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Pensamento

“Nunca pensei ter uma médica na familia.”

Guilhermina Horta
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Resumo

Introducdo: A sindrome de hipoparatiroidismo, surdez e displasia renal (HDR -
Hypoparathyroidism, Deafness and Renal dysplasia) é uma endocrinopatia autossomica
dominante com origem em mutacodes inativadoras do gene GATA3 (GATA binding protein 3).
O gene GATA3, localizado no cromossoma 10p14-15, codifica um fator de transcricao que
regula a expressao de genes envolvidos no desenvolvimento embrionario. A sindrome HDR é

muito rara, havendo apenas cerca de 100 familias descritas na literatura mundial.

Doentes e métodos: Estudou-se um doente do sexo masculino com hipoparatiroidismo
primario diagnosticado aos 51 anos de idade na sequéncia da investigacdo de uma crise
convulsiva por hipocalcémia. Apresentava ainda uma insuficiéncia renal cronica de estadio
3b, de duracao indeterminada, e uma surdez neurosensorial congénita. Como antecedentes
familiares, apresentava o pai com surdez congénita, falecido aos 69 anos de idade com
insuficiéncia renal. Para o estudo genético procedeu-se ao isolamento do acido
desoxirribonucleico (DNA) gendémico do propositus, a amplificacao dos exdes 2 a 6 do gene
GATA3 por reacao de polimerizacao em cadeia (PCR) e a analise das respetivas sequéncias

por sequenciacao automatizada.

Resultados: A sequenciacao do gene GATA3 revelou uma insercao de quatro nucledtidos
(CAAG), no exao 3, entre as posicoes 357 e 358 da sequéncia do respetivo DNA
complementar (cDNA) (c.357_358insCAAG). Esta mutacao estava presente em heterozigotia

e foi confirmada através da analise de heteroduplexes.

Discussdo e conclusdao: A mutacao c.357_358insCAAG, identificada no gene GATA3,
condiciona uma alteracao do tipo frameshift com a introducao de um codao de terminacao
prematuro e producdo de uma proteina truncada. A haploinsuficiéncia, decorrente da perda
funcional de um dos alelos GATA3, tem como consequéncia provavel a alteracdao da
transcricdo de genes importantes para o desenvolvimento das paratiroides, rins e ouvido
interno. Esta mutacao, até ao momento atual, ainda ndo se encontra descrita e alarga o

espectro de mutacdes implicadas em casos de sindrome HDR.

Palavras-chave: sindrome HDR; gene GATA3; mutacdo; endocrinologia; genética


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico

Abstract

Introduction: The Hypoparathyroidism, Deafness and Renal dysplasia (HDR) syndrome is an
autosomal dominant endocrinopathy caused by inactivating mutations in the GATA3 gene.
The GATA3 gene which is located on chromosome 10p14-15 and encodes a transcription
factor that regulates the expression of genes involved in embryonic development. The HDR

syndrome is very rare with only about 100 families reported in the literature.

Patients and methods: We studied a man with primary hypoparathyroidism diagnosed at 51
years of age, after the investigation of a seizure crisis due to hypocalcaemia. He also
presented a stage 3b chronic kidney disease, and a neurosensorial congenital deafness. As
family history, his father presented congenital deafness, and died at 69 years of age with
chronic kidney disease. For the genetic study, we proceeded to the isolation of genomic
deoxyribonucleic acid (DNA) of the patient, the amplification of exons 2 to 6 of the GATA3
gene by polymerase chain reaction (PCR) and analysis of the sequences by automated

sequencing.

Results: The sequencing of the GATA3 gene showed an insertion of four nucleotides (CAAG)
in exon 3, between the positions 357 and 358 of the cDNA sequence (c.357_358insCAAG).
This mutation was present in heterozygosity and was confirmed by analysis of

heteroduplexes.

Discussion and conclusion: The c¢.357_358insCAAG mutation, identified in the GATA3 gene,
determines a frameshift change with the introduction of a premature termination codon and
the production of a truncated protein. The haploinsufficiency due to functional loss of one
GATAS3 allele is likely to change the transcription of genes important for the development of
the parathyroids, kidneys and inner ear. This mutation, until now, has not yet been

described and extends the spectrum of mutations involved in cases of HDR syndrome.

Keywords: HDR syndrome; GATA3 gene; mutation; endocrinology; genetics
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1. Introducao

Em 1977, Barakat et al' descreveram o caso de dois irmaos com sindrome nefrotico,
surdez neurosensorial e hipoparatiroidismo, cujo modo de transmissao parecia ser
compativel com heranca autossdémica recessiva’ Em 1992, Bilous et al> reconheceram a
triade de hipoparatiroidismo, surdez e displasia renal como uma entidade clinica, com
heranca autossomica dominante (Online Mendelian Inheritance in Man [OMIM] numero
146255), com base na analise do padrao de transmissdo da familia em estudo®. Esta
entidade foi posteriormente nomeada de sindrome de hipoparatiroidismo, surdez e displasia
renal (HDR - Hypoparathyroidism, Deafness and Renal dysplasia) por Hasegawa et al®. Foram
entretanto sendo descritos varios casos da sindrome HDR*®, até que Van Esch et al’
propuseram o gene GATA3 (GATA binding protein 3) (OMIM 13120), como estando na origem
desta sindrome. Os investigadores concluiram, apds caracterizacao clinica e molecular de
varias familias portadoras desta triade, que a haploinsuficiéncia do gene GATA3 causava a
sindrome HDR’.

A sindrome HDR é uma endocrinopatia autossomica dominante rara caracterizada
pela triade classica de hipoparatiroidismo, surdez e displasia renal, no entanto as
caracteristicas clinicas dos doentes sdao bastante variaveis, mesmo dentro da mesma
familia®. Além disso, ainda ndo foi demonstrada uma correlacio gendtipo-fendtipo nos
doentes com a sindrome HDR. Esta variabilidade e falta de associacdo gendtipo-fenotipo
podem ser explicadas por funcées redundantes ou compensatorias das proteinas GATA’.

Clinicamente, o hipoparatiroidismo é caracterizado por baixos niveis séricos de
calcio como o resultado de uma secrecdo deficitaria da paratormona (PTH - parathyroid
hormone). Os niveis séricos de PTH dos doentes com HDR variam desde baixos a
indetetaveis. Isto conduz quer a manifestacées subclinicas, quer a manifestacoes
sintomaticas como convulsdes por hipocalcémia, depositos de calcio e desmineralizacao
oOssea.

A surdez presente nos doentes com HDR é do tipo neurosensorial, bilateral e
presente a nascenca. A perda auditiva é mais marcada para as altas frequéncias e a
gravidade varia desde moderada a grave, com necessidade de recurso a aparelhos auditivos,
incluindo implante coclear em casos selecionados'.

As alteracOes renais observadas nos doentes HDR pertencem a um amplo espectro
que incluem quer malformacdes anatomicas, como displasia, hipoplasia, doenca renal
quistica, deformidade pélvico-calicial, refluxo vesico-ureteral e agenesia renal, quer
alteracoes funcionais como proteindria, hematulria, acidose tubular renal distal e proximal,

e nefrocalcinose'®'".



O gene GATAS3 localiza-se no cromossoma 10p14-15 (Figura 1), tem 20 kilo bases (kb)
de comprimento e é constituido por 6 exdes que se estendem ao longo de 1332 pares de

bases (pb), espacados por intrées de tamanho similar'?.

S
=

Hypoparathyroidism IW1-5574
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Renal malformations
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W GATA3

Figura 1. Representacdo esquematica do braco curto (p) do cromossoma 10 onde se encontra o gene
GATA3 responsavel pela sindrome HDR (Hypoparathyroidism, Deafness and Renal dysplasia). Nao
desenhado a escala. Reproduzido e adaptado de H.Van Esch and K. Devriendt'® com autorizacio
(ANEXO ).

Este gene codifica um fator de transcricdo com 444 aminoacidos, que pertence a
uma familia de fatores de transcricdo que contém dois dominios zinc finger (ZnF) e dois
dominios de transativacdo (TA1, TA2) (Figura 2)'2. O zinc finger C-terminal (ZnF2) é
essencial para a ligacdo do DNA, enquanto o zinc finger N-terminal (ZnF1) ajuda a
estabilizar esta ligacao e interage diretamente com outras proteinas com multiplos dominios
zinc finger, denominadas Friends of GATA (FOG)".

Esta familia de fatores de transcricao, seis identificados até a data (GATA 1-6), esta
envolvida no desenvolvimento embrionario dos vertebrados'. O fator de transcricio GATA3
€ expresso nas glandulas paratirdides em desenvolvimento, ouvido interno, ducto coletor,
mesangio glomerular, cristalino, sistema nervoso central, timo e linfocitos T, sendo que o
mesmo é entao essencial para o desenvolvimento embrionario das paratiroides, sistema

auditivo e rins'>™.



Os produtos de expressao do gene GATA3 podem ser encontrados em varios 6rgaos a
partir das 4 semanas de gestacao, e estes produtos sao consistentemente encontrados nos
rins, vesiculas auditivas e glandulas paratirdides, todos eles envolvidos na triade que
caracteriza a sindrome HDR".

Este estudo teve como objetivo a caracterizacao clinica e molecular de um doente

com suspeita clinica de sindrome de hipoparatiroidismo, surdez e displasia renal.

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura do gene GATA3 (GATA binding protein 3), com a

respetiva sequéncia de aminoacidos, mostrando os 6 exdes (numeracao 1 a 6), a localizacdo do codao
de iniciacao (ATG) e de terminacao (TAG), os dominios de transativacao (TA1 e TA2), e os dominios
zinc finger (ZnF1 e ZnF2). A) O GATA3 humano esta localizado no cromossoma 10p14-15 e consiste em
6 exoes (188, 610, 537, 146, 126, e 806 pb) que se estendem por 20 kb de DNA gendémico. Codifica um
fator de transcricdo de 444 aminoacidos que contém dois dominios zinc finger (ZnF1 e ZnF2) e dois
dominios de transativacdo (TA1 e TA2)'®. B) Pormenor dos dominios zinc finger. As sequéncias nas
proteinas GATA dos mamiferos contém uma estrutura Cis-X2-Cis-X17-Cis-X2-Cis (onde X representa um
qualquer aminoacido), onde um residuo de zinco é coordenado por 4 residuos de cisteina'’. A sua
estrutura terciaria revela duas folhas B anti-paralelas, uma a hélice e um longo loop. A a hélice liga-se
ao sulco maior do DNA. No GATA3, o ZnF2 é essencial para a ligacdo do fator de transcricdo a
sequéncia consenso (A/T) GATA (A/G) na regidao promotora do gene alvo, enquanto o ZnF1 pensa-se
que estabiliza esta ligacao através da interacdao com outro co-fator, denominado FOG2 (Friend of
GATA, 2)®'3. 0 nome GATA deriva desta ligacdo do fator a sequéncia consenso GATA. Reproduzido e

adaptado de Gaynor et al'® com autorizacdo (ANEXO I1).



2. Materiais e métodos

2.1 Caracterizacao clinica

Um doente de 51 anos, do sexo masculino, recorreu ao servico de urgéncia do
Centro Hospitalar Cova da Beira por um quadro de crises convulsivas de repeticao, desta vez
acompanhado de perda de consciéncia. O doente era serralheiro de profissdo, casado
(Figura 3), fumador, com antecedentes pessoais de cataratas, surdez bilateral congénita
(Figura 4), bocio multinodular e cirurgia a nodulo auténomo da tirdide (lobectomia tiroideia
direita com istmectomia), insuficiéncia renal ligeira, episodios de convulsdes e doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) com suspeita de neoplasia do pulmao em estudo ha um
ano. Como antecedentes familiares, referia o pai com surdez congénita, falecido aos 69
anos de idade por doenca renal crénica terminal (DRCT). Nao tinha irmaos e tinha um filho

aparentemente saudavel e sem clinica sugestiva de sindrome HDR (Figura 3).

1 2

| /

B0

Figura 3. Heredograma da familia do doente. A familia apresenta dois membros afetados pela
sindrome HDR, de transmissdao autossémica dominante: o pai, falecido aos 69 anos com doenca renal
cronica terminal (I-1), e o doente em estudo (II-1) indicado por uma seta. Legenda: Quadrados -
individuos do sexo masculino; Circulos - individuos do sexo feminino; Simbolos preenchidos - individuos

afetados; Simbolos abertos - individuos saudaveis; Simbolos com traco - individuos falecidos.
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Figura 4. Audiograma do doente. Pode-se verificar a perda auditiva neurosensorial, bilateral, mais

marcada para as altas frequéncias, como é caracteristico da sindrome HDR.

Ainda no servico de urgéncia, foi observado e procedeu-se a realizacdo de exames
complementares de diagnostico, para esclarecimento e despiste de possiveis lesoes
neoplasicas, primarias ou secundarias e/ou lesdes ocupantes espaco que poderiam estar na
origem das crises convulsivas.

A tomografia computorizada cranio-encefalica (TC-CE) revelou miltiplas
calcificacbes dos nucleos da base e talamo, bilaterais e simétricas, parecendo também na
fossa posterior definir-se uma discreta calcificacdo cerebelosa direita, traduzindo um
provavel disturbio do metabolismo fosfo-calcico (Figura 5) cujo diagndstico se confirmou
com a alteracao dos parametros analiticos, que se apresentam na tabela I.

Atendendo as alteracbes encontradas o doente foi internado na unidade de
neurologia, para investigacao da situacdo clinica das crises convulsivas por hipocalcémia, e
realizacao de estudo para avaliacao e clarificacdo da suspeita de eventuais lesoes de
natureza metastatica.

O estudo efetuado para esclarecimento das alteragbes cerebrais, através de
ressonancia magnética nuclear cranio-encefalica, revelou a existéncia de areas de marcado
hipersinal em T1 localizadas ao nivel de ambos os nlcleos dentados do cerebelo bem como a
nivel talamico, lenticular e caudado bilateralmente, em provavel relacdo com as
calcificacoes identificadas na TC-CE. O resultado do eletroencefalograma mostrou tracados
com sinais de impregnacdo medicamentosa, mas sem alteracbes focais deficitarias ou
irritativas, nem atividade paroxistica generalizada, o que permitiu excluir patologia de

origem neuroldgica na base das crises convulsivas.



Figura 5. Imagem sagital de tomografia computorizada cranio-
encefalica (TC-CE) onde se visualizam calcificagées dos nicleos
da base e talamo (setas), bilaterais e simétricas, traduzindo o

distUrbio metabolico do hipoparatiroidismo.

Tabela I. Doseamentos séricos do doente

Parametro Resultado Unidades Valores de referéncia (VR)
Calcio total 4,2 mg/dL 8,4-10,2
Fosforo 6,6 mg/dL 2,5-4,6
Paratormona (PTH) 8,0 pg/dL 9-72
Creatinina 2,1 mg/dL 0,6-1,3
Ureia 60 mg/dL 15-50
Taxa de filtracao glomerular 39 mL/min/1,73m2 100-120

Valores de referéncia utilizados pelo servico de patologia clinica do Centro Hospitalar Cova da
Beira a data de realizacdo dos doseamentos. Legenda: mg - miligrama; dL - decilitro; pg -

picograma; min - minuto; mL - mililitro; m? - metro quadrado.



Figura 6. Imagem de ecografia renal - corte longitudinal - onde se visualizam alteracdes do tamanho
de ambos os rins, medido pelo seu eixo longitudinal (delimitado pelos asteriscos). Os contornos de
ambos os rins sao regulares, havendo boa diferenciacdo parenquimocentral e normal espessura do
cortex. A) Rim direito medindo 71,0 mm de maior eixo. B) Rim esquerdo medindo 84,8 mm de maior
eixo.

As manifestacOes renais de origem desconhecida que o doente apresentava na altura
da ida a urgéncia foram investigadas e os exames imagiologicos (tomografia computorizada
do abdémen superior com contraste oral) revelaram rins de dimensao inferior ao habitual - 6
cm de maior eixo do rim direito e 7 cm de maior eixo do rim esquerdo'®, de contorno
regular, mantendo razoavel espessura parenquimatosa, ndo evidenciando hidronefrose ou
litiase. Realizou-se uma ecografia renal que confirmou rins de dimensao inferior ao habitual,
7 e 8,5 cm de eixo longitudinal, respetivamente a direita e a esquerda (Figura 6, A e B),de
contornos regulares, havendo boa diferenciacao parenquimocentral e normal espessura do
cortex. Em conjunto com os parametros analiticos do doente (Tabela 1), estes resultados
traduziam uma insuficiéncia renal de estadio 3b' (taxa de filtracdo glomerular (TFG) 39
mL/min/1,73m2).

Apos observacdo do doente e reunido de toda a informacao clinica suportada pelos
resultados dos exames complementares de diagnostico, foi discutido o caso no seio de uma
equipa multidisciplinar que culminou com a colocacdao da hipdtese de diagnostico de
sindrome HDR pela co-ocorréncia da hipocalcémia, resultante do hipoparatiroidismo
primario (Tabela I), em combinacao com a surdez congénita e a insuficiéncia renal.

Dada a provavel origem genética desta sindrome, foi proposto ao doente a
realizacdo de um estudo genético, no qual concordou em participar. Foi obtido o
consentimento informado do doente, filho e cOnjuge, para a realizacdo do estudo e
utilizacdo das suas amostras biologicas. O presente estudo foi aprovado pelas comissdes de
Etica da Faculdade de Ciéncias da Salde (parecer CE-FCS-2013-017) e do Centro Hospitalar
Cova da Beira (parecer 04/2017).



2.2 Caracterizacao molecular

2.2.1 Isolamento de DNA

Foram colhidas amostras de sangue venoso, do caso indice, portador da sindrome
HDR, e de dois familiares do mesmo, conjuge e filho. Os pais do caso indice eram falecidos a
data da proposta do estudo e a indisponibilidade de material biolégico dos mesmos nao
permitiu a sua inclusdo no estudo genético. Foram colhidos aproximadamente 10mL de
sangue venoso para tubos contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Sarstedt AG
& Co., Numbrecht, Alemanha), e foram congelados a -20°C. O sangue extraido foi
posteriormente descongelado e o DNA leucocitario foi extraido recorrendo ao kit comercial
Puregene Blood Core Kit B (Qiagen, Hilden, Alemanha). O DNA foi quantificado utilizando o
espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultrospec 3000 (Biochrom Ltd. Cambridge,

Inglaterra).

2.2.2 Amplificacdo do gene GATA3
Os exoes 2, 3, 4, 5 e 6 do gene GATA3 foram amplificados por PCR. Foram utilizados
oito pares de primers com sequéncias especificas para o gene GATA3, previamente descritos

por Van Esch, et al’ (Tabela Il; Figura 7).
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Figura 7. Representacao do gene GATA3 e localizacao dos primers utilizados na PCR e sequenciacao.
Legenda: ATG - codao iniciacao; TAG - codao terminacao; F - forward; R - reverse; Exdes - numerados
de1aé.

As reacdes de PCR foram preparadas num volume final de 50 pL de acordo com a
tabela lll. Realizou-se a otimizacdo da temperatura de emparelhamento ideal de cada
primer testando um gradiente de temperaturas com uma amostra de DNA do propositus e
duas amostras de DNA de controlos. Foi testado um gradiente de temperaturas de

emparelhamento entre 55°C e 68°C, MgCl2 nas concentracoes de 1 mM e 1,5 mM e os


https://www.google.pt/search?q=Hilden+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sDQ2z7JQAjON401yk7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBsGJzXRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj66_iDtNvTAhVBWRoKHW_fC1AQmxMIgAEoATAQ

tampodes A e B que fazem parte integrante do kit da Taq DNA polimerase PL1202 (Vivantis
Technologies Sdn Bhd, Malaysia).

As condicoes otimas de realizacdo da PCR foram determinadas apo6s a analise da
imagem da eletroforese a que foram submetidos os produtos de PCR, sendo a temperatura
de emparelhamento de 68°C a que produziu uma banda de maior intensidade na mesma. As
amostras (doente e controlos) foram entao analisadas com o uso dos reagentes de acordo
com a tabela Ill. As reacdes foram realizadas num termociclador T100 Thermal Cycler
(Biorad, Hercules, California, EUA) com o seguinte programa de amplificagdo [1 ciclo de
desnaturacao a 94°C durante 5 minutos; desnaturacao a 94°C durante 30 segundos, seguido
de emparelhamento a 68°C durante 30 segundos e de extensao a 72°C durante 1 minuto,
repetido por 35 ciclos; 1 ciclo de extensao final a 72°C durante 10 minutos]. Amplificou-se
um, dois ou trés segmentos por cada exao utilizando os primers descritos na tabela Il.

Para cada exao/par primers prepararam-se duas reacoes diferentes: uma com o DNA

do propositus e uma sem DNA - controlo negativo.

Tabela Il. Primers utilizados na amplificacao dos exoes do gene GATA3

Designacéo A Tamanho Temperatura de
do primer Sequéncia do produto emparelhamento
da PCR (pb) °C

GATA3_2aF 5’-ccg cgc tcc cgt geg ggt ct-3’ 501

GATA3_2aR 5’-ggt ccg ccg tca cct cca t-3’

GATA3_2bF 5’-ccc agg cgg acc gece ctc c-3’

GATA3_2bR 5’-ggg ggc ttt cgc ttg acc tct-3’ 420

GATA3_3aF 5’-cct gag ccc ggg ctt ttg ctg aa-3’ 351

GATA3_3aR 5’-ggg cgg gaa ggt gaa gag gt-3’

GATA3_3bF 5’-ccc ctt ctc caa gac gtc cat cca-3’ 343

GATA3_3bR 5’-gta ggg cgg gta ggt ggt gat-3’

GATA3_3cF 5’-atg aag ctg gag tcg tcc cac t-3’ 267 68

GATA3_3cR 5’-tgc ggc cct gga ttg agg aa-3’

GATA3_4F 5’-att tta cgt ttc tcc ag-3’ 296

GATA3_4R 5’-aga gag gaa atg aga aac cca g-3’

GATA3_5F 5’-cta ccg ggg agc agc agg tga aac t-3’

GATA3_5R 5’-ctc ggc ctc agc acg get atg c-3’ 262

GATA3_6F 5’-atc cgg ggc ggt cag tgg aa-3’

GATA3_6R 5’-aaa ggg act gca ggg act ct-3’ 9

Legenda: F - forward; R - reverse; a - adenina; c - citosina; g - guanina; t - timina; PCR - reacao de
polimerizacao em cadeia; pb - pares de bases; °C - graus Celsius.


http://www.bio-rad.com/pt-br/product/t100-thermal-cycler
http://www.bio-rad.com/pt-br/product/t100-thermal-cycler
https://www.google.pt/search?sa=X&biw=1366&bih=648&q=Hercules+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzDVPUeIAsQsrCwu1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUALCJywkQAAAA&ved=0ahUKEwjLuonkl9zTAhUMbxQKHVo-DcgQmxMIkwEoATAQ

Tabela Ill. Reagentes utilizados na amplificacao do gene GATA3

Reagente Quantidade de Fabricante
DNA em estudo 500 ng N/A
Primer forward 0,5 uM StabVida, Portugal
Primer reverse 0,5 pM StabVida, Portugal
dNTPs 100 pM
Vivantis

Taq DNA polimerase 2U
50 mM KCL, 10 mM Tris-HCL, (pH 9,1 a 20°C), 0,01%
Triton™X-100, 1,5 mM MgCI? e estabilizadores.

Technologies Sdn
Bhd, Malaysia

Tampao B 1x

Agua livre de nucleases  Até perfazer volume final de 50 pL N/A

Legenda: °C - graus Celsius; dNTPs - desoxirribonucleotideos fosfatados; N/A - nado aplicavel; ng -

nanogramas; U - unidades; mM - miliMolar; pL - microlitros; M - microMolar.

2.2.3 Sequenciacao do gene GATA3

Para analise eletroforética dos produtos de PCR, preparou-se um gel de agarose a
1,5% em tampao tris-acetato-EDTA (40 mM tris(hidroximetil)aminometano, 20 mM acido
acético, 1 mM EDTA a pH 8,0) incorporado de um agente intercalante de acidos nucleicos
(brometo de etidio) na concentracdo de 500 pg/ml, e submeteu-se o gel a um campo
eléctrico de 80 miliamperes (mA) durante 30 minutos. Foram analisadas as amostras
preparadas com 10 pL de produto de PCR, e 2 yL de corante azul de bromo-fenol/xileno
cianol FF (loading dye) (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Malaysia). Utilizou-se como
marcador de peso molecular 1 yL de VC 100bp Plus DNA Ladder (Vivantis Technologies Sdn
Bhd, Malaysia), preparado com 2 pL de loading dye e 9 puL de agua purificada (Milli-Q®
Ultrapure Water Systems - Merck Millipore, Alemanha). A sequenciacdo pelo método de
Sanger em sentido forward e reverse, dos produtos da reacdo de PCR, foi realizada
recorrendo a prestacdo de servicos, por uma empresa externa (StabVida, Portugal). Foram
enviados os produtos de reacao de PCR nao purificados, juntamente com 30 pL dos

respetivos primers usados na amplificacdo, a concentracao de 10 pM.

2.2.4 Analise de heteroduplexes de DNA

Para confirmacdo da mutacdo em causa, e excluir a sua presenca em individuos
normais, recorreu-se a detecao da formacao de heteroduplexes de DNA como descrito na
literatura®® através da técnica de eletroforese em gel com gradiente de temperatura
(TTGE). Para aplicacao desta técnica, os produtos de amplificacio de PCR foram
desnaturados por aquecimento a 95°C durante 2 minutos e foram posteriormente arrefecidos

de forma gradual a temperatura ambiente, para possibilitar a formacao dos heteroduplexes.
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As amostras foram posteriormente carregadas (5 pL amostra + 1 pL loading dye) num gel de
poliacrilamida a 8% (Bio-Rad Laboratories) preparado com tampao tris-borato-EDTA pH 8,3
(89 mM tris(hidroximetil)aminometano, 89 mM de acido borico e 2 mM EDTA a pH 8,0),
persulfato de amoénio (PSA) a 0,09% (450 pyL de PSA a 10% em 50 ml de gel),
tetrametiletilendiamina a 0,1%, e agua purificada (Milli-Q® Ultrapure Water Systems - Merck
Millipore, Alemanha) para perfazer o volume total de 50 ml de gel de poliacrilamida.

Por questdes de controlo interno de qualidade da propria técnica, as amostras do
propositus e do controlo negativo foram processadas em duplicado, sendo que uma amostra
foi desnaturada para permitir a formacao de heteroduplexes e a outra nao sofreu processo
de desnaturacao, por forma a possibilitar a detecao de falsos positivos decorrentes da
propria técnica. Em cada gel de poliacrilamida foi incluido um marcador de peso molecular,
e o controlo positivo. Esta técnica foi usada para confirmar a alteracao genética no doente e
para excluir a mesma alteracdo num painel de DNAs provenientes de 95 voluntarios
andnimos recolhidos no ambito de estudos genéticos populacionais anteriores?'.

A técnica de TTGE foi realizada num sistema SE600 Standard Dual Cooled Vertical
Unit (Hoefer, Inc., Holliston MA, EUA), com fonte de alimentacdo a 50 mA. Os géis de
poliacrilamida foram posteriormente corados num banho com brometo de etidio e

visualizados sob luz ultravioleta.
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3. Resultados

A sequenciacao do gene GATA3 no propositus, revelou uma insercao de quatro
nucleotidos (CAAG), no exao 3, entre as posicoes 357 e 358 da sequéncia do respetivo cDNA,
€.357_358insCAAG (mutacao c.354_357dup de acordo com a nomenclatura HGVS - human
genome variation society) (Figura 8; Figura 9). A sequéncia de referéncia do cDNA utilizada

para a numeracao dos nucleotidos foi a NM_001002295.1.

€.357_358insCAAG

Figura 8. Eletroferograma correspondente a sequenciacao do exao 3 do gene GATA3 com identificacao
da mutacdo por sequenciacdo do DNA. A) Sequéncia de um individuo normal. B) Sequéncia do
individuo afetado revelando uma insercdo de 4 nucledtidos (CAAG) entre a posicdo 357 e 358.

Legenda: A - adenina; C - citosina; G - guanina; T - timina.

Esta mutacao estava presente em heterozigotia no propositus (individuo 1I-1) (Figura
10) como se pode ver pela sobreposicao das duas sequéncias, normal e mutada, no
eletroferograma do doente (Figura 8). A mutacao foi posteriormente confirmada através da
analise de heteroduplexes (Figura 10 - asteriscos), onde se pode ver a formacao dos mesmos
na amostra desnaturada do doente. A mutacao foi excluida no filho (individuo IlI-1), pela
auséncia de formacao de heteroduplexes na amostra deste (Figura 10) e num grupo de 95

individuos nao aparentados (Figura 11).
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A mutacdo c.357_358insCAAG, identificada no gene GATA3, condiciona uma
alteracao do tipo frameshift com a introducao de um coddo de terminacao prematuro e

prevé-se que origine a producdo de uma proteina truncada (p.Thr120GInfs*185).

€.357_358insCAAG

ATG TAG

Ex6es | 1 H 2

Figura 9. Representacao esquematica do gene GATA3 mostrando os 6 exdes (regides codificadoras a
vermelho), a localizacdao do codao de iniciacao (ATG) e de terminacao (TAG), e a posicao da mutacao

encontrada no exao 3.

Figura 10. Detecao da mutacédo por analise de heteroduplexes de DNA (asteriscos). O painel superior
representa o heredograma da familia estudada. O propositus (individuo Il-1) esta indicado com uma
seta. Os individuos I-1 e I-2 encontram-se falecidos e a indisponibilidade de material bioldgico nao
permitiu o seu estudo genético. Legenda: m - marcador de peso molecular; N1-N3 - individuos

normais; pb - pares de bases.
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Caracterizacao clinica e molecular de um caso de sindrome de HDR

m N N N N N N N N N N N N N  C+

1 2 3 + 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 11. Exclusdo da mutacdo por analise de heteroduplexes de DNA (asteriscos) em controlos
saudaveis. Legenda: m - marcador de peso molecular; N1-N13 - individuos normais; C+ - controlo

positivo (utilizou-se DNA do propositus); pb - pares de bases.
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4. Discussao e conclusoes

4.1 Caracterizacao da mutacao

A sequenciacao do gene GATA3 no propositus revelou uma insercao de quatro
nucledtidos (CAAG), no exdo 3, entre as posicées 357 e 358 da sequéncia do respetivo cDNA
(c.357_358insCAAG). Esta mutacao condiciona uma alteracao do tipo frameshift com a
introducao de um codao de terminacao prematuro. Efetivamente as mutacdes responsaveis
pela sindrome HDR, resultam na maioria dos casos em alteracées do tipo frameshift, onde
se incluem pequenas insercoes ou delecdes. Outras mutacoes descritas incluem mutacoes
missense e nonsense, mutacdes do local de splicing e grandes delecdes génicas'>.

Na mutacdo identificada, prevé-se que a alteracdo do tipo frameshift origine a
producdo de uma proteina truncada, ou dé origem a mecanismos de degradacdo de RNA
mensageiro, mediados por nonsense-mediated decay. Outros mecanismos podem estar
envolvidos na patogénese da sindrome HDR, como o mecanismo proposto por Ohta et al%,
que sugeriram que, nao apenas a haploinsuficiéncia do gene GATA3, mas também um efeito
de inibicdo dominante-negativo sobre o GATA3 wild-type pela proteina GATA3 mutada pode

estar envolvido??. Também Gaynor et al'

identificaram uma mutacao que demonstrou que
nao era necessario uma completa perda de funcdo de um dos alelos do GATA3 para que as
alteracoes fenotipicas da sindrome HDR se manifestassem, mas que, uma perda parcial que
leve a uma atividade inferior a um nivel critico, pode ter o mesmo efeito deletério®.

Apesar de a maioria das mutacoes identificadas até a data, corresponderem a
mutacdes que se prevéem que originem formas truncadas da proteina'®, como no caso aqui
apresentado, Ali et al?® propuseram uma classificacio das mutacdes descritas em trés
classes, de acordo com as suas consequéncias funcionais no que respeita a ligacao ao DNA.

A primeira classe engloba as mutacdes que levam a uma perda da ligacao ao DNA,
que resultam em formas truncadas ou deletadas da proteina GATA3 que perdem o ZnF2, o
que corresponde a maioria das mutacdes (92%). Esta classe inclui também a mutacao
identificada no nosso doente no exao 3, que resulta na perda de ambos os ZnF1 e ZnF2 que
sao codificados pelos exdes 4 e 5 respetivamente (Figura 2).

A segunda classe é definida pela perda de afinidade na ligacdo ao DNA. Este tipo de
mutacdes, que envolvem o ZnF1, originam uma proteina que se liga ao DNA, mas com
reduzida afinidade de tal modo que rapidamente se dissocia a ligacdo ao DNA quando
comparado com o GATA3 normal. A terceira classe € caracterizada por uma ligacdo ao DNA
normal, com afinidade mantida e esta relacionada com a perda de interacdo com a FOG2%.

A mutacao identificada neste trabalho da origem a uma alteracao da sequéncia da
proteina a partir da posicao 120 (p.Thr120Glnfs*185) onde uma treonina (Thr) é substituida
por uma glutamina (Gln), com consequente alteracdo de toda a sequéncia de aminoacidos a

partir dessa localizacao e introducao de um codao de terminacao prematuro na posicao 185.
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A mutacao identificada no presente estudo, nao se encontra descrita na literatura
até a data e vem alargar o espectro das mutacbes conhecidas. Com este estudo,
contabilizam-se duas mutacées do gene GATA3 causadoras da sindrome HDR e identificadas

(>, descreveram o caso de uma doente

em doentes portugueses. Em 2011 Moldovan et a
portuguesa de 29 anos, com malformacdes genitais graves (agenesia da vagina e Utero),
surdez neurosensorial bilateral moderada e hipoparatiroidismo grave.

Nao tendo sido possivel estudar os progenitores, nao foi possivel determinar se a
mutacao identificada ocorreu de novo, ou se foi herdada. Num estudo que incluiu 40
doentes com sindrome HDR, a taxa de mutacées identificadas de novo foi descrita em 45%%.
No entanto o pai do doente foi referido como tendo antecedentes de surdez congénita e
faleceu aos 69 anos de insuficiéncia renal crénica terminal, o que sugere que este poderia
também ter a sindrome HDR, apesar de nao haver referéncia a antecedentes de
hipoparatiroidismo. De facto, a gravidade do fenotipo HDR, que estd associado a

haploinsuficiéncia do gene GATA3, é muito variavel??*,

4.2 Caracterizacao do hipoparatiroidismo

O hipoparatiroidismo nos doentes com sindrome HDR é a caracteristica que exibe a
maior variabilidade individual?’, englobando desde hipocalcémia assintomatica a
parestesias, dores musculares ou quadros exuberantes de tetania e convulsdes, que cursam
com valores de PTH séricos baixos ou normais”’, sendo que a idade de inicio destas

128, e pode ir desde o nascimento até a sexta década de

manifestacoes € amplamente variave
vida como é o caso do nosso doente que iniciou o seu quadro de convulsdes aos 51 anos de
idade.

O presente caso apresentava calcificacdes intra-cranianas dos nicleos da base e
talamo, bilaterais e simétricas, traduzindo um provavel distirbio metabdlico (fosfo-calcico).
Estas calcificacoes dos ganglios da base que se apresentam como bilaterais e simétricas
(Figura 5) e que estao em associacao com o hipoparatiroidismo foram inicialmente descritas
por Eaton et al®.

O mecanismo destas calcificacdes, mais frequentemente encontradas no pseudo-
hipoparatiroidismo, do que no hipoparatiroidismo idiopatico, ndo esta completamente
elucidado, mas cré-se estar mais relacionado com a duracdo da hipocalcemia e
hiperfosfatémia do que com paratormona diretamente. A calcificacdo ectopica é promovida
pela hiperfosfatémia. Na insuficiéncia renal, esta calcificacdo verifica-se nos vasos
sanguineos do tecido periarticular, mas curiosamente no hipoparatiroidismo estas

(*. A deposicao de coldide microscépico

encontram-se preferencialmente no tecido cerebra
a volta dos vasos sanguineos cerebrais € seguida pela calcificacdo dos ganglios da base, mas
também do talamo, nlcleo dentado, cortex cerebral, centro oval e matéria cinzenta
mesencefalica®’. A extensdo das calcificacdes é variavel e depende do estadio da doenca, da
duracdo das alteracdes metabdlicas, e do volume dos depésitos de calcio®. Apesar de o

nosso doente ter sido diagnosticado na idade adulta, o que significa uma duracao
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prolongada das alteracbes metabdlicas, nao apresentava qualquer sintomatologia
neuroldgica relacionada com as calcificacbes, o que sugere que estas por si s6 podem ter
pouco efeito nos sintomas associados ao sistema nervoso central, o que é compativel com os

casos clinicos previamente estudados''~*%*",

4.3 Caracterizacao da surdez

A perda auditiva de origem neurosensorial e de instalacdo precoce ou congénita,

estd presente na maioria dos doentes com a sindrome HDR®%

, € pode ser a primeira
manifestacdo a suscitar este diagnostico®. A surdez é bilateral e caracterizada por perda
auditiva mais marcada nas altas frequéncias, tal como se verificou no caso do nosso doente
(Figura 4). Os doentes apresentam também reconhecimento da voz limitado para as baixas
frequéncias. A perda auditiva vai progredindo com a idade, tornando-se mais acentuada
para as altas frequéncias. Apesar de os doentes ndao serem capazes de evocar emissoes
otoacusticas, apresentam uma resposta normal, para potenciais evocados auditivos do
tronco encefalico, o que sugere que o mecanismo da perda auditiva envolve as células
ciliadas externas®. O nosso doente apresentava perda auditiva desde a nascenca, cuja
correcao foi feita com auxilio a utilizacdo de aparelho auditivo. Esta perda era
caracterizada por ser bilateral e de caracteristicas neurosensoriais, como é tipico desta
sindrome. Também a perda auditiva era mais marcada para as altas frequéncias, como

frequentemente encontrado nos doentes com sindrome HDR.

4.4 Caracterizacao das alteracdes renais

As alteracoes renais na sindrome HDR tém uma apresentacao variavel e podem estar
presentes bilateral ou unilateralmente®. Esta variabilidade pode ser de tal ordem marcada
que estdo descritos na literatura até 20% de casos com auséncia de envolvimento rena'"".
Esta também descrito que, entre membros da mesma familia, portadores da mesma
mutacdo do gene GATA3, pode existir variabilidade do padrao fenotipico renal e expressar
diferentes alteracdes renais®>.

As manifestacdes renais incluem alteracdes de dois tipos, alteracées anatéomicas e
alteracoes funcionais. No primeiro grupo podemos incluir hipoplasia, displasia, doenca renal
quistica, deformidade pélvico-calicial, refluxo vesico-ureteral e agenesia renal. No segundo
incluem-se alteracées como insuficiéncia renal, proteindria, hematiria, acidose tubular
renal distal e proximal, e nefrocalcinose®7810:11:13,16,22:25,43-48

O doente estudado apresentava rins de dimensao inferior ao normal (Figura 6) e
parametros analiticos com alteracdes caracteristicas de insuficiéncia renal crénica de

estadio 3b".
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4.5 Variabilidade fenotipica

O nosso caso apresentava a triade completa que caracteriza a sindrome HDR:
hipoparatiroidismo, surdez neurosensorial congénita e insuficiéncia renal. No entanto,

[** descreveram a variabilidade fenotipica interfamiliar e intrafamiliar, entre

Ferraris et a
individuos com a mesma mutacdo, nos 77 casos reportados até aquela data. Esta
variabilidade fenotipica causada pela haploinsuficiéncia do GATA3 demonstra uma ampla
gama de penetrancia destas mutacdes. Esta variabilidade fenotipica dificulta a tentativa de
correlacionar genétipo-fenotipo. Dos casos identificados por Ferraris et al, 48 (62,3%)
exibiam a triade clinica completa, 22 doentes (28,6%) tinham hipoparatiroidismo e surdez, 2
doentes (2,6%) apresentavam displasia renal e surdez e 5 doentes (6,5%) manifestavam
surdez isolada. Todos os doentes partilhavam entre si a caracteristica surdez*.
Efetivamente a surdez é a manifestacdo mais caracteristica da sindrome HDR*¢. Mutlu et al*
compilaram outras alteragdes fenotipicas manifestadas por doentes com mutagdes no gene
GATA3 (Tabela IV), o que demonstra a grande variabilidade de caracteristicas fenotipicas

presentes nestes doentes, dificultando ainda mais uma possivel relacao genétipo-fenétipo®.

4.6 Correlacao genoétipo-fenétipo

Esta expressividade variavel das manifestacoes clinicas apresentadas pelos doentes
portadores de mutacées no gene GATA3 que temos vindo a descrever ao longo deste
trabalho, elucida um pouco o porqué de ainda nao ter sido demonstrada uma correlacao
gendtipo/fendtipo nos doentes com a sindrome HDR. Alguns autores sugerem que esta
variabilidade e falta de associacdo gendtipo-fenotipo podem ser explicadas por funcoes
redundantes ou compensatdrias das proteinas GATA’ o que pode estar na origem da
variabilidade interfamiliar e mesmo intrafamiliar para a mesma mutacdo®?. Ali et al”* num
estudo que incluiu 63 doentes com diagnostico clinico da sindrome HDR, mais de 90% dos
que apresentavam a triade fenotipica completa tinham mutacdes no gene GATA3. Nos
doentes com manifestacées de surdez e hipoparatiroidismo, mas sem alteracdes renais,
apenas 65% apresentavam mutacao do GATA3. Nos doentes com hipoparatiroidismo isolado
nao foram encontradas mutacdes, e nao foram realizados estudos nos doentes que apenas

(2 relataram ainda

apresentavam displasia renal isolada ou surdez nao sindromica. Ali et a
oito casos de individuos cuja analise genética das regides codificantes, e locais de splicing
adjacentes, nao identificou mutacdes no gene GATA3. Os autores sugeriram que estes
doentes poderao ser portadores de mutacdes nas regioes reguladoras que flanqueiam o gene
GATA3, ou de delecdes que envolvam exdes completos ou todo o gene, ou ainda que
representem uma heterogeneidade genética. Os autores referiram ainda que destes oito,
sete nao apresentavam alteracdes renais, e isto pode ser concordante com o facto de que
provavelmente as mutacdes do gene GATA3 tém elevada penetrancia e resultam nas

manifestacdes fenotipicas que envolvem as paratiréides, rins e perda auditiva.
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Tabela IV. Caracteristicas fenotipicas presentes em casos de

sindrome HDR

Caracteristicas Fenotipicas

Alteracées Renais

Hipoplasia

Displasia

Aplasia

Proteinuria

Quistos

Rim pélvico

Alteracées genitourinarias

Utero duplo

Utero bicorneo

Utero didelfo

Agenesia da vagina-utero

Criptorquidismo

Alteracées neuroldgicas

Atraso do desenvolvimento psicomotor

Epilepsia

Hemimegalencefalia

Sintomas extrapiramidais

Autismo

Caracteristicas faciais dismorficas

Orelhas de baixa implantacao

Nariz em sela

Hipertelorismo

Ptose palpebral

Fissuras palpebrais pequenas

Alteracbes esqueléticas

Clinodactilia

Pectus excavatum

Escoliose

Reproduzido com autorizacdo de Mutlu et al** (ANEXO Ill).


http://edif.blogs.sapo.pt/19654.html
http://www.farmaciasaude.pt/site/index.php?option=com_content&view=article&id=69:anormalidades-auriculares-e-orelhas-de-implantacao-baixa&catid=53:sintomas&Itemid=226

4.7 Diagnéstico molecular e aconselhamento genético

Devido a grande heterogeneidade clinica, varios autores consideram o rastreio das
mutacdes no gene GATA3 (til para o diagndstico e aconselhamento genético®. Outros
autores consideram que este tem importancia clinica, para o diagnoéstico e aconselhamento
genético, apenas quando, duas ou trés manifestacdes tipicas da triade da sindrome HDR sao
identificadas, e ndo se justifica no caso de manifestacoes isoladas®.

No entanto, Goodwin et al’®, ao aplicarem técnicas de sequenciacdo de nova
geracao a doentes sem diagndstico, como parte de um projeto para determinar um
diagnostico definitivo em doentes com doenca enddcrina subjacente, no contexto de
patologia multisistémica de etiologia desconhecida, identificaram mutacdes em dois genes
distintos que conduzem a fendtipos dispares (GATA3, que leva a sindrome HDR e STS
(steroid sulfatase gene) que causa a ictiose ligada ao X) cujos painéis de teste genético nao
incluem em simultaneo. Este caso permitiu a identificacdo de uma nova mutacao no gene
GATA3, num doente com patologia multisistémica de etiologia desconhecida, onde se
incluiam a surdez congénita e o hipoparatoroidismo®.

Outro estudo®™ que veio levantar algumas dlvidas quanto ao aconselhamento
genético destes casos, e sobre quando ou nao deve ser realizado o rastreio das mutagoes do
gene GATA3, identificou uma nova mutacdo do gene GATA3 ao aplicar técnicas de
sequenciacao de nova geracao. Este estudo pretendeu identificar um diagndstico molecular
em familias com deficiéncia auditiva hereditaria, sem mutagdes habitualmente
diagnosticadas por testes genéticos convencionais. Curiosamente, nos quatro membros da
familia onde se identificou a presenca da mutacao, trés, incluindo o propositus, nao
apresentavam manifestacdes ou sinais quer de hipoparatiroidismo, quer de alteracoes
renais, apds investigacdo minuciosa destas alteracées®.

Dada a dificuldade em muitas vezes estabelecer um diagnodstico clinico precoce,
como o do caso apresentado, alguns autores sugerem, que todos os doentes com surdez e
contracoes musculares devem efetuar uma audiometria, determinacao do calcio, fosfato e
paratormona séricos, bem como realizar ecografia renal, tendo por base o facto de que a

surdez é a manifestacdo mais caracteristica da sindrome HDR*.

4.8 Tratamento e seguimento dos doentes

O tratamento imediato passa por corrigir situacées agudas, como no caso do doente
em estudo que se apresentou na urgéncia com quadro convulsivo, que devem ser resolvidas
rapidamente, para evitar consequéncias como traumatismos, ferimentos, paralisia dos
musculos respiratorios e eventual paragem respiratoria. A curto prazo a correcdo da
hipocalcémia, nos casos em que esta manifestacao esteja presente, deve ser feita com
suplementacao oral de calcio e vitamina D (calcitriol), terapéutica que foi instituida no
nosso doente, com posterior vigilancia dos valores séricos de calcio e fosfato para ajuste da

terapéutica.
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O seguimento a longo prazo destes doentes deve ser feito por uma equipa
multidisciplinar, que inclua especialidades de Endocrinologia, Medicina Interna,
Otorrinolaringologia, Nefrologia e Genética Médica.

Visto que o prognostico destes doentes esta habitualmente relacionado com a
funcdo renal, incluindo a necessidade de dialise e transplante em casos particulares®, a
protecdo da funcao renal deve ser o foco de tratamento, no sentido de prolongar a
sobrevida dos mesmos.

Desta forma torna-se importante considerar a sindrome HDR no diagnostico
diferencial em doentes com hipoparatiroidismo ou surdez congénita, para que seja feito um
estudo da sua funcao renal e da manifestacao em falta que caracteriza a triade da sindrome

HDR, de forma a prevenir diagnosticos incorretos.

4.9 Conclusoes

A mutacao identificada no presente estudo, no gene GATA3, nao se encontra
descrita na literatura até a data e vem alargar o espectro das mutagdes conhecidas
causadoras da sindrome HDR. Sendo uma doenca rara, € natural que os médicos nem sempre
estejam alertados para a mesma e que este facto atrase o diagnostico, como foi o caso do
presente estudo. E no entanto impraticavel, quer a nivel econémico, quer a nivel logistico,
a realizacao de acdes de informacao e sensibilizacdo dirigidas a cada doenca rara em
particular. Cremos no entanto que é possivel alertar os médicos, de uma forma geral, para a
existéncia destas patologias de prevaléncia rara e em casos de dlvida, discutir estas
situacdes no seio de uma equipa multidisciplinar, como foi o presente caso.

Este estudo vem reforcar a importancia de considerar na clinica a relacdo entre
alteracoes aparentemente dispares, que podem ser manifestacoes duma mesma patologia.
Estas manifestacoes clinicas podem ter origem numa sindrome de baixa frequéncia na

populacao, como foi o caso da patologia em estudo.
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