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Resumen

El sindrome de resistencia a hormonas tiroideas (RTH) se caracteriza por una disminucién de la respuesta
a las hormonas tiroideas por parte de los tejidos y se debe a mutaciones en la isoforma b del receptor de hor-
monas tiroideas (THRb). Las moléculas THRb defectivas interfieren con la funcién de los receptores normales
produciendo este sindrome con modo de herencia autosémico dominante. El paciente evaluado, una mujer de
16 afios, acudié a la consulta por bajo peso, nerviosismo, palpitaciones, hipersudoracién y bocio difuso. Las
pruebas bioguimicas revelaron elevada T, libre de 3,61 ng/dl (valores normales: 0,7-2,3), T5 total de 352 ng/dl
(valores normales: 80-200) y TSH no suprimida de 0,99 mU/L (valores normales: 0,32-5,0). Su padre y sus dos
hermanas también tenian hallazgos bioquimicos compatibles con RTH.

El diagnéstico de RTH fue confirmado por la secuenciacién del gen THRb. En el exén 10 se identificd una
transversién heterocigota (1357C>A) resultando en la sustitucién de prolina por treonina (P453T). Esta
alteracion estaba presente en la paciente, en su padre y dos hermanas.

La técnica de "Single Strand Conformation Polymorphism" (SSCP) fue empleada para validar dicha mutacién.

La sustitucion P453T caracterizada aqui constituye el segundo caso de mutacién en el gen de THRb, iden-
tificada en poblacion argentina.
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Abstract

The syndrome of resistance to thyroid hormone (RTH) is characterized by an variable tissue hyposensitivity
to thyroid hormone ***. Different mutations located in the ligand-binding (LBD) or hinge domains of the thyroid
hormone receptor b (THRb) gene have been identified in the RTH phenotype **%. Consistent with the dominant
mode of transmission, mutant THRbs interfere with the function of the wild type receptor by a dominant
negative mechanism 3%,

The affected individuals display unsupressed TSH levels despite elevated serum free T, and T, reflecting
resistance to the normal negative feedback mechanisms within the hypothalamus and pituitary 5. RTH patients
are clinically euthyroid or even hypothyroid depending on the severity of the mutation .

We describe the clinical and molecular analysis of a family with RTH. The propositus, a 16-years-old woman,
came to medical attention because of weight loss, nervousness, palpitations and excessive sweating. Those
symptoms were associated with a difuse goiter. Biochemical tests revealed an elevated free T, of 3.61 ng/dl
(normal range, 0.7-2.3), a total T5 of 352 ng/dl (normal range, 80-200), and a non-supressed TSH of 0.99 mU/L
(normal range, 0.32-5). Administration of exogeneous T, or T; did not result in the usual TSH suppression,
leading to the clinical diagnosis of RTH. Her father and two sisters also had biochemical findings compatible
with RTH (Table 1).

The diagnosis of RTH was confirmed by sequencing the THRb gene. An heterozigous transversion 1357C>A
was identified in exon 10 resulting in substitution of proline 453 by treonine (P453T). This change was present
in the propositus, her father and sisters (Figure 1).

Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) was used to validate the mutation found. So, the product
of PCR corresponding to exon 10 of the propositus was electrophoresed in a 10% polyacrylamide gel next to
the fragments obtained from 8 normal and no related controls. The silver staining revealed the presence of two
fragments in the patient corresponding one of them to the allele carrying the mutation and the other to the
normal allele (Figure 2). No mutations were identified in exon 9 of the THRb gene. The substitution P453T in
the first domain of the LDB of the THRb gene characterized in this work is the second mutation identified in
argentine population. The molecular diagnosis of RTH is important to determinate the appropriate treatment in
those symptomatic patients to ameliorate features of hyper or hypothyroidism.

Introduccién

La resistencia a hormonas tiroideas (RTH) se
caracteriza por una disminucién de la respuesta a
las hormonas tiroideas por parte de los tejidos **. La
incidencia de RTH es de 1 caso cada 50.000 nacidos
vivos, con mas de 600 casos conocidos *”. El sin-
drome es definido por una elevacion de las hor-
monas tiroideas libres y un nivel normal o elevado
pero inapropiado de tirotrofina. El cuadro clinico es
muy variable e incluye bocio, signos de hiper-
tiroidismo e hipotiroidismo, baja estatura, deficien-
cia en la maduracion Osea e hiperactividad con
déficit de atencion 8.

Las hormonas tiroideas tienen acciones estimu-
ladoras e inhibidoras sobre un cierto nimero de
genes °. Estas acciones son mediadas por receptores

nucleares que se unen a la T; %2, El receptor a T,
pertenece a una super familia de proteinas, la
familia c-erbA, que incluye a los receptores para
glucocorticoides, mineralcorticoides, estrdgeno,
vitamina D y &cido retinoico. Los diferentes miem-
bros de esta familia de proteinas presentan una
homologia estructural y de la secuencia aminoacidi-
ca como también similitudes funcionales. Estos
receptores se caracterizan por poseer dos dominios
bien diferenciados, un dominio amino-terminal para
la unién con el ADN llamado DBD (DNA Binding
Domain) y un dominio carboxilo-terminal para la
unién a la hormona denominado LBD (Ligand
Binding Domain) *’. El receptor de T, se une con
secuencias especificas del ADN llamados TRE
(Thyroid Hormone Response Elements) usualmente
localizados cerca del sitio de inicio de la transcrip-
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cion de los genes regulados por la hormona. El
receptor forma un heterodimero con el RXR
(Retinoid X Receptor) y a su vez el complejo se une
al TRE. Proteinas coactivadoras pueden mediar los
efectos transcripcionales del receptor, al actuar
sobre el complejo de iniciacién de la transcripcion
formado por el TFIIB (Transcriptor Factor 1IB), el
TBP (TATA Binding Protein) y la ARN polimerasa,
asociados al promotor TATA box. La activacion
ocurre por la unién de la T3 al dominio LBD, pro-
duciendo finalmente la modulacion de la transcrip-
cion del gen efector. La accion final puede ser de
activacion o represion de la transcripcion °.

Existen dos genes que codifican a los receptores
de hormonas tiroideas, el gen THRa (Thyroid
Hormone Receptor a) se encuentra en el cromoso-
ma 17 y el gen THRb (Thyroid Hormone Receptor
b) en el cromosoma 3, cada uno de estos genes
originan varias isoformas del receptor, las cuales son
llamados respectivamente, THRal y THRa2 vy
THRb1l y THRb2 %7, La RTH est4 asociada a muta-
ciones en el gen THRb ** en forma autosémica
dominante, por el contrario ninguna mutacion pudo
ser identificada en el gen THRa, sugiriendo que sus
productos juegan un rol menor como receptores o
que los defectos del THRa son letales y como 16gi-
ca consecuencia incompatibles con la vida. El gen
THRb comprende 370 Kb, las secuencias codifi-
cantes estan repartidas en 10 exones *"** y genera
dos ARNm diferentes por "splicing" alternativo, los
receptores THRb1 y THRb2. El gran tamafio del gen
es debido a los grandes intrones que posee. Los
mensajeros presentan una compleja estructura. El
ARNm del THRb1 tiene 1698 nucledtidos, esta inte-
grado por los 10 exones del gen y codifica una pro-
teina de 461 aminoacidos. EI ARNm del THRb2 tiene
1628 nucledtidos provenientes de parte del exén 4,
donde se encuentra el sitio de "splicing" para el
THRDb2 y los exones completos del 5 al 10.

Las mutaciones maés frecuentes originan substitu-
cién de un aminoacido. Se ha publicado una familia
con delecién completa de la secuencia codificante
del gen THRb y también otros casos donde el tipo
de mutacidn es por insercidn con cambio del marco
de lectura o delecion de aminoécidos **. La mayoria
de las mutaciones se localizan en el dominio LBD
del THRb, mas precisamente en los exones 9 y 10,
resultando en una reduccién de la afinidad de la T

al receptor. En los genes regulados positivamente
por la T el efecto dominante negativo ocurre por la
formacion de un complejo entre el receptor mutado
y los corepresores nucleares con supresion de la
transcripcion *. Por el contrario, en los genes
regulados negativamente, como son los genes TSHa
y b, el complejo entre el THRb mutante y los co-
represores activan la transcripciéon. En la familia en
la cual la mutacién que origina la resistencia es
debida a una delecion completa de la region codi-
ficante del gen THRb la herencia es autosémica
recesiva *. Los tres miembros afectados de esta
familia presentan la delecién en los dos alelos
(materno y paterno) mientras que el gen THRa esta
presente. Observaciones recientes muestran casos
familiares de RTH sin asociacién al locus THRb %,
indicando la posibilidad de una mayor heterogenei-
dad de esta patologia.

En el presente trabajo describimos los estudios
clinicos y moleculares de una familia con RTH
debido a una sustitucion en la posicién 453 del
aminodcido prolina por treonina, constituyendo ésta
la segunda mutacion en el gen THRb, identificada
en la poblacién argentina.

Materiales y Métodos

Cuadro clinico-bioguimico

Paciente (Vi.B.) de 16 afios de sexo femenino,
de origen caucasico, consulté en agosto de 1999
por bajo peso, nerviosismo, palpitaciones e hiper-
sudoraciéon. Como antecedentes familiares se desta-
ca una tia con diagnoéstico de hipertiroidismo. Los
hallazgos del examen fisico fueron: ausencia de
oftalmopatia, piel tibia y hiumeda, dudoso temblor
distal, frecuencia cardiaca 96 por minuto, regular e
igual y bocio difuso. El laboratorio tiroideo
demostrd valores de TSH inadecuadamente nor-
males para valores elevados de hormonas tiroideas
totales y libres (Tabla 1). El test de TRH- TSH
descarto la inhibicion del eje tirotréfico (TSH basal:
1,94 mU/L y post TRH a los 30 minutos: 15,84
muUY/L). Los anticuerpos antireceptor de TSH (TRAD)
fueron menores al 5% y los anticuerpos antiperoxi-
dasa tiroidea menores a 10 U/L. La curva de
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captacion tiroidea con 1131 fue a la 1¢a h: 10 %; 24
hs: 80 %. El centellograma tiroideo con Tc99
demostr6 una tiroides de forma conservada y
tamafio aumentado con distribucion uniforme del
trazador, compatible con bocio difuso. La paciente
evoluciond estable, con frecuencias cardiacas de 80
por minuto, regular e igual y sin hallazgos clinicos
compatibles con hiperfuncion tiroidea.

En la hermana mayor (F.B.) de la paciente
durante la semana 14 de embarazo se detectdé un
bocio difuso con una frecuencia cardiaca de 100 por
minuto, regular e igual, adecuada a su estado gesta-
cional. No presentaba signos y sintomas de hiper o
hipofuncién tiroidea. El laboratorio tiroideo muestra
valores de T; total y T, libre elevados y una TSH
dentro de los niveles normales (Tabla 1). El parto y
el recién nacido fueron normales.

La hermana menor (Ve.B.), su padre y su
madre eran eutiroideos, sin bocio. El perfil bio-
guimico tiroideo de F.B., Ve.B. y del padre
mostraba valores elevado de T; total y T, libre
con TSH dentro de los limites normales, compati-
ble con un cuadro de RTH.

Purificacion de ADN gendmico

Después de obtener el consentimiento informado
por escrito, se extrajo de cada uno de los miembros
de la familia estudiada muestras de sangre periférica.
Esta investigacion fue aprobada por el comité de
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ética local. ADN gendmico fue extraido a partir de
leucocitos por el método de SDS-proteinasa K.

Secuenciacion del ADN

Los exones 9 y 10 del gen THRb, incluyendo las
sefiales de “splicing” y las regiones flanqueantes
intronicas fueron amplificadas con el uso de la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR).

Las amplificaciones por PCR fueron realizadas en
100 m, utilizando un “buffer standard” de PCR
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA),
conteniendo 100 - 300 ng de ADN gendmico, 2,5 mM
de MgCl,, 200 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP
y dGTP), 4 % de dimetilsulfoxido, 2 U de Taq poly-
merasa (Invitrogen, Life Technologies) y 50 pmol de
cada primer “forward” y “reverse”. Primers intrénicos
fueron especialmente disefiados para cada uno de los
exones 9y 10 (exdn 9: 9F: 5’ ctggcattttgaattcgttctttgetg
3', 9R: 5’ aaagctctttggatccccactaacgag 3'; exon 10:
10F: 5’ ccttccatctctgcagcaatgtccatc 3’, 10R: 5’
gaattatgagaatgaattcagtcagt 3’). Las muestras fueron
desnaturalizadas a 95 °C durante 3 minutos y
sometidas luego a 40 ciclos de amplificacion. Cada
ciclo comprende: desnaturalizacion a 95 °C durante
30 segundos, hibridacion del primer a 55 °C durante
30 segundos, y polimerizacion a 72 °C durante 1
minuto. Luego del ultimo ciclo, las muestras fueron
incubadas durante 10 minutos a 72 °C para asegurar
gue la etapa final de polimerizacion esté completa.

T3 total T, total T3 libre TSH AntiTPO

ng/dl ny/dl ng/dl muU/L u/iL

Vi.B. 1 352 15,9 3,61 0,99 <10
2 293 2,72 1,94
3 313 3,16 2,96

F.B. 238 2,70 2,09 <70

Ve.B. 285 2,88 0,98 <70
Padre 236 3,30 0,48

Madr e 116 1,25 0,82 <70

Valores Normales 80-200 4-12 0,7-2,3 0,32-5 <70

Tabla I. Estudios bioquimicos
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Los productos amplificados fueron analizados en
un gel de agarosa de 2%. La purificacion de los
fragmentos de PCR para las reacciones de secuen-
ciacion, fue realizada con “Concert rapid gel
extraction system” (Invitrogen, Life Technologies).

La secuenciacion del ADN fue realizada por el
método basado en terminadores de cadena, con Taq
polimerasa (fmol, Promega, Madison, WI) utilizan-
do los mismos primers "forward" y "reverse” usados
para la amplificacion por PCR.

Los resultados fueron analizados por los pro-
gramas PC gene (Intelligenetics, Geneva,
Switzerland), DNASTAR (DNASTAR Inc, University
of California-SF, USA) y Nucleotide BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Andlisis por "Single Strand Confomation
Polymorphism™ (SSCP).

El método de SSCP 37 fue empleado para la iden-
tificacion de la mutacion 1357C>A en el exdn 10,
con las mismas condiciones de amplificacion por
PCR descriptas en la secuenciacion del ADN, uti-
lizando los mismos primers intronicos "forward" y
“reverse”.

El gel para SSCP contiene 10 % de poliacrilami-
da (29:1) (Invitrogen, Life Technologies) en 1x TBE
buffer (1x TBE: 50 mM Tris-borato, 4 mM EDTA,
pH 8,3).

5 m del producto de PCR fueron mezclados con
3 m del “buffer” de siembra desnaturalizante (98 %
formamida, 0,5 % EDTA, 0,05 % azul de bromofenol,
y 0,05 % xileno cianol).

Inmediatamente previo a la siembra, las muestras
fueron desnaturalizadas a 95 °C durante 3 minutos y
rapidamente enfriadas en hielo para estabilizar la
cadena simple de ADN. Las muestras fueron corri-
das en “buffer” 1 x TBE por encima de 18 hs. y a
una temperatura constante de 4 °C. Los fragmentos
de PCR fueron visualizados por coloracion con
plata. Los geles fueron tratados durante 6 minutos,
dos veces, en 10% de etanol y 0,5 % de &cido acéti-
co. Luego fueron sumergidos en una solucién de
coloraciéon de 0,2 % de AgNO; con agitacion
durante 20 minutos. Finalmente fueron revelados en
1,5 % de NaOH y 0,36 % de formaldehido durante
10 minutos.

Resultados

Los resultados del analisis de secuenciacion del
exon 10 del gen THRb de cada uno de los miem-
bros de la familia estudiada son mostrados en la
Figura 1. Una transversion citosina a adenina hete-
rocigota en la posicion nucleotidica 1357 (1357C>A)
fue identificada en la paciente propdsito Vi.B., en
sus dos hermanas, F.B. y Ve.B., y en su padre. Por
el contrario, la madre presenta citosina en los dos
alelos, indicando el origen paterno de la mutacion.
La transversidn origina una sustitucion de prolina en
la posicion 453 por treonina, cambio del codén CCT
por ACT (P453T). La secuenciacién del exdn 9 en
Vi.B. no mostré modificaciones.

Con el fin de validar por otro método la
mutacion P453T, se realizd un andlisis de SSCP del
fragmento de PCR correspondiente al exén 10 de la
paciente Vi.B. y de 8 controles normales no rela-
cionados. La electroforesis muestra un doble frag-
mento en Vi.B., correspondiente al alelo normal y al
alelo conteniendo la mutacién (Figura 2), mientras
que en los controles sélo se observa la presencia de
alelos normales.

Un error de secuencia se detecto en la posiciéon
nucleotidica 1351, donde la previamente publicada
citosina (NCBI: NM_000461, secuencia del mRNA
del THRb) corresponde a una timina, esto origina
un cambio de la Leucina 451 (CTC) por Fenilalanina
(TTC). Recientemente GenBank publicé la secuen-
ciacion completa del gen THRb (NCBI: NT_005564)
y en la posicion 1351 del exén 10 se indica una T,
como en nuestras secuencias.

Discusién

Los pacientes con RTH poseen una elevacion de
T, y T, circulantes con ineficaz supresion de la TSH.
La administracion exégena de hormonas tiroideas no
produce el efecto esperado de supresion de la secre-
cion de la TSH pituitaria y no induce la respuesta
metabolica de los tejidos periféricos. El diagndéstico
de la resistencia a hormonas tiroideas se basa en
manifestaciones clinicas, estudios de laboratorio y en
el andlisis molecular. De acuerdo a los tejidos afecta-
dos podemos clasificarla en dos grupos: a)
Resistencia generalizada a las hormonas tiroideas
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Figura 1. Identificacion y

andlisis de la familia de la
mutacion heterocigota
1357C>A (P453T) en el ex6n

10 del gen THR B:

a) Secuencia parcial (cadena cod
ificante) de los fragmentos ampli-
ficados por PCR correspondiente al
exon 10 a partir del ADN genémi-
co de los miembros de la familia
estudiada. La flecha indica la
mutacién 1357 C>A presente en
el paciente proposito Vi.B, en sus
dos hermanas, F.B. y Ve.B., y en
su padre, el alelo normal coexiste
en cada caso con el alelo muta-
do. La madre presenta sélo la
citosina normal en esa posicion.
b) Secuencia nucleotidica parcial
del exén 10 vy sus aminoéacidos
deducidos, y las sequencias
nucleotidicas que corresponden a
las uniones intr6n 9/exén
10/intr6n 10 del gen THRb nor-
mal y mutado. El ex46n mapea
entre las posiciones 1145 y
1413. Las secuencias intrénicas
son indicadas en letras mindscu-
las y las secuencias exodnicas en
letras mayusculas. El sitio del
codoén de terminacion es indica-
do por un asterisco.

La secuencia nucleotidica es
mostrada en la linea superior y
los aminoécidos (representados
por el codigo de una letra) se
observan debajo de sus respec-
tivos codones. La mutacion
1357C>A (P453T) esta subraya-
da en el alelo normal y mutado.
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Figura 2. Analisis por Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) de la mutacién heterocigota 1357C>A (P453T) en el ex6n
10 del gen THR B: La presencia del alelo mutado 1357C>A (P453T) resulta en un fragmento de diferente movilidad en el gel de poliacril-
amida. Los fragmentos de PCR fueron visualizados por coloracion con plata. La flecha negra indica el fragmento con la mutacion, la flecha

blanca el fragmento con movilidad normal.

Vi.B.: paciente proposito; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8: controles.

(GRTH: Generalized Resistance to Thyroid Hormone
) y b) Resistencia pituitaria a las hormonas tiroideas
(PRTH: Pituitary Resistance to Thyroid Hormone) 57.

La paciente propdsito (Vi.B.) present6 un cuadro
clinico de nerviosismo, palpitaciones e hipersudo-
racion asociado a bocio difuso. A la edad de 16 afios
se detectaron pardmetros alterados de la funcion
tiroidea compatibles con diagnostico de RTH, y los
estudios moleculares identificaron una mutacion
heterocigota en el gen THRb. En su padre y sus dos
hermanas se identific6 la misma mutacidn.
Alrededor de 70 mutaciones fueron caracterizadas
en el gen THRb 5%, La mutacién causante de RTH
en esta familia resulta de la sustitucion de la prolina
en la posicién 453 por treonina (P453T). Mutaciones
de la prolina 453 han sido previamente publicadas
en otras familias con RTH e incluyen sustituciones
por treonina %8 o histidina °!7 o serina 23. Estos
pacientes tienen similar nivel de hormonas tiroideas
como las observadas en nuestros pacientes. Las
mutaciones causantes de RTH han sido localizadas
en tres dominios limitados del THRb. La P453T esta
localizada en el dominio 1, en la regién LBD del
receptor.

El 85 % de los casos publicados con resistencia
a hormonas tiroideas corresponden a la forma
GRTH, en esta forma la participacion de la pituitaria
en la hiposensibilidad global a las hormonas
tiroideas produce un efecto compensatorio parcial
al defecto. Los sujetos no tratados usualmente pre-
sentan un cierto estado metabdlico compensado a
expensas de altos niveles de hormonas tiroideas cir-
culantes mantenidas por la secrecion de la TSH en
respuesta al TRH hipotalamico. Esta compensacién
es variable si consideramos los diferentes individuos
y tejidos, coexistiendo evidencias clinicas y de labo-
ratorio de exceso y de deficiencia de hormonas
tiroideas o de grados variables de resistencia en los
tejidos periféricos, al mismo tiempo.

Los criterios para diagnosticar un sindrome de
GRTH pueden ser resumidos de la siguiente manera:
a) Un elevado nivel de T, sérica junto con niveles de

TSH no suprimibles es el minimo requerimiento

para el diagnostico de GRTH. Los niveles de T

sérica estan también elevados.

b) Los niveles de TSH en el 85 % de los casos de

GRTH estan dentro de los niveles normales a

pesar del elevado nivel de las hormonas
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tiroideas circulantes. La respuesta de la secrecion
de TSH a la TRH es normal o levemente exagerada.

La confirmacion del diagnéstico de GRTH
requiere de la demostracion de la sensibilidad
reducida de los tejidos a las hormonas tiroideas
exogenas. En el 90 % de los casos observamos una
incompleta supresion de los niveles basales de
TSH por administracion de T4 exdgena. No existen
sintomas y signos patognomoénicos de la GRTH,
por el contrario lo mas tipico es la presentacion
heterogénea, en la cual el elevado nivel de hor-
monas tiroideas compensa la resistencia hormonal
y los individuos son eutiroideos. Algunos indi-
viduos con RTH pueden aparecer francamente
hipotiroideos, mientras que otros presentan sin-
tomatologia de tirotoxicosis. EI mismo sujeto con
RTH puede exhibir sintomas y signos de
hipotiroidismo en algunos tejidos, mientras que en
otros tejidos presentan signos sugestivos de tiro-
toxicosis. El més frecuente signo en la GRTH es el
bocio por accion de la TSH. El agrandamiento
tiroideo es difuso, con variable tamafio; puede
existir desde minimos agrandamientos hasta
grandes bocios. La familia estudiada en el presente
trabajo presenta caracteristicas clinicas y bioquimi-
cas de GRTH.

El sindrome de PRTH difiere del GRTH por las
manifestaciones del hipermetabolismo por exceso
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