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Abreviaturas

Aa: aminoácido/s

ADN: ácido desoxinibonucleico

ADNc: ácido desoxirribonucleico sintetizado por retrotranscripción a partir de ARN

mensajero

ARN: ácido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

Da: daltons

DMSO: dimetil sulfóxido

DIT: diyodotirosina

hs: horas

Kb: kilobases

MIT: monoyodotironina

nt: nucleótidos

pb: pares de bases

PCR: reacción en cadena de la polimerasa o del inglés “polimerase chain reaction”

PGH: Proyecto Genoma Humano

SSCP: del inglés “single strand conformation polymorphism”

TG: tiroglobulina

THRa: receptor a de las hormonas tiroideas

THRB: receptor Bde las hormonas tiroideas

TPO: tiroperoxidasa

U: unidades de enzima

wt: wild type

En los casos de abreviaturas, siglas y términos que no tienen una traducción adecuada al

castellano, se mantuvo la versión correspondiente en inglés.
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INTRODUCCIÓN

1) EMBRIOLOGÍA:

La glándula tiroides se origina a partir del esbozo tiroideo. Este aparece como una

proliferación celular endodérmica en la línea media de la cara ventral de la faringe, en el

lugar que se llamará agujero ciego, durante la tercera semana de la vida intrauterina. El

esbozo tiroideo desciende en la región anterior del cuello como un diverticulo bilobulado

hasta su posición definitiva por delante de la laringe hacia la séptima semana.

La tiroides permanece unida al agujero ciego a través del conducto tirogloso, cuyo

extremo distal origina el lóbulo piramidal de la glándula. Normalmente, el conducto

tirogloso se atrofia y desaparece entre la octava y la décima semana.

2) ESTRUCTURA:

La tiroides del adulto normal pesa aproximadamente 20 gramos, está compuesta por dos

lóbulos unidos por un istmo en la línea media. La glándula se ubica en la parte inferior del

cuello, por delante de la tráquea, entre los músculos estemocleidomastoideos. Recibe una

extensa irrigación arterial desde las arterias tiroideas superior e inferior a cada lado. Las

cuatro glándulas paratiroides se ubican por detrás de la tiroides, así como los nervios

laríngeos recurrentes. Microscópicamente la tiroides está compuesta por folículos

estrechamente empaquetados. La pared de cada folículo está compuesta por células

tiroideas que se vuelven más altas a medida que aumenta su actividad metabólica. El

interior del folículo está lleno de coloide, un material que contiene principalmente

tiroglobulina (TG). Además de las células de soporte, la tiroides también contiene células C

de origen neuroectodérrnico que sintetizan calcitonina.

3) BIOSÍNTESIS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS:

Las hormonas tiroideas son derivados iodados del aminoácido tirosina. La tiroxina, el

principal producto secretor de la tiroides, consiste en dos anillos fenílicos unidos por un
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puente éter con una cadena lateral de alanina en el anillo interno. Contiene cuatro átomos

de yodo unidos a los carbonos 3 y 5 del anillo interno y 3’ y 5‘ del anillo externo. La 3,5,3’

tn'yodotironina ó T3, la forma activa de las hormonas tiroideas, proviene sobre todo de la

dehalogenación periférica de un átomo de yodo del anillo externo. La remoción del yodo

del carbono 5 del anillo interno origina T3 invertida, un metabolito inactivo.

La biosíntesis de las hormonas tiroideas se realiza en la interfase célula-coloides, en la

membrana apical de la célula tiroidea sobre una proteína estructural que es la TG. Las 3

etapas de la organificación del yoduro: oxidación del yoduro, su incorporación a los

residuos tirosílicos de la TG y finalmente, el acoplamiento de las monoyodotirosinas (MIT)

y las diyodotirosinas (DIT) para formar T3 y T4 son catalizadas por una misma enzima

microsomal: la tiroperoxidasa (TPO) , en presencia de H202 (Figura 1 y 3).

El yoduro ingresa al citoplasma celular a través del transportador Naill' Symporter

ubicado en la membrana basolateral del tirocito y, un segundo transportador ubicado en la

membrana apical y denominado Pendrina, lleva al yoduro hacia la interfase célula/coloides

donde es organificado por la tiroperoxidasa (TPO) (Figura 2).

La tirotrofina controla la función y el crecimiento de la tiroides por regulación de los

niveles intracelulares AMPc por vía de su unión con el receptor de TSH en la superficie

celular. El receptor de TSH es una cadena glicoproteica de 744 aminoácidos, ubicado en la

membrana basolateral de la célula tiroidea, es un miembro de la superfamilia de receptores

acoplados a la proteína G.

La TSH actuando como pn'mer mensajero, se fija a su receptor y como resultado de esa

interacción hormona-receptor se activa la enzima adenilciclasa que genera el AMPc. La

activación de la cascada adenilciclasa-AMPc desencadena las modificaciones intracelulares

que dan lugar a las manifestaciones relacionadas a la acción de la TSH sobre el

funcionamiento y el crecimiento tiroideo. La proteína G es el intermediario que cumple la

función de transducción entre el receptor y la activación de la adenilciclasa que al igual que

esta última, se ubica en la membrana basolateral del tirocito. La activación de la cascada

adenilciclasa-Alvch produce los efectos fisiológicos conocidos de la TSH: estimulación de

la captación del yoduro por parte de la célula tiroidea, la biosíntesis y la secreción de las

homonas tiroideas. El AMPc estimula la expresión de los genes de TG y TPO por acción

sobre los factores de transcripción específicos.
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Tres factores de transcripción cuya expresión está limitada a las células foliculares

tiroideas y a algunas otras células han sido identificados hasta el presente: TTF-1 (thyroid

transcription factors-l), TTF-2 (thyroid transcriptions factor-2) y PAX8. Los factores de

transcripción tejido específicos juegan un importante rol en la organogénesis y en la

diferenciación celular además de regular la expresión de los genes de TG y TPO al actuar a

nivel de la región promotora de ambos genes por reconocimiento de secuencias especificas.

La TG, precursor de las hormonas tiroideas, es una gran glicoproteína homodimérica de

660 kDa, sintetizada y secretada por células tiroideas a la luz del folículo.

Se identificaron cinco sitios hormonogenéticos en la TG, dos a nivel aminoterminal, en la

posición 5 y 1291 correspondientes a T4, y los otros tres, se ubican a nivel

carboxiloterrninal en los aminoácidos 2556, 2570 y 2749, los dos primeros son sitios de

formación de T4 y el último de T3. En la membrana apical, cuando la TG llega a la luz del

folículo, dos enzimas microsomales, la sialotransferasa y la TPO, se encargan de la

incorporación de ácido siálico y la iodinación de la molécula de TG. En el proceso de

organificación del yoduro se requiere una fuente de H202. Recientemente fueron

identificadas las enzimas tiroideas relacionadas a la síntesis de H202, se trata de dos

NADPH oxidasas unidas a la membrana apical denominadas tiro oxidasa l (THOX l) y tiro

oxidasa 2 (THOX 2).

El sistema de transporte para las hormonas tiroideas en la circulación humana consiste en

tres proteinas fijadoras principales que varían en su concentración, afinidad por las

hormonas tiroideas y constantes de velocidad de disociación: globulina fijadora de tiroxina

(TBG), transtiretina (TTR) y albúmina. Las hormonas se asocian con las proteínas de

transporte por enlaces no covalentes y se encuentran en equilibrio reversible constante con

una cantidad pequeña de hormona libre (0,03% de la T4 total y 0,3% de la T3 total). Es esta

fi'acción libre de la hormona tiroidea la que está inmediatamente disponible para el tejido

donde ejerce sus efectos metabólicos [Refetofi S., 1989].
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Figura 1. Producción, almacenamiento y liberación de las hormonas tiroideas. La
síntesis de las hormonas tiroideas por las células foliculares requiere TG y el transporte de
yodo en la célula tiroidea. TG es una glicoproteína de alto peso molecular en cuya matriz se
sintetizan las hormonas tiroideas. El transporte de TG desde el Golgi hasta la membrana
plasmática apical ocurre en vesículas de membrana que se fiisionan con la membrana
apical, lo que produce exocitosis de la TG en la luz folicular. El ioduro es oxidado por la
enzima TPO y ligado a los residuos tirosina en TG para formar MIT y DIT. La yodinación
catalizada por peroxidasa de los residuos tirosina y el acoplamiento de dos DIT para formar
T4 y una DIT y una MIT para formar T3 ocurren dentro de la molécula de TG en la luz
folicular, inmediatamente adyacente a la membrana plasmática apical.

El paso inicial de la liberación de la hormona tiroidea es la captación de coloide por la
célula folicular por pinocitosis en la membrana celular apical. Las gotitas de coloide que
ingresan al citoplasma se fusionan con lisosomas, la TG en el coloide es degradada por
enzimas lisosomales y las hormonas tiroideas son liberadas y transportadas hasta los
capilares adyacentes a la membrana celular basal .
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Figura 2. Captación de yoduro por la tiroides. El yodo es un componente esencial para
las hormonas tiroideas. Las células tiroideas extraen yoduro del plasma y lo concentran en
el interior de la célula y en el coloide. La concentración de yoduro libre en el interior de la
tiroides en cualquier instante está determinada por la relación entre la velocidad de ingreso
de yoduro en las células tiroideas y su eliminación, ya sea a través de oxidación y fijación a
residuos tirosilos en el interior de la TG o por difusión pasiva nuevamente a la sangre. Un
mecanismo de transporte notable en la glándula tiroides es capaz de concentrar yoduro por
un factor de 20-40 con relación a la concentración de este ion en el plasma bajo condiciones
fisiológicas (Weiss y col, 1984). El yoduro es transportado activamente en la célula contra
un gradiente electroquímico a través de la membrana plasmática basolateral de las células
foliculares tiroideas y translocado pasivamente a través de la membrana apical en el coloide
(Carrasco, 1993). El transporte de yoduro en la célula está ligado al transporte de sodio.
Esto ha sido demostrado en células aisladas y en sistemas modelo (Oneill, B. 1987) y ha
conducido al concepto de un sistema de contransporte Na+/I', con el gradiente iónico
generado por la ATPasa Na+/K+como fuerza de impulso [Carrasco, 1993]. El yoduro que
ingresa a la tiroides se mantiene en estado libre brevemente antes de ser oxidado y ligado a
los residuos tirosilo en TG. El pool de yoduro libre intratiroideo también deriva de la
desyodinación de MIT y DIT; este yoduro es reutilizado por fijación a TG o se escapa de la
glándula.
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Figura 3. Yodinación de TG. La TG es yodinada después de su exocitosis a través de la
membrana celular apical en la luz folicular. En la superficie de la membrana plasmática
apical, los residuos de tirosina en las moléculas de TG son yodinados para producir MIT y
DIT, los cuales son precursores de las hormonas tiroideas. Dos DIT forman una
tetrayodotironina (tiroxina o T4), mientras que MIT más DIT forman una triyodotironina
(T3). Esto se denomina reacción de acoplamiento [Ekholm, R., 1981].
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4) ESTRUCTURA DE LOS GENES Y PILOTEÍNAS IMPLICADOS EN LA

SÍNTESIS DE HORMONAS TIROIDEAS

TG

Estructura de la proteína TG: La TG es una gran glicoproteína dimérica ( 2 x 330 KDa)

que juega un rol esencial en la biosíntesis de las hormonas tiroideas cumpliendo fiJnciones

de precursor hormonal y de sistema de almacenamiento de hormonas e yodo. Es la proteína

mayoritaria en tiroides, representa el 5 a 10 % del peso seco de la glándula. Estudios de

digestión enzimática de la proteína, clonado y secuenciación del gen estructural en

distintas especies de mamíferos permitieron determinar la estructura primaria de esta

proteína. La información para la biosíntesis de la TG está codificada en un ARNm, que en

humano posee 8,5 Kb distribuidos de la siguiente manera: región 5' no codificante: 41

bases; protómero: 8.307 bases, 2768 aminoácidos; región 3' no codificante: 101 a 120

bases.

El monómero de la preproteína está compuesto de un péptido señal seguido por un

polipéptido de 2749 residuos.

El 80% de la estructura primaria del monómero se caracteriza por la presencia de tres tipos

de unidades repetitivas, denominados de Tipo l, de Tipo 2 y de Tipo 3. El 20 % restante

carboxilo terminal presenta homología con la acetilcolinesterasa. El monómero de TG

humana de 2768 (proteina madura 2749 aminoácidos, mas el péptido señal de 19

aminoácidos aminoácidos) posee 66 tirosinas que representan el 2,44 % de los aminoácidos

presentes en la molécula, valor que no difiere significativamente del promedio (3,3 %)

hallado para otras proteínas de mamífero. De estas 66 tirosinas, aproximadamente 20 llegan a

yodinarse y sólo 3 a 4 forman T3 o T4. Existen en el monómero 20 sitios de glicosilación.

Estos datos indican que la efectividad para la biosíntesis de hormonas tiroideas que presenta

la TG reside fimdamentalmente en su estructura tridimensional.

Estructura del gen de TG: El gen de TG humana está ubicado en el brazo largo del

cromosoma 8 y bandea en la región 8 q24.2-8q24.3 a 5.5 cR del marcador AFMA053 XFl.

Este gen posee 270 Kb de longitud; la información para la síntesis de un ARNm de 8500
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nucleótidos está contenida en 48 exones separados por intrones de gran tamaño de hasta 64

Kb (Baas, 1986; Moya, 2000; Mendive, 1999; Mendive, Rivolta, 200], van de Graaf, 2001).

El intrón de 64 Kb del gen de TG es un ejemplo de un gran intrón conteniendo un pequeño

gen en antisentido (Meijerink, 1998). Este gen codifica para la proteína hSLAP (human Src

like adaptor protein) la cual es transcripta en la dirección opuesta que la TG. Los intrones

representan el 96 % de las secuencias contenidas en el gen (Vassan, 1985). El gen muestra

una organización muy compleja. Tanto los exones como los intrones presentan una gran

variabilidad en sus tamaños. Entre los exones por ejemplo, el 35 es el más pequeño con 63

pb, mientras que el exón 9, es el más grande y tiene llOl pb. Los tamaños de los intrones

varían también considerablemente, oscilando entre las 140 y las 64000 pb.

El transcripto pn'mario del gen de la TG presenta una estructura compleja debido a la

presencia de grandes intrones. Existen “splicing” alternativos con la producción de especies

menores de ARNm de TG cuya fiJnción aún no es clara.

TPO

Estructura de la proteína TPO: La TPO es la enzima que cataliza la oxidación del yoduro

intratiroideo, su incorporación a los residuos tirosílicos de la TG y el posterior acoplamiento

de los residuos yodados para generar la T3 y T4. Es activa en presencia de H202. La enzima

posee por lo menos 2 sitios activos, uno para tirosina y otro para el yoduro (Medeiros-Neto,

1993)

Es una hemoproteína glicosilada unida a la membrana apical de los tirocitos. La secuencia

aminoácidica completa de la TPO humana se dedujo a partir de la secuenciación de clones de

ADN complementario de tiroides (Libert, 1987). El protómero posee 933 aminoácidos con

un PM de 102.937 Da, la proteína está glicosilada existiendo 5 sitios potenciales de

glicosilación y dos puentes disulfuro (creando un loop cerrado) y sitios de unión al hemo. La

histidina 407 es el sitio de unión al hemo proximal en la TPO humana y la histidina 494 (y

posiblemente 511, 520, 586) son los sitios de unión al hemo distal. El sitio de unión al hemo

proximal es codificado por el exón 8 y los sitios de unión de unión al hemo distal son

codificados por los exones 9 y 10. En el extremo amino-terminal existe una región

hidrofóbica que posee las características de péptido señal de las proteínas de exportación. En

la estructura de la proteína se reconocen tres dominios diferentes, la región extracelular
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amino-terminal, a través de la cual ejerce su función específica sobre los residuos tirosílicos

de la TG que llega al espacio coloideo proveniente del sistema RE, la región de

transmembrana que consiste de 60 residuos, por medio de la cual la enzima se fija a la

membrana apical y una pequeña región intracitoplasmática que también contiene 60 residuos

478 G

G 569 H (4945115520586) (Distaly
G 129

G: sitios de glicosilación
H: residuos histidina

Lumen
NH2

Citoplasma

Leu 933

Figura 4 : Modelo propuesto para la TPO humana nativa. Se indican los sitios de
glicosilación (G) y los residuos de histidina por los cuales la proteína se une al grupo hemo

Estructura del gen TPO: El gen que codifica a la TPO humana está localizado en el brazo

corto del cromosoma 2 en el intervalo 2p24-p25. Posee 17 exones y un tamaño de 150 Kb

fijarse el tamaño en GenBank (Kimura, 1987).

El gen de TPO presenta una estructura en mosaico con dominios que poseen alto grado de

homología con otros genes nucleares como la mieloperoxidasa, la microglobulina, la familia

lO
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de los genes del factor de crecimiento epidermal y el receptor a LDL. También posee una

región con elevada homología de secuencia con el gen que codifica para la citocromo c

oxidasa I, codificada por el genoma mitocondrial; es probable que esta zona del genoma

corresponda a alguna fiJnción ligada al transporte de electrones realizado por estas dos

enzimas.

El ARNm que codifica para la síntesis de la TPO de 933 aminoácidos es de 3,1 Kb y se

denomina (TPOI). Se han encontrado especies de distintos pesos moleculares on'ginadas por

“splicing” alternativos durante el proceso de maduración del transcripto pn'mario: TP02 :

transcripto en el cual se produce la eliminación del exón 10 (171 bases) y TPOzanelli

(TPO3) en el cual se produce la pérdida del exón 16 (130 bases). TP02 y TPO3 han sido

encontrados tanto en tejido tiroideo normal como en tejido de pacientes con la enfermedad

de Graves (Kimura, 1987; Elisei, 1991; Zanelli, 1990). Estas dos formas codifican proteínas

de 876 y 929 residuos respectivamente. TP02 se degrada rápidamente luego de su síntesis,

no alcanza la superficie celular y no tiene actividad enzimática (Niccoli, 1997) mientras que

TPO3 es capaz de alcanzar la superficie y muestra actividad enzimática (Niccoli-Sire, 2001).

Recientemente Ferrand determinó la existencia de cinco transcriptos nuevos, TPO4 y TPOS,

con la eliminación de los exones 14 y 8 respectivamente. Mediante estudios de transfección

en los cuales el ADNc de TPO4 era introducido en células de ovario de hamster, se observó

que TPO4 era incapaz de alcanzar la superficie celular, era enzimáticamente activa y capaz

de ser reconocida por un panel de 12 anticuerpos monoclonales dirigidos contra la TPO

humana, mientras que TPOS no se plegó correctamente y fiJe incapaz de alcanzar la

superficie celular. Las otras 3 variantes correspondían a la TP02/3 la cual pierde los exones

lO y 16, a la TP02/4 en la que se eliminan los exones lO y 14, y a la TP06, correspondiente

ala deleción de los exones 10, 12, 13, 14 y 16.

Receptor de TSH

Estructura proteica del receptor de TSH: El receptor de TSH es una simple cadena

glicoproteica de 744 aminoácidos y un peso molecular de aproximadamente 100 KDa

(Vassart, 1992). En condiciones fisiológicas la TSH controla la función y el crecimiento

tiroideo por la unión al receptor en la membrana basal de las células foliculares tiroideas. Al

igual que otros receptores para otras hormonas glicoproteicas como la Ll-l/CG y la FSH, el

ll
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receptor de TSH es miembro de una superfamilia de receptores acoplados a la proteina G

caracterizado por: 1) un largo dominio amino-terminal extracelular de 398 aminoácidos que

codifica el reconocimiento y la unión específica a la TSH como así también a otros

estimuladores patológicos, 2) siete segmentos de transmembrana conectados por tres “loops”

intracelulares y tres extracelulares que en conjunto tienen 270 aminoácidos y 3) un corto

dominio carboxi-terminal intracelular de 76 aminoácidos.

Este tipo de receptor al atravesar siete veces la membrana plasmática también recibe el

nombre de receptor “serpentina”.

La TSH actuando como primer mensajero se fija a su receptor específico, y como

resultado de esa interacción hormona-receptor se activa la enzima adenilciclasa que actúa

sobre el ATP generando el AMPcíclico, es decir el segundo mensajero. De esta manera se

activa la cascada adenilciclasa-AMPc que va a desencadenar las modificaciones

intracelulares por las cuales la TSH ejerce sus efectos sobre el funcionamiento tiroideo. La

proteína G es el intermediario que cumple la fiJnción de transducción entre el receptor y la

activación de la adenilciclasa. Se trata de una proteína tn'mérica, que tiene la capacidad de

fijar GTP. La proteína G tiene un efecto estimulador sobre la actividad de la adenilciclasa,

por eso se la denomina proteína Gs, la cual está formada por tres subunidades a, B, y y.

Cuando la TSH se une al receptor, este a su vez se une a la proteína G y sustituye el GDP

fijado a la subunidad Gsa por GTP. La unión con GTP produce la disociación del trimero,

liberándose las subunidades GBy de la Gsa. El complejo Gsa-GTP es la forma activa de la

proteína G que interactúa con la adenilciclasa activándola. El Gsa tiene a su vez la

capacidad de hidrolizar GTP a GDP. Como consecuencia el complejo Gsa-GDP formado

se disocia de la adenilciclasa y se vuelve a unir con las subunidades GBy originando la

forma inactiva, a la espera de una nueva unión hormona-receptor.

La fijación de TSH al receptor también interactúa con la proteína Gq formándose el

complejo an-GTP correspondiente, que activa a la fosfolipasa C ubicada en la membrana.

Esta enzima al actuar sobre fosfatidilinositol 1,4,5 fosfato genera dos mensajeros

intracelulares: mioinositol 1,4,5 tn'fosfato (1,4,5 PIP3) y el diacilglicerol (DAG). La

activación de la cascada fosfolipasa C-diacilglicerol requiere concentraciones de TSH 5 a

lO veces superior a la requerida para activar la cascada del adenilciclasa-AMPc. Como

consecuencia es aceptado que el principal segundo mensajero del efecto de la TSH sobre la

12
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tiroides es el AMPc. La activación de la cascada adenilciclasa AMPc produce los efectos

fisiológicos conocidos de la TSH: estimulación del transporte de yoduro, la yodinación de

la TG, la síntesis de hormonas tiroideas y la secreción de las hormonas tiroideas. El AMPc

estimula la expresión de los genes de TG y TPO.

Estructura del gen del receptor de TSH: El gen del receptor de TSH se encuentra localizado

en el cromosoma 14 (14q3l) (Libert, 1990). Su tamaño es de alrededor de 60 Kb y

comprende 10 exones (Parmentier, 1989; Libert, 1989). Existe una perfecta correlación entre

la organización estructural del gen y los dominios de la proteína. El dominio extracelular es

codificado por los exones del 1 al 9. El extenso exón lO codifica un tercio del dominio

extracelular como así también la totalidad de la región de transmembrana y el dominio

intracelular. La estructura de un gran exón codificando varios segmentos proteicos sin

separación por intrones es observada también en otros genes de receptores acoplados a la

proteína G.

Los genes de los receptores de TSH, LH/CG y FSH resultaron de la tri-amplificación de

un gen común ancestral, seguido de su dispersión sobre diferentes cromosomas. Posteriores

eventos evolutivos le dieron características específicas fiJncionales a cada receptor.

Las mutaciones en el receptor de TSH originan enfermedades (Van Sande, 1995; Leclere,

1996; Vassan, 1996; Tonacchera, 1996). Las caracteristicas y la severidad de los fenotipos

que resultan de la expresión de receptores anómalos es variable dependiendo: de la

naturaleza de la mutación [somático o por línea germinal, esporádica ( de novo) o familiar],

de la localización de la mutación en la secuencia codificante, de la base genética del

paciente y de los factores ambientales. Las mutaciones en el receptor producen fenotipos

con ganancia (adenoma tiroideo tóxico, bocio multinodular tóxico e hiperplasia tíroidea

tóxica) o pérdida de la fimción (resistencia a la TSH).

TTF]

El primer gen que se expresa durante la formación de la tiroides es aquel que codifica para

TTF-1 también llamado TITFl, t/EBP y NKX2.1. Este es esencial para el proceso de

desarrollo. Se expresa en tiroides, pulmón y varias estructuras del prosencéfalo.
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Es el prototipo de una subfamilia de factores de transcripción que contienen un dominio

“homeobox”. Ratones deficientes en TTF-l no tenían glándula tiroides, pulmones, ni

glándulas pituitarias y mostraron grandes alteraciones en el desarrollo del cerebro (Kimura,

1996)

El gen humano, se localiza en el cromosoma 14ql3, posee 3 exones y se transcribe a partir

de varios sitios (Hamdan, 1998).

TTF 1 tiene múltiples sitios de unión a los promotores y enhancers distales de los genes de

TG y TPO y controla su expresión en la glándula tiroides adulta (Damante, 1994). Si bien

las mutaciones en el gen TTF] no son frecuentes (Lapí, 1997), se identificó en un paciente

una deleción heterocigota del cromosoma l4q12-13.3. El mismo presentó hipotiroidismo

congénito y un síndrome respiratorio severo (Devn'endt, 1998). Un estudio más reciente

identificó pacientes con una deleción génica. La mutación 62626T y la que on'gina un

cambio de lectura Ggin52595 mostraron un cuadro clínico de retardo mental, anormalidades

tiroideas y complicaciones pulmonares (lwatani, 2000).

TTF2

TTF2 es miembro de una gran familia de proteínas que se unen al ADN a través de una

secuencia denominada dominio “forkead”. Esta proteína de 42 KDa es codificada por un

único exón. El gen humano (designado como TITF2 o FKHLIS) mapea en el cromosoma

9q22. (Machia, 1999). Este factor de transcripción se expresa en la glándula tiroides, en

parte del endodermo del tubo digestivo del embrión, en el ectodenno craneofaríngeo,

involucrado en la formación del paladar. Ratones sin el locus th2 y dos hermanos

homocigotas para una la mutación A65V dentro del dominio “forkead” del gen mostraron

hallazgos similares: hipotiroidismo severo debido a una tiroides completamente ausente o

sublingual y paladar hendido (Clífion, 1998). La proteína mutante presentaba una

deteriorada unión al ADN y pérdida de la fiJnción transcripcional.

PAX 8

PAX8 es el tercer factor de transcripción esencial para el desarrollo tiroideo el cual se une

al ADN vía el dominio "paired". Es uno de los reguladores transcripcionales que controlan

la diferenciación (Mansouri, 1996). En el hombre este gen denominado PAX8 mapea en el
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cromosoma 2q12-q14 y es expresado en el riñón y en la tiroides. En la última, PAX8 está

involucrada en su desarrollo y en la expresión de TPO y TG.

En dos familias y en dos casos aislados se identificaron mutaciones que crean codones de

terminación de la traducción prematuros y mutaciones que provocan cambio de aminoácido

en un alelo del gen PAX8, resultando en hipotiroidismo asociado con hipoplasia tiroidea y

en un caso, con ectopía.

NIS

El primer paso en el metabolismo del yodo tiroideo es la captación del mismo del fluido

extracelular.

La acumulación de yodo en la tiroides está mediada por NIS, una proteína transportadora

de membrana localizada en las células foliculares tiroideas.

El gen mapea en el cromosoma 9pl2-13.2, posee 15 exones y codifica para una

glicoproteína de 643 aminoácidos. Como miembro de la familia de transportadores

dependientes de sodio, NIS es una proteína de membrana con 13 dominios transmembrana,

uno amino-tenninal extracelular y uno carboxilo-terminal intracelular (Spitzweg, 2000)

Las fallas congénitas que involucran el transporte del yodo en la tiroides y otros tejidos es

una causa poco frecuente de dishormonogénesis tiroidea.

Pendrina

La pendrina está localizada exclusivamente en la membrana apical de la célula folicular y

presumiblemente, su actividad funcional es aumentar la entrada de yodo en la célula

tiroidea. Es un miembro de la gran familia de transportadores de iones. Se predice que

posee entre ll y 12 dominios transmembrana.

El gen que codifica a la pendrina contiene 21 exones se localiza en el cromosoma 7q3l

(Coyle, 1996; Sheffield, 1996) y se expresa tiroides (Everett, 1999), oído interno (Everett,

1999) y riñón (Royaux, 2001). La proteína contiene 780 aminoácidos.

En un gran número de familias se han identificado mutaciones que provocan cambios en

el marco de lectura, mutaciones que conducen a procesos de splicing aberrantes,

mutaciones con cambio de aminoácido y creación de codones de terminación de la

traducción (Van Hauwe, 1998). Todas ellas originan el denominado “Síndrome de
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Pendred”, enfermedad autosómica recesiva caracterizada por pérdida de la audición

neurosensorial y agrandamiento de la glándula tiroides.

ThOXl y ThOX2

La generación del peróxido de hidrógeno es un paso crítico en la síntesis de las hormonas

tiroideas. El H202 es usado como sustrato por la peroxidasa tiroidea para la incorporación

de yodo dentro de la TG, un paso esencial de la hormonogénesis tiroidea conocido como

organificación. Las proteínas: oxidasa tiroidea l (ThOXl) y 2 (ThOX 2) (también

denominadas DUOX2 o LNOXl) han sido identificadas como componentes del sistema de

generación de peróxido de hidrógeno de la tiroides (Dupuy, 1999; De Deken, 2000). El

nivel de expresión del gen ThOX2, determinado mediante ensayos de expresión génica, es

al menos 5 veces más alta que ThOXl (Moreno, 2001). Los genes ThOXl y ThOX2

codifican para 2 proteínas muy similares que se insertan en la membrana apical de la célula

folicular tiroidea y que tienen una alta homología con otros miembros de la familia oxidasa

NADPH. La estructura de estas proteínas incluye 7 dominios transmembrana, 4 sitios de

unión al NADPH y un sitio de unión al FAD y a diferencia de otras oxidasas humanas

posee dos motivos "EF-hand".

El gen ThOX2 está compuesto por 33 exones. En 12 pacientes con defecto parcial de

organificación, siendo hipotiroideos transcientes, se encontraron 15 mutaciones (Moreno,

2000), 7 de ellas conducían a sustituciones aminoacídicas en regiones conservadas y 2

mutaciones introducían un codón de terminación prematuro.

Figura 5 : Estructura de las proteínas ThOX 1 y ThOX 2.
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Receptor de hormonas tiroideas

Estructura y mecanismo de acción del receptor de hormonas tiroideas: Las hormonas

tiroideas tienen acciones estimuladoras e inhibidoras sobre un cierto número de genes.

Estas acciones son mediadas por receptores nucleares que se unen a la T3. El receptor a T3

pertenece a una superfamilia de proteínas, la familia c-erbA, que incluye a los receptores

para glucocorticoides, mineralcorticoides, estrógeno, vitamina D y ácido retinoico (Sap,

1986; Weinberger,l986). Los diferentes miembros de esta familia de proteínas presentan

una homología estructural y de la secuencia aminoacídica como también similitudes

funcionales. Este tipo de receptor se caracteriza por poseer dos dominios bien

diferenciados, un dominio amino-terminal para la unión con el ADN y un dominio

carboxilo-terminal para la unión a la hormona, ambos están separados por 40 a 100

aminoácidos. La región para la unión al ADN contiene pares de residuos de cisteína que se

unen a Zinc formando dos “loops” proteicos que se proyectan desde la superficie de la

proteína e interactúan con secuencias específicas en el ADN, son los llamados dedos de

Zinc (Zinc fingers) .
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Figura 6: Dominio de fijación de ADN del receptor de las hormonas tiroideas. Estos
receptores se unen con secuencias específicas del ADN llamados TRE (thyroid hormone
response elements) usualmente localizados cerca del sitio de inicio de la transcripción de
los genes regulados por la T3. El receptor forma un heterodímero con el RXR ( Retinoid X
Receptor) y a su vez el complejo se une al TRE. Se cree que el RXR estabiliza la
asociación del receptor con TRE. En ausencia de ligando, el receptor está unido a
correpresores tales como el NcoR (Nuclear Corepressor) o el SMRT (Silencing mediator of

l7
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retinoic acid and TH receptors). De esta manera los receptores inhiben la expresión
constitutiva de genes que son regulados positivamente por las hormonas tiroideas. La unión
del ligando produce un cambio conformacional que desplaza a SMRT, lo que permite la
unión al receptor de proteínas co-activadoras tales como p/CAF (CREB binding protein
associated factor) y SRC-l (steroid receptor coactivator-l) que pueden mediar los efectos
transcripcionales del receptor (Chatterjee, 1996), al actuar sobre el complejo de iniciación
de la transcripción formado por el TFIIB (Transcriptor Factor IIB), el TBP (TATA Binding
Protein) y la ARN polimerasa, asociados al promotor TATA box. La activación ocurre por
la unión de la T3 al dominio LBD del receptor, originando una modificación de la
configuración del receptor y produciendo finalmente la modulación de la transcripción del
gen efector. La acción final puede ser de activación de los genes regulados positivamente o
la represión de la transcripción de los genes regulados negativamente.

Estructura del gen del receptor de hormonas tiroideas: Existen dos genes (Refetoff, 1993;

Chatterjee, 1996; Sap, 1986; Weinberger, 1986, Sakurai, 1990) que codifican a los

receptores de hormonas tiroideas, el gen TR-a de 27 Kb que se encuentra en el cromosoma

17 (17ql 1.2-21) y el gen TR-B de 372 Kb que mapea en el cromosoma 3 ( 3p.22-24). El

mayor tamaño del gen [3se debe a los grandes intrones que posee. Cada uno de estos genes

genera dos ARNm diferentes por “splicing alternativo”, los receptores TR-Bl y TR-BZ a

partir del gen TR-B y los TR-al y TR-a2 a partir del gen TRa. Los mensajeros

provenientes de la transcripción de estos genes presentan una estructura compleja.

El gen TR-B posee 10 exones siendo los dos primeros no codificantes. El ARNm del

receptor [31tiene 1698 nucleótidos, está integrado por los 10 exones del gen y codifica una

proteína de 461 aminoácidos. El ARNm del receptor BZ tiene 1628 nucleótidos

provenientes de parte del exón 2 (donde se encuentra el sitio de “splicing” para el receptor

BZ)y los exones completos del 3 al 8.

El gen TR-a contiene también lO exones siendo el primero no codificante. El ARNm del

al está integrado por 9 exones, contiene 4767 nucleótidos y codifica una proteína de 410

aminoácidos. El ARNm del a2 está constituido por 10 exones, pero pane de] exón 8 es

eliminada debido al sitio de splicing alternativo presente en el mismo exón, contiene 2379

nucleótidos y codifica para una proteína de 490 aminoácidos.

TR-a], TR-a2 y TR-Bl tienen una localización general, el TR-BZ se expresa únicamente

en pituitaria y en localizadas zonas del sistema nervioso central. TR-a2 no se une a la T3,

por poseer una estructura carboxi-terminal diferente y como consecuencia no funciona
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como receptor hormonal pero sí se une al ADN. A TR-a2 también se lo llama c-erbAaZ.

Todas las isoforrnas tienen en común el dominio aminoterminal de unión al ADN llamado

DBD ( DNA binding domain) y con excepción del TR-a 2, el dominio carboxiterminal de

unión a T3llamado LBD (ligand binding domain). La expresión relativa de los dos genes y

la distribución de sus productos varía de tejido en tejido y durante las diferentes etapas del

desarrollo.

Mutaciones en los genes que codifican para los receptores son responsables de la

resistencia a las hormonas tiroideas.

5) EFECTOS BIOLÓGICOS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS Y SU

MECANISMO DE ACCIÓN:

Las HT ingresan en la célula de todos los tejidos aparentemente por un proceso de

difusión pasiva luego de disociarse de sus proteínas ligantes séricas. La T3 proveniente de

la circulación general o por generación local a partir de T4, alcanza su sitio de acción: el

núcleo celular. Allí interacciona con moléculas proteicas fiJertemente asociadas a la

cromatina conocidas como receptores nucleares de las HT (T3R). Su mecanismo de acción

involucra el control de la expresión de genes a nivel transcripcional y por ello, la mayoría

de los efectos de estas hormonas, tanto estimulantes como inhibitorios, se acompañan de

cambios en los niveles de ARNm específicos. Los cambios en la síntesis de ARNm

conducen a modificaciones en los niveles de expresión proteica celular, la cual determina la

respuesta fiJncional de los tejidos blanco a las HT. Los T3R pertenecen a la superfamilia de

receptores de hormonas esteroideas.

En el ser humano existen dos tipos de Tng 0Ly B los cuales fueron mapeados en el

cromosoma 17 y 3 respectivamente. Mediante procesos de empalme alternativo, cada gen

genera dos proteínas: T3R a y c-erb A a (no une T3); T3R B] y T3R B2, las cuales poseen

diferente distribución tisular.

Las hormonas tiroideas son necesarias para el funcionamiento normal de la mayoría de los

tejidos, siendo crítica para el crecimiento, desarrollo y diferenciación con un fiierte impacto

sobre el consumo de oxígeno y la regulación del nivel de la actividad metabólica celular.

Las HT modifican numerosos procesos metabólicos, actuando como reguladoras de la
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síntesis y actividad de diversas enzimas, de la producción y metabolismo de otras hormonas

y de la utilización de sustratos, vitaminas y minerales. Las HT participan regulando el

metabolismo de hidratos de carbono, lípidos y proteínas.

Una de las patologías estrechamente vinculada a alteraciones en el T3R es la resistencia a

las hormonas tiroideas, la cual incluye el síndrome de resistencia generalizada a las

hormonas tiroideas y al sindrome de resistencia selectiva hipofisaria a la HT.

Efectos sobre el sistema cardíaco: Las HT tienen efectos directos sobre la contractilidad y

velocidad cardíacas tanto como efectos indirectos producidos por incremento del consumo

de oxígeno tisular periférico.

Las hormonas tiroideas afectan la expresión de numerosos genes cardíacos, pero el

significado último de estos cambios no está totalmente dilucidado. Entre ellos podemos

citar a la expresión de la cadena pesada de alfa y beta miosina.

Sumado a la acción nuclear de T3 en el miocardio, las HT exhiben efectos no génomicos

como por ejemplo su acción sobre los canales iónicos y sobre los sistemas de transporte de

cationes y glucosa en el sarcolema.

Efectos sobre el SNC: Desde hace mucho tiempo se conoce el papel esencial de las

hormonas tiroideas a este nivel. Las HT parecen regular aquellos procesos asociados con la

diferenciación cerebral terminal como crecimiento dendrítico y axonal, sinaptogénesis,

migración neuronal y mielinización. El déficit de hormonas durante las primeras semanas

de nacimiento produce daños severos del desarrollo estructural del cerebro y de su

organización, de manera tal que si la terapia de reemplazo es demorada, los daños no

pueden ser corregidos. Ello es debido a que el cerebro adulto no responde a la HT o lo hace

muy escasamente fiJera de este periodo cn'tico.

A pesar de la abundancia de información indicando la importancia de las HT en el

desarrollo cerebral, la información referida a genes cerebrales específicos regulados por T3

aún está incompleta. Por ejemplo, los niveles de ARNm que codifica a la proteína

neurogranina de on'gen neuronal son T3 dependientes, sin embargo no se ha podido

identificar un TRE en la región promotora de su gen. De todas formas no se descarta la
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posibilidad de efectos extranucleares, como la actividad de la iodotironina 5 deiodasa tipo

2.

Efectos sobre la termogénesis: El proceso de termogénesis obligatoria es regulado por las

hormonas tiroideas aunque su mecanismo no está totalmente dilucidado. Fue postulado que

las HT incrementaban el consumo de oxígeno por desacople de la fosforilación oxidativa,

por aumento del proceso de neoglucogénesis hepática a partir del lactato muscular y por el

transporte de iones a través de las membranas celulares.

Efecto sobre el tejido óseo: T3 es un determinante primario del crecimiento somático

normal posnatal y del desarrollo del esqueleto y un importante regulador del metabolismo

del hueso y mineral en el adulto. La presencia de receptor de T3 en osteoblastos y

osteoclastos humanos, sitios de remodelación ósea activa, indica que el balance óseo estan'a

influenciado por el estado tiroideo.(Pisarev)

g) BOCIOS CONGENITOS Y POR DEFICIENCIA DE YODO

Mutaciones en los genes involucrados en la biosíntesis de las hormonas tiroideas, TG,

TPO, Pendrina, NIS, producen bajos niveles de hormona tiroidea y, como consecuencia,

aumento de la TSI-ly mayor proliferación celular tiroidea, con desarrollo de bocio.

Los factores de trascripción específicos de la tiroides (TTF-l, TTF-2 y Pax-8) desempeñan

un papel fundamental en la expresión de los genes tiroideos y la ontogenia de la glándula

tiroides. Por lo tanto, mutaciones del gen TTF-1 puede producir disfimción tiroidea e

insuficiencia respiratoria. Las mutaciones Pax-8 se asocian con hipotiroidismo congénito,

disgenesia tiroidea y malformaciones renales. Las mutaciones en el gen que codifica el

activador transcripcional Pit-l interfieren con la determinación embrionaria y con las

funciones finales de las células de la hipóflsis anterior que producen hormona de

crecimiento (GH), prolactina (PRL) y tirotrofina (TRH). El hipotiroidismo central a

menudo es la característica de presentación de la deficiencia combinada de hormonas

hipofisarias.
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La deficiencia hereditaria familiar de TSH es una enfermedad autosómica recesiva que

produce síntomas típicos de hipotiroidismo congénito tales como retardo mental y retardo

del crecimiento. El defecto está limitado al gen de la subunidad TSH-B y la proteína TSH-B

truncada traducida no puede asociarse con la subunidad a para producir un heterodímero

funcional de TSH (Medeiros-Neto G.A y col. 1997, 1996).

Las mutaciones somáticas y de la línea germinal en el TSHr pueden producir aumento de

función. El cuadro clínico es de hipertiroidismo congénito, hipertiroidismo no autoinmune

familiar y producción excesiva de hormonas tiroideas por un nódulo autónomo único en un

bocio multinodular. Por el contrario, se han descripto mutaciones por pérdida de función en

el TSHr en pacientes con hipotiroidismo congénito o función tiroidea compensada causada

por niveles muy elevados de TSH en suero (De Roux N. 1996; Medeiros-Neto A.G. et al,

1979; Sunthomthepvarakul T. 1995).

El defecto de transporte de yoduro es un raro transtomo caracterizado por la incapacidad

de la glándula tiroides y de las glándulas salivales y de la mucosa gástrica para mantener un

gradiente de concentración para el yoduro entre el plasma y la tiroides. Las alteraciones en

la formación de las hormonas tiroideas por una fiJnción anormal de la TPO producen

defectos en la organificación de los yoduros. La característica común de estos errores

innatos es una secreción precipitada de un marcador isotópico desde la glándula tiroides

después de la administración de perclorato (Rego K.G.M. y col. 1997; Abramowicz M.

1992; Medeiros-Neto G.A. 1993).

El síndrome de Pendred se caracteriza por un bocio hereditario y una hipoacusia

neurosensorial congénita debido a un defecto coclear de tipo Mondini. Recientemente, se

ha clonado y secuenciado el gen del síndrome de Pendred y se han demostrado mutaciones

en la proteína codificada (pendrina) (Coyle B. y colab. 1998).

Se presentan defectos de la TG en animales y seres humanos. Estos defectos se

caracterizan por una síntesis defectuosa y la exportación de esta proteína hacia el coloide,

lo que produce una disminución de la síntesis de hormonas tiroideas (Medeiros-Neto G. et

al 1993; Targovnik H. 1992, 1995).

La deficiencia de la desyodinasa es una forma rara de hormonogénesis defectuosa en la

glándula tiroides. Esta deficiencia produce hipotiroidismo bocioso con cantidades excesivas

de yodotirosinas circulantes.

22



Introducción

Se han descripto anomalías de las proteínas de transporte de las hormonas tiroideas para la

globulina fijadora de tiroxina (TBG) y la transtiretina (TTR). Además, la hipertiroxinemia

disalbumine’mica familiar se debe a un aumento de la afinidad de una albúmina variante

para T4.

En general, la resistencia a las hormonas tiroideas se hereda como rasgo autosómico

dominante y se caracteriza por concentraciones elevadas de hormonas tiroideas asociadas

con una reducción de la capacidad de respuesta de los tejidos centrales y periféricos a la

acción hormonal. Se han identificado mutaciones en el gen del receptor de la hormona

tiroidea (TR-) B en pacientes con resistencia a las hormonas tiroideas. Esta resistencia

puede ser subdividida clínicamente en resistencia generalizada e hipofisaria, y la última se

caracteriza por signos y sintomas de hipertiroidismo a nivel de los tejidos periféricos. La

mayoría de los pacientes con resistencia generalizada son eutiroideos, y la característica

distintiva es la presencia de bocio, comportamiento hiperquinético y discapacidades del

aprendizaje. Sin embargo, los pacientes con resistencia a las hormonas tiroideas pueden

manifestar un fenotipo altamente variable. (Brucker-Davis F. et al, 1995).

La deficiencia de yodo es un importante problema de salud mundial, y alrededor de 1.000

millones de personas están en riesgo. Sus consecuencias incluyen bocio, cierto grado de

retardo mental, crecimiento insuficiente, hipotiroidismo, aumento del riesgo de aborto y

mortinatos en las mujeres embarazadas y disminución de la supervivencia entre los niños.

La tecnología disponible para su prevención (suplemento de yodo) hace que la deficiencia

de micronutrientes sea más factible de un control eficaz en las poblaciones grandes.

Se ha comunicado daño encefálico, sordera neurosensorial, síntomas y signos

neurológicos y otras complicaciones de la deficiencia de yodo. El cretinismo típico de la

deficiencia grave de yodo es un extremo de un espectro de retardo mental que se extiende

hasta la depresión leve y sutil de la capacidad mental en el otro extremo, conjuntamente con

déficit en audición, aprendizaje y capacidad reproductiva. También surgen repercusiones

socioeconómicas, tanto con una disminución de la producción laboral como del ingreso per

cápita.
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CLASIFICACION DE LOS TRASTORNOS HEREDITARIOS

Hipotiroidismo central:
Mutaciones en el gen Pit-I

Deficiencia hereditaria familiar de TSH

Ausencia de hormona de crecimiento,
prolactina y tirotrofina (TSH)
Mutaciones en el gen de TSH-B

Mutaciones somáticas y de la línea germinal en
el gen del receptor de TSH:
Pérdida de función
Ganancia de fiinción

Resistencia a la TSH (hipotiroidismo)
Estimulación constitutiva (hipertiroidismo)

Disgenesia tiroidea:
Delección en el gen TTF-l
Mutaciones en el gen Pax-8

Hipotiroidismo e insuficiencia respiratoria
Tiroides ectópico, hemiagenesia tiroidea y
malformaciones renales

Defectos de la síntesis de hormonas tiroideas:

Defecto del transporte de yoduros
Defecto de la organificación
Síndrome de Pendred
Deterioro de la deshalogenación de

monoyodotirosina y diyodotirosina
Síntesis o secreción anormal de TG

Proteína simporte defectuosa o ausente
TPO defectuosa o ausente
Pendrida defectuosa o ausente
Deshalogenasa defectuosa

TG defectuosa

Transporte y acción periférica:
Transpone defectuoso de hormonas tiroideas

Resistencia a las hormonas tiroideas

Globulina fijadora de tiroxina, transtiretina
y albúmina anormal
Resistencia generalizada o hipofisaria a las
hormonas tiroideas

(Medeiros-Neto G.A., y col. 1994)

7) DEFECTOS EN LA OBGANIFICACION

Hasta el presente se han reportado cinco subgrupos de defectos en el proceso de

organificación.

l. Deficiencia cuantitativa de la enzima TPO (TPO)
2. Anormalidades cualitativas de la enzima TPO

a. Defecto de la apoenzima con defectos en la unión al grupo hemo
b. Inhibidores de la TPO
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c. Localización intracelular anormal de la TPO
d. Anormalidad en el sustrato de unión

e. Otros defectos por mutaciones en el gen de la TPO
3. Deficiencia en la generación de H202
4. Defectos de la TG.
5. Sindrome de Pendred

Después de ser transportado en la célula, el yoduro es oxidado y ligado a residuos tirosilo

presentes en la TG. Este paso en la hormonogénesis tiroidea depende de la actividad intacta

de la TPO, la generación de un agente oxidante (peróxido de hidrógeno), la disponibilidad

de yoduro y TG, y la organización espacial correcta de estos componentes.

Hasta el momento la causa más frecuente en el bloqueo de organificación se debe a

defectos en el gen de la TPO. Es por esto que se lo ha ampliamente estudiado y se han

detectado numerosas mutaciones.

Mutaciones del gen dela TPO: La pn'mer mutación descripta, fue una deleción de 124p

en la región comprendida entre los nucleótidos 1000-1550. La secuenciación demostró que

la deleción corresponde a los pn'meros 124 nucleótidos del exón 9 (nt 1379-1502). La

inspección de la secuencia de ADNc de la TPO coniente arriba de la deleción (a 152 pb)
identificó una inserción de 4 bases en la posición 1227 en el exón 8 debido a la duplicación

del tetranucleotido GGCC (Abramowicz, 1992). El individuo es homocigota para esta

mutación. La duplicación genera un codón de temlinación que es eliminado por splicing

alternativo corrector del marco de lectura, pero funcionalmente la TPO es inactiva por

perdida de la histidina distal.

La duplicación de 20 pares de bases en el exón 2 genera un cambio de marco que ocasiona

una señal de terminación en el exón 3 compatible con la ausencia completa de la TPO

traducida (Bikker, 1994). En un paciente con actividad de TPO no detectable y TG no

yodinada en la glándula tiroides se identificó un cambio de la T de la posición 1447 en el

exón 9 por G (Bikker, 1995), lo que origina a su vez un cambio de tirosina por aspártico, es

decir el cambio de un aminoácido aromático polar por un aminoácido ácido. La tirosina

esta altamente conservada en la TPO humana como así también en la mieloperoxidasa y la

lactoperoxidasa, indicando que este residuo aromático es esencial para la actividad de la

TPO y su cambio origina deficiencia.
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La mayoría de las mutaciones se encuentran en los exónes 8, 9 y lO que contienen los

residuos putativos proximales y distales de histidina fijadora de hemo, la parte fiJncional del

gen de TPO. El grupo hemo es el grupo prostético de la TPO, mutaciones que alteran el

aminoácido histidina alteran la unión al grupo prostético con perdida de la actividad de la

enzima.

La inserción de una sola base en el exón 14 produce una TPO con alteración estructural

pero que puede aportar cierto grado de acción catalítica in vivo.

Los estudios de genética molecular explican la heterogeneidad clínica y bioquímica

considerable que existe entre los pacientes con una organificación defectuosa del yodo. En

algunos pacientes, el corte y empalme alternativos generaría una forma parcialmente activa

de la enzima. En otros, un codón de terminación temprano impediría la traducción de la

proteína. Finalmente, las mutaciones por debajo de la línea (como en el exon 14) afectarían

la estructura de la proteína y, posiblemente, su localización celular.

Otras mutaciones que producen bocio congénito por defecto de la TPO se identificaron en

el exón 10 donde G fiJe sustituida por A en el borde 3’ exón/intrón (AG/gt por AA/gt)

(Bikker, 1995). Esta mutación puede afectar el proceso de “splicing” o cambiar un

aminoácido. Si el “splicing” no es alterado , el cambio G por A sustituye glicina por sen'na

en un sector conservado de la TPO, a una distancia de 4 aminoácidos de la histidina distal

que se une al grupo hemo. Si el “splicing” es afectado se pierde el exón lO resultando en

una TPO inactiva. En el exón 10 también se detectó en otra familia el reemplazo de

arginina (CGA) por un codón de terminación (TGA) .El nucleótido sustituido se encuentra

en la posición 1708 (Bikker, 1995) y los pacientes fueron homocigotas.

En el exón 14, se detectó un cambio en la posición 2485. Como consecuencia se produjo

el cambio de glutamina por lisina. En este mismo exón se identificó una inserción de una C

en una secuencia de 7 C entre las posiciones 2505 y 2511, la inserción origina un cambio

del marco de lectura (Bikker , 1995).

En el año 2000 Bakker y colaboradores presentaron una puesta al día de las mutaciones en

el gen de TPO en 45 pacientes (35 familias) con hipotiroidismo congénito severo,

estudiados a lo largo de 10 años. Clasificaron 16 mutaciones diferentes, incluyendo 8

nuevas. Las mutaciones estaban localizadas en los exones 8, 9 y lO y fiJeron detectadas en

29 familias en ambos alelos del gen (13 homocigotas y 16 compuestos heterocigotas). En 4
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familias, se identificó un solo alelo mutado. En una familia se observó ísodisomía materna

parcial de 2p y en otra no se identificó ninguna mutación inactivante. Aquellas mutaciones

que provocaban cambios en el marco de lectura fueron detectadas con la mayor frecuencia

(57 %). Las segundas mutaciones más frecuentes fiieron las que provocan cambios de

aminoácido (22 %). El tercer lugar correspondió a mutaciones que posiblemente afectaban

el splicing (7 %) y por último, una mutación que origina un codón prematuro de fin de

síntesis se identificó con una frecuencia del 6 %. La mutación más frecuente resultó ser la

duplicación de GGCC en exón 8 en la posición nucleotídica 1277 (36 %) ya sea en forma

homocigota o como compuesto heterocigota.

Otras mutaciones inactivantes fiJeron también descriptas por varios autores (Bikker, 1995,

1996; Bakker, 2001; Kotani, 1999, 2001; Pannain, 1999; Santos, 1999; Ambrugger, 2001;

Niu, 2002; Umeki, 2002; Wu, 2002). Sin embargo, más recientemente mutaciones

inactivantes en el gen de la tirooxidasa 2 (ThOX 2 o DUOX 2) se encontraron asociadas

con el hipotiroidismo congénito y defectos parcial o total de organificación del yodo

(Moreno , 2002). Defectos de organificación parcial se asocian también con mutaciones en

el gen de la pendrina (PDS o SCL 26 A4) (Everett, 1997), causando el síndrome de Pendred

caracterizado por pérdida de audición neurosensorial, bocio y defectos de organificación

del yodo.

Recientes estudios en esta cátedra identificaron nuevas mutaciones en el gen de la

tiroperoxidasa como resultado de un extenso screening en pacientes con defectos en la

organificación. La metodología empleada consistió en un screening por Single Strand

Conformational Polymorphysm (SSCP) de cada uno de los l7 exones y secuenciación del

ADN de los fragmentos con patrones diferenciales. Un segundo screening empleado fire la

secuenciación de exones selectivos en relación al dominio fiJncional y frecuencia de

mutaciones presentes. En los 14 pacientes estudiados se identificaron 8 mutaciones

heterocigotas en 7 pacientes, uno de ellos fire un compuesto heterocigota. Cinco nuevas

mutaciones fueron identificadas: p.N129st208, p.N307T, p.V433N, p.P499L, p.C808R.
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Tabla l: Mutaciones y polímorfismos descriptos hasta el presente en el gen de TPO.

WN

OCOOOOOWOCWWNINI-F

l7
l7

-35
l l

l4l

247
intrón 4

439
808
859
1066
1207

1277

1283

1425

1429
¡463
1447
1562
1567
1671

1708
1818
1858

+linuón10
2033
2068
2088

inuónll
2167
2235

2243/2244

2263

2333

2358-2359

2476
2485

2505-251 l

2512

2973
3007

A—>G
G—>A

lns 20 pb

G->C
T—)C
G—>C
G—)A
G—->T
G—>A
G—>T

ins GGCC

G —) C

Del C

A—)T
T—>C
T—>G
G—)A
G—>A
G—>T
C—>T
G—>A
G——)A

G—>A
G—)A
C—>G
C—>T
C—>T
C—>T
C—>T

Del'l'T

A—>C

DelT

lns T

G—>T
G—>A

lns C

DclT

G—>C
G—)T

Polimorfismo (Promotor)
Polimorfismo (5 ’-utr)
Cambio de marco de lectura , conduciendo a una señal
de terminación temprana en el exón 3.
Ala 53 Pro
Polimorfismo

GG/gt —>GC/gt (posiblemente afecte al splicing)
Asp 240 Asn
Polimorfismo (Ala —)Ser)
Ala 326 Thr

Polimorfismo (Ala -> Ser)
Cambio de marco de lectura _.conduciendo a una señal
de terminación temprana en el exón 9.
Polimorfismo (Ser —>Thr)
Cambio de marco de lectura , conduciendo a una señal
de terminación temprana en el exón 9.
lle 447 Phc
Leu 458 Pro

Tyr 453 Asp
Arg 491 l-lis
Gly 493 Ser
Trp 527 Cys
Arg 540 stop
Polimorfismo (Ala —>Ala)
AG/gt —>AA/gt (posiblemente afecte el splicing)
AG/gt —>AG/at (posiblemente afecte el splicing)
Arg 648 Gln
Gln 660 Glu

Polimorfismo (Asp —)Asp)
Polimorfismo

Arg 693 Trp
Polimorfismo (Pro —)Pro)
Cambio de marco de lectura , resultando directamente
en una señal de terminación temprana: Phe7185top.
Polimorfismo (Thr —)Pro)
Cambio de marco de lectura , conduciendo a una señal
de terminación temprana en el exón 14.
Cambio dc marco de lectura , conduciendo a una señal
de terminación temprana en el exón 13.
Asp 796 Tyr
Glu 799 Lys
Cambio de marco de lectura , conduciendo a una señal
de terminación temprana en el exón 16.
Cambio de marco de lectura , conduciendo a una señal
de terminación temprana en el exón l4.
Polimorfismo (3 '-utr)
Polimorfismo (3 '-utr)

"'La numeración de la posición está de acuerdo con el trabajo de Kimura (|989). Utr: región no traducible del
gen
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El hipotiroidismo congénito tiene en nuestro país una prevalencia de alrededor de 122000

nacidos vivos, es una de las causas más frecuentes de retraso mental y puede ser prevenido

mediante la institución temprana de tratamiento hormonal de reemplazo.

A pesar que en la mayoría de los casos se debe a una falta de desarrollo de la glándula

durante el período embrionario, un 20 % se produce por falla en la síntesis de hormonas

tiroideas. Dentro de esta categoría de enfermedades tiroideas, aproximadamente la mitad es

causada por defectos en la organificación del yodo.

En base a lo antedicho se plantean los siguientes objetivos:

l) Identificación de nuevas mutaciones en el gen de la tiroperoxidasa humana, en bocíos

congénitos con defecto en la organificación del yoduro para el desarrollo de nuevas

herramientas moleculares diagnósticas.

2) “Screening” poblacional de las mutaciones identificadas con el objetivo de clasificarlas

como polímorfismos o mutaciones.

3) Estudios predictivos sobre la estructura secundaria de las proteínas mutadas.
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MATERIALES Y METODOS

1-CUADRO CLÍNICO-BIOQUÍMICO DE Los PACIENTES ESTUDIADOS

El estudio se realizó en 5 familias con diagnóstico de bocio congénito hipotiroideo con

bloqueo de la organificación por prueba de perclorato positiva (superior al 69 %)

previamente estudiadas en nuestro laboratorio desde el punto de vista molecular, con el

objetivo de identificar nuevas mutaciones. En la tabla 2 se indican los datos bioquímicos

correspondientes a los 5 pacientes seleccionados. Se obtuvo el consentimiento informado

por escrito de cada uno de los individuos involucrados en este estudio.

Tabla 2: Datos bioquímicos de los pacientes estudiados.

Mim“ Peïtflsdrgïo- TG (ng/mL) TSH (mU/L) T4 (ng/dL) T3( ng/db) C’Pïíá‘l" de

AE 69 % ¡683 > 90 < 1 ¡05 60/74/7l
CR 93,30 % ¡60 0,2 s
GA so % l0l6 >68 < l 36/60/45
sr 30 % 4012 375 0,4
TM 77 % 3 ¡4 >200 <|,6 l6 04/02/02

Valores de referencia: TG: 30-100 ng/ml; T4: 6-I4 ug/dL; T3: 80-220 nydL; TSH: < 5 mU/L; Captación de
Yodo:l hora/24hrs/48 hrs:4-II %/25 t l0%/25 i l0%.
' Liberación del pool de yodo intratiroideo luego de la administración oral de NaClO4 a una dosis de l g.

2- ANTECEDENTES MOLECULARES DE Los PACIENTES ESTUDIADOS

Los pacientes fueron seleccionados para este estudio, por presentar una única mutación

heterocigota identificada previamente en nuestro laboratorio . Dichas mutaciones se indican

en la tabla 3.

Tabla 3: Mutaciones en el gen de la TPO identificadas en estudio previo (Rivolta CM,
2003)

marco
lectura l29st208

(AAC>ACC)

c. l496C>T
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(p.P499L)
14 c.2422'l>C (TGC>CGC) Cambio de aminoácido l TM

(p.C808R)
' La numeración de posición está de acuerdo a las secuencias de referencia del ADNc (GenBanK Accesion
Number: MN-000547). La A del ATG de la metionina inicial se indica como el nucleótido +l. El codón para
la metionina inicial es el codón l. La nomenclatura de las mutaciones está de acuerdo a den Dunnen and
Antonarakis, 2000.

3- ANÁLISIS DEL ADN GENÓMICO

3-1 Aislamiento y purificación del ADN genómico

Las muestras fiJeron extraídas con EDTA 0,5 %. El ADN genómico de los pacientes y de

sus familiares fue aislado y purificado a panir de leucocitos por la técnica de proteinasa K

SDS.

Técnica de proteinasa Ky SDS-Macrométodo

Soluciones

Buffer A: Tris-HCl lO mM, EDTA lO mM, pH 7,5

Bulïer B: Tris-HCl lO mM, EDTA lO mM, NaCl 100 mM, pH 7,5

SDS: lO % en agua (p/v)

Proteinasa K: 20 mg/ml en agua

Fenol: fenol saturado en Tris-HCl 0,1 mM pH 7,5

IAC: cloroformo: alcohol isoamílico: 24:1 (v/v) saturado con agua

NaCl 3 M

Etanol absoluto: -20°C

Etanol 70 %: etanol en agua (v/v), -20°C

Procedimiento

A partir de lO ml de sangre anticoagulada con EDTA 5 %:

0 Centrifugar a 3000 rpm, 10 minutos

eDescartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 10 ml de buffer A

OCentrifiJgar a 3000 rpm, lO minutos

o Repetir los lavados 3 o 4 veces, hasta que el precipitado de leucocitos quede claro

OResuspender en 3 ml de buffer B
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OAgregar SDS: concentración final l %;proteinasa K: concentración final 200ug/ml

oIncubar a 60°C, 2 horas con agitación ocasional

OExtraer el ADN con un volumen de fenol, centrifugar y recuperar el sobrenadante

o Extraer con l volumen de IAC centrifugar y recuperar el sobrenadante

OPrecipitar el ADN con 1/10 volumen de ClNa 3 M y 2 volúmenes de etanol

OPrecipitar a —20°C

ORecuperar el ADN con un tip, pasarlo a un tubo eppendorf con etanol 70 %

o Pasar a un tubo nuevo y secar parcialmente en estufa a 50°C

0 Resuspender el ADN en 300 pl de agua bidestilada estéril

3-2 Determinación de la concentración, pureza e integridad del ADN

3-2-l Análisis cuantitativo: determinación de concentración y pureza por densidad óptica

Una alícuota de cada uno de los ADNs purificados se diluyó en un volumen final de l ml y

se realizó la lectura de absorbancias en un espectrofotómetro en la región del ultravioleta en

el rango de longitudes de onda: 220-300 nm.

Teniendo en cuenta que el coeficiente de absorbancia a 260 nm para el ADN doble cadena

es SO pg/ml por cada l unidad de densidad óptica (DO), se calculó la cantidad de ADN

total purificado.

La relación de absorbancias 260/280 nm permitió determinar la pureza de las muestras en

cuanto al contenido de proteínas.

3-2-2 Análisis cualitativo: determinación de integridad del ADN.

Soluciones

Buffer de corrida: TBE lX: Tris-HCl 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0

Buffer de siembra: glicerol 30 % (p/v)

Azul de bromofenol (ABF) 0,025 % (p/v)

Bromuro de etidio (BrEt): 10 mg/ml en agua
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Procedimiento

La integridad del ADN genómico purificado se evaluó mediante la corrida electroforética

de una alícuota del mismo en un gel de agarosa, con un ADN genómico (0,2 mg/ml, en

Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM, Boheringer) como patrón de peso molecular. Para

ello se tomaron 5 ul de ADN, 2 ul de buffer de siembra y se los llevó a un volumen final de

lO ul, se los sembró en un gel de agarosa al l % y se lo sometió a electroforesis en buffer

TBE 1X, con una diferencia de potencial de 2 volts/cm. Una vez finalizada la

electroforesis, se reveló el gel sumergiéndolo en una solución de 0,5 mg/ml de BrEt durante

15 minutos y se observó la fluorescencia producida en un transiluminador UV (ETS-20.8

Uvitec Limited).

4- IDENTIFICAClÓN DE NUEVAS MUTACIONES EN EL GEN DE LA TlROPEROXlDASA HUMANA

SECUENCIACIÓN DEL EXÓN a

4-] Amplificación por PCR del exón 8

La reacción de amplificación fue desarrollada en 50 ul usando un buffer de PCR standard

(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA), conteniendo 125 ng de ADN genómico; 1,5

mM de MgCl2; 200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), lO % de DMSO, lU

de Taq polimerasa (lnvitrogen, Life Technologies) y 50 pmoles de cada primer forward y

reverse. Las secuencias de los primers se indican en la tabla 4. Las muestras fireron

desnaturalizadas a 93° C durante 3 minutos seguidas por 35 ciclos de amplificación. Cada

ciclo consistió de desnaturalización a 93° C durante l minuto, annealing del primer a 65° C

durante 2 minutos, y extensión del primer a 72° C durante 3 minutos. Después del último

ciclo, las muestras fueron incubadas por un tiempo adicional de 10 minutos a 72° C para

asegurar que el paso de extensión final se haya completado.

Tabla 4: Oligonucleótidos utilizados como primers en la amplificación por PCR. Las
secuencias intrónicas se indican en minúscula, las exónicas en mayúscula.

Forward Primer Reverse Primer
Número Posición del Tamaño del Posición
de I'Zxón extremo 5‘ Secuencia nucleotidica (5’-) 3’) Íl'lgmtlllo del SCCIICIIl-‘¡iIIIICIEOlÍdiü(5“) 3')

(Ph) extremo
5.

8 9 7 9 'l‘CCACCG'l‘G'I'A’I'GGCAGCTC 4 5 0 +9 0
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Los productos de PCR fiJCl‘Oflanalizados en geles de agarosa al 2 %. Se corrió en el mismo

gel un control de peso molecular de 50 pb (lnvitrogen, Life Technologies).

4-2 Obtención y purificación de los productos de PCR

Los productos obtenidos por PCR fiJeron sembrados en un gel de agarosa al 2 % .

Finalizado el tiempo de corrida las bandas fueron recortadas empleando un bisturí y

purificadas con el sistema de purificación GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit

(Amersham).

4-3 Reacción de Secuenciacíón del exón 8

Los productos de PCR correspondientes al exón 8 se secuenciaron por la técnica de Sanger

empleando los primers 8F y 8R.

4-3-1: Diluciones de los primers:

- Se preparó una 1° dilución de los primers en agua bidestilada de ampolla de manera tal

de obtener una concentración de 50 pmoles/ul.

- A continuación se realizó una 2° dilución de los primers a partir de la anterior para

obtener una concentración final de 5 pmoles/pl.

4-3-2: Protocolo de Marcación:

Reacción para 5 pmoles de primer:

Dilución 2° del primer lul (5 pmoles)

Buffer T4PK 10X 0,5pl

[y32P] ATP (3000Ci/mmol) En TO: 1,5 pl

En Tl/2: 3 ul

T4PK(10U/pl) 0,25 ul (2,5U)

HzO bidestilada en ampolla c.s.p. 5p]

- Incubar 30’ a 37°C
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Incubar 2’ a 90°C (para inactiva: la quinasa).

Dejar en hielo unos minutos.

Centrifugación breve para recoger la condensación.

Materiales y Métodos

El primer recién marcado se usó en la reacción de secuenciación inmediatamente o se

almacenó a —20°Chasta su empleo.

4-3-3 Protocolo de Secuenciación:

Para cada reacción de secuencia rotular 4 tubos de PCR (ej. para la reacción l: lA;

lC; IG; lT), y agregar a cada uno 2p] del d/ddNTP correspondiente.

Para cada reacción de secuencia preparar la siguiente mezcla de reacción respetando el

orden siguiente de agregado de reactivos:

H20 c.s.p. 17 ul

ADN (templado) 1-9 pl (Producto de

PCR: 20 ng )

Buffer Taq Pol 5X 5p.]

Primer marcado 1,5 pmoles

Taq Pol (SU/ul) lpl

Homogeneizar con pipeta y agregar 4p] de la mezcla de reacción anterior a los tubos

conteniendo las soluciones de nucleótidos d/ddNTP.

Centrifugar brevemente.

Agregar una gota de aceite mineral a cada tubo.

Ciclar con el programa siguiente:

30 segundos 95°C

67°C para 8F; 64°C para 8R.

60 segundos 70°C

30 segundos

N° de ciclos: 30

Luego 15°C

Una vez finalizado el ciclado, se agregó a cada tubo 3p] de la Solución Stop de

Secuencia.
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- Centrifugar brevemente.

- Guardar a —20°C o sembrar inmediatamente en un gel de acrilamida al 6%.

4-3-4 Electroforesis

4-3-4-1 Preparación de los geles

Preparación del gel al 6 % / Urea 7M:

Se prepara una solución de stock para lo cual se disuelven 210 g de urea, 29 g de acrilamida

y l g de bisacrilamida en 350 ml de HZO milli-Q. Agregar 50 ml de buffer TBE 10X.

Llevar a 500 ml con HZOmilli-Q.

4-3-4-2 Armado de los geles

Limpiar cuidadosamente los vidrios entre los cuales se preparará el gel. Tratarlos con etanol

absoluto y siliconar el más pequeño.

Colocar en un vaso de precipitados 60 ml de la solución stock e iniciar la reacción de

polimerización por agregado de 120 ul de persulfato de amonio (SOOmg/ml)y 60 pl de

N,N,N',N'tetrametiletilendiamina (Temed). Se mezcla rápidamente y se esparce sobre el

vidrio mayor, inmediatamente se coloca el vidrio menor de forma que la solución de

acrilamida se distribuya mojando a ambos vidrios y desplazando el aire. Una vez que el

vidrio menor descansa sobre los separadores, se posiciona el peine y se ajustan los vidrios

al espesor de los separadores con pinms. Dejar polimerizando por lo menos 2 horas.

4-3-4-3 Precorrida

El gel debe ser pre-corrido en buffer TBE 1X durante 45 min. Las condiciones eléctricas de

la corrida son las recomendadas por el fabricante de cada cuba de electroforesis. Se utilizó

el modelo SA (lnvitrogen, Life Technologies). Se empleó una fuente de poder CONSORT

E 734.

4-3-4-4 Separación electroforética de las secuencias

En cada pocillo del gel se colocan 3 ul de las muestras previamente desnaturalizadas

durante 2 minutos a 70°C. Inmediatamente se conecta la fuente de poder ajustada de

acuerdo con los siguientes parámetros eléctricos:
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Cuba SA: 2400 Volts, 75 Watts, 300 mA.

4-3-5 Secado del gel

Una vez terminada la corrida, se desarma el aparato de electroforesis, se quita uno de los

separadores y se separan los vidrios. El gel queda adherido al vidrio mayor no siliconado.

Luego, el gel es transferido a una hoja de papel Whatmann 3MM. Sobre el gel transferido

al papel se coloca una película de film adherente para protegerlo.

El gel se seca durante 45 minutos en un dispositivo de secado por vacío y calor a 80°C

(Bio-Rad, modelo 583).

4-3-6 Autorradiografía

Sobre el gel seco, se coloca una película radiográfica (Kodak Biomax MR) dentro de un

chasis estanco a la luz. El tiempo de exposición de la película es de 24 horas.

4-3-7 Revelado de la película radiográfica

El revelado y fijado se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante de la película

radiográfica.

4-3-8 Análisis de las secuencias

Las secuencias se digitalizaron y analizaron con el sistema de análisis de ADN y proteínas

PC/Gene (lntelligenetícs, Genova, Switzerland).

5- ANÁIJSIS POR PCR-RFLP CON LA ENDONUCLEASA DE RESTRICCIÓN APA 1.

Procedimiento de digestión del exón 8 con Apa I:

- 17 ul de producto de PCR

2 pl de Buffer de enzima ¡OX

- luldeApaI(10U)

- 0,2 ul de BSA acetilado

- HZO csp 20 pl
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Los tubos conteniendo la mezcla de reacción fueron incubados durante toda la noche a

37°C.

La digestión fue analizada en un gel de agarosa al 2,5 %.

6- ANÁLISIS POR “SINGLE STRAND CONFORMATION POLYMORPHISM" (SSCP )

El principio de esta técnica es la variación en la movilidad electroforética en geles no

desnaturalizantes de poliacrilamida de fragmentos cortos de ADN simple cadena , cuyas

secuencias difieren en una o más bases. La estructura secundaria adoptada por las cadenas

varía de acuerdo a su secuencia. Aún una mutación puntual, puede alterar la conformación,

causando un cambio detectable en la movilidad electroforética. Esta es una técnica de

rastreo ya que permite poner en evidencia la existencia de una alteración la cual debe ser

complementada con la secuenciación con el objeto de localizar y caracterizar dicha

alteración (polimorfismo o mutación). La sensibilidad de la PCR- SSCP tiende a disminuir

cuando aumenta la longitud del fragmento. Para fragmentos de alrededor de 200 pb más del

90 % de cambios simples pueden ser detectados, mientras que para fi'agmentos de 400 pb,

la tasa de detección está por debajo del 80 %. Según la experiencia previa aplicada a la

puesta a punto de esta técnica en nuestro laboratorio el tamaño de 300 pb de los fragmentos

de PCR brinda una óptima resolución en geles de poliacrilamida. Primero se realiza una

reacción de PCR a partir del ADN genómico, luego los fragmentos doble cadena del

producto de amplificación se desnaturalizan, y se corren en simple cadena en un gel de

poliacrilamida no desnaturalizante. Se obtienen así diferentes patrones dependiendo de la

presencia o no de cambios en su secuencia.

6-1 Amplificación por PCR del exón 5 de TPO.

La reacción de amplificación fue desarrollada en 50 ul usando un buffer de PCR stande

(lnvitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA), conteniendo 125 ng de ADN genómico; 2,5

mM de MgClz; 200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), 10 % de DMSO, lU

de Taq polimerasa (lnvitrogen, Life Technologies) y 50 pmoles de cada primer forward y

reverse. En la tabla 5 se indica la secuencia de los primers empleados. Las muestras fiJeron

desnaturalizadas a 95° C durante 3 minutos seguidas por 40 ciclos de amplificación. Cada

ciclo consistió de desnaturalización a 95° C durante 30 segundos, annealing del primer a
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55° C durante 30 segundos, y extensión del primer a 72° C durante l minuto. Después del

último ciclo, las muestras fueron incubadas por un tiempo adicional de lO minutos a 72° C

para asegurar que el paso de extensión final se haya completado.

Tabla 5: Oligonucleótidos utilizados como primers en la amplificación por PCR. Las
secuencias intrónicas se indican en minúscula, las exónicas en mayúscula.

Forward Primer Reverse Primer
Número Posición del Tamaño del Posición
de Exón extremo 5’ Secuencia nucleolídiea (5’-> 3’) fragmento del Secuencia nucleolídica (S‘-) 3‘)

(Ph) extremo
5.

5 - 2 1 Alggmcclalllltcacag/l’l" 2 9 4 + 1 4 0

El tamaño de los productos obtenidos fije analizado en un gel de agarosa al 2 %.

6-2 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se emplearon las condiciones de gel y de corrida puestas a punto anteriormente en el

laboratorio las cuales permitieron obtener un patrón de bandas claro y definido para utilizar

en el análisis de este paciente y de su familia.

6-2-1 Preparación de geles de poliacrilamida

Se utilizó una relación de acrilamidazbisacrilamida de 29: l. Los geles se realizaron al 10 %,

sin glicerol.

Soluciones:

- Stock de acrilamidacbisacrilamida 29:], en HZOmilli-Q

- TBE 10X

- Buffer de siembra: 98 % de forrnamida, 0,5 % EDTA, 0,05 % de azul de bromofenol y

0,05 % de xilenecianol

Procedimiento:

Se mezclaron lO ml (lO %) del stock de acrilamidazbisacrilamida con 3 ml de TBE 10X y

se llevó a volumen final de 30 ml con HZO milli-Q.
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Se agregaron 40 ul de temed y 70 ul de persulfato de amonio 500 mg/ml a la mezcla, y ésta

se introdujo entre los vidrios, se colocó el peine correspondiente y se dejó polimerizar por

un tiempo no menor a una hora a temperatura ambiente.

6-2-2 Preparación de muestras para la siembra:

Se mezclaron 8 ul de producto con S pl de buffer de siembra.

Las muestras se desnaturalizaron a 90° C durante 3 minutos, e inmediatamente se colocaron

en hielo, hasta el momento de la siembra.

6-2-3 Condiciones de electroforesis:

Buffer de corrida: TBE 1X

La temperatura a la cual se efectuaron las electroforesis fije a 4° C, la duración de la corrida

fue de 24 horas y el voltaje empleado fue de 160 V.

6-2-4: Equipo de electroforesis utilizado:

- Cuba de electroforesis vertical: Modelo V16-2, Vertical System (Invitrogen, Life

Technologies)

- Fuente de poderzPower-Pac 300 (Bio Rad)

6-2-5: Tinción con nitrato de plata:

Finalizada la electroforesis, las bandas se visualizaron por tinción con AgNOg.

Soluciones:

Solución fijadora: etanol 10 %, AcH 0,5 % (AcH glacial, CH3COOH)

Solución de nitrato de plata: AgNO3 0,2 %

Solución reveladora: NaOH 1,5 %, formo] 0,36 % (formaldehído, HCHO).

Todas las soluciones se prepararon con HzO milli-Q.

Procedimiento."
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Se desmontaron los vidrios y se sumergió el gel durante 6 minutos en 250 ml de la solución

fijadora, se descartó esa solución y se agregaron otros 250 ml durante 6 minutos.

Se descartó la solución y se sumergió luego el gel en 500 ml de la solución de nitrato de

plata durante 20 minutos.

Se lavó el gel con H20 milli-Q y se agregaron 500 ml de la solución reveladora agitando

suavemente hasta visualizar las bandas.

Finalmente se procedió a realizar fotografia digital del gel.

7- SECUENCIACIÓN DEL EXÓN 5 DE TPO.

La reacción de amplificación fue realizada según las condiciones especificadas

previamente. El primer empleado en la reacción de secuenciación fire el SF y la temperatura

de annealing de la misma fue de 62°C.

8- ANALISIS PREDICTIVO DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LA TPO.

La secuencia de aminoácidos de la TPO mutada, fue remitida a los correspondientes sitios

de Internet para el análisis predictivo mediante los programas NNPredict, GOR3 y SOPM.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Con el objeto de identificar la segunda mutación responsable del hipotiroidismo congénito

con bocio, patología recesiva, se comenzó secuenciando el segundo fiagmento del exón 8

del gen de TPO de los distintos pacientes. Este exón fue seleccionado por no haber sido

secuenciado con anterioridad y por presentar según datos bibliográficos mutaciones en una

alta frecuencia al igual que los exones 9, lO, 12 y 14. Estos últimos fiieron analizados

previamente en nuestro laboratorio en los pacientes seleccionados por secuenciación

directa.

Los resultados del análisis de secuenciación del exón 8, llevada a cabo en los 5 pacientes

con diagnóstico de hipotiroidismo congénito con bocio, evidenciaron en el paciente GA una

transición guanina a adenina heterocigota en la posición nucleotidica 1249 según la

nomenclatura de Kimura o 1159 de la secuencia de referencia del ARNm (NM_000547),

resultando en el reemplazo de glicina por arginina en la posición 387 (p.G387R). Dicho

cambio file identificado en el padre del paciente. Por el contrario, su madre presentó

guanina en sus dos alelos, indicando el origen paterno de la mutación (Figura 7).

N1 GA Madre Padre

A21249

Figura 7: Identificación y análisis de Ia familia con la mutación
heterocigota (p.G387R) en el exón 8 del gen de TPO. Secuencia
parcial (cadena codificante) de los fragmentos amplificados por
PCR correspondientes al exón 8 a partir del ADN genómico de los
miembros de la familia estudiada. La flecha indica Ia mutación
1159 (G>A) presente en el paciente propósito GA y en su padre.
En ambos casos el alelo normal coexiste con el alelo mutado. La
madre presenta sólo guanina en esa posición al igual que el control
normal analizado (N1).

qm>o>o>ooooopmonondooqaoe

qo>o>o>oonoom00000400440q
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La alteración fue evidenciada mediante el empleo de ambos primers (forward y reverse) en

dos productos diferentes de amplificación por PCR descartando de esta manera la

incorporación de errores por la enzima Taq polímerasa.

La utilización del programa DNAstar, el cual permite identificar secuencias blanco para

enzimas de restricción, nos permitió determinar que la mutación origina un cambio en el

sitio de restricción para la endonucleasa Apa l. Con el objeto de validar la mutación y de

determinar en una segunda instancia la naturaleza de la alteración (polimorfismo o

mutación) ya que el nuevo cambio identificado no estaba descripto previamente en

bibliografia, se realizó un estudio poblacional donde 102 cromosomas normales fueron

analizados mediante la técnica de PCR-RFLP. El nucleótido mutado A1249 destruye el

sitio normal Apa l ( GGGCClC). El fi'agmento de 450 pb amplificado que contiene al

exón 8 del gen de TPO correspondiente al alelo normal produce fi'agmentos de 265 y 185

pb cuando se digiere con Apa l, mientras que el alelo mutado carece de dicho sitio de

restricción. Mediante el estudio poblacional empleando Apa l se determinó que el nuevo

cambio identificado no corresponde a un polimorfismo ya que el patrón de digestión

presentado por GA no fue observado en ninguna de la muestras pertenecientes a 51

individuos normales no relacionados (Figura 8).

Por otra parte el estudio con Apa l fue llevado a cabo en la familia del paciente GA con el

objeto de determinar la segregación de la mutación. En la Figura 9 puede observarse que el

padre también es heterocigota para la mutación presentando el mismo patrón de digestión

que el paciente.

También se han identificado por secuenciación dos polimorfismos descriptos previamente

en bibliografia (Bikker, 1995). El primero corresponde a un cambio de G por T en la

posición 1207 según la nomenclatura de Kimura o lll7 de la secuencia de referencia del

ARNm (NM_000547) que sustituye el aminoácido alanina por serina en el residuo 373

(Figura lO). El segundo corresponde al cambio de G por C en la posición 1283 según la

nomenclatura de Kimura o 1193 de la secuencia de referencia del ARNm (NM_000547)

que reemplaza una serina por una treonina en la posición 398.
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MK GA N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10 N11 N12

N13 N14 N15 N16 N17 N18 N19 N20 N21 N22 N23 N24 N25

N38 N39 N40

450 ph
zu ph
135 ph

Figura B ; Análisis poblacional de los productos de PCR correspondientes al exón 8 digeridos con la ER
Apa 1.MK: marcador de 50 pb; GA: producto perteneciente al paciente propósito digerldo; N1-N51:
Controles normales digeridos por Apa 1; SD: Control normal sin tratar con la ER.La mutación heterocigota
1159 (G>A) en el exón 8 del gen de TPO identificada en el paciente GA elimina un sitio de restricción para
la Apa 1. La digestión del alelo wt genera dos fragmentos de 265 y 185 pb. Los fragmentos de restricción
fueron analizados en un gel de agarosa al 2.5 % y teñidos con bromuro de etidio.

Figura 9: Fotografia del gel de agarosa al 2,5 % conteniendo las
digestiones del producto de amplificación del exón 8 con Apa l. Calle
1: Marcador de PM de 50 pb; Calle 2: GA; Calla 3: Madre de GA; Calle
4: Padre de GA; Calle 5: Control normal; Calle 6: Control normal sin
digerir.
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Puede observarse en la Figura 10 que tanto nuestro paciente GA al igual que sus padres son

homocigotas para dichos polimorfismos. El control normal incorporado a este estudio es

homocigota para guanina tanto en la posición 1207 como en la 1283.

N1 GA Madre Padre
T C A G T C A G T C A G

3' W ‘ 1 3'
G .4 m * G

G G
A A
G G
C c
G c
A A
C c
C c
G G
C c
5' 5'

3' 3,
C u c
c m c
G «un. G
G un. Gc C
G M T
T -. w«w Tc C
G *- z Gc MxJ "*
Figura 10: Identificación y análisis de ia familia con la mutación heterocigota
(p.G387R) en el exón 8 del gen de TPO. Secuencia parcial (cadena codificante) de
los fragmentos amplificados por PCR correspondientes al exón 8 a partir dei ADN
genómico de los miembros de la familia estudiada. La flecha indica los poiimon‘ismos
homocigotas identificados en el paciente y en sus padres. N1: Control normal.

: 1283

: 1207
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Una deleción de citosína en el nucleótido 477 según la nomenclatura de Kimura o en el

nucleótido 387 del exón 5 (c.387delC) según la secuencia de referencia del ARNm

(NMÚ000547) fue identificada previamente en el paciente GA empleando las técnicas de

SSCP y secuenciación. Esta mutación genera un cambio del marco de lectura en el

arninoácido 129 con un codón de terminación prematuro en el aminoácido 208 del exón 7

(p.N129st208). Se realizó también en dicha oportunidad el estudio poblacional que

permitió determinar que la alteración correspondía a una mutación. En esta oportunidad se

analizó dicha mutación en el grupo familiar completo para lo cual se empleó la técnica de

SSCP (Figura 11). GA y su madre presentan además de las bandas de migración

correspondientes al alelo normal presentadas por el padre y N1, dos bandas adicionales, de

migración diferencial correspondientes al alelo mutado, indicando ésto, el origen materno

de la deleción del exón 5.

GA Madre Padre N1

Figura 11 : Análisis por Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)
de la mutación heterocigota c.387delC (p.N129st208) presente en el
paciente propósito GA y en su madre. El control normal (N1) fue
incorporado a este estudio. La mutación genera un fragmento de diferente
movilidad en el gel de poliacrilamida al 10 %. Los fragmentos de PCR
fueron visualizados por coloración con plata.

Por otra parte se analizó por secuenciación directa el exón 5 en la familia de GA (Figura

12).

46



pResultados y Discusión

ugeacn>>>|n>eoanann>°e U:fiHDO>>>>HOHOHDD>H°Í

GA Madre Padre

TCAG TCAG TCAG

U:flHfiÓ>>>IÓ>HDHOfiDO>W“eHHDÓ>>>O>HOfiOHDO>W

WHHOÓ>>>Ó>I4OF€OHGD>U|
U:HHOO>>>>HOHOHDO>I4Q

Figura 12 : Análisis de la familiacon la mutación heterocigota c.387deIC (p.N129st208) en
el exón 5 del gen de TPO y de un control normal. A) Secuencia parcial (cadena codificante)
de ios fragmentos amplificados por PCR correspondientes ai exón 5 a partir dei ADN .
genómico de un control normal (N1) y del paciente GA. B) Secuencia parcial (cadena
codificante) de los fragmentos amplificados por PCR correspondientes al exón 5 a partir del
ADN genómico dei paciente propósito GA y de sus padres. La flecha indica Ia mutación
presente en el paciente y su madre. El aleio normal coexiste en ambos casos con el aleio
mutado.

Las secuencias de aminoácidos de la TPO normal y mutada fueron remitidas a los

correspondientes sitios de Internet para el empleo de los programas nnPredict, GOR 3 y

SOPM con el objeto de explorar los posibles efectos de la nueva mutación y de los

polimorfismos identificados en nuestro paciente propósito GA sobre la estructura de dicha
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proteína. De acuerdo al análisis computacional, la estructura secundaria de la TPO fue

modificada en los tres sistemas utilizados.

Según el programa nnPredict, se produce la pérdida de la lámina B en la posición 391 y de

la ochélice correspondiente al residuo 403 (Figura 13).

Predicción de la estructura secundaria de la TPO WT
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Secuencia aminoacídica de la TPO mutada (p.G387R)
MRALAVLSVTLVMACTEAFFPFISRGKELLWGKPEESRVSSVLEESKRLVDTAMYATMQR
NLKKRGILSPAQLLSFSKLPEPTSGVIARAAEIMETSIQAMKRKVNLKTQQSQHPTDALS
EDLLSIIANMSGCLPYMLPPKCPNTCLANK!RBITFAK l ARWLDPV
YEDGFSQPRGWNPGFLYNGFPLPPVREVTRHVIQVSNEVVTDDDRYSDLLMAWGQYIDHD
IAETPOQI HMILLNQNELEElQLPEEARPAAGTACLPFYRSSAACGTGD
QGALFGNLSTANPRQQMNGLTSFLDASTV r‘ D7” PDF“ RNW'T' Tmmm" WW"
RAYLPFVPPRAPSACAPEPGIPGETRRPCFLAGDGRATEVPSLTALHTLWLREHNRLAAA
LKALNAHWSADAVYQEARKVVGALHQIITLRDYIPRILGPEAFQQYVGPYEGYDSTANPT
VSNVFSTAAFRFGHATTUDTVDDT x uuP”Tm* FSPWTLLRGGGLDPLIR
GLLARPAKLQVQDQLMNEELTERLFVLQNqQTLDLAQTHT U“
PRLFTPADLQTAT‘ “ "‘“"TLDLYKHPDNIDVWLGGLAENFLPRARTGPLFACLIGKQ
”V“T "YuqrQDVICDNTGLTRVPMDAFQVGKFPEDFES
CDSITFMÑL uVYSCRHGYELQGREQL
TCTQEGWDFQPPLL L IKPFFQCLCADPYELGDDGRTCVD
SGRLPRVTWISMSLAALLIGGFAGLTSTVICRWTRTGTKSTLPISETGGGTPELRCGKHQ
AVblbkl nnLPRAT

u HL! un ¡.1

l!EQUUhLb! .. uu vuu y.

Predicción de la estructura secundaria de la TPO Mutada (p.G387R)
nu

"un" uuuuuuu uuu
> N

r I"un

E1t?

E1E1t‘]t'] E1E1E1

E1:1Z:

M p.

Figura 13: Análisis de la
estructura secundaria de
la TPO mutada p.G387R
por el programa
nnPredict. Los
aminoácidos están
indicados con el código
de una letra. El residuo
sustituido
correspondiente a la
mutación se indica en
rojo y los residuos
correspondientes a los
polimorfismos
flanqueantes, en azul. E:
lámina B; H: a hélice; 
aminoácidos conectores.
Los cambios en la
estructura secundaria son
resaltados en verde,
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El programa GOR 3 indica que la vuelta al azar correspondiente a los aminoácidos 365 y

388 es reemplazada por una cadena extendida. Por otra parte, los residuos 399 y 401 son

convertidos de 0Khélices en cadenas extendidas. Finalmente la cadena extendida de la

posición 400 es sustituida por una 0. hélice (Figura 14).
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Figura 14: Análisis de la estructura secundaria de la TPO mutada p.G387R por el programa GOR3. Los
aminoácidos están indicados con código de una letra. El residuo sustituido correspondiente a la mutación se
indica en rojo y los residuos correspondientes a los polimorfismos flanqueantes, en azul.h: ochélice; e: cadena
extendida; c: vuelta al azar. Los cambios en la estructura secundaria son resaltados en verde.

El análisis con el programa SOMP determina que la vuelta al azar correspondiente al

residuo 358 es sustituida por un giro B. Adicionalmente, las posiciones 362 y 363 que

consistían en una vuelta al azar son transformadas en una cadena extendida (Figura 15).
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Figura 15: Análisis de la estructura secundaria de la TPO mutada p.G387R por el programa SOPM. Los
aminoácidos están indicados con código de una letra. El residuo sustituido correspondiente a la mutación se
indica en rojo y los residuos correspondientes a los polimorfismos flanqueantes, en azul. h: or hélice; e:
cadena extendida; c: vuelta al azar; t: giro [3.Los cambios en la estructura secundaria son resaltados en verde.

La técnica de secuenciación directa del gen de TPO reveló en el exón 8, 1 nueva mutación

heterocigota p.G387R y dos polimorfismos en el paciente GA investigado. Por otra parte,

con anterioridad se identificó en el mismo paciente una deleción en el exón 5: c.387delC,

también con carácter heterocigota. Por lo tanto en el paciente GA, un compuesto

heterocigota fue encontrado. Cabe mencionar que los exones 8, 9 y 10 codifican para el

sitio activo de la enzima ya que ellos contienen los residuos histidina proximal y distal que

se unen al grupo hemo (Medeiros-Neto; 1993). La nueva mutación con cambio de

arninoácido identificada en este trabajo y de acuerdo a los programas nnPredict, GOR3 y

SOPM potencialmente puede modificar la estructura secundaria de la proteína haciendo

inaccesibles seguramente los sitios de unión al grupo hemo y en consecuencia afectando la

actividad biológica de la enzima.

En el resto de los pacientes incorporados a este estudio, en los cuales no se ha identificado

una segunda mutación en el fragmento del exón 8 analizado y como el modo de herencia

del defecto de organificación del yodo es autosórnica recesiva, análisis adicional de

secuenciación debe efectuarse en el resto de exones, o alternativamente en regiones
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regulatorias o intrónícas de TPO para identificar las mutaciones adicionales. Si bien la

mayoría de los pacientes con bloqueo total de organificación son compuestos heterocigotas

u homocigotas para mutaciones en TPO con patrón de herencia recesivo, se han descripto

casos con un típico fenotipo de bloqueo total y un solo alelo mutado en el gen de TPO. Este

fenómeno ha sido encontrado en un 17% de familias de distinto origen geográfico.

En conclusión, este estudio muestra una mutación inactivante asociada con hipotiroidismo

congénito con bocio que no ha sido descripto previamente. Por otra parte, se ha

desarrollado un sistema de diagnóstico empleando la endonucleasa de restricción Apa l que

permitirá identificar la nueva mutación.
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CONCLUSIONES

La prevalencia del hipotiroidismo congénito neonatal en nuestro país tiene una incidencia

de 1-2000. El hipotiroidismo congénito sin bocio corresponde al 80 % mientras el 20 %

restante lo constituye el hipotiroidismo con bocio.

En los lactantes y niños los signos y síntomas del hipotiroidismo son distintos a los

descriptos en el adulto.

El hipotiroidismo del lactante no diagnosticado o no tratado tiene graves consecuencias

para el desarrollo del sistema nervioso central con un retraso del desarrollo moderado o

intenso, mientras que en la infancia pone en peligro el crecimiento somático.

Su causa más frecuente es la ausencia de glándula tiroides lo que obliga a un tratamiento

sustitutivo durante toda la vida.

Los signos y síntomas pueden consistir en cianosis, híperbilirrubinemia prolongada,

rechazo de la alimentación, llanto ronco, hernia umbilical, sufrimiento respiratorio,

macroglosia , fontanelas grandes y retraso en la maduración esquéletica. Ciertos casos no

presentan clínica evidente.

El hipotiroidismo se diagnostica mediante sistema de screening neonatal antes de que los

signos clínicos aparezcan. Los estudios consisten en la determinación clinica de T4 y TSH.

La tiroxina fetal se hace presente a partir de la semana l l de gestación. Aquellos fetos con

hipotiroidismo estarían protegidos por el pasaje transplacentario de la T4 materna durante

todo el embarazo.

El tratamiento prenatal en caso de hipotiroidismo fetal es limitado y se ha efectuado

mediante la inyección de tiroxina repetida en la cavidad intraamniótica, siendo este método

seguro y efectivo. Esta hormona es deglutida y absorbida por el feto. Este tratamiento fue

realizado en dos ocasiones, dónde la embarazada sufrió una dosis ablativa de yodo lo que

provocó la destrucción de la glándula fetal.(Perelma.ny col.l990).

En el presente trabajo de tesis se ha logrado caracterizar mediante técnica de secuenciación

una nueva mutación asociada a hipotiroidismo congénito con bocio; una transición guanina

a adenina heterocigota en la posición nucleotídica 1249 según la nomenclarura de Kimura o
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1159 de la secuencia de ARNm (NM 000547), resultando en el reemplazo de glicina por

arginina en la posición 387(p.G387R). Se trata de una mutación ínactivante y mediante el

empleo de programas de predicción de estructura secundaria se ha logrado evidenciar

cambios en la estructura proteica.

Mediante la técnica de PCR asociada a la digestión con la enzima de restricción Apa l se

logra evidenciar en forma sencilla, rápida y con un bajo costo la presencia de esta nueva

mutación. Esta técnica podría ser utilizada, en un futuro, como herramienta de screening

para diagnóstico prenatal (asesoramiento genético),como al nacimiento, en parejas con

antecedentes familiares (en ambas ramas) de defectos en la biosíntesís de hormonas

tiroideas.

Además, se han identificado dos polímorfismos ya descriptos en la literatura.
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