagéo Ca 1 Pode ser perdido
855 890 Dominio EF-hand 2 Pode ser perdido
868 879 Dominio de ligagdo Ca 2 Pode ser perdido
899 934 Dominio EF-hand 3 Pode ser perdido
960 1245 Regiao de interagao com TXNDC11 Pode ser perdido
1042 1062 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1063 1076 Dominio topoldgico extracelular Pode ser perdido
1077 1097 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1084 1266 Dominio oxiredutase férrico Pode ser perdido
1098 1148 Dominio topoldgico citoplasmatico Pode ser perdido
1149 1169 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1170 1185 Dominio topolégico extracelular Pode ser perdido
1186 1206 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1207 1223 Dominio topoldgico citoplasmatico Pode ser perdido
1224 1244 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1245 1265 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1266 1548 Dominio topolégico citoplasmatico Pode ser perdido
1267 1373 Dominio de ligagdo FAD tipo FR Pode ser perdido
Conservagao
Espécies Combinagéo Alinhamento
Humano Referéncia DYWPGPGKFSRTDYVASSI QRGR
Alterado Ndoconsevada D Y WP GP GK F SR I DY VASS I QRGR
P. troglodytes Indéntica S RTDYVASSI QRGR
M. mulatta Nao homologa
F. catus Indéntica S RTDYVASSI QRGR
M. musculus Indéntica S RTDYVASSI QRGR
G. gallus Ndoconservada D Y WY GP LKY S RADYVASWLAQRGR
T. rubripes Indéntica DFMYGPLRFTRTDLVYVAVTVAQ
D. rerio Conservada DYMYGPLRFSRSDAVALTIQRGR
D. melanogaster Néoconservada D K L F G P ME F TRRDULG
C. elegans Nao conservada S RLDVVASSI MRGR
X. tropicalis Indéntica DYCYGQI KYSRTDLFAASI LHAR

Figura 13: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante
p.T423l no gene DUOX2.
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Analise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequéncias que

podem ser causadas pela troca:

e Aminoacidos. Os aminoacidos de tipo selvagem e mutantes diferem em
tamanho. O residuo mutante € maior, isso pode levar a desordens na estrutura.
A hidrofobicidade do residuo de tipo selvagem e mutante difere. A mutagao
introduz um residuo mais hidrofébico nesta posi¢ao. Isso pode resultar na
perda de ligagdes de hidrogénio e/ou perturbar o dobramento correto (Figura
14).

e Contatos. O residuo de tipo selvagem é anotado no UniProt para estar
envolvido em uma ponte de cisteina, que é importante para a estabilidade da
proteina. Apenas cisteinas podem fazer esse tipo de ligagédo, a mutagao causa
perda dessa interacdo e tera um efeito severo na estrutura 3D da proteina.
Junto com a perda da ligagao da cisteina, as diferengas entre o antigo e o novo
residuo podem causar desestabilizacado da estrutura.

e Estrutura. A mutacdo esta localizada dentro de um trecho de residuos
anotados no UniProt como uma regiao especial: peroxidase-like; medeia a
atividade da peroxidase. As diferencas nas propriedades dos aminoacidos
podem perturbar esta regido e sua fungao.

e Conservacgao. O residuo de tipo selvagem ocorre frequentemente nesta
posicao na sequéncia, mas outros residuos também foram observados aqui. O
residuo mutante nao estava entre os outros tipos de residuos observados nesta
posicdo em outras sequéncias homodlogas. No entanto, residuos com
propriedades semelhantes foram observados, entdo é possivel que o residuo
mutante seja aceito aqui também. O residuo mutante esta localizado perto de
uma posicao altamente conservada.

e Dominios. O residuo mutado esta localizado em dominios importantes para a
atividade principal da proteina. A mutacdo do residuo pode perturbar essa

funcao.
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Figura 14: Representagdo molecular dos aminoacidos treonina e isoleucina na troca DUOX2 p.T423I
(imagem gerada pela ferramenta HOPE). Em vermelho a estrutura compartilhada, em preto a cadeia
lateral.

DUOX2_p.R516H

Gene DUOX2 |Proteina p-R516H

humano cDNA c.1547G>A
NM_001363711 gDNA 9.6271G>A

Caracteristicas da proteina
Inicio (aa) Final (aa) Caracteristica Efeito
26 601 Dominio topolodgico extracelular Perda
30 596 Regido de interagdo com peroxidase Perda
Conservagiao

Espécies Combinagéo Alinhamento
Humano Referéncia LDQFVRLRDGDRYW ENTRNG
Alterado Ndoconservada L D Q F V R R DGDHYW E T R NG
P. troglodytes Indéntica LDQFVRLRDGDRYWEF TR G L F
M. mulatta Nao homéloga
F. catus Indéntica L D Q VRLRDGDRYWFENTRNGTLF
M. musculus Indéntica LDQFVRLRDGDRYWFENTRNGTLF
G. gallus Indéntica RLRDGDRFWFENTAKNGTLF
T. rubripes Indéntica LDQFERI RNGDRFWFENRAQNGTLF
D. rerio Indéntica FERI RNADRFWFENIKA QNG GTLF
D. melanogaster Indéntica KEQFQRLRDADRFWFENERNGI F
C. elegans Indéntica KDQFTRI RDGDRFWFENIKTLNGTLF
X. tropicalis Indéntica LEQFYRLRDGDRFWFENVKNGTLF

Figura 15: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante
p.R516H no gene DUOX2.

A troca causada pela variante foi classificada com alto impacto funcional na
andlise da ferramenta MutationAssessor. A analise gerada pela ferramenta
MutationTaster classifica a alteracdo como causadora de doenca e mostra

importantes dominios na proteina que podem ser perdidos devido a presenca da
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variante, além de sitios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados.
Observamos também que a regiao € altamente conservada entre as espécies (Figura
15).

Analise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequéncias que

podem ser causadas pela troca:

¢ Aminoacidos. Ha uma diferenga de carga entre o aminoacido do tipo selvagem
e o mutante. A carga do residuo de tipo selvagem sera perdida, o que pode
causar perda de interagdes com outras moléculas ou residuos. Os aminoacidos
de tipo selvagem e mutantes diferem em tamanho. O residuo mutante € menor,

0 que pode levar a perda de interacdes (Figura 16).
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Figura 16: Representagao molecular dos aminoacidos arginina e histidina na troca DUOX2_p. p.R516H
(imagem gerada pela ferramenta HOPE). Em vermelho a estrutura compartilhada, em preto a cadeia
lateral.

e Contatos. O residuo de tipo selvagem é anotado no UniProt para estar
envolvido em uma ponte de cisteina.

e Estrutura. A mutacdo esta localizada dentro de um trecho de residuos
anotados no UniProt como uma regiao especial: peroxidase-like.

e Conservacgao. O residuo de tipo selvagem é muito conservado, mas alguns
outros tipos de residuo também foram observados nesta posicdo. Nem o
residuo mutante nem outro tipo de residuo com propriedades semelhantes

foram observados nesta posi¢cao em outras sequéncias homologas. Com base
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nas pontuagdes de conservagao, essa mutagao provavelmente € prejudicial a
proteina.

e Dominios. O residuo mutado esta localizado em um dominio importante para
a atividade principal da proteina. A mutagao do residuo pode perturbar essa

funcao.

DUOX2_ p.F966SfsX29

A variante p.F966SfsX29 é descrita como causadora de defeitos na
organificacdo do iodeto em pacientes com disormonogénese tireoidiana (95, 97). E
uma delec¢ao de quatro bases na sequéncia do gene DUOX2 (c.2895 2898del).

A analise gerada pela ferramenta MutationTaster classifica a alteragdo como
causadora de doenca e mostra importantes dominios na proteina que podem ser
perdidos devido a presenca da variante, além de sitios de splicing que podem ter suas
atividades aumentadas. Observamos também que a regido nao € conservada entre
as espécies A delecio de bases causa alteragao no quadro de aminoacidos e insere
um codon de parada prematuro na posicao 994, gerando uma proteina truncada de

menor tamanho (de 1549 para 994 aminoacidos) (Figura 17).
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Gene DUOX2 |Proteina p.F966SfsX29
humano cDNA c.2895_2898del
NM_001363711 | 4pNa 9.13114_13117del
Sitios de splicing
Efeito Posigcao Pontuagao Borda exon-intron
Aceptor marginalmente aumentado g.13124 wt: 0,7246 / mu: 0,7624 actc|GGAC
Caracteristicas da proteina
Inicio (aa) Final (aa) Caracteristica Efeito

623 1041 Dominio topoldgico citoplasmatico Perda

960 1245 Regiao de interagao com TXNDC11 Perda

1042 1062 Dominio transmembrana Perda

1063 1076 Dominio topoldgico extracelular Perda

1077 1097 Dominio transmembrana Perda

1084 1266 Dominio oxiredutase férrico Perda

1098 1148 Dominio topoldgico citoplasmatico Perda

1149 1169 Dominio transmembrana Perda

1170 1185 Dominio topolégico extracelular Perda

1186 1206 Dominio transmembrana Perda

1207 1223 Dominio topoldgico citoplasmatico Perda

1224 1244 Dominio transmembrana Perda

1245 1265 Dominio transmembrana Perda

1266 1548 Dominio topolégico citoplasmatico Perda

1267 1373 Dominio de ligagdo FAD tipo FR Perda

Conservagao

Espécie Combinagao Alinhamento
Human Referéncia FKQNISCRVSFI TRTPGERSHPAQ
Alterado Naoconsevado F K Q N I S CRV S S LGHTL - G AP TPR
P. troglodytes Idéntica S CRVSFI TR P GERSHP Q
M. mulatta Nao homologo
F. catus Idéntica S CRVSFI TRTPGEIRST CSQ
M. musculus Idéntica ACRVSFINRTPGNR- - - -
G. gallus Idéntica FKQNVHNRYSFI KKEPRGPSTCIKD
T. rubripes Idéntica RVSFI1IC--PGSRFTTT
D. rerio Conservada RKNSSSSSVEELTHTPETEEH - - -
D. melanogaster Conservada KQNFLDTSTNVARMTS ST FNI EP -
C. elegans Idéntica TYDDFNALFSDI - - - - - - - - - - -
X. tropicalis Conservada TSALI SVLTKNTPQNNHSN

Figura 17: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante
p.F966SfsX29 no gene DUOX2.

DUOX2_p.A1123T

A troca causada pela variante foi classificada com médio impacto funcional na
andlise da ferramenta MutationAssessor. A analise gerada pela ferramenta

MutationTaster classifica a alteracdo como causadora de doenca e mostra
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importantes dominios na proteina que podem ser perdidos devido a presenca da
variante, além de sitios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados.
Observamos também que a regiao € altamente conservada entre as espécies (Figura
18).

Gene DUOX2 |Proteina p-A1123T
humano cDNA c.3367G>A

NM_001363711 gDNA 9.14635G>A
Sitios de splicing
Efeito Posigcao Pontuagao Borda exon-intron
Aceptor marginalmente aumentado g.14629 wt: 0,4849 / mu: 0,5253 tttg|ATGC
Doador aumentado g.14637 wt: 0,7700 / mu: 0,9100 CGCA|gtgg
Ganho de doador g.14631 mu: 0,3400 TGAT |gcca
Caracteristicas da proteina
Inicio (aa) Final (aa) Caracteristica Efeito
960 1245 Regiéo de interagao com TXNDC11 Perda
1084 1266 Dominio oxiredutase férrico Perda
1098 1148 Dominio topolégico citoplasmatico Perda
1149 1169 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1170 1185 Dominio topolégico extracelular Pode ser perdido
1186 1206 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1207 1223 Dominio topoldgico citoplasmatico Pode ser perdido
1224 1244 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1245 1265 Dominio transmembrana Pode ser perdido
1266 1548 Dominio topolégico citoplasmatico Pode ser perdido
1267 1373 Dominio de ligagdo FAD tipo FR Pode ser perdido
Conservagao
Espécie Combinagao Alinhamento
Human Referéncia TFLNRYUVP DAAVD HRWI AMAA
Alterado Naoconservado T F L N R Y V DATVD HRWI AMAA
P. troglodytes Idéntica TFLNRYVPFDAAVDFHRWI AMAA
M. mulatta Nao homodlogo
F. catus Idéntica TFLNRYI PFDAAVDFHRWI AMAA
M. musculus Idéntica TFLNRY I PFDAAVDFHRWI AMAA
G. gallus Idéntica TFLNRYI PFDAAVDFHRWI AMAA
T. rubripes Idéntica TFLNRYI PFDAAIDFHRFMAMAA
D. rerio Idéntica TFLNRYI PFDAAIDLHRQMAATA
D. melanogaster Nédoconservado F P | Q QY I P LDSHI QFHKI AACTA
C. elegans Idéntica Al A FHK Il VAL FA
X. tropicalis Idéntica TFLNQY I PFDSAVDFHRLIAVTA

Figura 18: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante
p.A1123T no gene DUOX2.

Analise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequéncias que

podem ser causadas pela troca:
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Aminoacidos. Os aminoacidos de tipo selvagem e mutantes diferem em
tamanho. O residuo mutante é maior, isso pode levar a desordens na estrutura.
A hidrofobicidade do residuo de tipo selvagem (apolar) e mutante (neutro)
difere. As interag¢des hidrofobicas, seja no nucleo da proteina ou na superficie,

podem ser perdidas (Figura 19).

Alanina Treonina
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Figura 19: Representagdo molecular dos aminoacidos alanina e treonina na troca DUOX2 _p. A1123T
(imagem gerada pela ferramenta HOPE). Em vermelho a estrutura compartilhada, em preto a cadeia

lateral.

Contatos. O residuo de tipo selvagem é anotado no UniProt para estar
envolvido em uma ponte de cisteina, (semelhante a DUOX2_p.T423l).
Estrutura. A mutacdo esta localizada dentro de um dominio, anotado no
UniProt como oxidoredutase férrica. A mutagao introduz um aminoacido com
propriedades diferentes, que pode perturbar esse dominio e abolir sua funcao.
A mutacao esta localizada dentro de um trecho de residuos anotados no
UniProt como uma regiao especial: Interagdo com TXNDC11. As diferencas
nas propriedades dos aminoacidos podem perturbar esta regidao e perturbar
sua funcao.

Conservagao. O residuo de tipo selvagem é muito conservado, mas alguns
outros tipos de residuo também foram observados nesta posicdo. Nem o
residuo mutante nem outro tipo de residuo com propriedades semelhantes
foram observados nesta posi¢cao em outras sequéncias homologas. Com base
nas pontuagdes de conservagao, essa mutagao provavelmente € prejudicial a

proteina.
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e Dominios. O residuo mutado esta localizado em um dominio importante para
a atividade principal da proteina. A mutagao do residuo pode perturbar essa

funcao.

DUOX2_p.N1170T

A troca causada pela variante foi classificada com baixo impacto funcional na
andlise da ferramenta MutationAssessor. A analise gerada pela ferramenta
MutationTaster classifica a alteracdo como causadora de doenca e mostra
importantes sitios na proteina que podem ser perdidos devido a presenca da variante,
além de sitios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados. Observamos também
que a regido é pouco conservada entre as espécies (Figura 20).

Analise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequéncias que

podem ser causadas pela troca:

e Aminoacidos. Os aminoacidos de tipo selvagem e mutantes diferem em
tamanho. O residuo mutante € menor, o que pode levar a perda de interacdes.
A hidrofobicidade do residuo de tipo selvagem e mutante difere. A mutagao
introduz um residuo mais hidrofébico nesta posi¢ao. Isso pode resultar na
perda de ligagdes de hidrogénio e/ou perturbar o dobramento correto (Figura
21).

e Estrutura. A mutacado esta localizada dentro de um dominio oxidoredutase
férrico e de um trecho de residuos de interacdo com TXNDC11.

e Conservacao. O residuo de tipo selvagem nao é conservado nesta posi¢ao. O
residuo mutante esta entre os tipos de residuos observados nesta posicao em
outras sequéncias homologas.

e Dominios. O residuo mutado esta localizado em um dominio importante para
a atividade principal da proteina. A mutagao do residuo pode perturbar essa

funcao.
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Gene DUOX2 |Proteina p-N1170T
humano cDNA c.3509A>C
NM_001363711 gDNA 9.14956A>C
Sitios de splicing
Efeito Posigcao Pontuagao Borda exon-intron
Aceptor marginalmente aumentado g.14953 wt: 0,8542 / mu: 0,8882 ttgt|GAAT
Doador marginalmente aumentado g.14961 wt: 0,4734 / mu: 0,5451 GATG|ggtc
Doador aumentado g.14955 wt: 0,3300 / mu: 0,6700 GTGA|atga
Ganho de aceptor g.14958 mu: 0,3000 actg|ATGG
Caracteristicas da proteina
Inicio (aa) Final (aa) Caracteristica Efeito

960 1245 Regiao de interagao com TXNDC11 Perda

1084 1266 Dominio oxiredutase férrico Perda

1170 1185 Dominio topoldégico extracelular Perda

1186 1206 Dominio transmembrana Pode ser perdido

1207 1223 Dominio topolégico citoplasmatico Pode ser perdido

1224 1244 Dominio transmembrana Pode ser perdido

1245 1265 Dominio transmembrana Pode ser perdido

1266 1548 Dominio topoldgico citoplasmatico Pode ser perdido

1267 1373 Dominio de ligagdo FAD tipo FR Pode ser perdido

Conservagao

Espécies Combinagao Alinhamento
Humano Referéncia LLACI FPNVFVNDGS SHK P QK Y W
Alterado Nadoconservada L L A C | F P NV VT DGS K P QK Y W
P. troglodytes Indéntica LLACVFPNVFVNDSG K L Q K FYW
M. mulatta Nao homologa
F. catus Indéntica LLACVFPNVFVNDGSAQLPAQKTFYW
M. musculus Indéntica LMACVFPNVFVNDGSKTFPPKYYW
G. gallus Indéntica VL,LSCLFSSVFMNDGSAQLPOQKYYW
T. rubripes Indéntica I LS CLFPKVFRNNGSERPMKWSW
D. rerio Indéntica PKVFSNNGSELPMKWTF
D. melanogaster Conservada N L RCL RE--VHFASDYKPDI TF
C. elegans Ndo conservada G L A C QEAFF - - GSNFLPSI SY
X. tropicalis Conservada V L S C P TV VDDGSDHPNKYYW

Figura 20: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante
p.N1170T no gene DUOX2.
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Figura 21: Representacdo molecular dos aminoacidos asparagina e treonina na troca
DUOX2_p.N1170T (imagem gerada pela ferramenta HOPE). Em vermelho a estrutura compartilhada,
em preto a cadeia lateral.

Os resultados desta etapa do estudo permitiram identificar variantes no gene
DUOX2 em pacientes com DT que possivelmente sao deletérias podem afetar a acao
da proteina DUOX2. Um estudo funcional esta em andamento para fornecer mais

informacdes sobre a acado dessas alteracdes na fungao da proteina.
4.3 Regioes em homozigose

Investigamos os dados de sequenciamento WES em busca de regiées em
homozigose. Utilizamos os dados completo de todas as variantes identificadas nos
pacientes, sem excluir regides ou tipos de variantes para esta analise. Identificamos
duas regides em homozigose em dois pacientes (Tabela 14).

No paciente 14 identificamos uma regidao em homozigose no cromossomo 2,
contendo 4 genes. No paciente 24 identificamos uma regido em homozigose no
cromossomo 20, contendo 5 genes. Analisamos as variantes contidas dentro dessas
duas regides em homozigose. Investigamos aquelas que poderiam ser funcionais
dentro de regides codificadoras, intrbnicas adjacentes, 5UTR e 3'UTR. Verificamos
que nenhuma das variantes contidas nestes 9 genes presentes nas regides em
homozigose eram raras, todas apresentavam frequéncia maior que 1%. Portanto, a

presenca de homozigosidade nao foi associada as DTs neste estudo.
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Tabela 14: Variantes contidas nas regides em homozigose identificadas no exoma das amostras
sequenciadas dos pacientes 14 e 24 sequenciados por WES

Crol:n(z)ssi(s}gfnica Regiao Gene Variante dbSNP 1'2;'9 OFG
Chr2:234130 Intron SH3YL1 rs3748872 0,45
Chr2:239736 Intron SH3YL1 rs10181015 0,49
Chr2:240054 Intron SH3YL1 rs2864044 0,50
Chr2:240255 Intron SH3YL1 rs300704 0,17
Chr2:240630 Intron SH3YL1 rs2085852 0,45
Chr2:241669 Intron SH3YL1 - -
Chr2:242800 Exon SH3YL1 p-M1V rs10181051 0,31
Chr2:243504 5UTR SH3YL1 c.-704G>A rs7556816 0,31
Chr2:256278 5UTR SH3YL1 c.-13478A>G  rs4455191 0,28

% Chr2:260594 Intron SH3YL1 rs4854299 0,01
& Chr2:260677 Intron SH3YL1 rs10188763 0,45
EL% Chr2:262553 Intron SH3YL1 rs7596678 0,50
Chr2:263270 Intron SH3YL1 rs10167992 0,16
Chr2:264895 5UTR ACP1 c.-70G>C rs4854300 0,01
Chr2:269352 Intron ACP1 rs6755722 0,45
Chr2:272840 Intron ACP1 rs12714401 0,50
Chr2:272926 Intron ACP1 rs12714402 0,50
Chr2:273070 Intron ACP1 rs12714403 0,17
Chr2:279705 3UTR FAM150B  c.*442G>A rs3828329 0,45
Chr2:286812 Intron FAM150B rs4484059 0,17
Chr2:676177 Intron TMEM18 rs2293083 0,50
Chr20:76962 Exon DEFB125 p.S125S rs6111385 0,23

Chr20:138125 5'UTR DEFB127 c.-61G>T rs2298108 0,33
Chr20:138148 5'UTR DEFB127 c.-38C>T rs2298109 0,33
Chr20:139409  Intron DEFB127 rs12624951 0,32
Chr20:139456  Exon DEFB127 p.G31R rs12624954 0,32

§ Chr20:139576  Exon DEFB127 p.R71S rs16995685 0,32
S Chr20:139745  3'UTR DEFB127 c¢.*80T>C rs4142304 0,07
§ Chr20:207889  Upstream DEFB129 rs2298149 0,27

Chr20:210061  Exon DEFB129 p.L67L rs13045643 0,27
Chr20:277692  Upstream ZCCHCS3 rs3746790 0,49
Chr20:277832 Upstream ZCCHC3 rs1997793 0,35
Chr20:278515  Exon ZCCHC3  p.D96D rs2223665 0,41
Chr20:309692  3'UTR SOX12 c.*2176A>G rs6050276 0,12
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Com estes resultados, descartamos a hipétese de que estas regides em
homozigose poderiam estar associadas a causa da doenga nos pacientes por nao
haver variantes raras nas regides. Dessa forma, a presenca de homozigosidade nao

foi associada as DTs neste estudo.

4.4 Variantes estruturais CNVs

Com a analise realizada com o programa XHMM, foram selecionadas 10 CNVs
presentes em 12 pacientes. Foi feita uma analise detalhada de casa uma delas na
base de dados DGV, e verificamos que nenhuma delas € descrita (Tabela 15).

Com as informagdes do DGV também observamos que nas mesmas regides
cromossOmicas existem outras CNVs de insercdo ou duplicagdo de maior tamanho.
Somente duas CNVs (ambas duplicagdes) envolviam a sequéncia codificante de
genes (genes LOC283177 e AHNAK?2). As outras CNVs localizavam-se em regides
de introns, ndo continham genes ou se encontravam fora da regido codificadora de
genes. A andlise feita na base de dados ClinVar permitiu verificar que nenhuma CNV
ja descrita contendo exclusivamente os genes LOC283177 e AHNAK?Z foi associada
a doencga ou considerada patogénica. Dessa forma, a presenca de CNVs néao foi

associada as DTs neste estudo.

Tabela 15: Alteragdes estruturais (CNVs) identificadas no exoma das amostras de DT sequenciadas

Pt CNV Localizagao cromossdmica Gene na regiao
DEL chr7:72418915-72430805 NSUN5P2
DEL chr5:34193259-34193718 -

13 DUP chr14:105417588-105418355 AHNAK2

15 DEL chr14:105412780-105414503 AHNAK2

16 DUP chr17:20355166-20361681 LGALS9B

16 DEL chr5:34193259-34193718 -

20 DUP chr1:155184142-155203274 GBAP1

20 DEL chr7:100634878-100636333 -

29 DUP chr7:100634878-100636333 -

31 DUP chr11:134356668-134357175 LOC283177

33 DUP chr5:34193259-34193718 -

35 DUP chr8:11986329-12003959 FAM66D

Pt: paciente; DEL: deleg¢do; DUP: duplicagdo. Em destaque as duas CNVs localizadas na regiao

codificadora de genes.
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4.5 Analise individual dos pacientes

Com os resultados das analises anteriores observamos variantes relevantes
presentes no exoma de todas as 35 amostras disgenesia sequenciadas. Por fim,
realizamos uma analise individualizada observando quais dessas alteracdes foram
identificadas em cada paciente e comparamos os achados com o fenétipo do paciente

e dados ja descritos na literatura.

Utilizamos as listas das variantes resultantes das analises de “Genes
Candidatos”, “Genes Regulados por FTs”, “Andlise do Gene FOXE1” e “Analise da
Familia DUOX”. Selecionamos as variantes presentes em genes diretamente

relacionados com fungdo, desenvolvimento e doencas tireoidianas, e também os
genes envolvidos com desenvolvimento embrionario de outros tecidos (

Figura 22). Observamos que apenas no paciente 10 n&o identificamos
variantes em genes diretamente relacionados com o desenvolvimento e/ou fungéo
tireoidiana. No entanto, o paciente apresenta variantes em genes que participam do
desenvolvimento de outros tecidos e ainda genes que ja foram descritos na etiologia
do céncer de tireoide.

Utilizamos a ferramenta String e verificamos a interagao dos genes alterados
contendo as variantes selecionadas por paciente. Observamos intera¢gdes nos genes
alterados dos pacientes 1, 2, 3, 6 (Figura 23), 12, 14, 15, 18, 20 (Figura 24), 30, 31,
32, 33, 34 e 35 (Figura 25). A maioria das interacdes era de médica confidéncia, sendo
que as interagbes entre os genes FOXET1_TPO, FOXE1 TG, FOXE1_TSHR,
DUOX2 DUOXA1, SPARC COL1A1, BMP4 JAG1 e JAG1_RUNX2 apresentaram
pontuacao de alta confidéncia.

Estes resultados mostram que a maioria dos pacientes possui variantes em
genes diretamente relacionados com o desenvolvimento e fungao tireoidiana. Embora
sejam variantes heterozigotas e ndo descritas anteriormente em casos de defeito de
desenvolvimento da tireoide, as analises de interacdo podem sugerir uma possivel

causa poligénica da DT.
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Figura 22: Distribuicdo das principais variantes identificadas no exoma das 35 amostras de DT
sequenciadas. As cores nos genes indicam em qual analise foram identificadas as variantes. CAND:
candidatos; FTs: fatores de transcricao; FOXE1: gene FOXE1; DUOX: genes da familia DUOX; TOTAL:
total de variantes por paciente; N: niumero de variantes identificadas no gene; %: frequéncia do gene
alterado entre os pacientes.
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Figura 23: Interacdo dos genes alterados (analise por paciente) gerada pela ferramenta String.
Pacientes com agenesia: A. Paciente 1, pontuacédo das interagdes (Pl): GLI2 FOXE1 = 0,440 e
FOXE1_TPO3=0,669; B. Paciente 2, Pl: FOXE1_TG =0,701; C. Paciente 3, Pl: FOXE1_GLI2 = 0,440,
GLI2_PAX3 = 0,461, PAX3_ISL1 = 0,639 e ISL1_NR4A2 = 0,422; D. Paciente 6, Pl.: FOXE1_DUOX2
= 0,562. Pontuacgao das interagdes representam o grau de confidéncia: baixa (0,0 — 0,3), média (0,4 —
0,6) ou alta (0,7 — 1,0).
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Figura 24: Interacdo dos genes alterados (analise por paciente) gerada pela ferramenta String.
Pacientes com hipoplasia: A. Paciente 12, pontuagao das interagées (Pl): FOXE1_DUOX2 = 0,562; B.
Paciente 14, Pl: GLI2_FOXE1 = 0,440; C. Paciente 15, Pl: FOXE1_DUOX2 = 0,562 e
DUOX2_DUOXA1 = 0,980; D. Paciente 18, Pl: FOXE1_DUOX2 = 0,562; E. Paciente 20, PI:
FOXE1_TSHR=0,736. Pontuagao das interagdes representam o grau de confidéncia: baixa (0,0 — 0,3),
média (0,4 — 0,6) ou alta (0,7 — 1,0).
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Figura 25: Interacdo dos genes alterados (analise por paciente) gerada pela ferramenta String.
Pacientes com ectopia: A. Paciente 30, pontuagao das interagdes (Pl): FOXE1_TG = 0,701; B. Paciente
31, Pl: SPARC_COL1A1=10,989, COL1A1_TNXB = 0,433 e PAX2_FGF3 = 0,565; C. Paciente 32, PI:
FOXE1_DUOX2 = 0,562 e HOXA3_HOXA2 = 0,531; D. Paciente 33, Pl: BMP4_JAG1 = 0,664,
JAGT1_RUNX2 = 0,753 e RUNX2_BMP4 = 0,467; E. Paciente 34, Pl. SLC26A7_FOXE1 = 0,415 e
FOXE1_TG = 0,701; F. Paciente 35, Pl: FOXE1_SLC26A7 = 0,415. Pontuacdo das interagdes
representam o grau de confidéncia: baixa (0,0 — 0,3), média (0,4 — 0,6) ou alta (0,7 — 1,0).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo pesquisamos alteragdes génicas com relevancia clinica em
pacientes com DT, cuidadosamente caracterizados em termos bioquimicos e
morfolégicos, com o intuito de ampliar o estudo das bases moleculares do HC e buscar
um maior entendimento das causas genéticas das mas formagdes da glandula.
Optamos por utilizar a tecnologia de sequenciamento do exoma e realizamos uma
analise exaustiva, tentando esgotar todas as possibilidades de analises para a selegao
de variantes. Focamos a maior parte das nossas analises nas regides codificadora e
promotora dos genes com énfase em variantes de troca de aminoacido ou pequenas
delecbes e inser¢des (indels). Também avaliamos a presenga de regides em
homozigose, variagées de numero de copias (CNVs) e sitios de ligagdo de microRNAs
em sequencias 3’'UTRs. Obtivemos um sequenciamento homogéneo e de qualidade
para todas as amostras. Cerca de 60% das bases tiveram leitura maior que 30X, foi
possivel alcancar uma boa cobertura para uma analise de precisdo e confiabilidade
do sequenciamento (Anexo 4).

Ao todo, identificamos 4.565 genes alterados em comum nos 35 pacientes,
onde cerca da metade destes genes (52,4%) estavam alterados em todas as
disgenesias e sinalizaram 38 termos envolvidos em eventos de diferenciagao,
proliferagdo, migracédo, adesao e morfogénese celular. Este primeiro dado sugere a
existéncia de defeitos em genes envolvidos com o desenvolvimento, porém é de se
notar que diversos outros termos nao relacionados ao desenvolvimento também
surgiram nesta analise. Este era um resultado esperado, devido ao grande numero de
genes inseridos na analise. Nosso objetivo com esta primeira analise foi ter uma visao
geral dos genes alterados nos pacientes e seu envolvimento com a embriogénese.
Além disso, também identificamos 6.830 variantes em comum nos 35 pacientes, e
dentre elas 30 variantes raras e deletérias em 7 genes. Algumas destas alteragoes ja
eram descritas, porém sem dados na literatura sobre quadro clinico ou fendtipos
relacionados a presenca da variante. Esta foi uma etapa importante pois poderia trazer
mais informacdes sobre estas alteragdes selecionadas. Verificamos que estes 7
genes nao apresentavam interagdes de alta confidéncia, mostrando que nao
contribuem conjuntamente para uma fungéo compartilhada. E de se notar que estes

sete genes sdo muito polimérficos e nenhum deles ja foi associado ao
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desenvolvimento tireoidiano. Ainda assim, observamos 3 termos associados ao
desenvolvimento que incluiram os genes CDC27 e IGSF3 (tabela). Um estudo recente
mostrou que genes envolvidos na resposta imune, como o gene IGSF3
(Immunoglobulin Superfamily Member 3) estdo dentro dos mais polimérficos do
genoma e que polimorfismos em regides codificantes que afetam as sequencias e/ou
funcdes de proteinas sdo os menos frequentes no genoma humano (106). Estas
informagdes junto com nossos resultados sugerem nado haver uma relagdo das
variantes destes genes com o fenétipo dos nossos pacientes. Por tanto, optamos por
continuar nossas analises investigando alteragbes raras em genes diretamente
relacionados com a tireoide. Contudo, os resultados deste estudo sobre genes
alterados e variantes em comum ainda podem ser mais explorados com analises in

silico e até ensaios funcionais para determinar seu envolvimento nas DTs.

Em nosso primeiro trabalho publicado com parte dos resultados deste estudo,
onde relatamos o resultados do sequenciamento do exoma de dois tecidos ectdpicos,
descrevemos uma lista de genes candidatos para DT (107). Esta lista foi
cuidadosamente criada coletando dados de trabalhos que ja relacionaram mutagées
genéticas com o desenvolvimento ou fungao tireoidiana, dos mais antigos aos atuais
(Anexo 5). Identificamos 750 variantes em 115 genes candidatos nos pacientes, e
apos aplicar os filtros de frequéncia e predicao, chegamos ao numero de 61 variantes
raras e deletérias presentes em 42 genes candidatos (Tabela 4). A maioria destas
variantes foi identificada em heterozigose e ndo observamos genes com varias
alteracdes em diferentes pacientes ou genes com mais de uma alteragdo no mesmo
paciente sugerindo uma heterozigose composta. Por tanto, podemos sugerir que a DT
nao teria um padrao de heranga recessivo classico. Algumas variantes identificadas
sao descritas na literatura em associagcao a fenoétipos distintos de mas formacgdes
cranio faciais (92-94), ao HC levando a disormonogénese por defeito na organificagao
do iodeto (95-97) e bocio (98, 99) e ainda em casos de cancer de tireoide (100), e ndo
identificamos mutagées ou outras variantes ja relacionadas com a malformagao
tireoidiana.

Dentre os mecanismos conhecidos que podem levar as falhas de
desenvolvimento tireoidiano estd o modelo poligénico, onde falhas distintas em

diferentes genes levam ao fendtipo de DT. Em modelo animal, ratos Pax8 +/- ou Titf1
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+/- ndo apresentaram alteragao no desenvolvimento da tireoide, enquanto ratos [Titf1,
Pax8] +/- apresentaram glandulas tireoides menores ou hemiagenesia (8). O modelo
poligénico €& justificado pelos fatos de mutagdes monogénicas causais serem
identificadas, até agora, em apenas uma pequena fragao de pacientes com DT (5%),
e que um padrao de heranga mendeliano é raramente observado (108, 109). Além
disso, ja foi observada uma discordancia de fendtipos entre irmaos portadores da
mesma mutagcdo, sugerindo o envolvimento conjunto de outros genes na
determinagao do defeito de desenvolvimento tireoidiano (42, 110). Como muitos dos
pacientes apresentaram variantes raras e deletérias em mais de um gene candidato,
verificamos a existéncia de interagdes entre estes genes alterados. Observamos
interacbes de média confidéncia entre os genes candidatos alterados de 5 pacientes,
mostrando que estes genes néo participariam de uma mesma fungao.

Algumas das variantes em genes candidatos se destacaram, como a troca
p.T574S no gene TSHR identificada no paciente 20 (hipoplasia). Nao identificamos a
alteragdo em 83 controles brasileiros normais, dentre estes, 33 sdo da mesma regiao
do paciente, mostrando ndo haver alguma prevaléncia regional para a alteragéo. Esta
variante nao é descrita na literatura em associacdo a malformacao tireoidiana ou
outros fendtipos. O TSHR é um dos genes classicos participantes da formagao e
funcado tireoidiana, sendo expresso durante o desenvolvimento da glandula (2).
Nossas analises in silico mostram que a alteragcao é deletéria e afetaria a funcao da
proteina. Também identificamos no paciente 20 a troca p.K101N no gene FGF3, que
foi a unica variante em homozigose observada na anélise de genes candidatos. O
FGF3 faz parte da familia FGF, proteinas que estdo envolvidos em diversos processos
bioldgicos, incluindo desenvolvimento embrionario, crescimento celular, morfogénese,
reparo de tecidos, crescimento e invasao tumoral (RefSeq, Jul 2018). Os FGFs sao
expressos no desenvolvimento de todo o aparato faringeo e sistema cardiovascular,
sua agao seria via o fator de transcricao TBX1 (111, 112). Também foi proposto que
a reducao de expressao de Fgf3 em ratos aumentaria o fenétipo de haploinsuficiéncia
de Tbx1, onde o Fgf3 colaboraria para o desenvolvimento do endoderma faringeo.
Porém, foi observado que os defeitos mais severos ndo ocorreram na presencga do
Fgf3 -/- (113). No paciente portador da alteracdo FGF3_p.K101N nao identificamos

variantes no gene TBX1 ou variantes em outros genes FGF. As nossas analises in
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silico mostraram que a variante apresenta potencial deletério e que nao haveria
interacdes entre o FGF3 e o TSHR.

Outra importante variante na analise de genes candidatos foi a troca p.S235X
no gene SFRP2, identificada no paciente 35 (ectopia). O SFRP2 é um dos
moduladores da sinalizacdo Wnt, participando do desenvolvimento de diversos
tecidos (RefSeq, Julho 2008) e foi associado a ectopia estando diferentemente
expresso em tecido tireoidiano (114). Por ser uma variante que causa um codon de
parada prematuro, a fungao da proteina estaria automaticamente comprometida, o
que também foi observado nas analises in silico. Sugerimos existir um significado
clinico para esta variante que pode estar relacionada ao defeito de desenvolvimento
do paciente. Assim, tanto a variante SFRP2 p.S235X no paciente 35 quanto as
variantes TSHR _p.T574S e FGF3_p.K101N no paciente 20 poderiam comprometer a
funcido das proteinas, esta predicdo devera ser confirmada em analises funcionais

futuras.

Diante destes primeiros resultados, voltamos nossas buscas para outras
regides que poderiam estar envolvidas na causa da doenga dos nossos pacientes. Os
FTs classicos estdo presentes desde os primeiros estagios da embriogénese
tireoidiana (7), contudo, nao identificamos estes FTs afetados por variantes raras e
deletérias. A expressdao de genes € controlada através da ligacdo dos FTs as
sequéncias motifs presentes nos promotores (115). Nao identificamos variantes raras
em motifs de ligagcado de FOXE1 e PAXS, indicando que a agéo destes FTs nao estaria
comprometida. Contudo, identificamos variantes raras e deletérias na regiao
codificadora de genes regulados por FOXE1 e PAX8, com a hipétese de que FOXE1
e PAX8 estariam se ligando corretamente aos respectivos motifs, porém a codificagao
dos genes estaria comprometida. Algumas variantes identificadas sdo descritas na
literatura em associagdo a fendtipos distintos de sindrome de Walker-Warburg e
distrofia muscular (101-103), e de HC levando a disormonogénese por defeito na
organificagcado do iodeto (95-97) e bdcio (98, 99). As analises de enriquecimento e
interacéo destes genes alterados regulados por FOXE1 e PAX8 mostraram nao haver
um envolvimento dos genes alterados com o desenvolvimento tireoidiano. Como
anteriormente nas analises de genes candidatos, ndo observamos mutagdes ou

outras variantes ja relacionadas com a malformacéo tireoidiana nesta analise. E



Discussao 68

importante destacar que nao descartamos a importdncia destes achados na
investigacdo sobre a doenga dos pacientes. Andlises futuras poderédo esclarecer o
significado destas alteragbes e trazer mais informagdes sobre os mecanismos do

desenvolvimento tireoidiano.

Apesar do papel de FOXE1 no desenvolvimento e fungao da tireoide ja ser bem
conhecido, poucas mutagdes causadoras de doengas ja foram descritas no gene (116-
122). Nossa investigacdo do exoma das 35 DTs nao revelou variantes raras e
deletérias nas regides codificadora e regulatérias do gene FOXET1. Entretanto,
identificamos 25 SNVs e 1 indel frequentes em diferentes populacdes, dentre elas as
variantes rs1867277 e rs71369530. A variante rs1867277 esta localizada na regiao
promotora de FOXE1. Foi proposto anteriormente um modelo de regulagdo de FOXE1
dependente do gendtipo de rs1867277, onde a presenga de um alelo A aumentaria a
suscetibilidade ao CT através do recrutamento dos FTs USF1/USF2 (123). Essa
regulacao alelo especifica aumentaria a atividade transcricional do promotor de
FOXE1. Da mesma forma, esse polimorfismo funcional foi associado como um fator
genético causador de fenda labiopalatina em um estudo de casos familiares (124).
Estas evidéncias nos levaram a estender a investigagdo do rs1867277 para mais
pacientes com DT em nossa coorte e em individuos normais brasileiros sem doenca
tireoidiana. Nossas analises mostraram uma forte associacéo do alelo A de rs1867277
com a presenca de DT em nossos pacientes, com uma maior predisposicao tanto na
presenca do gendtipo dominante quanto do recessivo. O polimorfismo rs1867277
também foi descrito em desequilibrio de ligagdo com a variante rs907577 (123),
localizado upstream a regiao promotora de FOXET e incluido dentro de um bloco de
risco para hipotireoidismo primario (104). Esta variante n&o foi identificada no
sequenciamento do exoma, por tanto foi necessario realizar sua genotipagem.
Contudo, a presenca do alelo menor C de rs907577 nao demonstrou correlagédo com
o defeito de desenvolvimento da tireoide dos nossos pacientes. Outros dois outros
estudos investigaram a presencga da variante rs907577 e ndo encontraram associagao
com fissuras orofaciais na populagéo chinesa (124, 125).

A variante rs71369530 afeta o comprimento da cadeia polialanina de FOXE1
(a maioria das contagens de alelos relatados sdo 164 e 14A13). A contagem de 1442

na cadeia polialanina de FOXE1 foi associada a um risco aumentado na ocorréncia
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de DT, com uma associagao mais forte com o grupo de ectopias. Por outro lado, a
presenca de 16" teria um efeito protetor contra a doencga, sugerindo que rs71369530
pode ser uma variante chave durante a embriogénese tireoidiana (126, 127). Da
mesma forma, foi demonstrado a associagdo da contagem de alaninas com a
ocorréncia de CT, entretanto, neste transtorno a contagem de 16*? foi considerada
um fator de risco (128). Assim, o padrdo de 16”2 afetaria inversamente o CT e os
defeitos de desenvolvimento da tireoide. A contagem de 16*'2 da rs71369530 também
foi descrita em desequilibrio de ligagdo com a variante rs1867277 em pacientes com
CT papilifero, sem ocasionar diferengas na expressao da proteina nem na ligagéo ao
DNA (129). Esta associagao do tamanho da cadeia de polialanina e o CT papilifero
nao seria autbnoma, dependendo da presenca de outros fatores de predisposigao,
como rs1867277 (130). Esses achados revelaram um duplo papel de FOXE1 desde o
inicio da formacéao do primérdio tireoidiano até a ocorréncia de doengas malignas da
tireoide. Estas informacdes nos levaram a também incluir o SNP rs71369530 em
nossas analises. Observamos a associagdo do alelo menor de rs71369530 (144) com
a DT na comparagao com ABraOM, e o mesmo resultado observado na comparacéao
do padrao de heranga recessivo. No entanto, a comparagao com o nosso grupo CN
nao demonstrou os mesmos resultados, sem associacdo e ndo aumentando as
chances de desenvolvimento da doenga em ambas as analises (padrdes de alelos e
gendtipos). E de se notar que o grupo CN e a base de dados ABraOM s&o compostos
por dados de individuos brasileiros. O ABRAOM inclui dados de maiores de 60 anos,
da cidade de Sao Paulos, sem doencas de base, mas nao possui informagdes sobre
a fungao tireoidiana destes individuos (76). Nosso grupo CN é mais heterogéneo em
idade e inclui individuos das cidades de Sao Paulo (como a coorte ABraOM) e Marilia
(pais de pacientes) no estado de Sao Paulo e da cidade de Salvador (como a maioria
dos nossos casos de DT) na Bahia. A populagao brasileira tem origem diversa, o que
afeta a ancestralidade genémica e pode causar prevaléncias regionais envolvendo
diferencas genotipicas. A distribuicdo da populacdo no vasto territorio brasileiro,
fatores ambientais e até mesmo o desenvolvimento econdmico ja foram apontados
como os principais fatores que seriam responsaveis pela heterogénea genética
brasileira (131, 132). Especulamos a existéncia de diferengas regionais que levam a

alguma prevaléncia genética envolvendo nosso grupo CN e a populagéo do ABraOM,
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assim como ndo descartamos o fato de que as diferencas no numero de individuos
em cada grupo controle podem ter afetado os resultados.

Apoés observar a associacao individual das variantes rs1867277 e rs71369530
com DT, também verificamos que a combinagdo dos gendtipos alterados das duas
variantes demonstrou uma associagdo ainda maior (Tabela 10). Nikitski et al.
descreveram a acgao independente do alelo A de rs1867277 no CT papilar, enquanto
o efeito de 16”@ de rs71369530 dependeria da presenca de outros fatores (130). Os
autores propuseram que o papel deletério de rs71369530 seria causado por sua
presenca em um forte desequilibrio de ligagdo com outras variantes de risco, como a
rs1867277. Considerando este mesmo modelo, ja que em nossos casos observamos
a associacao independente de rs1867277 e de rs71369530 e uma associacdo mais
forte na avaliagao conjunta dessas duas variantes com a DT, investigamos o efeito de
outras variantes dentro do mesmo bloco cromossdmico. Utilizando os dados do
sequenciamento do exoma das 35 DTs, identificamos outras 4 variantes dentro desta
regidao (rs7849497, rs1867278, rs1867279 e rs1867280) que exibiram associagao
individual com as DT na comparagao com ABraOM. A alteracao rs7849497 nao possui
informacdes da literatura, apenas informacdes de frequéncia nas bases de dados.
Portanto, nao foi possivel reunir informagdes genéticas e fenotipicas sobre as causas
da presenga do alelo menor desta variante em estudos ja publicados. As alteragbes
rs1867277, rs1867278, rs1867279 e rs1867280 estdo dentro de um bloco de
desequilibrio de ligacdo no cromossomo 9922 ja relacionado com malformagéo de
labio leporino com ou sem fenda palatina (CL/P) (133, 134) e com CT (123, 129, 135,
136). A variante rs1867278 foi avaliada em um estudo familiar e apresentou a maior
associagdo com CL/P (133). As variantes rs1867279 e rs1867280 nao foram
identificadas em CL/P com casos de HC ou CT, mas analises in silico mostraram que
ambas as alteragdes podem modular a expressao de genes relevantes envolvidos na
morfogénese tireoidiana por meio da modificacédo dos sitios de ligacdo do fator de
transcricdo. No entanto, os autores propdem um modelo de resposta disruptiva em
que etnia, fatores ambientais e os dois SNPs atuam juntos para produzir o fenétipo
(137). Apesar de observar essa associagao significativa das 6 alteragdes no exoma
de 35 casos de DT, estes resultados ndo se repetiram quando se comparou com
populacdo do 1000G. Especulamos que este resultado pode ser uma consequéncia

da grande diferenca entre o numero de individuos, 35 DTs contra 2504 individuos no
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banco de dados 71000G. Importante relembrar que nossas analises anteriores que
associaram as variantes rs1867277 e rs71369530 utilizando o banco de dados 1000G
incluiram toda a casuistica de 71 casos de DT. Esses resultados sugerem que nao
apenas as variantes rs1867277 e rs71369530 podem estar envolvidas na
predisposicao para malformacdes da tireoide, mas também variantes presentes
dentro deste bloco no cromossomo 9922, como em estudos anteriores que mostraram
que variantes na regidao do promotor de FOXE 1 estavam associadas com a ocorréncia
de HC e com CT nao medular familiar (104, 138). Um estudo de desequilibrio de
ligacdo com maior quantidade de amostras pode fornecer mais informagdes sobre a
associagdo de todas essas variantes no gene FOXE71 com os defeitos na
embriogénese da tireoide.

Para completar as analises de FOXE1, avaliamos as variantes na regiao 3’UTR
e verificamos que nenhum dos sitios conservados de ligagdo de miRNAs na regiao
3'UTR de FOXET1 foi alterado ou comprometido. Os miRNAs desempenham um papel
importante durante a embriogénese e estudos tém mostrado que a desregulagao de
miRNAs especificos pode levar a erros no desenvolvimento da glandula tireoide, com
ruptura do tecido tireoidiano e poucas estruturas foliculares(139, 140). Para que a
regulacdo mediada por miRNAs ocorra, € essencial o pareamento da sequéncia seed
dos miRNAs com as regides complementares presentes, na maioria dos casos, nas
regides 3’'UTR do RNAm (141). Regides parcialmente complementares sdo muito
comuns em animais, mas impedem a regulagao por miRNAs (142). Com estes dados,
as variantes presentes na regidao 3’'UTR de nossos pacientes ndo estariam associadas

a causa da DT.

Apods a introdugdo das tecnologias de sequenciamento de nova geragao,
diversos trabalhos vém mostrando que a malformacao tireoidiana também pode estar
associada a presenca de variantes em genes relacionados a sintese hormonal
tireoidiana. Ja foram descritas mutagdes no gene TPO como causa de hipoplasia
tireoidiana, sendo que a proteina € responsavel pela etapa de ligacédo do iodo a
tireoglobulina na produgédo dos hormdnios tireoidianos (52). Wang et al. mostrou os
genes DUOX como patogénicos, sendo DUOXAZ2 o gene variante mais comum em
disgenesias e DUOX2 o gene variante mais comum em casos de glandula in situ (105).

O estudo brasileiro conduzido por Kizys et al, descreveu uma extensa analise do gene
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DUOX2 em uma coorte de pacientes com DT (53). O trabalho utilizou da tecnologia
de WES e buscou avaliar a causa da DT nos pacientes, finalizando com a descricédo
de diversas variantes no DUOX2 com a funcao deletéria em ectopias tireoidianas. Em
nossos pacientes, também identificamos variantes deletérias no gene DUOX2 e as
analises in silico mostraram que todas seriam prejudiciais, implicando em alteragbes
nas interacdes moleculares ou modificando a estrutura tridimensional da proteina. Isso
nos mostra que estas variantes podem ser relevantes e um estudo funcional esta em
andamento para fornecer mais informagcdes sobre a agao dessas alteragdes e uma

possivel relacdo na causa da doencga dos pacientes.

Para completar as analises procuramos por regides cromossOdmicas alteradas.
A dissomia uniparental parcial € a herangca de duas cépias de uma regiao
cromossémica de um mesmo genitor, que gera regides em homozigose e pode levar
a expressao de variantes deletérias (143). Utilizando os dados do sequenciamento do
exoma identificamos duas regides em homozigose em dois pacientes, porém sem
variantes raras dentro das regides. Dessa forma, a presenga de homozigosidade nao
foi associada as DTs neste estudo.

Também analisamos a presenga de regides cromossémicas duplicadas ou
deletadas. As CNVs tém surgido como um componente genético importante de
doencas, como cancer, autismo, doengas do desenvolvimento, entre outras (54, 55).
Nos ultimos anos, foram desenvolvidas novas ferramentas que permitem identificar
CNVs através dos dados do sequenciamento de exoma. Utilizando esta linha de
analises, identificamos 10 CNVs presentes em 12 dos nossos pacientes, sendo que 2
destas CNVs (ambas duplicagbes) envolviam a sequéncia codificante de genes
(LOC283177 e AHNAK?2), nao relacionados com a embriogénese da tireoide. Este
resultado esta de acordo com a literatura, que indicam que as CNVs nao sido os

eventos genéticos principais das causas da DT (54, 114).

Por fim, realizamos uma ultima analise avaliando todas as informagdes sobre
variantes que identificamos nas etapas anteriores. O objetivo desta etapa foi
correlacionar as variantes em diferentes genes com informagdes contidas na literatura

e com o fendtipo e dados bioquimicos dos pacientes. Ao reunir todos os achados de
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cada exoma, verificamos que 97,1% dos pacientes possuiam variantes em genes
diretamente relacionados com o desenvolvimento e/ou funcéo tireoidiana.

Nao observamos qualquer prevaléncia de fenotipos ou genes alterados, assim
como nao havia correlagdo com os dados bioquimicos, reforcando a inexisténcia de
um padrao genético para as causas da DT, o que ja foi observado em morfologias
distintas de desenvolvimento tireoidiano, como agenesia e ectopia, sendo
representadas pela mesma causa genética (10, 144). Num modelo poligénico,
podemos considerar que a combinagao de variantes em diferentes genes pode estar
relacionada com o desenvolvimento de DT em nossos casos. Verificamos esta
hipétese com as analises de interagdo, onde observamos interagcdes de alta
confidéncia. Dentre estas interagdes, algumas foram observadas entre genes que ja
foram descritos na morfogénese tireoidiana, como no paciente 3 (agenesia) que
possui variantes nos genes PAX3 e ISL1 com uma pontuagdo com tendéncia a alta
confidéncia. A expressao do gene ISL1 foi descrita como presente desde a etapa de
diferenciacado e brotamento, até a migragdo e as fases finais do desenvolvimento
tireoidiano (145). O gene PAX3 é potencialmente envolvido com defeitos de
desenvolvimento que levam a hipoplasia tireoidiana (2), e apesar do paciente possuir
auséncia do tecido, ndo descartamos o envolvimento conjunto das variantes nestes
genes na presenga das DT. Ja no paciente 33 (ectopia) verificamos uma interagao
ciclica entre os genes JAG1, RUN2 e BMP4 de média a alta confidéncia. Os genes
RUNX2 e BMP4 estao envolvidos com o desenvolvimento de diversos outros tecidos
(Ensembl). O BMP4 é um ligante do receptor BMP ativando a via BMP, que
recentemente se mostrou extremamente necessaria durante os primeiros estagios do
desenvolvimento do endoderma cardiaco e tireoidiano (146). Ja o gene Jag1 seria
necessario durante a proliferacdo e manutencédo do estado diferenciado das células
tireoidianas em modelo de zebrafish, atuando como um fator de predisposi¢ao para
varios defeitos de desenvolvimento tireoidiano (147). Os resultados de interagéo
demonstram que os trés genes participariam de uma mesma fungdo compartilhada, e
as variantes poderiam estar envolvidas no defeito do paciente.

Também observamos interagdes de alta confidéncia entre o gene FOXE1T e
outros genes. No paciente 20 (hipoplasia) observamos a interagdo entre os genes
FOXE1 e TSHR, com pontuacgao de alta confidéncia. O TSHR é expresso durante o

estagio de expansao das células diferenciadas da tireoide (2). As variantes em ambos
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0s genes se mostraram deletérias e associadas com a DT, o que poderiam contribuir
para o fendétipo do paciente. Também consideramos que as interagdes entre FOXE1
e TPO no paciente 1 (agenesia) e TG nos pacientes 2 (agenesia) e 34 (ectopia)
poderiam estar associadas a malformacéo tireoidiana. O TPO é um dos genes mais
alterados em HC severo e DT (148), sendo que casos de hipoplasia tireoidiana ja
foram associados a variantes neste gene (52). Da mesma maneira, alteragées no
gene TG também foram identificadas em casos de TD, porém em menor prevaléncia
(149). A interagdo de TPO e TG com o fator de transcricdo FOXE1 se da também
porque FOXE1 esta presente ndo apenas no desenvolvimento mas também na
manutencgao do tecido tireoidiano, indispensavel também para a fungao da glandula
(2).

Finalmente, verificamos uma interagdo de alta confidéncia entre os genes
SPARC e COL1A1, alterados no paciente 31 (ectopia). O SPARC nao esta envolvido
diretamente com o desenvolvimento tireoidiano, foi descrito como regulador da
proliferacdo de células endoteliais (150) e participa do desenvolvimento de outros
tecidos, como coragao, ouvido interno e pulméo (Ensembl). O gene COL1A1 ja foi
associado ao cancer e teria influéncia na invasdo do cancer de tireoide, atuando na
progressao do CT papilifero (151). Hipotetizamos que o mesmo efeito de invaséo no
CT possa estar envolvido no movimento defeituoso de migragédo participando da
formacao da ectopia tireoidena no paciente 31. A interacdo de maior confidéncia foi
observada no paciente 15 (hipoplasia) entre os genes DUOX2 e DUOXA1. As
proteinas DUOX geram o H2O2 necessario para a organificagdo do iodeto na
hormonogénese tireoidiana (30), e os genes da familia DUOX se localizam no
cromossomo 15 de maneira contigua e cada uma das isoformas DUOX/DUOXA
compartiiham do mesmo promotor bidirecional (152). Logo, é esperado uma alta
confidéncia de interacdo entre os genes. E importante considerar que apenas os
complexos DUOX1/DUOXA1 e DUOX2/DUOXA2 sao funcionais, sendo o complexo
DUOX2/DUOXA2 o mais expresso na tireoide e com maior eficiéncia na produgao de
H202 (153). Apesar de sua conhecida agdo na hormonogénese, diversos estudos
mostram os genes DUOX2 e DUOXA?Z2 alterados com alta frequéncia em pacientes
com DT (53, 105, 148, 149), principalmente em casos com glandula in sito (105), como

no paciente 15.
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Em resumo, nossas analises associaram variantes no gene FOXE1 ao defeito
de DT e identificaram genes e variantes potencialmente importantes para o
desenvolvimento da tireoide. Nao descartamos a necessidade de ensaios funcionais
e até mesmo o uso de modelos animais que podem fornecer dados mais conclusivos
sobre estes resultados. Alguns ensaios ja estdo em andamento junto ao nosso grupo
de pesquisa, e ainda é possivel reanalisar os dados dos exomas dos pacientes com
novas ferramentas que surjam e assim trazer novos dados sobre a genética da
embriogénese tireoidiana. Os resultados de interacdo observados reforcam a
necessidade de uma pesquisa mais ampla de pacientes com DT, onde o foco durante
muitos anos foi apenas a pesquisa por alteragcbes monogénicas, agora considerando
uma possivel doenga poligénica. Ainda deve ser considerado que outros mecanismos
podem estar envolvidos, como mutagées somaticas precoces, eventos pés zigoéticos

e modificagcbes epigenéticas (2, 43, 154).
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6 CONCLUSOES

Este estudo permitiu um amplo rastreamento de variantes em casos de DT e
identificar variantes com potencial relevancia clinica nestes pacientes. Os resultados
sugerem que genes até entdo ndo associados as DTs podem estar envolvidos na
doenga. Os polimorfismos no gene FOXE1 foram fatores de risco para o
desenvolvimento de malformagdes da tireoide. Os dados também reforcam a
inexisténcia de um padrao genético unico para as causas da DT e, além disso, que 0s
modelos poligénico ou de multiplos fatores podem estar relacionados com as falhas
de desenvolvimento da tireoide, os quais devem ser mais explorados. N&o
descartamos a necessidade de ensaios funcionais e até mesmo o uso de modelos
animais que podem fornecer dados mais conclusivos a associacao destas variantes

com a DT.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.916.115

Apresentacao do Projeto:

O hipotireoidismo congénito (HC) constitui a sindrome enddcrina pediatrica mais frequente cuja principal
causa é a disgenesia tireoidiana (DT). A DT decorre de defeitos embriolégicos que provocam agenesia
glandular, ectopia ou hipoplasia. Até 0 momento, as causas genéticas foram identificadas em somente 5%
dos casos de DT, envolvendo mutagdes nos genes PAX8 e do receptor de TSH, e em FOXE1, NKX2.1,
NKX2.5 e TBX1 associadas a outras malformagdes. Neste estudo propomos ampliar a investigagao das
bases moleculares da disgenesia tireoidiana através da pesquisa de altera¢des génicas no exoma completo
e regides regulatorias (UTRs e de ligagao de microRNAs) de pacientes com DT, visando identificar aquelas
com significado clinico, através de sequenciamento de nova geragdo. Para tanto, sera realizada a
construgao de biblioteca e captura que permitira sequenciar 71Mb por amostra (SureSelect Exome V6+UTR
Capture Library, Agilent) em plataforma lllumina® NextSeq™ 500.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Este projeto tem como objetivo ampliar o estudo das bases moleculares do
hipotireoidismo congénito causado por disgenesia tireoidiana, através da pesquisa de altera¢des génicas
com relevancia clinica no exoma completo e em sequencias regulatorias (regides UTRs e de ligagdo de
microRNas), utilizando sequenciamento de nova geragdo, em uma coorte de
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pacientes com DT cuidadosamente caracterizada em termos bioquimicos e
morfoldgicos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Nao ha riscos.

Beneficios: Este estudo é inédito e contribuira na literatura com o conhecimento das bases moleculares do
HC e das disgenesia tireoidiana e permitira aprofundar o conhecimento do desenvolvimento “normal” da
glandula tiredide.moleculares do HC e das disgenesia tireoidiana e permitira aprofundar o conhecimento do
desenvolvimento “normal” da glandula tiredide.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Analises de bioinformaticaOs resultados do sequenciamento serdo analisados considerando 1) a casuistica
toda, para investigar alteragoes associadas a DT e 2) cada um dos grupos: ectopia, atireose ou hipoplasia,
para avaliar caracteristicas genéticas especificas de cada fenétipo. As sequencias serdo avaliadas quanto a
qualidade no software R (v.3.1.2) por meio do pacote Rqc, disponivel no repositério Bioconductor, e
alinhadas com sequéncia de referéncia do genoma humano (GRCh37/hg19) por meio do alinhador BWA-
MEM e indexados no samtools. As sequencias serdo analisadas usando ferramentas especificas do
software GATK, as variantes identificadas serdo anotadas usando os softwares snpEff e ANNOVAR, de
forma a atribuir no conhecimento biologico a respeito de sua fungdo. As anotagdes escolhidas incluirdo
dados sobre a regiéo genémica e genes, frequéncia populacional (1000 Genomes, ESP6500), impacto
funcional, escores de predigao de patogenicidade (como pelo PolyPhen-2),

conservacgdo, entre outros.Serdo utilizados também algoritmos especificos para identificar variagdes de
numero de copias por meio das ferramentas ExomeCNV, Conifer, Canoes e outras aberragdes
cromossOmicas como dissomia uniparental. Apos a identificacdo das variantes (SNPs, indels e CNVs) e sua
anotacao funcional, estas serdo priorizadas para posterior analise e validagéo por meio da aplicacao de
filtros que levam em consideragéo o efeito funcional na proteina, a frequéncia populacional em bancos de
dados como o 1000 Genomes e ESP6500, alem de mencao em bancos de dados de alteragcdes gendémicas
estruturais (no caso das CNvs), como DGV (Database of Genomic Variants e DECIPHER (Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl Resources ou de mutacoes e variantes
pontuais como o Clinvar. O software DAVID sera utilizado para classificagdo funcional de genes com
variantes de interesse, por meio de classificagdo com Gene Ontology, agrupamento

de familias génicas, e vias de sinalizagdo. Anélises para montagem de redes génicas também serao
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realizadas os genes identificados com o auxilio das ferramentas GeneMANIA e Cytoscape. Validagdo da
variantes génicas (SNPs e pequenas indels)As alteragdes identificadas serao validadas através de
sequenciamento de Sanger. As regides serdo amplificadas por PCR, utilizando iniciadores especificos
desenhados com o auxilio do programa PRIMER 3. O produto de PCR sera purificado com enzima
ExoSAPIT ® (USB Corporation, EUA) e sequenciado utilizando o estojo BigDye® Terminator v3.1 (Life
Technologies, Foster City, CA) em equipamento ABI PRISM 3130xlI (Life Technologies, Foster City, CA). O
resultado sera analisado e comparado a sequéncia referéncia (GRCh37/hg19). Validagéo de CNVs por PCR
quantitativa (QJPCR)O DNA extraido seréa utilizado para a reacédo de qPCR utilizando o estojo SYBR® Green
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, EUA). Os primers para cada CNV identificada serdo localizados na
regido de CNV sobreposta entre as amostras de um mesmo grupo. Os primers serdo desenhados utilizando
o PRIMER 3, com o auxilio das ferramentas DNA Calculator e IDT OligoAnalyzer. Como controle enddgeno
serdo desenhados primers proximos, mas fora da regido de CNV.O ensaios de qPCR serdo submetidos a
ciclagem no aparelho Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA). As reacbes serdo realizadas em triplicata e o valor de Ct (threshold cycle) sera obtido utilizando o
Applied Biosystem software (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), as triplicatas serao submetidas a
analise do desvio padrdo (SD<1).0 numero de cépias das regides encontradas sera avaliado por
quantificacao relativa, pelo método comparativo de Ct (2 (-Ct), onde Ct = Ct amostra teste — Ct controle
referéncia). Analise estatisticaAs analises estatisticas serdo realizadas utilizando o programa

GraphPed Prisma 5.01 utilizando célculos adequados para os resultado obtidos, sendo um valor de p 0,05
considerado estatisticamente significativo

Neste estudo serdo incluidos 45 pacientes com HC por DT agrupados por fenétipo: ectopia, atireose e
hipoplasia (n=15 por grupo).

Todos casos esporadicos, dos quais dispomos de DNA de sangue periférico, sendo que os pacientes
com ectopia e agenesia ndo apresentam mutagdes no gene PAX8 e os hipoplasicos no TSHR. O
diagnostico neonatal e 0 acompanhamento desses pacientes esta sendo realizado pela APAE Salvador, em
colaboragédo com o Dr Prof Dr Helton Ramos da Universidade Federal da Bahia, UFBA.
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Amostras de DNA de sangue periférico de individuos sem doenca tireoidiana seréo utilizadas como
controles para responder se as variantes podem ser consideradas mutagdes ou polimorfismos. Ja dispomos
de 150 amostras de DNA de individuos controles normais.

Para o sequenciamento global do exoma expandido (WES-expandido), sera empregada a plataforma
lllumina® NextSeq™ 500 (lllumina, Inc., EUA), em parceria com o Centro de Oncologia Molecular, Instituto
Sirio-Libanés de ensino e Pesquisa. A primeira etapa consiste na construgdo de bibliotecas e o
enriqguecimento do exoma utilizando o SureSelectXT Human All Exon V6+UTR Capture Library (Agilent
Technologies, EUA), que enriquece o exoma, regibes UTR, regides de ligacdo de microRNAs, capturando
71 Mb por amostra.Para o sequenciamento de alta performance sera utilizado o kit NextSeq 500 High
Output v2 (300Cycles) (lllumina Inc. EUA) com cobertura média calculada e esperada para cada amostra de
aproximadamente 140X.

Consideracgoes sobre os Termos de apresentacéio obrigatdria:

A folha de rosto esta preenchida, datada e assinada pelo pesquisador principal e pelo responsavel
institucional.

Os pesquisadores se comprometem com o sigilo e confidencialidade de todo e qualquer dado obtido, bem
como com a privacidade dos participantes da pesquisa.

TCLE:

As amostras de sangue utilizadas neste estudo foram utilizadas em estudo anterior intitulado “Pesquisa de
mutagdes de genes implicados na morfogénese tireoidiana e cardiovascular: estudo clinico e molecular em
coortes de pacientes com disgenesia tireoidiana e cardiopatia congénita” que foi aprovado pela comisséo de
Etica Médica do Hospital Santa Izabel (Parecer N° 47/11) e Hospital Universitario Edgar Santos (Parecer N°
125/2011) e todos os participantes deram consentimento formal antes da coleta e conservacdo de material
biologico, apés informagao sobre o estudo.

Recomendacbes:
Nenhuma

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
Aprovado

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, o CEP FAMEMA, de acordo com as atribui¢des definidas na Resolugdo CNS
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o

466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS manifesta-se pela Aprovagédo do Projeto de

Pesquisa.

Aprovado: Retirar Documentos assinados pelo CEP/FAMEMA apés 01/10/18

Observagéo: O CEP FAMEMA informa que, a partir da data de aprovagao, é necessario o envio de relatérios

parciais (anualmente), e o relatorio final, quando do término do estudo

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Outros Justificativa_emenda_FAMEMA.pdf 17/08/2018 [lleana Rubio Aceito
11:22:21

Outros Sgarbiparticipante.pdf 10/07/2018 |lleana Rubio Aceito
11:04:02

Qutros Justificativa_da_emendaZ2.doc 27/02/2018 |lleana Rubio Aceito
09:59:08

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 20/04/2016 |lleana Rubio Aceito

Brochura 11:12:23

Investigador

TCLE /Termos de |TCLE.pdf 20/04/2016 |lleana Rubio Aceito

Assentimento / 11:08:57

Justificativa de

Auséncia

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

MARILIA, 25 de Setembro de 2018

Assinado por:
Maria José Sanches Marin

(Coordenador(a))
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Anexo 2: Dados clinicos e laboratoriais dos 35 pacientes selecionados para sequenciamento WES

Pt Gn (TmSLl;II/I;fI?) (m-IL-J?/lr:lL) (ng/tél) (n-lg-;;rJL) (ngT/?nL) USG  Fendtipo
1 F 182 100 0,04 0,53 0,2 AG AG
2 F 344 100 0,08 0,8 0,2 AG AG
3 M 124 252 0,4 - 0,5 AG AG
4 F 468 100 0,02 0,42 0,5 AG AG
5 F 1057,6 100 0,808 7,68 0,8 AG AG
6 F 701 - - - 0,2 AG AG
7 F 1397,5 27,56 2,46 18,75 1 AG AG
8 F 150 - - - 1 AG AG
9 F - - - - 0,2 AG AG
10 F 100 17,49 1,07 17,49 0,2 AG AG
11 F 100 48,83 1,78 14,91 1,2 TP HP
12 M 332 100 0,18 1,47 21 TP HP
13 M 36 158,3 - 4,54 10 TP HP
14 F 1741 100 0,588 5,33 23,6 TP HP
15 M 124 100 0,131 1,5 3,4 TP HP
16 F 12,9 83,17 0,431 3,5 7,8 TP HP
17 F 41 35,88 1,04 9,77 12,9 TP HP
18 M 24,9 100 0,46 3,34 18,2 TP HP
19 M 402 4,21 1,04 8,84 6 TP HP
20 M 10,3 10,53 1,33 - 23,5 TP HP
21 F 40,7 19,1 0,7 6,03 57 TP HP
22 M - 100 0,22 4,43 6,5 TP HP
23 F - - - - 35,8 TP HP
24 F 562 222,35 0,01 0,1 128 AG EC
25 F 53,6 86,72 0,81 6 16,9 AG EC
26 F 91,4 100 - - 4,5 AG EC
27 F 19,3 34,59 1,08 6,63 1,9 AG EC
28 F 12,8 0,136 2,61 21,6 47,4 AG EC
29 M 48,9 43,47 0,81 6,65 21 AG EC
30 F 91,5 95 0,584 4,82 16 AG EC
31 M 174 100 0,32 1,05 17,3 AG EC
32 M 358 100 - 1,53 28,7 AG EC
33 F 44.8 14,63 1,2 11,95 73,2 AG EC
34 F - - - - - AG EC
35 M - - - - - AG EC
Valor de <10 0,3-4,0 0,9-2,6 8,2-16,6 2,0-70
referéncia mU/L mU/L pg/dL pg/dL ng/mL

Pt: paciente; Gn: género; USG: ultrassonografia; TP: topica; AG: agenesia; HP: hipoplasia; EC: ectopia.



Anexo 3: Primers (iniciadores) utilizados nas analises de sequenciamento Sanger

Gene

Sequéncia do primer foward (5’ - 3’) Sequéncia do primer reverse (5’ - 3’)

DUOX2_rs764517475
DUOX2_ rs200459845
DUOX2_rs113632824
DUOX2_rs530719719
DUOX2_rs143818717
DUOX2_rs201197899
FOXE1_rs907577
FOXE1_rs1867277
FOXE1_rs71369530
TSHR _rs71369530

GGGAAGCTGAAGTCCTGAGA
GCTGGAGCCCCTCCT
AGTCTGTCCTGGTTGGCATC
GTTCTCCTGGCTGCAAAGAC
CTTCCCATCCCAGTGACTTC
GAGGGATGGGGCAACAGT
GCTACCTCTACCACACAGTT
GCCCAGCGCCAGTACTAACT
CGGGTAAGGGCAACTACTG
TGGACCGGAAGATCCGCCTC

TGAAGATTTGGCCTCTGTCG
GACCCCATGGCCAGTATAGA
CACCCTATGAGTCCCAGGAG
GATATGTGGGTGGGGCCTA
GCACCCTCAATCTTGATCCT
AGGCTGAGGAGCAGTCTGAG
TGAAAGGACGGGCTCAT
GGCTACCGTGAAGGAAGAGC
AGGAACCAGGCCGAAGA
CGAGACCGTATATAACAAA




Anexo 4: Dados de sequenciamento das 35 amostras de disgenesias selecionadas para WES

Paciente Total de Bases n3o Bases cobertas (%)
bases cobertas 1-30x 230x =50x =2100x =150x =200x

1 85462805 813 35,88 64,12 35,13 8,87 3,18 0,91
2 85497073 720 3294 67,06 3898 11,33 4,34 1,42
3 85523735 751 29,27 70,73 43,67 11,9 3,84 1,12
4 85487248 714 29,93 70,07 43,16 11,56 3,97 1,27
5 85534264 734 2841 71,59 44,57 12,28 4,12 1,28
6 85586552 555 22,16 77,84 54,14 1715 7,22 3,33
7 85533572 771 24,04 7596 51,88 16,16 7,29 3,62
8 85587680 675 19,37 80,63 59,88 2155 9,92 5,55
9 85560843 711 23,06 76,94 53,55 17,26 7,82 3,98
10 85544084 813 2544 74,56 49,44 15,05 6,51 2,95
11 85442290 810 3548 64,52 36,13 10,01 4,06 1,4
12 85538689 636 22,57 77,43 5421 17,37 7,53 3,65
13 85581752 566 18,83 81,17 59,24 20,67 8,42 3,81
14 85537335 634 25,16 74,84 49,24 1449 5,09 1,74
15 85557368 575 20,75 79,25 56,03 18,49 7,17 2,96
16 85574650 583 19,56 80,44 57,67 19,81 7,78 3,22
17 85587560 652 20,44 79,56 56,26 18,89 7,55 3,23
18 85456008 798 35,82 64,18 3528 8,83 2,99 0,84
19 85274426 509 14,89 85,11 66,69 2759 12,08 6,17
20 85604253 537 16,37 83,63 63,16 23,93 10,22 5,02
21 85490385 837 36,80 63,20 34,16 8,29 2,45 0,56
22 85564166 674 23,45 76,55 51,61 1589 6,48 2,77
23 85506296 845 27,05 7295 47,72 1418 6,44 3,10
24 85510700 713 32,09 67,91 39,26 10,03 3,56 1,05
25 85469238 870 37,11 62,89 33,67 7,99 2,39 0,54
26 85534821 622 23,87 76,13 51,1 1541 5,74 2,16
27 85559233 600 23,58 76,42 51,58 1566 5,96 2,32
28 85496000 752 29,54 70,46 43,69 11,7 3,99 1,29
29 85540247 689 24,44 75,56 50,25 14,84 5,63 2,16
30 85529796 728 27,33 72,67 46,44 13,39 5,26 2,05
31 85564594 647 21,42 78,58 54,78 17,76 7,37 3,32
32 85577015 633 19,18 80,82 58,82 20,45 8,7 4,19
33 85584636 643 19,4 80,6 58,27 20,2 8,44 3,91
34 85450281 818 354 64,59 36,18 9,05 3,02 0,85
35 85570230 701 22 78 54,93 18,67 7,53 3,24




Anexo 5: Genes candidatos avaliados neste estudo (continua)

Gene Nome Ref
ABCA13 ATP binding cassette subfamily A member 13 (114)
ACTA1 Actin, alpha 1, skeletal muscle (114)
ANKRD36B Ankyrin repeat domain 36B (107)
APEX1 Apurinic/Apyrimidinic Endodeoxyribonuclease 1 (155)
ARNT Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (156)
ATP2A1 ATPase Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca2+ Transporting 1 (114)
BCL2L1 BCL2 Like 1 (157)
BCL2L12 BCL2 like 12 (157)
BGN Biglycan (114)
BMP4 Bone morphogenetic protein 4 (158)
C9orf70 GLIS3 antisense RNA 1 (114)
CCDC114 Coiled-coil domain containing 114 (53)
CDCA8 Cell Division Cycle Associated 8 (68)
CECR1 Cat eye syndrome chromosome region, candidate 1 (114)
CFC1B Cripto, FRL-1, Cryptic Family 1B (159)
CGA Glycoprotein Hormones, Alpha Polypeptide (160)
CHGA Chromogranin A (114)
CHRD Chordin 4)

CKM Creatine kinase, M-type (114)
COL1A1 Collagen type | alpha 1 chain (114)
COL3A1 Collagen type Il alpha 1 chain (114)
CPEB4 Cytoplasmic polyadenylation element binding protein 4 (114)
CREB1 cAMP responsive element binding protein 1 (161)
CYBB Cytochrome b-245 beta chain (114)
DUOX1 Dual oxidase 1 (6)

DUOX2 Dual oxidase 2 (6)

DUOXA1 Dual oxidase maturation factor 1 (6)

DUOXA2 Dual oxidase maturation factor 2 (6)

DUSP6 Dual specificity phosphatase 6 (114)
EDN1 Endothelin 1 (162)
EDN3 Endothelin 3 (114)
EEF1A2 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 (114)
EGR1 Early growth response 1 (114)
ENO3 Enolase 3 (114)
EYA1 EYA Transcriptional Coactivator And Phosphatase 1 (6)

FAU Ubiquitin Like And Ribosomal Protein S30 Fusion (163)
FBLN1 Fibulin 1 (164)
FGF10 Fibroblast growth factor 10 (113)



Anexo 5: Genes candidatos avaliados neste estudo (continuagao)

Gene Nome Ref
FGF12 Fibroblast growth factor 12 (113)
FGF2 Fibroblast growth factor 2 (113)
FGF3 Fibroblast Growth Factor 3 (113)
FGF8 Fibroblast growth factor 8 (113)
FGFR1 Fibroblast growth factor receptor 1 (113)
FGFR2 Fibroblast growth factor receptor 2 (113)
FGL2 Fibrinogen like 2 (114)
FLJ11127 Family with sequence similarity 105 member A (114)
FLJ32115 Endoplasmic reticulum protein 27 (114)
FOS Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit (114)
FOSB FosB proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit (114)
FOXA1 Forkhead box A1 (165)
FOXA2 Forkhead box A2 (165)
FOXE1 Forkhead box E1 (165)
FOXE3 Forkhead Box E3 (165)
FOXJ1 Forkhead box J1 (166)
FOXQ1 Forkhead Box Q1 (165)
FRS2 Fibroblast growth factor receptor substrate 2 (167)
FRS2A Fibroblast Growth Factor Receptor Substrate 2 (167)
FRZB Frizzled-related protein (114)
GATAS GATA Binding Protein 5 (163)
GLI2 GLI Family Zinc Finger 2 (6)

GLIS3 GLIS family zinc finger 3 (114)
GPNMB Glycoprotein nmb (114)
GSTT1 Glutathione S-transferase theta 1 (114)
HADHA 'I:?;Dirgxyacyl-CoA Dehydrogenase Trifunctional Multienzyme Complex Subunit (114)
HAND2 Heart- and neural crest derivatives-expressed protein 2 (12)
HES1 Hes Family BHLH Transcription Factor 1 (6)

HESX1 HESX homeobox 1 (6)

HHEX Hematopoietically-expressed homeobox (47)
HLA-DQA1  Maijor histocompatibility complex, class Il, DQ alpha 1 (114)
HLA-DQB1  Major histocompatibility complex, class Il, DQ beta 1 (114)
HOXA2 Homeobox A2 (6)

HOXAS3 Homeobox A3 (6)

HOXAS5 Homeobox A5 (6)

HOXB3 Homeobox B3 (6)

HOXD3 Homeobox D3 (6)

IGHG4 Immunoglobulin heavy constant gamma 4 (G4m marker) (114)



Anexo 5: Genes candidatos avaliados neste estudo (continuagao)

Gene Nome Ref
1GJ ISL LIM homeobox 2 (114)
IGSF1 Immunoglobulin superfamily member 1 (114)
INSL3 Insulin Like 3 (168)
ISL1 ISL LIM Homeobox 1 (6)

ISL2 ISL LIM homeobox 2 (6)

YD lodotyrosine deiodinase (6)

JAG1 Jagged 1 (159)
JAG3 Jagged 3 (159)
KDR Kinase Insert Domain Receptor (169)
KLF4 Kruppel like factor 4 (114)
LEFTY1 Left-Right Determination Factor 1 (170)
LHX3 LIM homeobox 3 (171)
LHX4 LIM homeobox 4 (171)
LOC440696 Homo sapiens similar to Heat shock protein HSP 90-alpha (114)
LYZ Lysozyme (114)
MIXL1 Mix Paired-Like Homeobox (172)
MKI67 Marker of proliferation Ki-67 (107)
MKRN1 Makorin ring finger protein 1 (114)
MS4A6A Membrane spanning 4-domains A6A (114)
MYBPC1 Myosin binding protein C, slow type (114)
MYC MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor (173)
NDR2 NDRG Family Member 2 (174)
NKX2-1 NK2 homeobox 1 (6)

NKX2-5 NK2 homeobox 5 (6)

NTN1 Netrin 1 (175)
PABPC1 Poly(A) binding protein cytoplasmic 1 (114)
PAX2 Paired box 2 (6)

PAX3 Paired Box 3 (36)
PAX8 Paired box 8 (114)
PBX4 PBX homeobox 4 (114)
PCSK2 Proprotein convertase subtilisin/kexin type 2 (114)
PDGFA Platelet Derived Growth Factor Subunit A (176)
PITX2 Paired Like Homeodomain 2 (107)
PLCXD1 Phosphatidylinositol specific phospholipase C X domain containing 1 (114)
PRKCE Protein kinase C epsilon (114)
PROP1 PROP paired-like homeobox 1 177)
RARRES1 Retinoic acid receptor responder 1 (114)
RASD1 Ras related dexamethasone induced 1 (114)



Anexo 5: Genes candidatos avaliados neste estudo (concluséo)

Gene Nome Ref
RNASEG Ribonuclease A family member k6 (114)
SFRP2 Secreted frizzled related protein 2 (114)
SHH Sonic hedgehog (6)
SIX1 SIX Homeobox 1 (178)
SLC26A4 Solute carrier family 26 member 4 (6)
SLC5A5 Solute carrier family 5 member 5 (6)
SMAD3 SMAD family member 3 (114)
SOX17 SRY-box 17 (6)
SOX2 SRY-Box Transcription Factor 2 (6)
SOX9 SRY-Box 9 (6)
TALA1 TAL BHLH Transcription Factor 1, (7)
TAZ Tafazzin (6)
TBX1 T-box 1 (179)
TCAP Titin-cap (114)
TG Thyroglobulin (6)
TGFB2 Transforming Growth Factor Beta 2 (180)
THRA Thyroid hormone receptor alpha (159)
THRB Thyroid hormone receptor beta (159)
THRSP Thyroid hormone responsive (114)
TNFAIP2 TNF alpha induced protein 2 (114)
TNNC2 Troponin C2, fast skeletal type (114)
TNXB Tenascin XB (181)
TPO Thyroid peroxidase (6)
TRA T-cell receptor alpha locus (114)
TRH Thyrotropin releasing hormone (6)
TSHb Thyroid stimulating hormone beta (6)
TSHR Thyroid stimulating hormone receptor (6)
TUBB1 Tubulin Beta 1 Class VI (182)
TWSG1 Thioredoxin interacting protein (183)
TXNIP Thioredoxin interacting protein (114)
TXNRD1 Thioredoxin Reductase 1 (184)
TYROBP TYRO protein tyrosine kinase binding protein (114)
VEGFA Vascular endothelial growth factor A (172)




Anexo 6: Genes regulados por FOXE1 (185) (continua)

Gene Nome

Adamts9 ADAM Metallopeptidase With Thrombospondin Type 1 Motif 9
Ahcy Adenosylhomocysteinase

Amigo3 Adhesion Molecule With Ig Like Domain 3

Ankrd37 Ankyrin repeat domain-containing protein 37

Atmin ATM interactor

Bcam Basal Cell Adhesion Molecule (Lutheran Blood Group)
Bet1 BET1 homolog

Casp4 Caspase-4

Cdh1 Cadherin 1

Coq10b Coenzyme Q10B

Creld2 Cysteine Rich With EGF Like Domains 2

Crip2 Cysteine Rich Protein 2

Ctgf Connective tissue growth factor

Ddit3 DNA Damage Inducible Transcript 3

Derl3 Derlin 3

Dnajb11 Dnad Heat Shock Protein Family (Hsp40) Member B11
Dnajb9 Dnad Heat Shock Protein Family (Hsp40) Member B9
Dnajc3 Dnad Heat Shock Protein Family (Hsp40) Member C3
Duox2 Dual Oxidase 2

Dusp5 Dual Specificity Phosphatase 5

Dynlirb2 Dynein Light Chain Roadblock-Type 2

Elovi2 ELOVL Fatty Acid Elongase 2

Engase Endo-Beta-N-Acetylglucosaminidase

Ero1lb Endoplasmic Reticulum Oxidoreductase 1 Beta

Etvs ETS Variant Transcription Factor 5

Fgf18 Fibroblast Growth Factor 18

Folr1 Folate Receptor Alpha

Ggct Gamma-Glutamylcyclotransferase

Gmppb GDP-Mannose Pyrophosphorylase B

HLA-DRA Maijor Histocompatibility Complex, Class Il, DR Alpha
Hsp90b1 Heat Shock Protein 90 Beta Family Member 1

Hspab Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 5
Hyou1 Hypoxia Up-Regulated 1

Igf2bp2 Insulin Like Growth Factor 2 MRNA Binding Protein 2
1123a Interleukin 23 Subunit Alpha

Krt20 Keratin 20

LOC365444

Manf Mesencephalic Astrocyte Derived Neurotrophic Factor



Anexo 6: Genes regulados por FOXE1 (185) (conclusao)

Gene Nome

Mfsd2 Maijor Facilitator Superfamily Domain Containing 2A
Nr4a2 Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A Member 2
Nupr1 Nuclear Protein 1, Transcriptional Regulator

Pdia4 Protein Disulfide Isomerase Family A Member 4
Prima1 Proline Rich Membrane Anchor 1

Prss8 Serine Protease 8

Ril Reversion-induced LIM

Riok3 RIO Kinase 3

S100a4 S100 Calcium Binding Protein A4

Sdf2l1 Stromal Cell Derived Factor 2 Like 1

Sec23b SEC23 Homolog B, COPII Coat Complex Component
Sell SEL1L Adaptor Subunit Of ERAD E3 Ubiquitin Ligase
Slit1 Slit Guidance Ligand 1

Tm4sf1 Transmembrane 4 L Six Family Member 1

Tmem140 Transmembrane Protein 140

Tmem66 Transmembrane Protein 66

Zfand2a Zinc Finger AN1-Type Containing 2A




Anexo 7: Genes regulados por PAX8 (186, 187) (continua)

Gene Nome

ACOT2 Acyl-CoA thioesterase 2

ACY1 Aminoacylase 1

ADAMTS9 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 9
ALCAM Activated leukocyte cell adhesion molecule

ANKRD9 Ankyrin repeat domain 9

ARHGAP22 Rho GTPase activating protein 22

BHLHE40 Basic helix-loop-helix family member e40

BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
CAMK1G Calcium/calmodulin dependent protein kinase IG
CAMKK2 Calcium/calmodulin dependent protein kinase 2

CD47 CD47 molecule

CDA Cytidine deaminase

CDH16 Cadherin 16

CDH16 Cadherin 16

CFD Complement factor D

CITED2 Cbp/p300 interacting transactivator with Glu/Asp rich carboxy-terminal domain 2
CRYAB Crystallin alpha B

CTGF Connective tissue growth factor

CXCLA1 C-X-C motif chemokine ligand 1

DGAT2 Diacylglycerol O-acyltransferase 2

EGR1 Early growth response 1

EIF4E Eukaryotic translation initiation factor 4E

ENPP1 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1
F10 Coagulation factor X

FAM13A Family with sequence similarity 13 member A

FGFR2 Fibroblast growth factor receptor 2

FOXE1 Forkhead box E1

GALK2 Galactokinase 2

GCSH Glycine cleavage system protein H

GJA4 Gap junction protein alpha 4

GSTP1 Glutathione S-transferase pi 1

HACD4 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 4

HSD17B1  Hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 1

IGFBPS Insulin like growth factor binding protein 5

IGFBP7 Insulin like growth factor binding protein 7

IRGQ Immunity related GTPase Q

JUN Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit
KCNJ15 Potassium voltage-gated channel subfamily J member 15



Anexo 7: Genes regulados por PAX8 (186, 187) (conclusao)

Gene Nome

KCNJ16 Potassium voltage-gated channel subfamily J member 16
KCNK1 Potassium two pore domain channel subfamily K member 1
KRT14 Keratin 14

KRT7 Keratin 7

LACTB Lactamase beta

LRP8 LDL receptor related protein 8

LRRC58 Leucine rich repeat containing 58

NFKB1 Nuclear factor kappa B subunit 1

NR3C2 Nuclear receptor subfamily 3 group C member 2
NRIP3 Nuclear receptor interacting protein 3

NUP107 Nucleoporin 107

OPRK1 Opioid receptor kappa 1

OSTALPHA Complement factor D

PBLD Phenazine biosynthesis like protein domain containing
POMT1 protein O-mannosyltransferase 1

PRR5L Proline rich 5 like

RAB17 RAB17, member RAS oncogene family

RASL10A  RAS like family 10 member A

RASSF2 Ras association domain family member 2

RSAD2 Radical S-adenosyl methionine domain containing 2
RUNX2 Runt related transcription factor 2

SLC26A7  Solute carrier family 26 member 7

SMIM22 Small integral membrane protein 22

SPARC Secreted protein acidic and cysteine rich

STS Steroid sulfatase

TAZ Tafazzin

TEKT4 Tektin 4

TG Thyroglobulin

TMEM140 Transmembrane protein 140
TRIB1 Tribbles pseudokinase 1
WBP2 WW domain binding protein 2

WNT4 Wnt family member 4




Anexo 8: Artigo publicado no International Journal of Endocrinology em 08 de Fevereiro de 2018 com
parte dos resultados deste estudo
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Ectopic thyroid results from a migration defect of the developing gland during embryogenesis causing congenital hypothyroidism.
But it has also been detected in asymptomatic individuals. This study aimed to investigate the histopathological, functional, and
genetic features of human ectopic thyroids. Six samples were histologically examined, and the expression of the specific thyroid
proteins was assessed by immunohistochemistry. Two samples were submitted to whole exome sequencing. An oropharynx
sample showed immature fetal architecture tissue with clusters or cords of oval thyrocytes and small follicles; one sample
exhibited a normal thyroid pattern while four showed colloid goiter. All ectopic thyroids expressed the specific thyroid genes
and T4 at similar locations to those observed in normal thyroid. No somatic mutations associated with ectopic thyroid were
found. This is the first immature thyroid fetal tissue observed in an ectopic thyroid due to the arrest of structural differentiation
early in the colloid stage of development that proved able to synthesize thyroid hormone but not to respond to TSH. Despite the
ability of all ectopic thyroids to synthetize specific thyroid proteins and T4, at some point in life, it may be insufficient to
support body growth leading to hypothyroidism, as observed in some of the patients.
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Abstract

Differentiated thyroid carcinoma (DTC) combined with congenital hypothyroidism Key Words

(CH) is a rare situation, and there is no well-established causal relationship. CH is a » congenital hypothyroidism
common congenital endocrine, while DTC occurring in childhood represents 0.4-3% of > goiter

all malignancies at this stage of life. The association of CH with DTC could be related » dyshormonogenesis

to dyshormonogenetic goiter (DHG) or developmental abnormalities. This review will » thyroid cancer

explore the clinical features and the molecular mechanisms potentially associated with
the appearance of DTC in CH: sporadic somatic driver mutations, chronic increase of
thyroid-stimulating hormone (TSH) levels, higher concentrations of hydrogen peroxide
(H,0,), cell division cycle associated 8 (Borelain/CDC8) gene mutations, and in others
genes associated with CH - either alone or associated with the mechanisms involved in
dyshormonogenesis. There are some pitfalls in the diagnosis of thyroid cancer in patients
with CH with nodular goiter, as the proper cytological diagnosis of nodules of patients
with dyshormonogenesis might be demanding due to the specific architectural and
cytological appearance, which may lead to an erroneous interpretation of malignancy.
The purpose of this article is to suggest an analytical framework that embraces the
fundamental relationships between the various aspects of CH and CDT. In face of

this scenario, the entire genetic and epigenetic context, the complex functioning, and
cross talk of cell signaling may determine cellular mechanisms promoting both the
maintenance of the differentiated state of the thyroid follicular cell and the disruption
of its homeostasis leading to cancer. Whereas, the exact mechanisms for thyroid cancer

development in CH remain to be elucidated. Endocrine-Related Cancer
(2021) 28, R217-R230
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