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Resumo 
 

O hipotireoidismo congênito (HC) é um distúrbio metabólico sistêmico, onde a 

produção de T3 e T4 no período neonatal é insuficiente. Os pacientes com HC 

apresentam disormonogênese (defeitos de síntese ou secreção dos hormônios 

tireoidianos, afetando 10-15% dos casos) ou disgenesia tireoidiana (DT) (defeitos no 

desenvolvimento da tireoide, afetando 80-85% dos casos). A DT já foi relacionada a 

mutações nos genes HOXA3, NKX2-1, PAX8, FOXE1, HHEX, HES1, EYA1, TSHR, 

TUBB1, GLIS3, JAG1, NKX2-5, NTN1 e CDCA8, embora tenham sido identificadas 

em apenas 5% dos pacientes. Por isso, é necessário continuar investigando as bases 

moleculares da embriogênese tireoidiana. 

Objetivo: Ampliar o estudo das bases moleculares da DT através da pesquisa de 

alterações gênicas com relevância clínica no exoma completo e em sequências 

regulatórias, utilizando sequenciamento de nova geração e análises in silico.   

Métodos: A casuística deste estudo foi composta por 71 pacientes com DT, 35 destes 

foram submetidos ao sequenciamento do exoma. As análises foram realizadas 

considerando genes alterados e variantes em comum nas DTs, variantes em genes 

candidatos (associados ao desenvolvimento e função tireoidiana) e regulados pelos 

fatores de transcrição FOXE1 e PAX8, e alterações cromossômicas. Informações das 

variantes sobre frequências populacionais e associação com doenças foram obtidas 

dos bancos de dados: 1000G, ABraOM, dbSNP, ExAc, ClinVar e DGV. Para a 

predição do efeito das variantes foram utilizados os programas: Enrichr, FannsDB-

Condel, FATHMM-MKL, HOPE, MutationAssessor, MutationTaster, PolyPhen2, String 

e TFBind. A confirmação de variantes de interesse e análises de genótipo em 

pacientes e indivíduos controles normais brasileiros foram realizados por 

sequenciamento Sanger. 

Resultados: Observamos em todos os pacientes genes alterados associados ao 

desenvolvimento, morfogênese, migração e adesão 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 ligação dos fatores de transcrição. 
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Nas análises de genotipagem verificamos que as variantes rs1867277 e rs71369530 

no gene FOXE1 foram fatores de risco para a DT (OR=2,45 (95%CI=1,69-3,55) e 

OR=1,78 (95%CI=1,10-2,88), respectivamente), com uma associação mais forte na 

presença conjunta das duas variantes (OR=2,90; 95%CI=1,24-6,72). Não 

identificamos CNVs ou regiões em homozigose prejudiciais. As análises de interação 

dos genes alterados sugerem uma possível causa poligênica da DT em nossos casos. 

Conclusões: Este estudo permitiu amplamente rastrear variantes em casos de DT e 

identificar alterações com potencial relevância clínica. Ainda, polimorfismos no gene 

FOXE1 foram fatores de risco para o desenvolvimento de malformações da tireoide. 

Nossos resultados sugerem que genes até então não associados às DTs podem estar 

envolvidos na doença e, ainda, reforçam a inexistência de um padrão genético único 

para as causas da DT. Os modelos poligênico ou de múltiplos fatores também podem 

estar relacionados com as falhas de desenvolvimento da tireoide, os quais devem ser 

mais explorados. Não descartamos a necessidade de ensaios funcionais e até mesmo 

o uso de modelos animais que podem fornecer dados mais conclusivos a associação 

destas variantes com a DT. 
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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 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Tireoide 
 

A principal função da glândula tireoide é a produção dos hormônios 

triiodotironina (T3) e tetraiodotironina ou tiroxina (T4). Estes hormônios promovem a 

regulação do consumo energético no organismo, sendo indispensáveis para o 

crescimento, o desenvolvimento e a maturação de vários órgãos (1). 

Nos mamíferos, a glândula está localizada na região anterior do pescoço e 

possui dois tipos celulares distintos: células foliculares, que produzem os hormônios 

T3 e T4, e células parafoliculares ou células C, produtoras de calcitonina. As células 

foliculares são as mais numerosas e agrupam-se em estruturas esféricas de única 

camada celular chamadas folículos, onde são produzidos e armazenados os 

hormônios tireoidianos (HT). As células C ficam dispostas entre os folículos em 

posição parafolicular (2). 

 

1.1.1 Desenvolvimento da tireoide 
 

A glândula tireoide é a primeira estrutura endócrina que se desenvolve no 

embrião humano, a organogênese da glândula inicia-se após 22 dias da concepção e 

finaliza no 51o 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 forâmen cécum, na base 

da língua em desenvolvimento. Essas células formam um espessamento que prolifera 

e evagina formando o divertículo tireoidiano, que invade o mesênquima ao seu redor 

e migra caudalmente em direção ventrodorsal e anteroposterior através da linha média 

anterior do pescoço. Durante a migração a tireoide adquire estrutura bilobular e o duto 

tireoglosso, porção de tecido que conectava a tireoide ao sítio de origem, desaparece. 

Quando a tireoide alcança sua posição final na frente da traqueia na base do pescoço, 

ocorre a incorporação dos corpos ectodermais ultmimobranquiais, dos quais se 

diferenciam as células C. A porção mediana da tireoide em formação permanece 

como istmo conectando os dois lobos através da linha média. O passo final da 

morfogênese é a organização dos folículos ou foliculogênese. Ao longo do 
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desenvolvimento da tireoide ocorre a ativação do programa de diferenciação 

funcional, que promove a expressão de genes específicos da tireoide (TSHR, 

SLC5A5, TPO e TG) que permitem a síntese hormonal (2-6) (Figura 1). 

 

 
Figura 1: Fases do desenvolvimento embrionário da tireoide humana e de camundongo.  A ilustração 
mostra a expressão dos fatores de transcrição na tireoide e os estágios do desenvolvimento tireoidiano. 
Adaptado de Fernandez et.al, 2015 (7). 
 

Em modelo de rato foi observado que a embriogênese normal da tireoide é 

controlada pela expressão hierárquica de fatores de transcrição (FTs), que formam 

uma rede de regulação integrada (8, 9). As células precursoras do divertículo 

tireoidiano, caracterizam-se pela expressão dos FTs Nkx2-1, Pax8, FoxE1 e Hhex (4). 

Foi proposto que a supervivência do primórdio tireoidiano é dependente da expressão 

de FoxE1 e Pax8 (8) e que sua migração depende principalmente da expressão de 

FoxE1 (10). Já foi mostrado que a expressão ectópica de Pax8 e Nkx2-1 promovem 

a diferenciação de células tronco de rato em células foliculares, capazes de se 

organizar em folículos (11). Por outro lado, nem o Tsh nem seu receptor (Tshr) seriam 

necessários para o desenvolvimento e diferenciação da glândula (5). 

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

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

sinalização do Fgf necessária para o desenvolvimento da tireoide (12, 13). 

 

1.2 Hipotireoidismo congênito 
 

O hipotireoidismo congênito (HC) é um distúrbio metabólico sistêmico, onde a 

produção dos HT no período 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 diagnóstico etiológico é determinado aos 

três anos de idade. O início do tratamento de HC deve ser iniciado o quanto antes 

para evitar prejuízos no desenvolvimento do sistema neuropsicomotor (14, 15). 

O HC primário, acometendo diretamente a glândula tireoide, é caracterizado 

por níveis elevados de TSH em resposta a níveis reduzidos de HT, que é essencial 

para o desenvolvimento do cérebro durante a fase fetal e início de vida pós-natal, 

sendo assim, o hipotireoidismo não tratado vai causar déficits cognitivos e motores. A 

gravidade desses problemas no neurodesenvolvimento dependerá da gravidade e da 

duração do estado de hipotireoidismo (16). 

A incidência do HC pode variar dependendo da etnia, consanguinidade e área 

geográfica. A maior prevalência ainda é em hispânicos e caucasianos, e mais 

frequente no sexo feminino. Com o passar dos anos, a incidência do HC vem 

aumentando devido à diminuição dos valores de corte do TSH neonatal, além disso, 

ainda existe uma grande migração de populações mais afetadas para áreas de baixa 

incidência, contribuindo para este aumento (17-19). Em 2013, a incidência de HC no 

Brasil variava de 1:2.595 a 1:4.795 nascidos vivos (20). Outros estudos brasileiros 

mostram uma incidência 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 país, bem como diferenças étnicas, 

socioculturais e territoriais. 
Os pacientes com HC primário e permanente são divididos em dois grupos: 

aqueles que apresentam erros inatos da biossíntese dos HT (disormonogênese) 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 disormonogênese tireoidiana é uma doença causada por erros inatos em um 

dos mecanismos necessários para a síntese dos HTs. A herança é autossômica 

recessiva e muito frequentemente leva ao aumento da glândula (bócio), como 

consequência dos elevados níveis de TSH (25). O diagnóstico etiológico da 

disormonogênese é realizado através de testes clínico-laboratoriais (tireoglobulina 

sérica, teste de descarga de perclorato) e moleculares (26). A disormonogênese pode 

ocorrer devido a um defeito molecular em qualquer uma das etapas da síntese ou da 

secreção dos HTs (27). Já foram descritas mutações nos genes SLC5A5 (28), 

SLC26A4 (29), DUOX2 e DUOXA2 (30), TPO (31), TG (32), e DEHAL-1 (33). 

Os defeitos no desenvolvimento da tireoide (que serão aprofundados na 

próxima sessão) são, frequentemente, casos esporádicos, sendo mais comuns em 

meninas, hispânicos, portadores de doenças cardíacas congênitas e luxação 

congênita do quadril (34). Os fenótipos da disgenesia variam entre hipoplasia (cerca 

de 5% dos casos), ectopia (48-61% dos casos) e agenesia (15-33% dos casos), os 

aspectos morfológicos, porém, são oriundos de eventos moleculares distintos. Os FTs 

NKX2.1, FOXE1, PAX8 e HHEX, presentes desde os primeiros estágios da 

embriogênese tireoidiana, o TSHR e os fatores de maturação HOXA3 e EYA1, 

expressos durantes os estágios mais avançados da organogênese, podem estar 

envolvidos (2, 35-37). 

 

1.2.1 Disgenesia tireoidiana 
 

A disgenesia tireoidiana (DT) constitui um grupo heterogêneo de defeitos de 

desenvolvimento da tireoide com importantes variações fenotípicas (38). A ectopia 

ocorre na maioria dos casos de DT (65%) por falhas na migração da glândula durante 

seu desenvolvimento, que podem deixar parte ou todo o tecido tireoidiano na base da 

língua ou ao longo do trajeto do canal tireoglosso ou, mais raramente, na orofaringe, 

região infrahiodea, laringe, traqueia, mediastino, esôfago, coração 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 não está estabelecido se as células 

foliculares após sua diferenciação inicial desaparecem por apoptose ou se não há 
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diferenciação inicial (2). A forma menos frequente de DT é a hipoplasia (5%), com a 

glândula 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 único lóbulo, com ou sem o 

istmo (40). 

Apesar de a maioria dos casos de DT ser esporádica, cerca de 2% apresentam 

padrão de herança familiar, com preponderância 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 número de casos entre os 

familiares de 1° grau, o que é o esperado para uma doença esporádica. Por outro 

lado, não observou-se concordância no fenótipo de irmãos afetados (ex. um com 

ectopia e outro com atireose), sugerindo um possível evento genético comum 

responsável por dois fenótipos diferentes (42). Os resultados obtidos dos casos 

familiares sugerem que o padrão de herança poderia ser autossômico recessivo ou 

dominante com penetrância incompleta, ou que poderia haver heterogeneidade 

genética, ou até mesmo o envolvimento de novos genes. No entanto, estudos de 

gêmeos observaram elevada discordância para HC por DT tanto em gêmeos 

monozigóticos como em dizigóticos  (41-44).  

Até o momento, a patogenia da maioria dos casos das DTs não foi determinada, 

somente em aproximadamente 5% dos pacientes estudados foram identificadas 

mutações em genes envolvidos na organogênese da tireoide (45, 46). Os defeitos 

anormais do desenvolvimento tireoidiano já foram relacionados a variantes nos genes 

HOXA3, NKX2-1, PAX8, FOXE1, HHEX, HES1, EYA1, TSHR, TUBB1, GLIS3, JAG1, 

NKX2-5, NTN1 e CDCA8 (47). 

Na procura pelas causas genéticas das DTs foram também investigados genes 

que não se expressam exclusivamente na tireoide e que poderiam afetar o 

desenvolvimento glandular. Mutações no gene TBX1, que se expressa no mesoderma 

do embrião, foram associadas à hemiagenesia e hipoplasia, porém eram casos de 

Síndrome de Di Giorge (48). Mutações germinativas no gene SHH, que participa da 

formação do palato e poderia estar envolvido na regulação da lobulação da tireoide, 

e no gene ISL1, fator de transcrição que se expressa na tireoide e no coração durante 

a morfogêneses, não foram localizadas em pacientes com DT (49, 50). 
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Os estudos mais recentes também mostram casos de DT associados às 

alterações em genes que participam da hormonogênese tireoidiana. O gene 

SLC26A4, relacionado à síndrome de Pendred, estava mutado numa família 

consanguínea 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 à ectopias tireoidianas (53). 

Thorwarth, et al. (54) realizaram o mapeamento de variações de número de 

cópias (CNVs) de casos com defeito do desenvolvimento e função tireoidiana. Os 

resultados mostraram que somente 8,75% dos pacientes com hipoplasia ou atireose 

apresentavam alterações cromossômicas estruturais (<1 Mb). Estes resultados 

sugerem que grandes aberrações cromossômicas não seriam a causa principal das 

DTs. No entanto, foi descrito um caso de um paciente com HC, hemiagenesia e 

algumas outras malformações portador de microduplicação do cromossomo 22q11.2 

(55). 

Diante da escassez de defeitos genéticos já relatados envolvendo o 

desenvolvimento da tireoide, outros mecanismos, como mutações somáticas 

precoces ou modificações epigenéticas são propostos para explicar a DT. Esses 

fatores poderiam gerar consequências para o crescimento, desenvolvimento e, 

posteriormente, para saúde de indivíduos afetados (56). Alguns estudos analisaram a 

relação de fatores ambientais com a malformação tireoidiana e em todos eles os 

autores não encontraram dados conclusivos, suportando apenas uma hipótese (57-

59). 

Assim, observamos que: mutações em diferentes genes podem estar 

associadas a um mesmo fenótipo de DT (ectopia, atireose ou hipoplasia); mutações 

em um mesmo gene podem estar associadas aos diferentes fenótipos; múltiplos 

defeitos podem interferir na morfogênese da tireoide e, consequentemente, genes 

ainda não descritos, que se expressam em tireoide ou em outros tecidos, podem estar 

associados às DTs. Portanto, é possível afirmar que as causas das disgenesias 

tireoidianas "ainda" são um enigma a ser resolvido. 

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

desenvolvimento da glândula tireoide durante a embriogênese, os estudos mais 
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antigos focavam principalmente na pesquisa de mutações por sequenciamento direto 

de genes sabidamente associados ao desenvolvimento da tireoide que se expressam 

na própria glândula ou em tecidos extratireoidianos, ou em análises de ligação com 

marcadores para esses mesmos genes, ou na detecção de CNVs. Essas pesquisas 

permitiram explicar somente 5% dos casos das DTs e não conseguiram definir um 

padrão de herança, a presença de penetrância e ou expressividade, ou se as 

diferentes formas de apresentação clínica das DTs têm uma origem genética comum 

ou é multigenica. Por isso, é necessário continuar investigando as bases moleculares 

desta doença. 

 

1.3 Sequenciamento de nova geração 
 

O sequenciamento de DNA desenvolvido por Sanger et al. (60) é uma 

abordagem muito utilizada até hoje, apesar da técnica apresentar limitações de tempo 

e custos relativamente elevados, principalmente quando pretende-se estudar grandes 

sequências de DNA ou até mesmo um genoma completo. Diante destes obstáculos, 

novas tecnologias de sequenciamento denominadas de “sequenciamento de nova 

geração” (Next Generation Sequencing - NGS) foram desenvolvidas. Estas 

plataformas são capazes de gerar informações sobre milhões de pares de bases em 

uma única corrida (61, 62). 

Uma das metodologias é o sequenciamento global do exoma ou whole-exome 

sequencing (WES) (63), em que o DNA genômico é reduzido até obter amostras ricas 

em regiões codificantes de proteínas, os exons ou exoma, e em seguida realizar um 

sequenciamento de alto rendimento (64). A técnica é uma ferramenta molecular 

poderosa pois permite não somente identificar mutações (missense, nonsense, sítios 

de splicing, pequenas deleções/inserções) como genes de fusão e variação do 

número de cópias de segmentos genômicos (65). Com o WES é possível sequenciar 

aproximadamente 200.000 exons, 23.500 genes ou 30 milhões de nucleotídeos de 

uma dúzia de indivíduos em poucos dias (37Mb) (66). Comparado ao sequenciamento 

global do genoma, o WES tem uma relação custo-benefício superior. Com um mesmo 

custo, pode-se alcançar uma cobertura média de 200X, os resultados são gerados 5 

vezes mais rápido e resulta em um menor volume de dados para análise (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. 

Já foram descritas mutações no gene CDC8 (BOREALIN) em uma família 

consanguínea, afetando a adesão e migração das células em desenvolvimento (68); 

no gene DUOX2 em pacientes com ectopia, alterando a interação da proteína com o 

seu fator de maturação DUOXA2 (53);  no gene TRPC4AP, surgindo como um novo 

gene candidato para CH primário (69); no gene GLI3 (em  heterozigose compostas) 

em irmão com hemiagenesia tireoidiana (70). 
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2 OBJETIVO 
 

O objetivo deste projeto foi ampliar o estudo das bases moleculares do 

hipotireoidismo congênito causado por disgenesia tireoidiana, através da pesquisa de 

alterações gênicas com relevância clínica no exoma completo e em sequencias 

regulatórias, utilizando sequenciamento de nova geração e análises in silico, em uma 

coorte de pacientes com disgenesia tireoidiana cuidadosamente caracterizada em 

termos bioquímicos e morfológicos. 

 

2.1 Objetivos específicos 
 

1. Sequenciar o exoma completo e sequências regulatórias de pacientes com HC 

por DT que apresentam ectopia, atireose e hipoplasia; 

2. Identificar variantes gênicas (SNPs, pequenas deleções e inserções) e CNVs 

nestas amostras sequenciadas; 

3. Selecionar alterações gênicas de interesse potencialmente associadas ao 

desenvolvimento tireoidiano; 

4. Validar as alterações selecionadas nas amostras submetidas ao sequenciamento 

do exoma expandido, bem como em amostras de outros pacientes com HC por 

DT e de indivíduos controles normais (com função tireoidiana normal); 

5. Realizar análise de predição do efeito de alterações não sinônimas nas proteínas; 

6. Avaliar as correlações já descritas entre as variantes gênicas e fenótipos, visando 

verificar seu efeito; 

7. Categorizar funcionalmente os genes afetados quanto às vias de sinalização e 

classes funcionais envolvidas. 
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3 MÉTODOS 
 

3.1 Pacientes 
 

A casuística deste estudo foi composta por 71 pacientes brasileiros de 

diferentes localidades. Deste total, 69 amostras de sangue de crianças diagnosticadas 

na triagem neonatal, que tiveram o diagnóstico confirmado após 3 anos de idade. De 

Salvador (BA), 45 casos em colaboração com o Dr. Helton Ramos (Universidade 

Federal da Bahia) e a Dra. Tatiana Amorim (APAE Salvador). De Botucatu (SP), 10 

casos em colaboração com a Dra. Célia Nogueira (Universidade Estadual Paulista). 

De Marília (SP) e 14 casos em colaboração com o Dr José Sgarbi (Faculdade de 

Medicina de Marília). Outras duas amostras de tecidos ectópicos diagnosticados em 

idade adulta e coletados após cirurgia foram inclusas, em colaboração com o Dr 

Geraldo Medeiros Neto (Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo) e o 

Dr Celso Friguglietti (Hospital Santa Catarina) de São Paulo (SP). 

Do total de pacientes, 17 com o diagnóstico etiológico de agenesia (23,9%), 1 

caso de hemiagenesia (1,4%), 30 com hipoplasia (42,3%), 17 com ectopia (23,9%) e 

6 sem diagnóstico definido (8,5%). Dentre eles, 38 do gênero feminino e 33 do gênero 

masculino. Contamos ainda com um total de 128 indivíduos controle sem doença 

tireoidiana, sendo 83 amostras de São Paulo (SP), 29 amostras de Salvador (BA) e 

16 amostras de pais de pacientes de Marília (SP). Os pacientes e/ou seus 

responsáveis, assim como seus familiares foram esclarecidos sobre os exames 

realizados e a importância do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido. Esse projeto possui aprovação no comitê de ética (CAAE: 

59240816.2.0000.5505) (anexo 1). 

 

3.2 Sequenciamento 
 

O DNA dos pacientes e controles foi extraído de sangue periférico seguindo 

protocolo padrão (71). O DNA de tecido dos dois pacientes adultos que tiveram as 

tireoides removidas foi extraído macerando o tecido congelado com nitrogênio líquido, 

acrescentado cerca de 1mL de tampão (100mM Tris HCL pH 8.5, 5M EDTA, 10% 
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SDS, 5M NaCl) e Proteinase K (0,2mg), seguida de incubação 37oC por 16 horas, as 

etapas seguintes foram feitas seguindo protocolo padrão. 

 

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 regiões regulatórias 

(WES), em parceria com a Dra. Anamaria Camargo do Centro de Oncologia Molecular 

do Instituto Sírio Libanês de Ensino e Pesquisa. Os dados clínicos e laboratoriais das 

35 amostras estão 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 regiões codificadoras e UTR 

adjacentes. O sequenciamento foi realizado em plataforma Illumina NextSeq 500 

(Illumina Inc., EUA) com o estojo comercial Illumina NextSeq 500 Hight Output V2 

(300 cycles) (Illumina 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 Sírio 

Libanês de Ensino e Pesquisa. Após o sequenciamento das bibliotecas, as amostras 

foram alinhadas com sequencia referência 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 avaliação do arquivo BAM, respectivamente. Os 

alinhamentos foram submetidos às ferramentas Genome Analysis Toolkit (GATK) 

(73), onde foi realizada a recalibração de bases, a chamada de variantes de 

nucleotídeos únicos e pequenas inserções e deleções e marcação de variantes com 

“hardfilter”. Por fim, as variantes identificadas foram anotadas de acordo com sua 

posição no genoma, utilizando a ferramenta ANNOVAR (74) e gerado o arquivo VCF. 

Foram mantidas as variantes com no mínimo de 2 leituras alteradas e marcadas com 

“pass” para SNVs e no mínimo 3 leituras alteradas para indels. 

Ao fim do processamento obtivemos os dados completos do sequenciamento 

dos pacientes, contendo variantes de troca única (SNV – single nucleic variant) e 
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pequenas deleções e inserções (indel), identificando cada variante de acordo com sua 

posição cromossômica e ainda trazendo informações de diversos bancos de dados 

incluídos na anotação do ANNOVAR. 

 

3.2.2 Sequenciamento Sanger 
 

Para a confirmação 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 específicos 

(anexo 3) desenhados com a ferramenta PrimerQuest (Integrated DNA Technologies, 

Inc., Coralville, Iowa, 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 sequência do 

genoma humano (GRCh37/hg19) como referência. 

 

3.3 Análise dos dados de sequenciamento do exoma 
 

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

para a seleção e análise de alterações. 

 

3.3.1 Análise de variantes 
 

A seleção de variantes foi realizada a partir de uma sequência de filtragens 

específicas para cada análise de nosso interesse, que foram: 

 

a. Genes alterados em comum: verificamos a presença de genes alterados em 

comum entre todos os pacientes com disgenesia e entre os grupos de fenótipo. 

b. Variantes em comum: buscamos por variantes em comum entre todos os 

pacientes com disgenesia e entre os grupos de fenótipo. 

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

genes candidatos (anexo 5). Dentro desta análise, ainda avaliamos: 
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• Genes regulados por fatores de transcrição: buscamos por variantes 

presentes nos genes que são regulados pelos FTs PAX8 (anexo 6) e FOXE1 

(anexo 7). 

• Análise do gene FOXE1: realizamos uma análise detalhada das variantes 

presentes em toda a região promotora e codificadora do gene FOXE1. 

• Análise dos genes da família DUOX: realizamos uma análise detalhada das 

variantes presentes nos genes DUOX1, DUOXA1, DUOX2 e DUOXA2. 

d. Regiões em homozigose: Investigamos grandes regiões em homozigose. 

 

Para as análises a, b e c, selecionamos as variantes de nosso interesse 

seguindo os seguintes critérios: (a) variantes com a relação entre as frequências de 

leitura da base alterada e base referência maior que 20, removendo assim erros de 

leitura; (b) variantes nas regiões codificadora, promotora (5’UTR) e de splicing e (c) 

variantes não sinônimas.  

As análises de frequência foram realizadas sempre selecionando variantes 

presentes em menos que 1% das populações (variantes raras). O critério para seleção 

de variantes deletérias foi a classificação como causadora de doenças em, pelo 

menos, dois programas de predição. 

 

3.3.2 Análise de CNVs 
 

Com o desenvolvimento de novas tecnologias é possível 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 

o programa recomenda utilizar dados com elevado número de leituras. 

 

3.4 Ferramentas de bioanálise 
 

Para auxiliar na análise dos dados e trazer mais informações sobre os achados 

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

dados e programas de bioinformática. 
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3.4.1 Bancos de dados 
 

Utilizamos informações contidas em bancos de dados disponíveis na internet 

para coletar mais informações sobre a frequência populacional das variantes e 

fenótipos associados, ajudando a selecionar dados específicos de acordo com a 

análise realizada. São eles: 

 

• The 1000 Genomes Project (1000G). Catálogo público de variantes humanas e 

informações de genótipos (75). 

• Arquivo Brasileiro Online de Mutações (ABraOM). Repositório de variantes 

genômicas provenientes do sequenciamento do exoma de indivíduos brasileiros 

(76). 

• ClinVar. Arquivo público de acesso livre de relatórios sobre as relações entre 

variações e fenótipos humanos, com evidências de apoio (77). 

• Database of Single Nucleotide Polymorphisms (dbSNP). Arquivo público para 

variações de nucleotídeo único humano, microssatélites e inserções e exclusões 

em pequena escala (78). 

• Exome Agregation Consortium (ExAc). Coalizão 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) Catálogo  de variantes genômicas estruturais 

humanas (80). 

 

3.4.2 Programas de bioinformática 
 

Utilizamos programas que fazem predições sobre o efeito estrutural e funcional 

de variantes em proteínas ou sítios de ligação de FTs, análise de enriquecimento de 

vias e interação de proteínas para a seleção e análise de variantes. São eles: 

 

• Enrichr: ferramenta que avalia vias enriquecidas, mecanismos e outras informações 

sobre genes (82). 
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• FannsDB-Condel: Functional Annotations for Non-Synonymous SNVs (Consensus 

Deleteriousness). Método que combina várias ferramentas para avaliar o efeito de 

SNVs não sinônimos (83). 

• FATHMM-MKL: Functional Analysis through Hidden Markov Models. Prevê as 

consequências funcionais de SNVs não sinônimos e variantes não codificantes 

(84). 

• HOPE: ferramenta que analisa o efeito estrutural de mutações na sequência 

proteica (85). 

• MutationAssessor: Functional Impact of Protein Mutations. Ferramenta que prevê o 

impacto funcional da substituição de aminoácidos na proteína (86). 

• MutationTaster. Ferramenta que prevê a consequência de variantes genômicas 

(87). 

• PolyPhen2: Polimorphism Phenotyping v2. Ferramenta que prevê o possível 

impacto de SNVs na estrutura e função de proteínas (88). 

• String: avalia enriquecimento de vias e interação de proteínas (89). 

• TFBind: Software para pesquisa de sítios de ligação de FTs (90). 

 

3.4.3 Análises estatísticas 
 

Para a análise estatística 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 associação de variantes e o desenvolvimento 

de DT foi analisada usando o teste Pearson’s Chi-square. A análise de regressão 

logística foi utilizada para determinar a razão de possibilidade (odds ratio – OR) e 

intervalo de confiança de 95% (95%CI). 
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4 RESULTADOS 
 

Os dados gerais do WES, bem como a qualidade da leitura das bases, o 

número total de bases sequenciadas, bases sem cobertura e a cobertura do 

sequenciamento estão 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 não foram lidas 

para cada pacientes. Todas as amostras apresentaram mais de 63% das bases com 

cobertura maior ou igual à 30X. 

 

4.1 Causas genéticas em comum 
 

A primeira análise realizada nos dados do exoma dos pacientes foi verificar a 

ocorrência 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 fenótipo (agenesias, 

hipoplasias e ectopias) quanto todo o conjunto de pacientes com disgenesia. Os 

genes foram selecionados independentemente do tipo e do número de variantes por 

gene. 

Verificamos a presença 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 fenótipos e até mesmo 

dentro de todo o grupo das disgenesia. Os dados sobre a distribuição destes genes 

estão 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 função sua função, submetemos estes 

2.393 genes alterados em todas as disgenesias na ferramenta de análise Enrichr para 

verificar a presença de vias enriquecidas ou mecanismo associados aos mesmos. A 

análise gerada pelo programa Enrichr resultou em 285 termos associados aos genes 
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avaliados e selecionamos exclusivamente aqueles relacionados ao desenvolvimento. 

Esta seleção resultou em 38 termos associados aos eventos de diferenciação, 

proliferação, migração, adesão e morfogênese celular (Tabela 1). 

 

 
Figura 2: Diagrama de Venn mostrando o número 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  GO:0000904 
GO_BP Epithelial cell migration  GO:0010631 
GO_BP ERBB signaling pathway  GO:0038127 
GO_BP ERBB2 signaling pathway  GO:0038128 
GO_BP Negative regulation of cell migration  GO:0030336 
GO_BP Negative regulation of cell motility  GO:2000146 
GO_BP Negative regulation of dendrite development  GO:2000171 
GO_BP Negative regulation of nervous system development  GO:0051961 
GO_BP Negative regulation of Notch signaling pathway  GO:0045746 
GO_BP Photoreceptor cell development  GO: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) 
(conclusão) 
 
Fonte Termo ID 

GO_BP Positive regulation of cell migration  GO:0030335 

GO_BP Positive regulation of cell migration by vascular endothelial growth factor 
signaling pathway  GO:0038089 

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

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

Esta análise sugere o compartilhamento de genes com variantes associados a 

desenvolvimento, morfogênese, migração e adesão celular, não sendo possível definir 

algum padrão 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 fenótipo (agenesias, hipoplasias e ectopias) quanto 

todo o conjunto de pacientes com disgenesia. Esta análise mostrou a presença de 

6.830 alterações 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 fenótipos e até mesmo dentro de todo o grupo das disgenesia. Os 

dados sobre a distribuição destas variantes estão compilados na Figura 3. 

 

 
Figura 3: Diagrama de Venn mostrando o número 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 frequência 

com dados populacionais dos bancos ExAc, 1000G e ABraOM, selecionando as 

variantes raras (frequência menor que 1%). Também selecionamos as variantes 

deletérias com os dados anotados das predições geradas pelas ferramentas FathMM-

MKL, PolyPhen2, Condel e MutationTaster. Esta análise 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) 
 

Fenótipo 
Gene_variante Função dbSNP 

Predição 

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.I306M 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.I106T NS rs76940645 D D D D 
• • • CTDSP2_p.V104M 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_c.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 (conclusão) 
 

Fenótipo 
Gene_variante Função dbSNP 

Predição 

AG HP EC 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.I619T 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 único nucleotídeo não sinônima; FS: indel 
causadora de frameshift; NFS: indel não 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 informações sobre 

em qual quadro clínico já foram descritas, se seriam polimorfismos ou mutações, ou 

se estariam envolvidas com o desenvolvimento. Entretanto, nossas buscas mostraram 

que nenhuma delas é descrita na literatura junto à dados informativos sobre o quadro 

clínico dos pacientes em que foram identificadas. Submetemos a lista de 7 genes 

contendo as 30 variantes raras e deletérias na ferramenta de análise Enrichr para 

verificar a presença de vias enriquecidas ou mecanismo associados aos genes. A 

análise gerada pelo programa Enrichr resultou em 38 termos associados aos genes 

avaliados e selecionamos exclusivamente aqueles relacionados ao desenvolvimento. 

Esta seleção 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 CDC27 

GO_BP exocrine system development (GO:0035272) IGSF3 

GO_BP gland development (GO:0048732) IGSF3 
KEGG: Kyoto encyclopedia of genes and genomes 2019; GO_BP: Gene ontology biological process 
2018. 
 

Os termos selecionados na tabela 3 são relacionados aos genes CDC27 e 

IGSF3. O CDC27 é um componente do complexo promotor de anáfase altamente 

conservado em células eucariontes. A proteína interage com proteínas de checkpoint 

mitótico e pode estar envolvida no controle do tempo de mitose. O gene foi associado 

ao carcinoma de colo de útero e tularemia glandular. O gene apresenta múltiplos 

transcritos e possui pseudogenes já identificados nos cromossomos 2, 22 e Y 

(RefSeq, Mai 2014). Verificamos que CDC27 está envolvido na via de ciclo celular e 

variantes neste gene foram identificadas em todos as amostras sequenciadas. O gene 

IGSF3 codifica uma proteína de membrana do tipo imunoglobulina, mutações neste 

gene causam obstrução do ducto nasolacrimal bilateral (RefSeq, Jun 2016). O IGSF3 

também foi descrito na ativação de USP28 que leva à apoptose em alguns tipos de 

câncer (91). O IGSF3 aparece em anotações no Gene Ontology para o 

desenvolvimento do sistema exócrino e para o desenvolvimento de glândulas. 

Identificamos variantes neste gene em todos os casos de hipoplasia e ectopia. 

Também utilizamos a ferramenta String para verificarmos a interação dos 7 genes 

contendo variantes raras e deletérias em comum. No String, as interações entre 

proteínas são pontuadas e indicam confidência, baseado em previsão computacional, 

transferência de conhecimento entre organismos e interações agregadas de outros 

bancos de dados. Todas as pontuações variam de 0 a 1, sendo 1 a maior confidência 

possível. Pontuações de alta confidência (>0,7) mostram que as proteínas 

participariam de um mesmo processo biológico (89). O esquema de interação está 

representado na Figura 5, onde observamos duas interações de média confidência: 

entre os genes CDC27 e ZNF717 e entre os genes ZNF717 e FRG2C. Os genes 

SETD8, HYDIN, IGSF3 e CTDSP2 não apresentaram interações. 

Nesta etapa da análise identificamos variantes raras e deletérias em comum 

nos pacientes em genes que, inicialmente, não parecem ter relação com o 
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desenvolvimento e função tireoidiana. Uma análise detalhada futura, incluindo 

análises in silico e até ensaios funcionais, destas variantes poderá trazer mais 

informações sobre a real associação destes genes na causa da DT. 

 

 

 
Figura 5: Interação dos 7 genes com variantes raras e deletérias em comum identificadas no exoma 
das 35 amostras de DT sequenciadas. Imagem gerada pela ferramenta String.  Pontuação das 
interações: ZNF717_FRG2C = 0,600; CDC27_ZNF717 = 0,403. Pontuação das interações 
representam o grau de confidência: 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 análises dos dados de exoma focando agora em genes 

diretamente relacionados à tireoide em cada um dos pacientes. Para isso, compilamos 

uma lista contendo genes que conhecidamente participam da função e 

desenvolvimento tireoidiano, bem como genes diferentemente expressos no tecido. 

Chegamos em 147 genes, e chamamos estes de genes candidatos (Anexo 5). 

Buscamos por alterações em toda a região codificadora e promotora destes 

genes, e chegamos ao total de 750 variantes em 115 genes. Aplicamos filtros de 

frequência com dados populacionais dos bancos ExAc, 1000G e ABraOM, 

selecionando as variantes raras (frequência menor que 1%). Com as ferramentas 

FathMM-MKL, MutationTaster, Condel e PolyPhen2 anotamos a predição das 

variantes e selecionamos aquelas com potencial deletério. Informações sobre as 

variantes contidas no banco de dados ClinVar também foram anotados. Esta análise 

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) 
 

Pt Gene variante Função dbSNP ClinVar 
Predição 

FAMM COND PPH2 MT 

1 
GLI2_p.S1555P NS rs144372453 B D N D D 
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 

3 
GLI2_p.Q1176H NS rs139686081 B D N D D 
ISL1_p.N252S NS rs121912286 - D N N D 
PAX3_p.K183R NS - - D N N D 

5 CHGA_p.S98N NS rs77938104 - D N D D 

6 DUOX2_p.T423I NS rs201197899 - D D N D 

7 PRKCE_c.-24C>G RP rs200186038 - D - - D 

9 

ABCA13_p.Q2357H NS - - N D D N 
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 

12 
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 

14 
GLI2_p.R720H NS rs149091975 I D N D D 
KDR_p.G539R NS rs55716939 PB D N N D 
TNXB_p.V906Lc NS - - D N D N 

15 
CREB1_p.T35A NS rs114514847 - D D N D 
ISL1_p.P146T NS rs200172777 - D D D D 

16 
BGN_p.E104K NS rs150272427 PB D N D D 
DUOXA1_p.T168Mb 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 (conclusão) 
 

Pt Gene_variante Função dbSNP ClinVar 
Predição 

FAMM COND PPH2 MT 

25 
ABCA13_p.T4713N NS rs193229571 - D N D D 
ACTA1_c.-4C>T RP rs186826063 PB D - - D 
COL1A1_p.P823Aa 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 

28 

CKM_c.-3117G>C RP - - D - - D 
CKM_c.-3118A>C RP - - D - - D 
HADHA_p.R208H NS - - D D N D 
ISL1_c.-214C>A RP rs532316340 - D - - D 
TNXB_p.V906Lc NS - - D N D N 

29 

ABCA13_p.S3715L NS rs202145037 PB D D D D 
COL1A1_p.N1222S NS rs751784955 - D D N D 
DUOXA1_p.T168Mb 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 

31 

COL1A1_p.P823Aa NS rs1800214 I D D N D 
FGF3_p.R171H NS - - D D D D 
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.V906Lc NS - - D N D N 

32 

DUOX2_p.R516H NS rs143818717 - D D D D 
FAU_c.-332C>G RP rs147538389 - D - - D 
FOSB_p.T63N NS - - D D D D 
HOXA2_c.-55A>G RP - - D - - D 
HOXA3_p.P135S NS rs148350002 - D N - D 

33 
BMP4_p.R226W NS rs140590144 I D N D D 
JAG1_c.-222A>C RP rs756190529 - D - - D 

34 
DUOXA1_p.T168Mb 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 único nucleotídeo 
não sinônima; FS: indel causadora de frameshift; SG: stopgain; RP: região promotora; B: benigno; PB: 
provavelmente benigno; P: patogênico; I: indeterminado; NF: não fornecido; FAMM: Fathmm-MKL; 
COND: Condel; PPH2: PolyPhen2; MT: MutationTaster; D: deletério; N: Neutro; em negrito as variantes 
com fenótipo associado. 
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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. Não houve alguma prevalência 

relevante de genes alterados e não observamos genes com mais de uma alteração 

no mesmo paciente. 

Em seguida, verificamos dados na literatura sobre cada uma das 61 variantes 

selecionadas, buscando informações sobre em qual quadro clínico foram descritas, 

se seriam de fato polimorfismos ou mutações, ou se estariam envolvidas com o 

desenvolvimento. As variantes GLI2_p.S1555P e BMP4_p.R287H já foram descritas 

em pacientes com malformação crânio facial (92, 93) e a variante GLI2_p.R720H foi 

identificada em casos de hipopituitarismo (94). Já as variantes DUOX2_ 

p.F966SfsX29 e TG_p.Q870H foram associadas à casos de defeito na organificação 

do iodeto (95-97) e bócio (98, 99), respectivamente. Outras duas variantes foram 

associadas ao câncer de tireoide: KDR_p.G539R (100) e BGN_p.E104K (identificada 

em amostras de câncer de tireoide na base de dados TCGA). 

Utilizamos a ferramenta String e verificamos a interação dos genes candidatos 

alterados contendo variantes raras e deletérias. Esta análise foi feita avaliando a 

interação de genes alterados individualmente por paciente. Observamos interações 

nos genes candidatos alterados dos pacientes 3, 25, 31, 32 e 33. Todas as interações 

mostram confidência média, com pontuação entre 0,443 e 0,672 (Figura 6). 

Analisando as variantes presentes nos genes candidatos observamos o mesmo 

padrão de aleatoriedade descrito na literatura, onde genes conhecidamente 

envolvidos na organogênese tireoidiana são pouco alterados (47). 
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Figura 6: Interação dos genes candidatos alterados (análise por paciente) gerada pela ferramenta 
String. A. Paciente 3, pontuação das interações (PI): PAX3_ISL1=0,639 e GLI2_PAX3=0,461; B. 
Paciente 25, PI: ACTA1_COL1A1=0,560; C. Paciente 31, PI: PAX2_FGF3=0,565 e 
TNXB_COL1A1=0,433; D. Paciente 32, PI: HOXA3_HOXA2=0,531; E. Paciente 33, PI: 
JAG1_BMP4=0,664. Pontuação das interações representam o grau de confidência: baixa (0,0 – 0,3), 
média (0,4 – 0,6) ou alta (0,7 – 1,0). 
 

4.2.1 Análises in silico de variantes em genes candidatos 
 

Algumas variantes resultantes da análise anterior de genes candidatos se 

destacaram e decidimos explorar possíveis efeitos deletérios destas variantes através 

de análises in silico. 

 

TSHR_p.T574S 
 

Dentre os genes clássicos sabidamente envolvidos na DT, identificamos uma 

única alteração rara e deletéria no gene TSHR. A variante TSHR_p.T574S identificada 

em heterozigose no paciente 20 não é descrita na literatura associada a fenótipos 

normais ou alterados, apenas dados sobre frequência foram encontrados na base do 

dbSNP. Confirmamos por sequenciamento Sanger a presença da troca no paciente e 

não identificamos a alteração em 83 controles brasileiros normais. 

A alteração se localiza na porção que compreende o domínio topológico 

extracelular entre os domínios transmembrana 4 e 5. A troca foi classificada com baixo 

impacto funcional na análise da ferramenta MutationAssessor. No entanto, a análise 
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gerada pela ferramenta MutationTaster classifica a alteração como causadora de 

doença e mostra sítios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados, além de 

importantes domínios na proteína que podem ser perdidos devido a presença da 

variante. Observamos também que a região é bem conservada entre as espécies 

(Figura 7). A alteração se localiza na porção que compreende o domínio topológico 

extracelular entre os domínios transmembrana 4 e 5. 

 

 
Figura 7: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante 
p.T574S no gene TSHR. wt: wild type – selvagem; mu: mutado; Pontuação dos sítios de splicing: 
valores maiores que 0,3 representam modificação dos sítios. 

Proteína
cDNA
gDNA

Início (aa) Final (aa)
561 580
581 602
601 601
603 625
626 649
635 635
645 645
650 660
661 682
669 669
683 764
744 744
762 764

Espécies Combinação
Humano Referência Y A K V S I C L P M D T E T P L A L A Y I V F
Alterado Conservada Y A K V S I C L P M D S E T P L A L A Y I V F
P. troglodytes  Indêntica Y A K V S I C L P M D T E T P L A L A Y I V F
M. mulatta  Indêntica Y A K V S I C L P M D T E T P L A L A Y I V F
F. catus  Indêntica Y A K V S I C L P M D T E T P L A L A Y I I L
M. musculus  Indêntica Y A K V S I C L P M D T D T P L A L A Y I V L
G. gallus  Indêntica Y S K V S I C L P M D T E T P V A E A Y V V F
T. rubripes  Indêntica Y Q K V S I C L P M D T Q S I A A Q V Y I L S
D. rerio  Indêntica Y Q K V S I C L P M D T Q T L V D Q I Y I I C
D. melanogaster  Não conservada Y S S T S I C L P M E N R D V Y D T I Y L I A
C. elegans  Não conservada Y S E S S V C L P L R A A T I F D K S Y L I F
X. tropicalis  Não homóloga

Aceptor marginalmente aumentado g.188783 wt: 0,8943 / mu: 0,9306  gccc|ATGG
Ganho de doador g.188790 mu: 0,8800  GACA|gcga

Pontuação  Borda exon-intron
Aceptor marginalmente aumentado g.188787 wt: 0,5517 / mu: 0,6443  atgg|ACAC

Conservação
Alinhamento

MOTIF de ligação PDZ Pode ser perdido

Conflito L > I Pode ser perdido
Domínio topológico citoplasmático Pode ser perdido

Conflito N > K Pode ser perdido

Conflito L > V Pode ser perdido
Domínio topológico extracelular Pode ser perdido
Domínio transmembrana 7 Pode ser perdido

Domínio topológico citoplasmático
Domínio transmembrana 6

Pode ser perdido
Pode ser perdido

Conflito I > T Pode ser perdido

Domínio topológico extracelular Perda
Domínio transmembrana 5 Pode ser perdido

Conflito Y > H Pode ser perdido

Gene TSHR 
humano 

NM_000369

p.T574S
c.1721C>G
g.188791C>G

Características da proteína
Característica Efeito

Sítios de splicing
Efeito Posição
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Análise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequências que 

podem ser causadas pela troca: 

 

• Aminoácidos. Os aminoácidos de tipo selvagem e mutantes diferem em 

tamanho. O resíduo mutante é menor, o que pode levar à perda de interações 

(Figura 8). 

• Conservação. O resíduo de tipo selvagem não é conservado nesta posição. O 

resíduo mutante não estava entre os tipos de resíduo observados nesta 

posição em outras sequências homólogas, o que pode indicar que a mutação 

possivelmente está danificando a proteína. O resíduo mutante está localizado 

perto de uma posição altamente conservada. 

• Domínios. O resíduo mutado está localizado em um domínio importante para 

a atividade principal da proteína. A mutação do resíduo pode perturbar essa 

função. 

 

 

 
Figura 8: Imagens geradas pela ferramenta HOPE para a troca TSHR_p.T574S. A: Representação 
molecular dos aminoácidos treonina e serina, em vermelho a estrutura compartilhada, em preto a 
cadeia lateral; B: Modelo tridimensional de parte da proteína TSHR mostrando a diferença dos 
aminoácidos selvagem (verde) e mutado (vermelho). 
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FGF3_p.K101N  
 

Identificamos uma única variante em homozigose no gene FGF3. A alteração 

FGF3_p.K101N identificada no paciente 20 não é descrita na literatura associada a 

fenótipos normais ou alterados, apenas dados sobre frequência foram encontrados na 

base do dbSNP. 

A análise gerada pela ferramenta MutationTaster classifica a alteração como 

causadora de doença e afetando sítios de splicing que podem ter sua atividade 

aumentada, sem alterar as características da proteína. Observamos também que a 

região é bem conservada entre as espécies (Figura 9). 

 

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

 

Análise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequências que 

podem ser causadas pela troca: 

 

• Aminoácidos. Os aminoácidos de tipo selvagem e mutantes diferem em 

tamanho. O resíduo mutante é menor, isso pode levar a perda de interações. 

Há uma diferença de carga entre o aminoácido do selvagem e o mutante. A 

Proteína
cDNA
gDNA

Espécies Combinação
Humano Referência G L F S G R Y L A M N K R G R L Y A S E H Y S
Alterado Não conservada G L F S G R Y L A M N N R G R L Y A S E H Y S
P. troglodytes  Indêntica G L F S G R Y L A M N K R G R L Y A S E H Y S
M. mulatta  Indêntica G L F S G R Y L A M N K R G R L Y A S E H Y S
F. catus  Não homóloga
M. musculus  Indêntica G L F S G R Y L A M N K R G R L Y A S D H Y N
G. gallus  Indêntica G L F S G R Y L A M N K R G R L Y A S E N Y N
T. rubripes  Não conservada G L F S G R Y L A M N D K G R L Y A S E V F N
D. rerio  Conservada G L F S G R Y L A M N E K G R
D. melanogaster  Não homóloga
C. elegans  Não homóloga
X. tropicalis  Conservada G L F S G R Y L A M N Q R G R L Y A S E T Y N

Alinhamento

Doador aumentado g.2686 wt: 0,89 / mu: 0,99 AGAG|ggga
Conservação

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

Gene FGF3 
humano 

NM_005247

p.K101N
c.303G>C
g.2684G>C

Sítios de splicing
Efeito Posição Pontuação  Borda exon-intron
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carga de resíduo de tipo selvagem foi POSITIVA, a carga de resíduo mutante 

é NEUTRA. A carga do resíduo de tipo selvagem será perdida, o que pode 

causar perda de interações com outras moléculas ou resíduos (Figura 10). 

 

 

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

• Conservação. O resíduo de tipo selvagem ocorre frequentemente nesta 

posição na sequência, mas outros resíduos também foram observados aqui. O 

resíduo mutante não estava entre os outros tipos de resíduos observados nesta 

posição em outras sequências homólogas. No entanto, resíduos com 

propriedades semelhantes foram observados, então é possível que seu resíduo 

mutante seja aceito aqui também. O resíduo mutante está localizado perto de 

uma posição altamente conservada. 
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• Domínios. O resíduo mutado está localizado em domínios importantes para a 

atividade principal da proteína. A mutação do resíduo pode perturbar essa 

função. 

 

SFRP2_p.S235X 
 

Também identificamos uma única variante com inserção de códon de parada 

no gene SFRP2. A alteração SFRP2_p.S235X identificada no paciente 35 em 

heterozigose não é descrita na literatura. Por ser uma alteração que causa a 

codificação de uma proteína truncada, já é espada a perda de função e deficiência da 

atividade de SFRP. 

 

 
Figura 11: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante 
p.S235X no gene SFRP2. wt: wild type – selvagem; mu: mutado; Pontuação dos sítios de splicing: 
valores maiores que 0,3 representam modificação dos sítios. 
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A análise gerada pela ferramenta MutationTaster classifica a alteração como 

causadora de doença e afetando sítios de splicing, com perda de domínios e outras 

características importantes da proteína. A inserção prematura do códon de parada 

altera o tamanho da proteína, com perda de mais de 10% da sequência (de 888 para 

705 aminoácidos). Observamos também que a região é parcialmente conservada 

entre as espécies (Figura 11). 

As análises in silico mostram que as alterações TSHR_p.T574S, 

FGF3_p.K101N e SFRP2_p.S235X são possivelmente deletérias. Ensaios funcionais 

futuros poderão trazer maiores informações sobre as consequências destas variantes 

durante a embriogênese tireoidiana e seu envolvimento no fenótipo dos pacientes. 

 

4.2.2 Genes regulados por fatores de transcrição 
 

Após as análises de defeitos em genes candidatos, voltamos nossas buscas 

para outras regiões que poderiam estar envolvidas na causa da doença dos nossos 

pacientes. Os FTs NKX2.1, FOXE1, PAX8 e HHEX estão presentes desde os 

primeiros estágios da embriogênese tireoidiana (7), contudo, nossa análise anterior 

não mostrou estes FTs afetados por variantes raras e deletérias. Direcionamos então 

nossas investigações a avaliar se a ação deles estaria comprometida. Selecionamos 

o FOXE1 e o PAX8 e analisamos se haveriam alterações nos genes que são 

controlados por estes FTs. 

Compilamos listas de genes que são regulados pelos FTs FOXE1 (Anexo 6) e 

PAX8 (Anexo 7). Primeiramente, buscamos por variantes presentes na região 

promotora desses genes, local dos motifs de ligação dos FTs. Esta análise resultou 

em 63 variantes em genes regulados por FOXE1 e 134 variantes em genes regulados 

por PAX8. Aplicamos filtros de frequência com dados populacionais dos bancos ExAc, 

1000G e ABraOM, selecionando as variantes raras (frequência menor que 1%). 

Verificamos a presença 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 alterações estavam 

presentes dentro da região de ligação dos FTs, contudo, não identificamos variantes 

raras dentro de motifs de ligação dos FTs FOXE1 e PAX8. 
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Tabela 5: Variantes raras na região 5'UTR de genes com motif para os fatores de transcrição FOXE1 
e PAX8 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_c.-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 presença de variantes na região codificadora dos 

genes regulados por PAX8 e FOXE1, buscando por alterações que prejudicariam a 

correta transcrição e tradução das proteínas. Esta análise resultou em 91 variantes 

em genes regulados por FOXE1 e 169 variantes em genes regulados por PAX8. 

Aplicamos filtros de frequência com dados populacionais dos bancos ExAc, 1000G e 

ABraOM, selecionando as variantes raras (frequência menor que 1%). Com as 

ferramentas FathMM-MKL, MutationTaster, Condel e PolyPhen2 anotamos a predição 

das variantes e selecionamos aquelas com potencial deletério. Esta linha de análise 

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 região codificadora de genes com motif para os fatores de 
transcrição FOXE1 e PAX8 identificadas no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas (continua) 
 

Pt MOTIF Gene_variante Função dbSNP 
Predição 

FAMM COND PPH2 MT 

2 
PAX8 IGFBP7_p.G124S NS rs371933194 D N D D 
PAX8 TG_p.S1506N NS - D N D N 

3 FOXE1 NR4A2_p.P146S NS rs374632208 D N N D 

4 PAX8 FAM13A_p.R50W NS rs114435452 D N D N 

5 FOXE1 AMIGO3_p.H361Y NS - D D N D 

6 
FOXE1 DUOX2_p.T423I NS rs201197899 D D N D 
FOXE1 DUSP5_p.H224R NS rs113559164 D N N D 

8 PAX8 LACTB_p.I302V NS rs142381405 D N N D 

9 PAX8 EGR1_p.P218L NS - D N D D 

10 

FOXE1 
ADAMTS9_p.P1924L NS - D N D D 

PAX8 
PAX8 POMT1_p.S398R NS rs150367385 D D N N 
PAX8 TEKT4_p.P244Ta NS - D N D D 

12 
FOXE1 DERL3_c.314_315C FS rs536282991 - - - D 
FOXE1 DUOX2_ p.F966SfsX29 FS rs530719719 - - - D 

14 PAX8 TEKT4_p.P244Ta 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 região codificadora de genes com motif para os fatores de 
transcrição FOXE1 e PAX8 identificadas no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas (conclusão) 
 

Pt MOTIF Gene_variante Função dbSNP 
Predição 

FAMM COND PPH2 MT 

22 

PAX8 LACTB_p.A338T NS rs186932521 D D N D 
PAX8 LRRC58_p.E169G NS rs140152656 D N D D 
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 

30 
PAX8 POMT1_p.V256L NS rs200508760 D D N D 
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.P244Ta NS - D N D D 

33 

FOXE1 
ADAMTS9_p.F786L NS rs145243531 D N N D 

PAX8 
PAX8 LRP8_p.T635S NS rs144428724 D N - D 
PAX8 RUNX2_p.D320G NS - D D - D 

34 
PAX8 KRT7_p.R64Cb NS rs138391469 D D D D 
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 único nucleotídeo não sinônima; FS: indel 
causadora de frameshift; FAMM: Fathmm-MKL; COND: Condel; PPH2: PolyPhen2; MT: 
MutationTaster; D: deletério; N: Neutro; em negrito as variantes com fenótipo 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 análise Enrichr para verificar a presença de vias 

enriquecidas ou mecanismo associados aos genes. O programa Enrichr não gerou 

termos associados aos genes com valores de p < 0,05 (a ferramenta utiliza o teste 

exato de Fischer como método estatístico, indicando a probabilidade de um gene 
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pertencer ao processo biológico ou via). Verificamos dados na literatura sobre cada 

uma das 43 variantes selecionadas, buscando informações sobre em qual quadro 

clínico foram descritas, se seriam polimorfismos ou mutações, ou se estariam 

envolvidas com o desenvolvimento. A variante POMT1_rs150367385 já foi descrita 

em pacientes com síndrome de Walker-Warburg e distrofia muscular (101-103), 

enquanto as variantes DUOX2_rs530719719 e TG_rs2229843 foram identificadas em 

pacientes com defeito da organificação do iodeto (95-97) e bócio (98), 

respectivamente. 

Os resultados nos mostram que os motifs de ligação de FOXE1 e PAX8 não 

estão alterados em nossos pacientes, porém os genes controlados pelos FTs contêm 

variantes com predição deletéria que podem ser exploradas futuramente. 

 

4.2.3 Análise do gene FOXE1 
 

Seguidamente, decidimos continuar investigando o fator de transcrição FOXE1, 

já 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 não apenas mutações, mas também SNPs, podem estar 

envolvidos na regulação complexa do desenvolvimento e função tireoidiana. 

Buscamos por todas as alterações em toda a região codificadora, 5’UTR e 3’UTR do 

gene FOXE1. Identificamos 26 variantes, dentre elas 12 SNVs na região promotora 

5’UTR, 1 indel na região codificadora e 13 SNVs na região regulatória 3’UTR. 

Anotamos dados de frequência do alelo menor (MAF) de cada variante, tanto do 

sequenciamento do exoma, quando os das populações das bases de dados ABraOM 

e 1000G (Tabela 7). 

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

Região Variante dbSNP 
MAF 

Exoma ABraOM 1000G 

5’UTR c.-645C>A rs143226042 004 0,03 0,03 
5’UTR c.-644A>G rs13302470 0,61 0,64 0,69 
5’UTR c.-639T>A - 0,01 - - 
5’UTR c.-605G>C - 0,01 - - 
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Tabela 7: Variantes identificadas na região de FOXE1 no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas 
(conclusão) 
 

Região Variante dbSNP 
MAF 

Exoma ABraOM 1000G 

5’UTR c.-537G>C rs7849497 0,94 0,82 0,88 
5’UTR c.-283A>G rs1867277 0,79 0,64 0,69 
5’UTR c.-248C>A rs1867278 0,79 0,64 0,69 
5’UTR c.-213C>T - 0,01 - - 
5’UTR c.-177G>C rs549601899 0,01 <0,00 <0,00 
5’UTR c.-156T>C rs1867279 0,94 0,82 0,88 
5’UTR c.-131G>C rs1867280 0,76 0,64 0,69 
5’UTR 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 análise. 
 

Optamos por genotipar três polimorfismos: rs1867277 (presente em região 

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

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

e 1000G (ambas as variantes já foram associadas a doenças tireoidianas); e 

rs907577, localizado em região upstream à FOXE1, devido sua presença dentro de 

um bloco de risco para doenças tireoidianas e por estar em desequilíbrio de ligação 

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

sequenciamento pontualmente por Sanger (Tabela 8) e analisamos estatisticamente 

a associação e o risco da presença do alelo menor e padrões de herança de cada 

variante com a DT dos pacientes (Tabela 9). 
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Tabela 8: Genótipos identificados nas disgenesias, controles normais e populações das bases de dados 
ABraOM e 1000G para os polimorfismos rs907577, rs1867277 e rs71369530 do gene FOXE1 
 

 Genótipo Disgenesias Controles ABraOM 1000G 

rs
90

75
77

 T/T 25 (43,1%) 30 (46,2%) - 1221 (48,8%) 
T/C 27 (46,6%) 24 (36,9%) - 994 (39,7%) 
C/C 6 (10,3%) 11 (16,9%) - 289 (11,5%) 
Total 58 65 - 2504 

rs
18

67
27

7 G/G 11 (18,3%) 29 (36,7%) 472 (40,3%) 1220 (48,7%) 
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%) 

Total 60 79 1171 2504 

rs
71

36
95

30
 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 (52,1%) - 
Total 59 109 1058 - 

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

 

Na análise da variante rs907577, a frequência do alelo menor C nos pacientes 

com DT foi semelhante em comparação com a frequência no grupo de controles 

normais (CN) e no 1000G (33,6%, 35,4% e 31,4%, respectivamente; p> 0,05) e não 

aumentou as chances para a doença (OR = 0,93, 95%CI = 0,55-1,57 e OR = 1,11, 

95%CI = 0,75-1,64, respectivamente). O padrão de herança 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%CI = 0,56-2,31) e em 51,2% no 1000G (p = 0,3940; OR = 1,26, 95%CI = 0,74-

2,13). O padrão 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%CI = 0,38-2,08). Nenhuma análise adicional foi realizada porque a 

frequência alélica do polimorfismo rs907577 não estava contida no banco de dados 

ABraOM. Assim, A variante rs907577 não foi associada à presença de DT em nossos 

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

Comparação Padrão 

rs907577 Alelo menor C T/C + C/C C/C 

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

CN 

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

P 0,7715 0,7341 0,2913 

OR (95%CI) 0,93 (0,55-1,57) 1,13 (0,56-2,31) 0,57 (0,19-1,64) 

1000G 

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

P 0,6089 0,394 0,7777 

OR (95%CI) 1,11 (0,75-1,64) 1,26 (0,74-2,13) 0,88 (0,38-2,08) 

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

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

CN 

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

P 0,0023 0,0178 0,0118 

OR (95%CI) 2,11 (1,30-3,42) 2,58 (1,16-5,74) 2,73 (1,23-6,07) 

ABraOM 

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

P <0,0001 0,0004 <0,0001 

OR (95%CI) 2,45 (1,69-3,55) 3,14 (1,62-6,11) 3,58 (2,05-6,25) 

1000G 

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

P <0,0001 <0,0001 <0,0001 

OR (95%CI) 3,06 (2,12-4,42) 4,23 (2,19-8,18) 4,13 (2,39-7,12) 

rs71369530 Alelo menor 14Ala 16/14 + 14/14 14/14 

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

CN 

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

P 0,1004 0,1646 0,204 

OR (95%CI) 1,60 (0,91-2,80) 2,88 (0,61-13,61) 1,54 (0,79-2,99) 

ABraOM 

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

P 0,0172 0,2164 0,0186 

OR (95%CI) 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: comparações com valores 
de p significativos. 

 

Já na análise da variante rs1867277, a frequência do alelo menor A foi maior 

nos casos de DT em comparação com o grupo CN (58,3% e 39,9%, respectivamente; 

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

A comparação com dados populacionais confirmou esses resultados, a frequência 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 

padrão 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%CI = 1,16-5,79), em 57,1% do ABraOM 

(p = 0,0004) com OR = 3,14 (95%CI = 1,62-6,11) e em 51,3% do 1000G (p <0,0001) 

com OR = 4,23 (95%CI = 2,19-8,18). O padrão 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 doença (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 1000G (p <0,0001), com OR = 4,13 

(95%CI = 2,39-7,12). Por tanto, o polimorfismo rs1867277 se mostrou associado à 

presença de DT, aumentando o risco para a doença. 

Na análise da variante rs71369530 verificamos que a frequência do alelo menor 

14Ala nos casos de DT e no grupo CN foram ligeiramente próximos (82,2% e 74,3%, 

respectivamente; p = 0,1004) e não aumentaram as chances de doença (OR = 1,60, 

95%CI = 0,91-2,80). Em contrapartida, na base de dados ABraOM a frequência foi de 

72,2% (p = 0,0172) e aumentou o risco para a doença com OR = 1,78 (95%CI = 1,10-

2,88). O padrão de herança 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 padrão 

recessivo (genótipo 14/14) nos casos de DT (67,8%) associou-se à doença em 

comparação com ABraOM (52,1%; p = 0,0186) e aumentou a chance da doença com 

OR = 1,94 (95%CI = 1,11-3,39). Não foram observados resultados semelhantes em 

relação ao grupo CN, que apresentou frequência de 57,8% (p = 0,2040) e com OR = 

1,54 (95%CI = 0,79-2,99). Nenhuma análise adicional foi realizada porque nenhum 

dado do polimorfismo rs71369530 estava contido no banco de dados 1000G. Dessa 

forma, a variante rs71369530 também apresentou associação com a DT em 

comparação com a base de dados ABraOM, mas não com o grupo CN. 

Como as variantes rs1867277 e rs71369530 demonstraram estar associadas à 

ocorrência de defeitos no desenvolvimento tireoidiano, realizamos uma análise 

conjunta com os pacientes e os indivíduos controle em que genotipamos ambos os 

polimorfismos. Comparamos todas as combinações de padrões de herança 

dominante e recessivo para as duas variantes e observamos que os genótipos 

combinados se mostraram associados à DT e conferiram um risco ainda maior para a 
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doença (Tabela 10). Primeiro, analisamos o padrão 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%CI = 1,25-6,72). Em seguida, avaliamos a 

combinação padrão 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 combinação padrão 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 padrão 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%CI = 1,98-27,5). 

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

Padrão 
DT CN 

DT vs. CN 
n=50 n=60 

rs1867277 + rs71369530 % % p OR (95%CI) 
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 5,0 0,0009 7,39 (1,98-27,5) 

DT: disgenesias tireoidianas; CN: controles normais; n: número de indivíduos. 
 

Baseados nestes resultados de que as variantes rs1867277 e rs71369530 

mostraram associação e conferiram risco para o desenvolvimento de DT nas análises 

individuais e conjunta, investigamos a região cromossômica que envolve esses dois 

polimorfismos nos dados do exoma das 35 DT sequenciadas. Selecionamos outras 

quatro variantes com MAFs mais elevados (em comparação com as populações 

ABraOM e 1000G) dentro da região 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 análise individual mostrou 

que a presença do alelo menor de cada uma das 6 variantes demonstrou associação 

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%CI). No entanto, não observamos associação 
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significativa e risco aumentado quando comparado ao banco de dados 1000G (valores 

de p > 0,0500). 
Tabela 11: Análise da frequência dos polimorfismos rs7849497, rs1867277, rs1867278, rs1867279, 
rs1867280 e rs71369530 do gene FOXE1 no exoma das 35 amostras de DT sequenciadas 
 

Variante Alelo 
menor 

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

% % p OR 
(95%CI) % p OR 

(95%CI) 

rs7849497 C 94,29 81,77 0,0071 3,68 
(1,33-10,2) 88,30 0,1206 2,19 

(0,79-6,02) 

rs1867277 A 78,57 63,62 0,0102 2,10 
(1,18-3,73) 68,59 0,0736 1,68 

(0,95-2,98) 

rs1867278 A 78,57 63,62 0,0102 2,10 
(1,18-3,73) 68,59 0,0736 1,68 

(0,95-2,98) 

rs1867279 C 94,29 81,77 0,0071 3,68 
(1,33-10,2) 88,30 0,1206 2,19 

(0,79-6,02) 

rs1867280 C 75,71 63,62 0,0378 1,78 
(1,03-3,10) 68,61 0,2030 1,43 

(0,82-2,47) 

rs71369530 14Ala 82,86 72,16 0,0487 1,86 
(0,99-3,50) - - - 

 

Por último, analisamos as variantes presentes na região 3’UTR a fim de verificar 

se os sítios de ligação de microRNAs (miRNA) foram alterados. Na base de dados 

TargetScan buscamos por locais alvo de miRNAs em toda a região 3’UTR do gene 

FOXE1. Verificamos a presença de 1446 regiões de ligação de miRNAs, que inclui 

1442 sítios não conservados e 4 sítios bem conservados. Das 13 variantes 

identificadas em região 3’UTR nos dados de exoma das 35 DT sequenciadas, 11 delas 

estavam localizadas em 30 sítios pouco conservados (Tabela 12). Não identificamos 

variantes presentes em sítios conservado, o que indica que estes continuam íntegros 

e a região regulatória 3’UTR não foi afetada. 

 
Tabela 12: Variantes na região 3’UTR de FOXE1 no exoma das 35 disgenesias sequenciadas 
presentes em sítios de ligação de miRNAs (continua) 
 

Variante miRNA Posição em 3'UTR 

c.*57T>C 
hsa-miR-10b-3p 55-61 
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 região 3’UTR de FOXE1 no exoma das 35 disgenesias sequenciadas 
presentes em sítios de ligação de miRNAs (conclusão) 
 

Variante miRNA Posição em 3'UTR 

c.*631T>C 
hsa-miR-4499 627-633 

hsa-miR-873-3p 628-634 
hsa-miR-3175 631-637 

c.*829A>G 
hsa-miR-154-5p 823-829 
hsa-miR-6509-5p 825-831 

c.*1106C>A 

hsa-miR-4664-5p 1103-1109 
hsa-miR-342-5p 1103-1109 
hsa-miR-7110-5p 1104-1110 
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 

c.*1260C>T 

hsa-miR-5009-5p 1256-1263 
hsa-miR-8058 1256-1263 
hsa-miR-1269b 1257-1263 

hsa-miR-4529-3p 1257-1263 
hsa-miR-1269a 1257-1263 

c.*1342G>A 

hsa-miR-6877-3p 1338-1344 
hsa-miR-6819-3p 1338-1344 
hsa-miR-2114-3p 1339-1345 
hsa-miR-6823-3p 1339-1345 
hsa-miR-505-5p 1341-1347 

c.*1361G>T 
hsa-miR-4766-5p 1355-1362 
hsa-miR-3200-5p 1358-1364 

 

Os resultados desta etapa mostram que polimorfismos presentes na região 

promotora e codificadora do gene FOXE1 foram associados com o desenvolvimento 

de DT, aumentando o risco para a doença. 

 

4.2.4 Análise da família DUOX 
 
Ainda explorando as variantes presentes em genes candidatos, decidimos 

investigar os genes que participam da produção hormonal tireoidiana, e não apenas 

aqueles envolvidos na organogênese. Alguns trabalhos já descreveram mutações em 
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genes de disormonogênese em pacientes com DT (52, 53). Wang et al. mostrou as 

proteínas DUOX como genes patogênicos, sendo DUOXA2 o gene variante mais 

comum em disgenesias  e DUOX2  o gene variante mais comum em casos de glândula 

in situ (105). Sendo assim, optamos por investigar as variantes presentes nos genes 

da família DUOX. 

Buscamos por alterações em toda a região codificadora e regulatória dos genes 

da família DUOX (DUOX1, DUOXA1, DUOX2 e DUOXA2). Especificamos a região 

cromossômica que compreende cromossomo 15:45384848-45457774 e identificamos 

25 variantes. Anotamos dados de frequência populacionais dos bancos ExAc, 1000G 

e ABraOM. Informações sobre as variantes contidas no banco de dados ClinVar 

também foram anotados. Com as ferramentas FathMM-MKL, MutationTaster, Condel 

e PolyPhen2 anotamos a predição das variantes e selecionamos aquelas com 

potencial deletério. Esta análise resultou em 6 variantes deletérias no gene DUOX2 e 

2 variantes deletérias no gene DUOXA1 ( 

Tabela 13). 
 
Tabela 13: Variantes deletérias selecionadas na região dos genes da família DUOX identificadas no 
exoma das 35 amostras de DT sequenciadas 
 

Pt Variante Função dbSNP ClinVar 
Predição 

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 DUOXA1_ p.W399X SG rs112166546 - N N N D 

16/29 DUOXA1_ p.T213M NS rs149960164 - D D D D 
Pt: paciente; SP: troca em região de splicing; NS: troca de único nucleotídeo não sinônima; FS: indel 
causadora de frameshift; SG: stopgain; P: patogênico; 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 à casos de disgenesia 

tireoidiana (53, 105). As 6 variantes foram pontualmente sequenciadas por Sanger e 

confirmamos 5 delas (Tabela 13) nos pacientes. As alterações se localizam em 
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diversos locais da proteína DUOX2 (Figura 12), exploramos possíveis efeitos 

deletérios destas variantes através de análises in silico. 

 

 
Figura 12: Representação esquemática da proteína DUOX2 na membrana apical do tireócito com a 
localização aproximada das variantes identificadas e confirmadas nas disgenesias tireoidianas. 
 

DUOX2_p.T423I 
 

A troca causada pela variante foi classificada com médio impacto funcional na 

análise da ferramenta MutationAssessor. A análise gerada pela ferramenta 

MutationTaster classifica a alteração como causadora de doença e mostra 

importantes domínios na proteína que podem ser perdidos devido a presença da 

variante, além de sítios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados. 

Observamos também que a região é pouco conservada entre as espécies (Figura 13). 
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Figura 13: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante 
p.T423I no gene DUOX2. 

 

Proteína

cDNA

gDNA

Início (aa) Final (aa)

26 601
30 596

455 455
537 537
602 622
623 1041
819 854
832 843
855 890
868 879
899 934
960 1245

1042 1062
1063 1076
1077 1097
1084 1266
1098 1148
1149 1169
1170 1185
1186 1206
1207 1223
1224 1244
1245 1265
1266 1548
1267 1373

Espécies Combinação

Humano Referência D Y W P G P G K F S R T D Y V A S S I Q R G R
Alterado Não conservada D Y W P G P G K F S R I D Y V A S S I Q R G R
P. troglodytes  Indêntica S R T D Y V A S S I Q R G R
M. mulatta  Não homóloga
F. catus  Indêntica S R T D Y V A S S I Q R G R
M. musculus  Indêntica S R T D Y V A S S I Q R G R
G. gallus  Não conservada D Y W Y G P L K Y S R A D Y V A S W L Q R G R
T. rubripes  Indêntica D F M Y G P L R F T R T D L V A V T V Q
D. rerio  Conservada D Y M Y G P L R F S R S D A V A L T I Q R G R
D. melanogaster  Não conservada D K L F G P M E F T R R D L G
C. elegans  Não conservada S R L D V V A S S I M R G R
X. tropicalis  Indêntica D Y C Y G Q I K Y S R T D L F A A S I L H A R

Gene DUOX2 
humano 

NM_001363711

p.T423I
c.1268C>T
g.5426C>T

Domínio transmembrana

Sítio de glicosilação
Sítio de glicosilação

Características da proteína

Característica Efeito

Perda
Perda

Pode ser perdido
Pode ser perdido

Sítios de splicing
Efeito

Domínio de ligação FAD tipo FR

Região de interação com peroxidase
Domínio topológico extracelular

Conservação

Alinhamento

Domínio transmembrana
Domínio topológico extracelular

Domínio topológico extracelular

Domínio topológico citoplasmático

Domínio topológico citoplasmático

Domínio topológico citoplasmático

Domínio topológico citoplasmático

Domínio EF-hand 3
Domínio de ligação Ca 2
Domínio EF-hand 2
Domínio de ligação Ca 1
Domínio EF-hand 1

Domínio oxiredutase férrico

Região de interaçao com TXNDC11

Domínio transmembrana
Domínio transmembrana

Domínio transmembrana

Domínio transmembrana

Domínio transmembrana
Pode ser perdido

Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido

Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido

Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido

Posição Pontuação  Borda exon-intron

Aceptor marginalmente aumentado g.5426 wt: 0,6161 / mu: 0,6488  gtac|AGAC

Doador marginalmente aumentado g.5422 wt: 0,9625 / mu: 0,9928  TCCC|gtac

Aceptor  aumentado g.5435 wt: 0,2200 / mu: 0,4000  atgt|GGCC
Aceptor  aumentado g.5428 wt: 0,4300 / mu: 0,5000  acag|ACTA
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Análise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequências que 

podem ser causadas pela troca: 

 

• Aminoácidos. Os aminoácidos de tipo selvagem e mutantes diferem em 

tamanho. O resíduo mutante é maior, isso pode levar a desordens na estrutura. 

A hidrofobicidade do resíduo de tipo selvagem e mutante difere. A mutação 

introduz um resíduo mais hidrofóbico nesta posição. Isso pode resultar na 

perda de ligações de hidrogênio e/ou perturbar o dobramento correto (Figura 

14). 

• Contatos. O resíduo de tipo selvagem é anotado no UniProt para estar 

envolvido em uma ponte de cisteína, que é importante para a estabilidade da 

proteína. Apenas cisteínas podem fazer esse tipo de ligação, a mutação causa 

perda dessa interação e terá um efeito severo na estrutura 3D da proteína. 

Junto com a perda da ligação da cisteína, as diferenças entre o antigo e o novo 

resíduo podem causar desestabilização da estrutura. 

• Estrutura. A mutação está localizada dentro de um trecho de resíduos 

anotados no UniProt como uma região especial: peroxidase-like; medeia a 

atividade da peroxidase. As diferenças nas propriedades dos aminoácidos 

podem perturbar esta região e sua função. 

• Conservação. O resíduo de tipo selvagem ocorre frequentemente nesta 

posição na sequência, mas outros resíduos também foram observados aqui. O 

resíduo mutante não estava entre os outros tipos de resíduos observados nesta 

posição em outras sequências homólogas. No entanto, resíduos com 

propriedades semelhantes foram observados, então é possível que o resíduo 

mutante seja aceito aqui também. O resíduo mutante está localizado perto de 

uma posição altamente conservada. 

• Domínios. O resíduo mutado está localizado em domínios importantes para a 

atividade principal da proteína. A mutação do resíduo pode perturbar essa 

função. 
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Figura 14: Representação molecular dos aminoácidos 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 
 

 
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 

análise da ferramenta MutationAssessor. A análise gerada pela ferramenta 

MutationTaster classifica a alteração como causadora de doença e mostra 

importantes domínios na proteína que podem ser perdidos devido a presença da 

Proteína
cDNA
gDNA

Início (aa) Final (aa)
26 601

30 596

Espécies Combinação
Humano Referência L D Q F V R L R D G D R Y W F E N T R N G L F

Alterado Não conservada L D Q F V R L R D G D H Y W F E N T R N G L F

P. troglodytes  Indêntica L D Q F V R L R D G D R Y W F E N T R N G L F

M. mulatta  Não homóloga

F. catus  Indêntica L D Q F V R L R D G D R Y W F E N T R N G L F

M. musculus  Indêntica L D Q F V R L R D G D R Y W F E N T R N G L F

G. gallus  Indêntica R L R D G D R F W F E N T K N G L F

T. rubripes  Indêntica L D Q F E R I R N G D R F W F E N R Q N G L F

D. rerio  Indêntica F E R I R N A D R F W F E N K Q N G L F

D. melanogaster  Indêntica K E Q F Q R L R D A D R F W F E N E R N G I F

C. elegans  Indêntica K D Q F T R I R D G D R F W F E N K L N G L F

X. tropicalis  Indêntica L E Q F Y R L R D G D R F W F E N V K N G L F

Característica Efeito
Domínio topológico extracelular

Gene DUOX2 
humano 

NM_001363711

p.R516H

c.1547G>A

g.6271G>A

Características da proteína

Região de interação com peroxidase

Perda

Perda

Conservação
Alinhamento
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variante, além de sítios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados. 

Observamos também que a região é altamente conservada entre as espécies (Figura 

15). 

Análise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequências que 

podem ser causadas pela troca: 

 

• Aminoácidos. Há uma diferença de carga entre o aminoácido do tipo selvagem 

e o mutante. A carga do resíduo de tipo selvagem será perdida, o que pode 

causar perda de interações com outras moléculas ou resíduos. Os aminoácidos 

de tipo selvagem e mutantes diferem em tamanho. O resíduo mutante é menor, 

o que pode levar à perda de interações (Figura 16). 

 

 
Figura 16: Representação molecular dos aminoácidos arginina e histidina na troca DUOX2_p. p.R516H 
(imagem gerada pela ferramenta HOPE). Em vermelho a estrutura compartilhada, em preto a cadeia 
lateral. 

 

• Contatos. O resíduo de tipo selvagem é anotado no UniProt para estar 

envolvido em uma ponte de cisteína. 

• Estrutura. A mutação está localizada dentro de um trecho de resíduos 

anotados no UniProt como uma região especial: peroxidase-like. 

• Conservação. O resíduo de tipo selvagem é muito conservado, mas alguns 

outros tipos de resíduo também foram observados nesta posição. Nem o 

resíduo mutante nem outro tipo de resíduo com propriedades semelhantes 

foram observados nesta posição em outras sequências homólogas. Com base 
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nas pontuações de conservação, essa mutação provavelmente é prejudicial à 

proteína. 

• Domínios. O resíduo mutado está localizado em um domínio importante para 

a atividade principal da proteína. A mutação do resíduo pode perturbar essa 

função. 

 

DUOX2_ p.F966SfsX29  

 

A variante p.F966SfsX29 é descrita como causadora de defeitos na 

organificação do iodeto em pacientes com disormonogênese tireoidiana (95, 97). É 

uma deleção de quatro bases na sequência do gene DUOX2 (c.2895_2898del). 

A análise gerada pela ferramenta MutationTaster classifica a alteração como 

causadora de doença e mostra importantes domínios na proteína que podem ser 

perdidos devido a presença da variante, além de sítios de splicing que podem ter suas 

atividades aumentadas. Observamos também que a região não é conservada entre 

as espécies A deleção de bases causa alteração no quadro de aminoácidos e insere 

um códon de parada prematuro na posição 994, gerando uma proteína truncada de 

menor tamanho (de 1549 para 994 aminoácidos) (Figura 17). 
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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 

análise da ferramenta MutationAssessor. A análise gerada pela ferramenta 

MutationTaster classifica a alteração como causadora de doença e mostra 

Proteína
cDNA
gDNA

Efeito
Aceptor marginalmente aumentado

Início (aa) Final (aa)
623 1041

960 1245

1042 1062

1063 1076

1077 1097

1084 1266

1098 1148

1149 1169

1170 1185

1186 1206

1207 1223

1224 1244

1245 1265

1266 1548

1267 1373

Espécie Combinação
Human  Referência F K Q N I S C R V S F I T R T P G E R S H P Q
Alterado Não conservado F K Q N I S C R V S S L G H L - G S A P T P R
P. troglodytes  Idêntica S C R V S F I T R T P G E R S H P Q

M. mulatta  Não homólogo

F. catus  Idêntica S C R V S F I T R T P G E R S C S Q

M. musculus  Idêntica A C R V S F I N R T P G N R - - - -

G. gallus  Idêntica F K Q N V H N R V S F I K K E P R G P S C K D

T. rubripes  Idêntica R V S F I C - - P G S R F T T T

D. rerio  Conservada R K N S S S S S V E E L T H T P E E E H - - -

D. melanogaster  Conservada K Q N F L D T S T N V A R M T S F N I E P -

C. elegans  Idêntica T Y D D F N A L F S D I - - - - - - - - - - -

X. tropicalis  Conservada T S A L I S V L T K N T P Q N N H S N

Conservação
Alinhamento

Região de interaçao com TXNDC11

Domínio transmembrana

Domínio topológico extracelular

Domínio transmembrana

Domínio oxiredutase férrico

Domínio topológico citoplasmático

Domínio transmembrana

Domínio transmembrana

Domínio topológico citoplasmático

Domínio transmembrana

Domínio transmembrana

Perda

Perda

Perda

p.F966SfsX29

c.2895_2898del

g.13114_13117del

Características da proteína

Domínio topológico citoplasmático

Gene DUOX2 
humano 

NM_001363711

Domínio topológico extracelular

EfeitoCaracterística

Perda

Perda

Perda

Perda

Perda

PerdaDomínio de ligação FAD tipo FR

Sítios de splicing
Posição Pontuação  Borda exon-intron
g.13124 wt: 0,7246 / mu: 0,7624  actc|GGAC

Domínio topológico citoplasmático

Perda

Perda

Perda

Perda

Perda

Perda
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importantes domínios na proteína que podem ser perdidos devido a presença da 

variante, além de sítios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados. 

Observamos também que a região é altamente conservada entre as espécies (Figura 

18).  

 

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

 

Análise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequências que 

podem ser causadas pela troca: 

Proteína
cDNA
gDNA

Início (aa) Final (aa)
960 1245

1084 1266
1098 1148
1149 1169
1170 1185
1186 1206
1207 1223
1224 1244
1245 1265
1266 1548
1267 1373

Espécie Combinação
Human  Referência T F L N R Y V P F D A A V D F H R W I A M A A
Alterado Não conservado T F L N R Y V P F D A T V D F H R W I A M A A
P. troglodytes  Idêntica T F L N R Y V P F D A A V D F H R W I A M A A
M. mulatta  Não homólogo
F. catus  Idêntica T F L N R Y I P F D A A V D F H R W I A M A A
M. musculus  Idêntica T F L N R Y I P F D A A V D F H R W I A M A A
G. gallus  Idêntica T F L N R Y I P F D A A V D F H R W I A M A A
T. rubripes  Idêntica T F L N R Y I P F D A A I D F H R F M A M A A
D. rerio  Idêntica T F L N R Y I P F D A A I D L H R Q M A A T A
D. melanogaster  Não conservado F P I Q Q Y I P L D S H I Q F H K I A A C T A
C. elegans  Idêntica A I A F H K I V A L F A
X. tropicalis  Idêntica T F L N Q Y I P F D S A V D F H R L I A V T A

Pode ser perdido
Pode ser perdido

Pode ser perdidoDomínio de ligação FAD tipo FR

Alinhamento
Conservação

Características da proteína
Característica Efeito

Perda
Perda
Perda

Pode ser perdido

Região de interaçao com TXNDC11
Domínio oxiredutase férrico
Domínio topológico citoplasmático
Domínio transmembrana
Domínio topológico extracelular
Domínio transmembrana

Domínio transmembrana
Domínio transmembrana

Pode ser perdido

Domínio topológico citoplasmático

Domínio topológico citoplasmático

Pode ser perdido
Pode ser perdido
Pode ser perdido

Efeito Posição Pontuação  Borda exon-intron
Aceptor marginalmente aumentado g.14629 wt: 0,4849 / mu: 0,5253  tttg|ATGC

Gene DUOX2 
humano 

NM_001363711

p.A1123T
c.3367G>A
g.14635G>A

Sítios de splicing

wt: 0,7700 / mu: 0,9100  CGCA|gtgg
Ganho de doador g.14631 mu: 0,3400  TGAT|gcca
Doador aumentado g.14637
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• Aminoácidos. Os aminoácidos de tipo selvagem e mutantes diferem em 

tamanho. O resíduo mutante é maior, isso pode levar a desordens na estrutura. 

A hidrofobicidade do resíduo de tipo selvagem (apolar) e mutante (neutro) 

difere. As interações hidrofóbicas, seja no núcleo da proteína ou na superfície, 

podem ser perdidas (Figura 19). 

 

 
Figura 19: Representação molecular dos aminoácidos 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 resíduo de tipo selvagem é anotado no UniProt para estar 

envolvido em uma ponte de cisteína, (semelhante a DUOX2_p.T423I). 

• Estrutura. A mutação está localizada dentro de um domínio, anotado no 

UniProt como oxidoredutase férrica. A mutação introduz um aminoácido com 

propriedades diferentes, que pode perturbar esse domínio e abolir sua função. 

A mutação está localizada dentro de um trecho de resíduos anotados no 

UniProt como uma região especial: Interação com TXNDC11. As diferenças 

nas propriedades dos aminoácidos podem perturbar esta região e perturbar 

sua função. 

• Conservação. O resíduo de tipo selvagem é muito conservado, mas alguns 

outros tipos de resíduo também foram observados nesta posição. Nem o 

resíduo mutante nem outro tipo de resíduo com propriedades semelhantes 

foram observados nesta posição em outras sequências homólogas. Com base 

nas pontuações de conservação, essa mutação provavelmente é prejudicial à 

proteína. 
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• Domínios. O resíduo mutado está localizado em um domínio importante para 

a atividade principal da proteína. A mutação do resíduo pode perturbar essa 

função. 

 

DUOX2_ p.N1170T 
 
A troca causada pela variante foi classificada com baixo impacto funcional na 

análise da ferramenta MutationAssessor. A análise gerada pela ferramenta 

MutationTaster classifica a alteração como causadora de doença e mostra 

importantes sítios na proteína que podem ser perdidos devido a presença da variante, 

além de sítios de splicing que podem ser perdidos ou ganhados. Observamos também 

que a região é pouco conservada entre as espécies (Figura 20).  

Análise gerada pela ferramenta HOPE prediz diversas consequências que 

podem ser causadas pela troca: 

 

• Aminoácidos. Os aminoácidos de tipo selvagem e mutantes diferem em 

tamanho. O resíduo mutante é menor, o que pode levar à perda de interações. 

A hidrofobicidade do resíduo de tipo selvagem e mutante difere. A mutação 

introduz um resíduo mais hidrofóbico nesta posição. Isso pode resultar na 

perda de ligações de hidrogênio e/ou perturbar o dobramento correto (Figura 

21). 

• Estrutura. A mutação está localizada dentro de um domínio oxidoredutase 

férrico e de um trecho de resíduos de interação com TXNDC11. 

• Conservação. O resíduo de tipo selvagem não é conservado nesta posição. O 

resíduo mutante está entre os tipos de resíduos observados nesta posição em 

outras sequências homólogas. 

• Domínios. O resíduo mutado está localizado em um domínio importante para 

a atividade principal da proteína. A mutação do resíduo pode perturbar essa 

função. 
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Figura 20: Quadro informativo com dados gerados pela ferramenta MutaionTaster sobre a variante 
p.N1170T no gene DUOX2. 

 

 

Proteína
cDNA
gDNA

Início (aa) Final (aa)
960 1245

1084 1266
1170 1185
1186 1206
1207 1223
1224 1244
1245 1265
1266 1548
1267 1373

Espécies Combinação
Humano Referência L L A C I F P N V F V N D G S K L P Q K F Y W
Alterado Não conservada L L A C I F P N V F V T D G S K L P Q K F Y W
P. troglodytes  Indêntica L L A C V F P N V F V N D G S K L P Q K F Y W
M. mulatta  Não homóloga
F. catus  Indêntica L L A C V F P N V F V N D G S Q L P Q K F Y W
M. musculus  Indêntica L M A C V F P N V F V N D G S K F P P K Y Y W
G. gallus  Indêntica V L S C L F S S V F M N D G S Q L P Q K Y Y W
T. rubripes  Indêntica I L S C L F P K V F R N N G S E R P M K W S W
D. rerio  Indêntica P K V F S N N G S E L P M K W T F
D. melanogaster  Conservada N L R C L T R E - - V H F A S D Y K P D I T F
C. elegans  Não conservada G L A C L F Q E A F F - - G S N F L P S I S Y
X. tropicalis  Conservada V L S C L F P T V F V D D G S D H P N K Y Y W

Pode ser perdido

Características da proteína

Sítios de splicing
Efeito Posição Pontuação  Borda exon-intron

Pode ser perdido

Domínio transmembrana
Domínio topológico citoplasmático
Domínio transmembrana

Gene DUOX2 
humano 

NM_001363711

Característica

p.N1170T
c.3509A>C
g.14956A>C

Conservação
Alinhamento

Efeito
Região de interaçao com TXNDC11
Domínio oxiredutase férrico
Domínio topológico extracelular

Pode ser perdido
Pode ser perdido

Domínio transmembrana
Domínio topológico citoplasmático
Domínio de ligação FAD tipo FR

Perda
Perda
Perda

Pode ser perdido
Pode ser perdido

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
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Figura 21: Representação molecular dos aminoácidos 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 são deletérias podem afetar a ação 

da proteína DUOX2. Um estudo funcional está em andamento para fornecer mais 

informações sobre a ação dessas alterações na função da proteína. 

 

4.3 Regiões em homozigose 
 

Investigamos os dados de sequenciamento WES em busca de regiões em 

homozigose. Utilizamos os dados completo de todas as variantes identificadas nos 

pacientes, sem excluir regiões ou tipos de variantes para esta análise. Identificamos 

duas regiões em homozigose em dois pacientes (Tabela 14). 

No paciente 14 identificamos uma região em homozigose no cromossomo 2, 

contendo 4 genes. No paciente 24 identificamos uma região em homozigose no 

cromossomo 20, contendo 5 genes. Analisamos as variantes contidas dentro dessas 

duas regiões em homozigose. Investigamos aquelas que poderiam ser funcionais 

dentro de regiões codificadoras, intrônicas adjacentes, 5’UTR e 3’UTR. Verificamos 

que nenhuma das variantes contidas nestes 9 genes presentes nas regiões em 

homozigose eram raras, todas apresentavam frequência maior que 1%. Portanto, a 

presença de homozigosidade não foi associada às DTs neste estudo. 
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Tabela 14: Variantes contidas nas regiões em homozigose identificadas no exoma das amostras 
sequenciadas dos pacientes 14 e 24 sequenciados por WES 
  

 Posição 
Cromossômica Região Gene Variante dbSNP MAF 

1000G 

Pa
ci

en
te

 1
4  

 

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 5’UTR SH3YL1 c.-704G>A rs7556816 0,31 

Chr2:256278 5’UTR SH3YL1 c.-13478A>G rs4455191 0,28 

Chr2:260594 Intron SH3YL1 . rs4854299 0,01 

Chr2:260677 Intron SH3YL1 . rs10188763 0,45 

Chr2:262553 Intron SH3YL1 . rs7596678 0,50 

Chr2:263270 Intron SH3YL1 . rs10167992 0,16 

Chr2:264895 5’UTR 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 3’UTR FAM150B c.*442G>A rs3828329 0,45 

Chr2:286812 Intron FAM150B . rs4484059 0,17 

Chr2:676177 Intron TMEM18 . rs2293083 0,50 

Pa
ci

en
te

 2
4 

 

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 
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 ZCCHC3 . 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 hipótese de que estas regiões em 

homozigose poderiam estar associadas à causa da doença nos pacientes por não 

haver variantes raras nas regiões. Dessa forma, a presença de homozigosidade não 

foi associada às DTs neste estudo. 

 

4.4 Variantes estruturais CNVs 
 

Com a análise realizada com o programa XHMM, foram selecionadas 10 CNVs 

presentes em 12 pacientes. Foi feita uma análise detalhada de casa uma delas na 

base de dados DGV, e verificamos que nenhuma delas é descrita (Tabela 15). 

Com as informações do DGV também observamos que nas mesmas regiões 

cromossômicas existem outras CNVs de inserção ou duplicação de maior tamanho. 

Somente duas CNVs (ambas duplicações) envolviam a sequência codificante de 

genes (genes LOC283177 e AHNAK2). As outras CNVs localizavam-se em regiões 

de introns, não continham genes ou se encontravam fora da região codificadora de 

genes. A análise feita na base de dados ClinVar permitiu verificar que nenhuma CNV 

já descrita contendo exclusivamente os genes LOC283177 e AHNAK2 foi associada 

a doença ou considerada patogênica. Dessa forma, a presença de CNVs não foi 

associada às DTs neste estudo. 

 
Tabela 15: Alterações estruturais (CNVs) identificadas no exoma das amostras de DT sequenciadas 
 
Pt CNV Localização cromossômica Gene na região 

3 DEL chr7:72418915-72430805 NSUN5P2  
6 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: deleção; DUP: duplicação. Em destaque as duas CNVs localizadas na região 
codificadora de genes. 
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4.5 Análise individual dos pacientes 
 

Com os resultados das análises anteriores observamos variantes relevantes 

presentes no exoma de todas as 35 amostras disgenesia sequenciadas. Por fim, 

realizamos uma análise individualizada observando quais dessas alterações foram 

identificadas em cada paciente e comparamos os achados com o fenótipo do paciente 

e dados já descritos na literatura. 
Utilizamos as listas das variantes resultantes das análises de “Genes 
Candidatos”, “Genes Regulados por FTs”, “Análise do Gene FOXE1” e “Análise da 
Família DUOX”. Selecionamos as variantes presentes em genes diretamente 
relacionados com função, desenvolvimento e doenças tireoidianas, e também os 
genes envolvidos com desenvolvimento embrionário de outros tecidos ( 

Figura 22). Observamos que apenas no paciente 10 não identificamos 

variantes em genes diretamente relacionados com o desenvolvimento e/ou função 

tireoidiana. No entanto, o paciente apresenta variantes em genes que participam do 

desenvolvimento de outros tecidos e ainda genes que já foram descritos na etiologia 

do câncer de tireoide. 

Utilizamos a ferramenta String e verificamos a interação dos genes alterados 

contendo as variantes selecionadas por paciente. Observamos interações 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 interações era de médica confidência, sendo 

que as interações entre os genes FOXE1_TPO, FOXE1_TG, FOXE1_TSHR, 

DUOX2_DUOXA1, SPARC_COL1A1, BMP4_JAG1 e JAG1_RUNX2 apresentaram 

pontuação de alta confidência. 

Estes resultados mostram que a maioria dos pacientes possui variantes em 

genes diretamente relacionados com o desenvolvimento e função tireoidiana. Embora 

sejam variantes heterozigotas e não descritas anteriormente em casos de defeito de 

desenvolvimento da tireoide, as análises de interação podem sugerir uma possível 

causa poligênica da DT.
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Figura 22: Distribuição das principais variantes identificadas no exoma das 35 amostras de DT 
sequenciadas. As cores nos genes indicam em qual análise foram identificadas as variantes. CAND: 
candidatos; FTs: fatores de transcrição; FOXE1: gene FOXE1; DUOX: genes da família DUOX; TOTAL: 
total de variantes por paciente; N: número de variantes identificadas no gene; %: frequência do gene 
alterado entre os pacientes. 
 

 

Pacientes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Gene F F M F F F F F F F F M M F M F F M M M F M F F F F F F M F M M F F M N % CAND FTs FOXE1 DUOX

ADAMTS9 2 5,7 •
AMIGO3 1 2,9 •

ARNT 1 2,9 •
BCAM 2 5,7 •

BCL2L1 1 2,9 •
BGN 1 2,9 •

BMP4 2 5,7 •
COL1A1 3 11,4 •

CREB1 1 2,9 •
DUOX2 6 14,3 • • •

DUOXA1 2 11,4 • •
DUSP5 1 2,9 •

EGR1 1 2,9 • •
EYA1 1 2,9 •
FGF3 2 5,7 •
FOS 1 2,9 •

FOSB 1 2,9 •
FOXE1 2 97,1 •

GLI2 3 8,6 •
GPNMB 1 2,9 •

HES1 1 2,9 •
HOXA2 1 2,9 •
HOXA3 1 2,9 •
IGFBP7 1 2,9 •

ISL1 3 8,6 •
JAG1 1 2,9 •
KDR 2 5,7 •

LEFTY1 1 2,9 •
LRP8 1 2,9 •

MYBPC1 1 2,9 •
NR4A2 1 2,9 •

NUP107 1 2,9 •
PAX2 1 2,9 •
PAX3 1 2,9 •
PBX4 1 2,9 •
PITX2 1 2,9 •

POMT1 2 5,7 •
PRKCE 1 2,9 •
RUNX2 1 2,9 •
SFRP2 1 2,9 •

SLC26A7 2 5,7 •
SPARC 1 2,9 •

TCAP 2 5,7 •
TEKT4 3 11,4 •

TG 3 8,6 • •
TNXB 2 11,4 •

TPO 1 2,9 •
TSHR 1 2,9 •

5 4 6 2 3 4 3 2 5 4 2 5 3 6 6 5 2 3 2 4 2 5 3 3 2 4 4 4 5 4 9 7 7 5 4

Agenesia Hipoplasia Ectopia

1 variante

Análise

2 variantes
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Figura 23: Interação dos genes alterados (análise por paciente) gerada pela ferramenta String. 
Pacientes com agenesia: A. Paciente 1, pontuação das interações (PI): GLI2_FOXE1 = 0,440 e 
FOXE1_TPO3 = 0,669; B. Paciente 2, PI: FOXE1_TG = 0,701; C. Paciente 3, PI: FOXE1_GLI2 = 0,440, 
GLI2_PAX3 = 0,461, PAX3_ISL1 = 0,639 e ISL1_NR4A2 = 0,422; D. Paciente 6, PI: FOXE1_DUOX2 
= 0,562. Pontuação das interações representam o grau de confidência: baixa (0,0 – 0,3), média (0,4 – 
0,6) ou alta (0,7 – 1,0). 

 

 
Figura 24: Interação dos genes alterados (análise por paciente) gerada pela ferramenta String. 
Pacientes com hipoplasia: A. Paciente 12, pontuação das interações (PI): FOXE1_DUOX2 = 0,562; B. 
Paciente 14, PI: GLI2_FOXE1 = 0,440; C. Paciente 15, PI: FOXE1_DUOX2 = 0,562 e 
DUOX2_DUOXA1 = 0,980; D. Paciente 18, PI: FOXE1_DUOX2 = 0,562; E. Paciente 20, PI:  
FOXE1_TSHR = 0,736. Pontuação das interações representam o grau de confidência: baixa (0,0 – 0,3), 
média (0,4 – 0,6) ou alta (0,7 – 1,0). 
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Figura 25: Interação dos genes alterados (análise por paciente) gerada pela ferramenta String. 
Pacientes com ectopia: A. Paciente 30, pontuação das interações (PI): FOXE1_TG = 0,701; B. Paciente 
31, PI: SPARC_COL1A1 = 0,989, 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, PI: BMP4_JAG1 = 0,664, 
JAG1_RUNX2 = 0,753 e RUNX2_BMP4 = 0,467; E. Paciente 34, PI:  SLC26A7_FOXE1 = 0,415 e 
FOXE1_TG = 0,701; F. Paciente 35, PI: FOXE1_SLC26A7 = 0,415. Pontuação das interações 
representam o grau de confidência: baixa (0,0 – 0,3), média (0,4 – 0,6) ou alta (0,7 – 1,0).
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5 DISCUSSÃO 
 

Neste estudo pesquisamos alterações gênicas com relevância clínica em 

pacientes com DT, cuidadosamente caracterizados em termos bioquímicos e 

morfológicos, com o intuito de ampliar o estudo das bases moleculares do HC e buscar 

um maior entendimento das causas genéticas das más formações da glândula. 

Optamos por utilizar a tecnologia de sequenciamento do exoma e realizamos uma 

análise exaustiva, tentando esgotar todas as possibilidades de análises para a seleção 

de variantes. Focamos a maior parte das nossas análises nas regiões codificadora e 

promotora dos genes com ênfase em variantes de troca de aminoácido ou pequenas 

deleções e inserções (indels). Também avaliamos a presença de regiões em 

homozigose, variações de número de cópias (CNVs) e sítios de ligação de microRNAs 

em sequencias 3’UTRs. Obtivemos um sequenciamento homogêneo e de qualidade 

para todas as amostras. Cerca de 60% das bases tiveram leitura maior que 30X, foi 

possível alcançar uma boa cobertura para uma análise de precisão 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 diferenciação, 

proliferação, migração, adesão e morfogênese celular. Este primeiro dado sugere a 

existência de defeitos em genes envolvidos com o desenvolvimento, porém é de se 

notar que diversos outros termos não relacionados ao desenvolvimento também 

surgiram nesta análise. Este era um resultado esperado, devido ao grande número de 

genes inseridos na análise. Nosso objetivo com esta primeira análise foi ter uma visão 

geral dos genes alterados nos pacientes e seu envolvimento com a embriogênese. 

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 alterações já 

eram descritas, porém sem dados na literatura sobre quadro clínico ou fenótipos 

relacionados à presença da variante. Esta foi uma etapa importante pois poderia trazer 

mais informações sobre estas alterações selecionadas. Verificamos que estes 7 

genes não apresentavam interações de alta confidência, mostrando que não 

contribuem conjuntamente para uma função compartilhada. É de se notar que estes 

sete genes são muito polimórficos e nenhum deles já foi associado ao 
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desenvolvimento tireoidiano. Ainda assim, observamos 3 termos associados ao 

desenvolvimento que incluíram os genes CDC27 e IGSF3 (tabela). Um estudo recente 

mostrou que genes envolvidos na resposta imune, como o gene IGSF3 

(Immunoglobulin Superfamily Member 3) estão dentro dos mais polimórficos do 

genoma e que polimorfismos em regiões codificantes que afetam as sequencias e/ou 

funções de proteínas são os menos frequentes no genoma humano (106). Estas 

informações junto com nossos resultados sugerem não haver uma relação das 

variantes destes genes com o fenótipo dos nossos pacientes. Por tanto, optamos por 

continuar nossas análises investigando alterações 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 análises 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 ectópicos, 

descrevemos uma lista de genes candidatos para DT (107). Esta lista foi 

cuidadosamente criada coletando dados de trabalhos que já relacionaram mutações 

genéticas com o desenvolvimento ou função tireoidiana, dos mais antigos aos atuais 

(Anexo 5). Identificamos 750 variantes em 115 genes candidatos nos pacientes, e 

após aplicar os filtros de frequência e predição, chegamos ao número de 61 variantes 

raras e deletérias presentes em 42 genes candidatos (Tabela 4). A maioria destas 

variantes foi identificada em heterozigose e não observamos genes com várias 

alterações em diferentes pacientes ou genes com mais de uma alteração no mesmo 

paciente sugerindo uma heterozigose composta. Por tanto, podemos sugerir que a DT 

não teria um padrão de herança recessivo clássico. Algumas variantes identificadas 

são descritas na literatura em associação à fenótipos distintos de más formações 

crânio faciais (92-94), ao HC levando à disormonogênese por defeito na organificação 

do iodeto (95-97) e bócio (98, 99) e ainda em casos de câncer de tireoide (100), e não 

identificamos mutações ou outras variantes já relacionadas com a malformação 

tireoidiana. 

Dentre os mecanismos conhecidos que podem levar às falhas de 

desenvolvimento tireoidiano está o modelo poligênico, onde falhas distintas em 

diferentes genes levam ao fenótipo de DT. Em modelo animal, ratos Pax8 +/− ou Titf1 
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+/− não apresentaram alteração no desenvolvimento da tireoide, enquanto ratos [Titf1, 

Pax8] +/− apresentaram glândulas tireoides menores ou hemiagenesia (8). O modelo 

poligênico é justificado pelos fatos de mutações monogênicas causais serem 

identificadas, até agora, em apenas uma pequena fração de pacientes com DT (5%), 

e que um padrão de herança mendeliano é raramente observado (108, 109). Além 

disso, já foi observada uma discordância de fenótipos entre irmãos portadores da 

mesma mutação, sugerindo o envolvimento conjunto de outros genes na 

determinação do defeito de desenvolvimento tireoidiano (42, 110). Como muitos dos 

pacientes apresentaram variantes raras e deletérias em mais de um gene candidato, 

verificamos a existência de interações entre estes genes alterados. Observamos 

interações de média confidência entre os genes candidatos alterados de 5 pacientes, 

mostrando que estes genes não participariam de uma mesma função. 

Algumas das variantes em genes candidatos se destacaram, como a troca 

p.T574S no gene TSHR identificada no paciente 20 (hipoplasia). Não identificamos a 

alteração em 83 controles brasileiros normais, dentre estes, 33 são da mesma região 

do paciente, mostrando não haver alguma prevalência regional para a alteração. Esta 

variante não é descrita na literatura em associação à malformação tireoidiana ou 

outros fenótipos. O TSHR é um dos genes clássicos participantes da formação e 

função tireoidiana, sendo expresso durante o desenvolvimento da glândula (2). 

Nossas análises in silico mostram que a alteração é deletéria e afetaria a função da 

proteína. Também identificamos no paciente 20 a troca p.K101N no gene FGF3, que 

foi a única variante em homozigose observada na análise de genes candidatos. O 

FGF3 faz parte da família FGF, proteínas que estão envolvidos em diversos processos 

biológicos, incluindo desenvolvimento embrionário, crescimento celular, morfogênese, 

reparo de tecidos, crescimento e invasão tumoral (RefSeq, Jul 2018). Os FGFs são 

expressos no desenvolvimento de todo o aparato faríngeo e sistema cardiovascular, 

sua ação seria via o fator de transcrição TBX1 (111, 112). Também foi proposto que 

a redução de expressão de Fgf3 em ratos aumentaria o fenótipo de haploinsuficiência 

de Tbx1, onde o Fgf3 colaboraria para o desenvolvimento do endoderma faríngeo. 

Porém, foi observado que os defeitos mais severos não ocorreram na presença do 

Fgf3 -/- (113). No paciente portador da alteração FGF3_p.K101N não identificamos 

variantes no gene TBX1 ou variantes em outros genes FGF. As nossas análises in 
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silico mostraram que a variante apresenta potencial deletério e que não haveria 

interações entre o FGF3 e o TSHR.  

Outra importante variante na análise de genes candidatos foi a troca p.S235X 

no gene SFRP2, identificada no paciente 35 (ectopia). O SFRP2 é um dos 

moduladores da sinalização Wnt, participando do desenvolvimento de diversos 

tecidos (RefSeq, Julho 2008) e foi associado à ectopia estando diferentemente 

expresso em tecido tireoidiano (114). Por ser uma variante que causa um códon de 

parada prematuro, a função da proteína estaria automaticamente comprometida, o 

que também foi observado nas análises in silico. Sugerimos existir um significado 

clínico 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 

função das proteínas, esta predição deverá ser confirmada em análises funcionais 

futuras. 

 

Diante destes primeiros resultados, voltamos nossas buscas para outras 

regiões que poderiam estar envolvidas na causa da doença dos nossos pacientes. Os 

FTs clássicos estão presentes desde os primeiros estágios da embriogênese 

tireoidiana (7), contudo, não identificamos estes FTs afetados por variantes raras e 

deletérias. A expressão de genes é controlada através da ligação dos FTs às 

sequências motifs presentes nos promotores (115). Não identificamos variantes raras 

em motifs de ligação de FOXE1 e PAX8, indicando que a ação destes FTs não estaria 

comprometida. Contudo, identificamos variantes raras e deletérias na região 

codificadora de genes regulados por FOXE1 e PAX8, com a hipótese de que FOXE1 

e PAX8 estariam se ligando corretamente aos respectivos motifs, porém a codificação 

dos genes estaria comprometida. Algumas variantes identificadas são descritas na 

literatura em associação à fenótipos distintos de síndrome de Walker-Warburg e 

distrofia muscular (101-103), e de HC levando à disormonogênese por defeito na 

organificação do iodeto (95-97) e bócio (98, 99). As análises de enriquecimento e 

interação destes genes alterados regulados por FOXE1 e PAX8 mostraram não haver 

um envolvimento dos genes alterados com o desenvolvimento tireoidiano. Como 

anteriormente nas análises de genes candidatos, não observamos mutações ou 

outras variantes já relacionadas com a malformação tireoidiana nesta análise. É 
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importante destacar que não descartamos a importância destes achados na 

investigação sobre a doença dos pacientes. Análises futuras poderão esclarecer o 

significado destas alterações e trazer mais informações sobre os mecanismos do 

desenvolvimento tireoidiano. 

 

Apesar do papel de FOXE1 no desenvolvimento e função da tireoide já ser bem 

conhecido, poucas mutações causadoras de doenças já foram descritas no gene (116-

122). Nossa investigação do exoma das 35 DTs não revelou variantes raras e 

deletérias nas regiões codificadora e regulatórias do gene FOXE1. Entretanto, 

identificamos 25 SNVs e 1 indel frequentes em diferentes populações, dentre elas as 

variantes rs1867277 e rs71369530. A variante rs1867277 está localizada na região 

promotora de FOXE1. Foi proposto anteriormente um modelo de regulação de FOXE1 

dependente do genótipo de rs1867277, onde a presença de um alelo A aumentaria a 

suscetibilidade ao CT através do recrutamento dos FTs USF1/USF2 (123). Essa 

regulação alelo específica 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 evidências nos levaram a estender a investigação do rs1867277 para mais 

pacientes com DT em nossa coorte e em indivíduos normais brasileiros sem doença 

tireoidiana. Nossas análises mostraram uma forte associação do alelo A de rs1867277 

com a presença de DT em nossos pacientes, com uma maior predisposição tanto na 

presença do genótipo dominante quanto do recessivo. O polimorfismo rs1867277 

também foi descrito em desequilíbrio de ligação com a variante rs907577 (123), 

localizado upstream à região promotora de FOXE1 e incluído dentro de um bloco de 

risco para hipotireoidismo primário (104). Esta variante não foi identificada no 

sequenciamento do exoma, por tanto foi necessário realizar sua genotipagem. 

Contudo, a presença do alelo menor C de rs907577 não demonstrou correlação com 

o defeito de desenvolvimento da tireoide dos nossos pacientes. Outros dois outros 

estudos investigaram a presença da variante rs907577 e não encontraram associação 

com fissuras orofaciais na população chinesa (124, 125).   

A variante rs71369530 afeta o comprimento da cadeia polialanina de FOXE1 

(a maioria das contagens de alelos relatados são 16Ala e 14Ala). A contagem de 14Ala 

na cadeia polialanina de FOXE1 foi associada a um risco aumentado na ocorrência 
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de DT, com uma associação mais forte com o grupo de ectopias. Por outro lado, a 

presença de 16Ala teria um efeito protetor contra a doença, sugerindo que rs71369530 

pode ser uma variante chave durante a embriogênese tireoidiana (126, 127). Da 

mesma forma, foi demonstrado a associação da contagem de alaninas com a 

ocorrência de CT, entretanto, neste transtorno a contagem de 16Ala foi considerada 

um fator de risco (128). Assim, o padrão de 16Ala afetaria inversamente o CT e os 

defeitos de desenvolvimento da tireoide.  A contagem de 16Ala da rs71369530 também 

foi descrita em desequilíbrio de ligação com a variante rs1867277 em pacientes com 

CT papilífero, sem ocasionar diferenças na expressão da proteína nem na ligação ao 

DNA (129). Esta associação do tamanho da cadeia de polialanina e o CT papilífero 

não seria autônoma, dependendo da presença de outros fatores de predisposição, 

como rs1867277 (130). Esses achados revelaram um duplo papel de FOXE1 desde o 

início da formação do primórdio tireoidiano até a ocorrência de doenças malignas da 

tireoide. Estas informações nos levaram a também incluir o SNP rs71369530 em 

nossas análises. Observamos a associação do alelo menor de rs71369530 (14Ala) com 

a DT na comparação com ABraOM, e o mesmo resultado observado na comparação 

do padrão de herança recessivo. No entanto, a comparação com o nosso grupo CN 

não demonstrou os mesmos resultados, sem associação e não aumentando as 

chances de desenvolvimento da doença em ambas as análises (padrões de alelos e 

genótipos). É de se notar que o grupo CN e a base de dados ABraOM são compostos 

por dados de indivíduos brasileiros. O ABRAOM inclui dados de maiores de 60 anos, 

da cidade de São Paulos, sem doenças de base, mas não possui informações sobre 

a função tireoidiana destes indivíduos (76). Nosso grupo CN é mais heterogêneo em 

idade e inclui indivíduos das cidades de São Paulo (como a coorte ABraOM) e Marília 

(pais de pacientes) no estado de São Paulo e da cidade de Salvador (como a maioria 

dos nossos casos de DT) na Bahia. A população brasileira tem origem diversa, o que 

afeta a ancestralidade genômica e pode causar prevalências regionais envolvendo 

diferenças genotípicas. A distribuição da população no vasto território brasileiro, 

fatores ambientais e até mesmo o desenvolvimento econômico já foram apontados 

como os principais fatores que seriam responsáveis pela heterogênea genética 

brasileira (131, 132). Especulamos a existência de diferenças regionais que levam a 

alguma prevalência genética envolvendo nosso grupo CN e a população do ABraOM, 
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assim como não descartamos o fato de que as diferenças no número de indivíduos 

em cada grupo controle podem ter afetado os resultados. 

Após observar a associação individual das variantes rs1867277 e rs71369530 

com DT, também verificamos que a combinação dos genótipos alterados das duas 

variantes demonstrou uma associação ainda maior (Tabela 10). Nikitski et al. 

descreveram a ação independente do alelo A de rs1867277 no CT papilar, enquanto 

o efeito de 16Ala de rs71369530 dependeria da presença de outros fatores (130). Os 

autores propuseram que o papel deletério de rs71369530 seria causado por sua 

presença em um forte desequilíbrio de ligação com outras variantes de risco, como a 

rs1867277. Considerando este mesmo modelo, já que em nossos casos observamos 

a associação independente de rs1867277 e de rs71369530 e uma associação mais 

forte na avaliação conjunta dessas duas variantes com a DT, investigamos o efeito de 

outras variantes dentro do mesmo bloco cromossômico. Utilizando os dados do 

sequenciamento do exoma das 35 DTs, identificamos outras 4 variantes dentro desta 

região (rs7849497, rs1867278, rs1867279 e rs1867280) que exibiram associação 

individual com as DT na comparação com ABraOM. A alteração rs7849497 não possui 

informações da literatura, apenas informações de frequência nas bases de dados. 

Portanto, não foi possível reunir informações genéticas e fenotípicas sobre as causas 

da presença do alelo menor desta variante em estudos já publicados. As alterações 

rs1867277, rs1867278, rs1867279 e rs1867280 estão dentro de um bloco de 

desequilíbrio de ligação no cromossomo 9q22 já relacionado com malformação de 

lábio 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 

associação com CL/P (133). As variantes rs1867279 e rs1867280 não foram 

identificadas em CL/P com casos de HC ou CT, mas análises in silico mostraram que 

ambas as alterações podem modular a expressão de genes relevantes envolvidos na 

morfogênese tireoidiana por meio da modificação dos sítios de ligação do fator de 

transcrição. No entanto, os autores propõem um modelo de resposta disruptiva em 

que etnia, fatores ambientais e os dois SNPs atuam juntos para produzir o fenótipo 

(137). Apesar de observar essa associação significativa das 6 alterações no exoma 

de 35 casos de DT, estes resultados não se repetiram quando se comparou com 

população do 1000G. Especulamos que este resultado pode ser uma consequência 

da grande diferença entre o número de indivíduos, 35 DTs contra 2504 indivíduos no 
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banco de dados 1000G. Importante relembrar que nossas análises anteriores que 

associaram as variantes rs1867277 e rs71369530 utilizando o banco de dados 1000G 

incluíram toda a casuística de 71 casos de DT. Esses resultados sugerem que não 

apenas as variantes rs1867277 e rs71369530 podem estar envolvidas na 

predisposição para malformações da tireoide, mas também variantes presentes 

dentro deste bloco no cromossomo 9q22, como em estudos anteriores que mostraram 

que variantes na região do promotor de FOXE1 estavam associadas com a ocorrência 

de HC e com CT não medular familiar (104, 138). Um estudo de desequilíbrio de 

ligação com maior quantidade de amostras pode fornecer mais informações sobre a 

associação de todas essas variantes no gene FOXE1 com os defeitos na 

embriogênese da tireoide. 

Para completar as análises de FOXE1, avaliamos as variantes na região 3’UTR 

e verificamos que nenhum dos sítios conservados de ligação de miRNAs na região 

3'UTR de FOXE1 foi alterado ou comprometido. Os miRNAs desempenham um papel 

importante durante a embriogênese e estudos têm mostrado que a desregulação de 

miRNAs específicos pode levar a erros no desenvolvimento da glândula tireoide, com 

ruptura do tecido tireoidiano e poucas estruturas foliculares(139, 140). Para que a 

regulação mediada por miRNAs ocorra, é essencial o pareamento da sequência seed 

dos miRNAs com as regiões complementares presentes, na maioria dos casos, nas 

regiões 3’UTR do RNAm (141). Regiões parcialmente complementares são muito 

comuns em animais, mas impedem a regulação por miRNAs (142). Com estes dados, 

as variantes presentes na região 3’UTR de nossos pacientes não estariam associadas 

à causa da DT. 

 

Após a introdução das tecnologias de sequenciamento de nova geração, 

diversos trabalhos vêm mostrando que a malformação tireoidiana também pode estar 

associada à presença de variantes em genes relacionados à síntese hormonal 

tireoidiana. Já foram descritas mutações no gene TPO como causa de hipoplasia 

tireoidiana, sendo que a proteína é responsável pela etapa de ligação do iodo à 

tireoglobulina na produção dos hormônios tireoidianos (52). Wang et al. mostrou os 

genes DUOX como patogênicos, sendo DUOXA2 o gene variante mais comum em 

disgenesias e DUOX2 o gene variante mais comum em casos de glândula in situ (105). 

O estudo brasileiro conduzido por Kizys et al, descreveu uma extensa análise 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 descrição 

de diversas variantes no DUOX2 com a função deletéria em ectopias tireoidianas. Em 

nossos pacientes, também identificamos variantes deletérias no gene DUOX2 e as 

análises in silico mostraram que todas seriam prejudiciais, implicando em alterações 

nas interações moleculares ou modificando a estrutura tridimensional da proteína. Isso 

nos mostra que estas variantes podem ser relevantes e um estudo funcional está em 

andamento para fornecer mais informações sobre a ação dessas alterações e uma 

possível relação na causa da doença dos pacientes. 

 

Para completar as análises procuramos por regiões cromossômicas alteradas. 

A dissomia uniparental parcial é a herança de duas cópias de uma região 

cromossômica de um mesmo genitor, que gera regiões em homozigose e pode levar 

à expressão de variantes deletérias (143). Utilizando os dados do sequenciamento do 

exoma identificamos duas regiões em homozigose em dois pacientes, porém sem 

variantes raras dentro das regiões. Dessa forma, a presença de homozigosidade não 

foi associada às DTs neste estudo.  

Também analisamos a presença de regiões cromossômicas duplicadas ou 

deletadas. As CNVs têm surgido como um componente genético importante de 

doenças, como câncer, autismo, doenças do desenvolvimento, entre outras (54, 55). 

Nos últimos anos, foram desenvolvidas novas ferramentas que permitem identificar 

CNVs através dos dados do sequenciamento de exoma. Utilizando esta linha de 

análises, identificamos 10 CNVs presentes em 12 dos nossos pacientes, sendo que 2 

destas CNVs (ambas duplicações) envolviam a sequência codificante de genes 

(LOC283177 e AHNAK2), não relacionados com a embriogênese da tireoide. Este 

resultado está de acordo com a literatura, que indicam que as CNVs não são os 

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

 

Por fim, realizamos uma última análise avaliando todas as informações sobre 

variantes que identificamos nas etapas anteriores. O objetivo desta etapa foi 

correlacionar as variantes em diferentes genes com informações contidas na literatura 

e com o fenótipo e dados bioquímicos dos pacientes. Ao reunir todos os achados de 
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cada exoma, verificamos que 97,1% dos pacientes possuíam variantes em genes 

diretamente relacionados com o desenvolvimento e/ou função tireoidiana. 

Não observamos qualquer prevalência de fenótipos ou genes alterados, assim 

como não havia correlação com os dados bioquímicos, reforçando a inexistência de 

um padrão genético para as causas da DT, o que já foi observado em morfologias 

distintas de desenvolvimento tireoidiano, como agenesia e ectopia, sendo 

representadas pela mesma causa genética (10, 144). Num modelo poligênico, 

podemos considerar que a combinação de variantes em diferentes genes pode estar 

relacionada com o desenvolvimento de DT em nossos casos. Verificamos esta 

hipótese com as análises de interação, onde observamos interações de alta 

confidência. Dentre estas interações, algumas foram observadas entre genes que já 

foram descritos na morfogênese tireoidiana, como no paciente 3 (agenesia) que 

possui variantes nos genes PAX3 e ISL1 com uma pontuação com tendência a alta 

confidência. A expressão do gene ISL1 foi descrita como presente desde a etapa de 

diferenciação e brotamento, até a migração e as fases finais do desenvolvimento 

tireoidiano (145). O gene PAX3 é potencialmente envolvido com defeitos de 

desenvolvimento que levam à hipoplasia tireoidiana (2), e apesar do paciente possuir 

ausência do tecido, não descartamos o envolvimento conjunto das variantes nestes 

genes na presença das DT. Já no paciente 33 (ectopia) verificamos uma interação 

cíclica entre os genes JAG1, RUN2 e BMP4 de média a alta confidência. Os genes 

RUNX2 e BMP4 estão 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 necessária durante os primeiros estágios do 

desenvolvimento do endoderma cardíaco e tireoidiano (146). Já o gene Jag1 seria 

necessário durante a proliferação e manutenção do estado diferenciado das células 

tireoidianas em modelo de zebrafish, atuando como um fator de predisposição para 

vários defeitos de desenvolvimento tireoidiano (147). Os resultados de interação 

demonstram que os três genes participariam de uma mesma função compartilhada, e 

as variantes poderiam estar envolvidas no defeito do paciente. 

Também observamos interações de alta confidência entre o gene FOXE1 e 

outros genes. No paciente 20 (hipoplasia) observamos a interação entre os genes 

FOXE1 e TSHR, com pontuação de alta confidência. O TSHR é expresso durante o 

estágio de expansão das células diferenciadas da tireoide (2). As variantes em ambos 
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os genes se mostraram deletérias e associadas com a DT, o que poderiam contribuir 

para o fenótipo do paciente. Também consideramos que as interações entre FOXE1 

e TPO no paciente 1 (agenesia) e TG nos pacientes 2 (agenesia) e 34 (ectopia) 

poderiam estar associadas à malformação tireoidiana. O TPO é um dos genes mais 

alterados em HC severo e DT (148), sendo que casos de hipoplasia tireoidiana já 

foram associados a variantes neste gene (52). Da mesma maneira, alterações no 

gene TG também foram identificadas em casos de TD, porém em menor prevalência 

(149). A interação de TPO e TG com o fator de transcrição FOXE1 se dá também 

porque FOXE1 está presente não apenas no desenvolvimento mas também na 

manutenção do tecido tireoidiano, indispensável também para a função da glândula 

(2). 

Finalmente, verificamos uma interação de alta confidência entre os genes 

SPARC e COL1A1, alterados no paciente 31 (ectopia). O SPARC não está envolvido 

diretamente com o desenvolvimento tireoidiano, foi descrito como regulador da 

proliferação de células endoteliais (150) e participa do desenvolvimento de outros 

tecidos, como coração, ouvido interno e pulmão (Ensembl). O gene COL1A1 já foi 

associado ao câncer e teria influência na invasão do câncer de tireoide, atuando na 

progressão do CT papilífero (151). Hipotetizamos que o mesmo efeito de invasão no 

CT possa estar envolvido no movimento defeituoso de migração participando da 

formação da ectopia tireoidena no paciente 31. A interação de maior confidência foi 

observada no paciente 15 (hipoplasia) entre os genes DUOX2 e DUOXA1. As 

proteínas DUOX geram o H2O2 necessário para a organificação do iodeto na 

hormonogênese tireoidiana (30), e os genes da família DUOX se localizam no 

cromossomo 15 de maneira contígua e cada uma das isoformas DUOX/DUOXA 

compartilham do mesmo promotor bidirecional (152). Logo, é esperado uma alta 

confidência de interação entre os genes. É importante considerar que apenas os 

complexos DUOX1/DUOXA1 e DUOX2/DUOXA2 são funcionais, sendo o complexo 

DUOX2/DUOXA2 o mais expresso na tireoide e com maior eficiência na produção de 

H2O2 (153). Apesar de sua conhecida ação na hormonogênese, diversos estudos 

mostram os genes DUOX2 e DUOXA2 alterados com alta frequência em pacientes 

com DT (53, 105, 148, 149), principalmente em casos com glândula in sito (105), como 

no paciente 15. 

 



 Discussão 

 

75 

Em resumo, nossas análises associaram variantes no gene FOXE1 ao defeito 

de DT e identificaram genes e variantes potencialmente importantes para o 

desenvolvimento da tireoide. Não 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 já estão em andamento junto ao nosso grupo 

de pesquisa, e ainda é possível reanalisar os dados dos exomas dos pacientes com 

novas ferramentas que surjam e assim trazer novos dados sobre a genética da 

embriogênese tireoidiana. Os resultados de interação observados reforçam a 

necessidade de uma pesquisa mais ampla de pacientes com DT, onde o foco durante 

muitos anos foi apenas a pesquisa por alterações monogênicas, agora considerando 

uma possível doença poligênica. Ainda deve ser considerado que outros mecanismos 

podem estar envolvidos, como mutações somáticas precoces, eventos pós zigóticos 

e modificações epigenéticas (2, 43, 154).  
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6 CONCLUSÕES 
 

Este estudo permitiu um amplo rastreamento de variantes em casos de DT e 

identificar variantes com potencial relevância clínica nestes pacientes. Os resultados 

sugerem que genes até então não associados às DTs podem estar envolvidos na 

doença. Os polimorfismos no gene FOXE1 foram fatores de risco para o 

desenvolvimento de malformações da tireoide. Os dados também reforçam a 

inexistência de um padrão genético único para as causas da DT e, além disso, que os 

modelos poligênico ou de múltiplos fatores podem estar relacionados com as falhas 

de desenvolvimento da tireoide, os quais devem ser mais explorados. Não 

descartamos a necessidade de ensaios funcionais e até mesmo o uso de modelos 

animais que podem fornecer dados mais conclusivos a associação destas variantes 

com a DT.
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Anexo 1: Parecer de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (continua) 
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Anexo 1: Parecer de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (continuação) 
 

  



 

 

Anexo 1: Parecer de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (continuação) 
 

  



 

 

Anexo 1: Parecer de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (conclusão) 
 

 
  



 

 

Anexo 2: Dados clínicos e laboratoriais dos 35 pacientes selecionados para sequenciamento WES 
 

Pt Gn TSH neo 
(mUI/mL) 

TSH 
(mUI/mL) 

T4L 
(ng/dL) 

T4T 
(ng/dL) 

Tg 
(ng/mL) USG Fenótipo 

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 2,1 TP HP 
13 M 36 158,3 - 4,54 10 TP HP 
14 F 174,1 100 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 5,7 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 2,1 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 

referência 
< 10 
mU/L 

0,3-4,0 
mU/L 

0,9-2,6 
µg/dL 

8,2-16,6 
µg/dL 

2,0-70 
ng/mL   

Pt: paciente; Gn: gênero; USG: ultrassonografia; TP: tópica; AG: agenesia; HP: hipoplasia; EC: ectopia. 
 



 

 

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

 
Gene Sequência do primer foward (5’ - 3’) Sequência do primer reverse (5’ - 3’) 

DUOX2_rs764517475 GGGAAGCTGAAGTCCTGAGA TGAAGATTTGGCCTCTGTCG 
DUOX2_ rs200459845 GCTGGAGCCCCTCCT GACCCCATGGCCAGTATAGA 
DUOX2_ rs113632824 AGTCTGTCCTGGTTGGCATC CACCCTATGAGTCCCAGGAG 
DUOX2_ rs530719719 GTTCTCCTGGCTGCAAAGAC GATATGTGGGTGGGGCCTA 
DUOX2_ rs143818717 CTTCCCATCCCAGTGACTTC GCACCCTCAATCTTGATCCT 
DUOX2_ rs201197899 GAGGGATGGGGCAACAGT AGGCTGAGGAGCAGTCTGAG 
FOXE1_ rs907577 GCTACCTCTACCACACAGTT TGAAAGGACGGGCTCAT 
FOXE1_rs1867277 GCCCAGCGCCAGTACTAACT GGCTACCGTGAAGGAAGAGC 
FOXE1_rs71369530 CGGGTAAGGGCAACTACTG AGGAACCAGGCCGAAGA 
TSHR_rs71369530 TGGACCGGAAGATCCGCCTC CGAGACCGTATATAACAAA 

 



 

 

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

Paciente Total de 
bases 

Bases não 
cobertas 

Bases cobertas (%) 

1-30x ≥30x ≥ 50x ≥100x ≥150x ≥200x 

1 85462805 813 35,88 64,12 35,13 8,87 3,18 0,91 
2 85497073 720 32,94 67,06 38,98 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 28,41 71,59 44,57 12,28 4,12 1,28 
6 85586552 555 22,16 77,84 54,14 17,15 7,22 3,33 
7 85533572 771 24,04 75,96 51,88 16,16 7,29 3,62 
8 85587680 675 19,37 80,63 59,88 21,55 9,92 5,55 
9 85560843 711 23,06 76,94 53,55 17,26 7,82 3,98 
10 85544084 813 25,44 74,56 49,44 15,05 6,51 2,95 
11 85442290 810 35,48 64,52 36,13 10,01 4,06 1,4 
12 85538689 636 22,57 77,43 54,21 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 14,49 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 35,28 8,83 2,99 0,84 
19 85274426 509 14,89 85,11 66,69 27,59 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 15,89 6,48 2,77 
23 85506296 845 27,05 72,95 47,72 14,18 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 15,41 5,74 2,16 
27 85559233 600 23,58 76,42 51,58 15,66 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 35,4 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 I alpha 1 chain (114) 
COL3A1 Collagen type III 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 (continuação) 
 
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) 
GATA5 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 Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase Trifunctional Multienzyme Complex Subunit 
Alpha (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 Major histocompatibility complex, class II, DQ alpha 1 (114) 
HLA-DQB1 Major histocompatibility complex, class II, DQ beta 1 (114) 
HOXA2 Homeobox A2 (6) 
HOXA3 Homeobox A3 (6) 
HOXA5 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 (continuação) 
 
Gene Nome Ref 

IGJ 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) 
IYD Iodotyrosine 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 (conclusão) 
 
Gene Nome Ref 

RNASE6 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) 
TAL1 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 DnaJ Heat Shock Protein Family (Hsp40) Member B11 
Dnajb9 DnaJ Heat Shock Protein Family (Hsp40) Member B9 
Dnajc3 DnaJ Heat Shock Protein Family (Hsp40) Member C3 
Duox2 Dual Oxidase 2 
Dusp5 Dual Specificity Phosphatase 5 
Dynlrb2 Dynein Light Chain Roadblock-Type 2 
Elovl2 ELOVL Fatty Acid Elongase 2 
Engase Endo-Beta-N-Acetylglucosaminidase 
Ero1lb Endoplasmic Reticulum Oxidoreductase 1 Beta 
Etv5 ETS Variant Transcription Factor 5 
Fgf18 Fibroblast Growth Factor 18 
Folr1 Folate Receptor Alpha 
Ggct Gamma-Glutamylcyclotransferase 
Gmppb GDP-Mannose Pyrophosphorylase B 
HLA-DRA Major Histocompatibility Complex, Class II, DR Alpha 
Hsp90b1 Heat Shock Protein 90 Beta Family Member 1 
Hspa5 Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 5 
Hyou1 Hypoxia Up-Regulated 1 
Igf2bp2 Insulin Like Growth Factor 2 MRNA Binding Protein 2 
Il23a Interleukin 23 Subunit Alpha 
Krt20 Keratin 20 
LOC365444  

Manf Mesencephalic Astrocyte Derived Neurotrophic Factor 



 

 

Anexo 6: Genes regulados por FOXE1 (185) (conclusão) 
 
Gene Nome 
Mfsd2 Major 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 
Sel1l 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 
CXCL1 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 
IGFBP5 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) (conclusão) 
 
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 
 

 
  



 

 

Anexo 9: Artigo publicado no Endocrine-Related Cancer em 22 de Julho de 2021 com parte dos 
resultados deste estudo 
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