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RESUMO

Melo ME. Estudo do gene LHX4 em pacientes com hipopituitarismo associado
a neuro-hipdfise ectopica [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2005. 66p

INTRODUCAO: O hipopituitarismo esta associado, em cerca de 40% dos casos, a
ectopia da neuro-hipéfise observada em imagem por ressonancia magnética (RM).
Nestes pacientes a visualizacdo da haste ocorre predominantemente nos que tém
deficiéncia isolada de GH (DIGH), enquanto a ndo visualizagdo da mesma esta
mais associada a deficiéncia hipofisaria multipla (DHM). A etiologia deste quadro,
no entanto, permanece indeterminada na maioria dos pacientes. A elevada
frequéncia de parto pélvico e de complicagbes neonatais sugere uma causa
traumatica, enquanto que relatos de casos familiares, associacdo com outras
patologias do SNC e descricdo de mutacdes nos genes HESX1, LHX4 e SOX3
apontam para uma causa genética. O LHX4 é um fator de transcri¢do envolvido na
embriogénese hipofisaria fundamental para a formacdo da bolsa de Rathke
definitiva. O LHX4 esta localizado no cromossomo 1q 25, possui 6 éxons e
estende-se por mais de 45 kb de DNA gendmico. A unica mutagao publicada neste
gene em humanos é a IVS4-1G>C, associada a um fendtipo caracterizado por
baixa estatura, deficiéncias de GH, TSH e ACTH, neuro-hipéfise ectopica e
malformacédo Arnold-Chiari tipo |. O objetivo do estudo é analisar as regides
exbnicas e éxon-intron do LHX4 e caracterizar o perfil hormonal, correlacionando
com os achados de RM, em 63 pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-
hipéfise ectépica. METODOS: Os pacientes foram submetidos & avaliagdo
hormonal e por imagem através de ressonancia magnética. A analise molecular
incluiu amplificagdo do gene por PCR, sequenciamento automatico e uso de
enzima de restricdo. RESULTADOS: A visualizagdo da haste ocorreu em 21
pacientes; destes, 10 (48%) apresentaram DIGH. A ndo visualizagdo da haste foi
mais associada a DHM, o que ocorreu em 40 (95%) dos 42 pacientes. N&o
encontramos diferenga significativa quando comparamos pacientes com haste
visualizada e nao visualizada quanto a frequéncia de partos vaginais em
apresentacao pélvica, a frequéncia de malformacdes do SNC e a posicao precisa
da neuro-hipdfise ectdpica. Identificamos 6 variagdes alélicas no gene LHX4 em
nossos pacientes: GGT>GGC, no cdédon 21; GAC>GAT, no cdédon 128; AAC>AAT,
no codon 150; AGC>AGT, no cédon 230; GGA>GGT, no cédon 283 e AAT>AGT
no codon 329 (N329S), esta ja descrita como polimorfismo no GenBank. Nenhuma
das outras variagdes determina troca de aminoacidos, altera o sitio de “splice” ou
se correlaciona com um padrdo de deficiéncia hormonal caracteristico. As
variagdes alélicas nos cdédons 21, 128 e 150 foram caracterizadas como
polimorfismos. Nao foi possivel estabelecer uma relacdo entre as variacdes
alélicas e o fendtipo dos pacientes. CONCLUSAO: Mutagdes no LHX4 sdo causas
raras de hipopituitarismo.

Descritores:  1.GLANDULA APITUITARIA 2.FATORES DE TRANSS:RI(;AO
3.HIPOPITUITARISMO 4.GLANDULA PITUITARIA POSTERIOR 5.GLANDULA
PITUITARIA POSTERIOR/anormalidades 6.NANISMO HIPOFISARIO



SUMMARY

Melo ME. Molecular analysis of the LHX4 gene in hypopituitary patients with
ectopic posterior pituitary lobe [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2005. 66p.

INTRODUCTION: Ectopic posterior pituitary lobe (EPL) is observed using magnetic
resonance imaging (MRI) scans in about 40% of patients with hypopituitarism. In
these patients, the pituitary stalk is visualized mainly in patients with isolated GH
deficiency (IGHD), whilst it is not visualized predominantly in patients with
combined pituitary hormone deficiency (CPHD). Nevertheless, the etiology of EPL
remains undetermined in most of the patients. A traumatic etiology is proposed for
this figure, which presents a high frequency of breech delivery and perinatal
damages. On the other hand, a genetic cause is suggested by associations to other
CNS abnormalities and reports of gene mutations in HESX1, LHX4 and SOX3, as
well as familial cases. LHX4 is a transcription factor implicated in pituitary
embryogenesis which is essential to definitive Rathke’s pouch development. It is
located in chromosome 1g25, has 6 exons and is stretched out for more than 45 kb
of genomic DNA. The only documented human mutation in this gene, IVS4-1G>C,
is associated to a phenotype characterized by short stature, GH, TSH and ACTH
deficiencies, EPL and Arnold-Chiari type | malformation. The aim of this study is to
analyze exonic and exon-intron regions of LHX4 gene and characterize the
hormonal deficiency profiles, establishing relationships to MRI findings in 63
patients with hypopituitarism associated to EPL. METHODS: All patients were
submitted to hormonal evaluation and MRI scans. The molecular analysis included
amplification of the gene using PCR, direct automatic sequencer and digestion with
restriction enzymes. RESULTS: The pituitary stalk was visualized in 21 patients; of
these, 10 (48%) exhibited IGHD. The stalk was not visualized in 42 patients, most
of them with CPHD (95%). We did not find a statistical difference, when patients
with and without visualized pituitary stalk were compared, regarding breech
deliveries, CNS malformations and exact position of EPL. We identified 6 allelic
variations in LHX4 gene: GGT>GGC in codon 21, GAC>GAT in codon 128,
AAC>AAT in codon 150, AGC>AGT in codon 230, GGA>GGT in codon 283 and
AAT>AGT in codon 329 (N329S), this already related as a polymorphism in
GenBank. None of the former variations determine amino acid changes, nor
splicing site changes, not even are related to a typical profile of hormonal
deficiency. The allelic variations in codons 21, 128 and 150 were described as
polymorphisms. It was not possible to establish a relationship between the allelic
variations and the phenotype. CONCLUSION: LHX4 gene mutations are rare
causes of hypopituitarism.

Descriptors: 1. PITUITARY GLAND 2. TRANSCRIPTION FACTORS 3.
HYPOPITUITARISM 4. PITUITARY GLAND, POSTERIOR 5. PITUITARY GLAND,
POSTERIOR/abnormalities 6. DWARFISM, PITUITARY



1. INTRODUCAO
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A glandula hipofisaria é fundamental para o crescimento, a
reproducao, a lactagéo e a regulagao da homeostase e do metabolismo. Ela
€ constituida pela adeno-hipofise, composta pelos lobos anterior e
intermediario, e pela neuro-hipofise, composta pelo lobo posterior, que
corresponde as projegdes axonais de neurbnios magnocelulares
hipotalamicos. Na hipdfise anterior ocorre a sintese e liberacdo dos
horménios tréficos hipofisarios: horménio de crescimento (GH), hormdnio
corticotrofico (ACTH), horménio tireotréfico (TSH), hormdnio foliculo-
estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH) e prolactina (PRL). Por sua
vez, na neuro-hipdfise, ocorre o armazenamento e liberagdo dos hormdnios

vasopressina e ocitocina produzidos no hipotalamo.

1.1 Embriogénese e diferenciagao hipofisaria

A hipofise deriva de dois tecidos embriolégicos diferentes: o
ectoderma oral e o neuroectoderma, que originardo os lobos hipofisarios
anterior e posterior, respectivamente(”. O desenvolvimento hipofisario ocorre
em paralelo ao desenvolvimento caraniofacal, iniciando-se quando esses
dois tecidos embrionarios entram em contato®. A importancia do contato
entre 0 ectoderma oral e o neuroectoderma foi inicialmente investigada
através de estudos de manipulacdo de embrides de anfibios, aves e
camundongos(z"‘). Posteriormente, estudos moleculares identificaram os

fatores sinalizadores Fgf8, Bmp4 e Nkx2.157 que sdo expressos no
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neuroectoderma e coordenam o local e periodo de expressao exatos dos
fatores de transcricao envolvidos na embriogénese hipofisaria (Hesx1, Pitx1,
Pitx2, Lhx3, Lhx4, Prop1 e Pou1f1)®.

Apods a formacao do ectoderma oral, inicia-se a expressao dos fatores
de transcrigao Pitx1 e Pitx2, o ultimo, fundamental para a expansao da bolsa
de Rathke®'?. As fungdes desses fatores de transcricdo sdo, em boa parte,

(" que vao

mediadas pela expressao dos fatores de transcricdo Lhx3 e Lhx4
controlar a evolugado do rudimento da bolsa de Rathke para uma estrutura
glandular’®'®). Os fatores sinalizadores Fgf8 e Bmp2 promovem a
distribuicado celular dorso-ventral. O Fgf8 é produzido no infundibulo e dirige-
se para a porgao dorsal da bolsa, onde serao expressos os fatores de
transcricdo Prop1 e Pax6, que juntamente com outros fatores de transcrigao,
vao participar da diferenciagcdo dos somatolactotrofos e tireotrofos. A
expressao do Prop1 é parcialmente regulada pelo Hesx1, que também
participa da formagdo da bolsa de Rathke. O Bmp2 é produzido no
mesénquima ventral adjacente a bolsa de Rathke, migrando para a porgao
mais ventral da mesma, onde se expressam os fatores Isl-1 e GATA-2.
Alguns estudos sugerem que estes fatores sdo responsaveis pelo
desenvolvimento dos gonadotrofos e corticotrofos nesta localizaggo"9.

Ja foram identificadas mutacbes em quase todos os fatores de
transcricdo sabidamente envolvidos na formacao hipofisaria, esclarecendo a
etiologia de muitos casos de hipopituitarismo idiopatico. O hipopituitarismo

idiopatico incide em até 1:4.000 nascidos vivos e esta associado, em cerca

de 40% dos casos a ectopia da neuro-hipofise!'”'®).
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1.2 Hipopituitarismo associado a neuro-hipé6fise ectépica: estudos de

imagem e correlacgao clinica

Os estudos de pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-
hipofise ectépica foram iniciados quando Fujisawa et al"® em 1987,
identificaram a neuro-hipéfise como um sinal hiperintenso em imagens em
T1 de ressonancia magnética (RM). Nessa mesma época, esse sinal
hiperintenso foi descrito proximo a eminéncia média em pacientes com
hipopituitarismo, e em muitos desses pacientes a haste hipofisaria nao foi
visualizada®*?Y. O hipersinal da neuro-hipofise nesses pacientes pode ser
observado tanto na eminéncia média do hipotalamo quanto no trajeto da
haste hipofisaria. A ectopia da neuro-hipéfise, em geral, ocorre em
associagcao com a adeno-hipofise hipoplasica em pacientes com deficiéncia
isolada de GH (DIGH) e principalmente naqueles com deficiéncia hipofisaria
multipla (DHM)!'®).

O hipersinal caracteristico da neuro-hipéfise em imagens de RM nao é
visualizado na maioria dos pacientes com diabetes insipido central®®?". No
entanto, ha relatos da sua visualizagdo em varios pacientes, inclusive com
localizacdo ectopica do mesmo. O hipersinal pode ocorrer na ocasiao do
diagnostico e desaparecer durante o seguimento do paciente(®2%).

Maghnie et al.® avaliaram a RM, antes e apos injecao intravenosa
de contraste paramagnético (Gd-DTPA), de 18 pacientes com
hipopituitarismo associado a neuro-hipéfise ectdpica, nos quais a haste nao

havia sido visualizada em estudo de RM sem contraste. Os autores
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observaram que o0 uso do contraste é util na visualizagdo da haste
extremamente afilada, tendo a mesma sido identificada em sete pacientes. A
importancia do uso do contraste na RM para visualizagdo da haste
hipofisaria foi reafirmada posteriormente por Genovese et al.'%%?.

Nos pacientes com DIGH e neuro-hipéfise ectopica, a nao
visualizagdo da haste hipofisaria esta associada a um risco 27 vezes maior
de desenvolver outras deficiéncias hormonais em relagdo a pacientes com
haste visualizada®®.

Pinto et al.*” avaliaram 51 pacientes com hipopituitarismo associado
a neuro-hipofise ectopica e encontraram uma freqtiéncia de DIGH e DHM,
em 31% e 69% dos pacientes, respectivamente. Além disso, identificaram
nos pacientes com DHM uma frequéncia maior (71%) de achados sugestivos
de etiologia pré-natal: casos familiares (4 pacientes), micropénis (10
pacientes) e malformacdes diversas — cerebrais, oftalmicas, cardiacas e em
outros érgdos (21 pacientes)®”).

Chen et al.®® estudaram 25 pacientes com hipopituitarismo associado
a neuro-hipofise ectopica e observaram uma frequéncia maior em pacientes
do sexo masculino (64%). A haste hipofisaria (apds injegcdo de contraste
paramagnético) foi visualizada em 56% dos pacientes, sendo afilada em
79% destes. A visualizagado da haste foi mais freqiente nos pacientes com
DIGH (86%) e a neuro-hipofise foi localizada em niveis variaveis no trajeto
da haste hipofisaria (60%). A ndo visualizacdo da haste, por sua vez, foi
mais frequente nos pacientes com DHM (90%) e em todos os pacientes a

neuro-hipdfise foi localizada junto & eminéncia média (100%)?°).
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A ectopia da neuro-hipdfise associada a haste ndo visualizada tem
sido considerada como um marcador de hipopituitarismo permanente®’2®).
Contudo, apds reavaliagao hormonal destes pacientes, em idade adulta, a
manutengao do hipopituitarismo ocorre em apenas 61% dos casos®).

Enquanto os achados de deficiéncia hormonal nos pacientes com
hipopituitarismo associado a neuro-hipéfise ectépica estdo bem
caracterizados, a etiologia deste quadro permanece bastante controversa e
as hipoteses para explica-la dividem-se em duas correntes: a traumatica e a
genética. A primeira fundamenta-se na elevada frequéncia de partos
pélvicos e complicagdes perinatais encontradas nesses pacientes. Sugere-
se que durante o parto pélvico, possa ocorrer rompimento da haste
hipofisaria e uma reorganizagdo axonal que origine a neuro-hipdfise

21:30-32) Outra observagao que reforga a hipdtese traumatica é

ectopicamente!
a ocorréncia esporadica de neuro-hipofise ectdpica apds traumatismo
craniano® e intervencgdo cirtrgica na regido hipotalamo-hipofisaria®. A
hipétese genética, por sua vez, é fundamentada pelos achados em casos
familiares®®), pela associagcao frequente com malformagdes do sistema
nervoso central®?83® e pela identificacdo de mutacdes nos fatores de
transcricdo que participam da embriogénese hipofisaria LHX4, HESX1 e
SOX3749),

A mutacdo encontrada por Machinis et al.®” no gene LHX4 foi
associada a um fenotipo caracterizado por baixa estatura, deficiéncias de

GH, TSH e ACTH, neuro-hipdfise ectdpica, sela turcica hipoplasica e

malformacdo de Arnold-Chiari tipo |. O achado desta mutacdo, além de
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esclarecer a base molecular de uma doenga complexa nesses pacientes,
revelou o LHX4 como um dos fatores de transcricdo que organizam a

morfogénese e o desenvolvimento cefalico em humanos®”.

1.3 Gene LHX4

O gene LHX4 pertence a familia dos genes LIM homeobox, que sao
altamente conservados nas espécies e tém um papel fundamental na
regulacdo transcricional durante o desenvolvimento embrionario. As
proteinas desta classe possuem um homeodominio e dois dominios LIM,
que sao caracterizados por 60 residuos conservados, ricos em cisteina e
localizados proximos a porgcdo N-terminal em relagdo ao homeodominio. O
nome LIM originou-se das letras iniciais dos trés primeiros genes
identificados dessa classe: Lin-11 (Caernorhabditis elegans — necessario
para a divisdo assimétrica de blastos), Islet-1 (“mammalian insulin-gene
binding enhancer protein”) e Mec-3 (Caernorhabditis elegans — necessario
para a diferenciagcdo de neurdnios sensoriais). Os dominios LIM s&o
responsaveis pela interacdo proteina-proteina e o homeodominio pela
ligacdo ao DNA“™4,

O Lhx4 foi caracterizado, inicialmente, em ratos em 1994, ocasido na

46) identificaram e clonaram o

qual foi chamado Gsh-4*%. Yamashita et al."
Lhx4 em camundongos em 1997. Cinco anos apos Liu et al.“” clonaram

este gene em humanos e observaram uma identificacdo de 99% deste gene
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entre essas espécies. Comparando o LHX4 com os outros genes da familia
LIM, observa-se maior homologia com o LHX3 (63%).

O LHX4 esta localizado no cromossomo 1q 25. Estende-se por cerca
de 45 Kb de DNA gendmico e € composto por seis éxons®"). Os dominios
LIM 1 e 2 sao codificados, respectivamente, pelos éxons 2 e 3, enquanto o
homeodominio é codificado pelos éxons 4 e 51

Em humanos o LHX4 tem um padrao de expressdo especifico no
SNC, ocorrendo em maior quantidade na medula espinhal e apresentando

expressdo reduzida em tecidos adultos®”

. Apesar do gene Lhx4 estar
estreitamente relacionado ao Lhx3 durante a formacao hipofiséria(48), 0s
estudos em humanos mostram um padrao de expressao diferente: ambos
iniciam a expressao durante o desenvolvimento da bolsa de Rathke na 52
semana de desenvolvimento embrionario. Entre a 92 e 192 semana, o LHX3
expressa-se nos lobos anterior e intermediario, enquanto que o LHX4 ocorre
apenas neste ultimo. A expressdo no SNC também diverge: na 5% semana,
apenas o LHX4 expressa-se no rombencéfalo e o LHX3 predomina nas
regides cervical e toracica da medula®®). Apesar da diferenga no padrao de
expressao, tanto o Lhx4, como o Lhx3 s&o ativados pelo Fgf8(8).

A inativagcao em homozigose do Lhx4 em ratos leva a morte pos-natal
imediata por imaturidade pulmonar, o que é evitado pela administracao pré-
natal de progesterona e glicocorticéides. Porém, mesmo tratados, os animais

nao mantém sua capacidade respiratoria e morrem, aproximadamente uma

hora apds o nascimento®®,
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Sheng et al.*® analisaram os efeitos de mutacdes inativadoras dos
genes Lhx3 e Lhx4 no desenvolvimento hipofisario em camundongos.
Nestes animais estes genes iniciam sua expressdao em torno do 9° dia de
desenvolvimento embrionario, persistindo durante a fase adulta. Nos
camundongos Lhx4”, a formagdo da bolsa de Rathke rudimentar ocorre
normalmente, mas ha comprometimento na formagao da bolsa de Rathke
definitiva. Ocorre diferenciacdo dos cinco tipos celulares da adeno-hipofise,
porém todos s&o encontrados em quantidade reduzida“®.

Raetzman et al."™ tentaram estabelecer através de estudos com
imuno-histoquimica em camundongos submetidos a inativagdo dos genes
Lhx4 e Prop1 os mecanismos pelos quais estes genes participam do
desenvolvimento hipofisario. Em mutantes Lhx4” e também naqueles com
dupla inativagao (th4'/' Prop1'/'), eles observaram um aumento de apoptose
nas células do primérdio hipofisario, sugerindo que a hipocelularidade do
lobo anterior deve-se primariamente a morte de células precursoras. Isto ndo
foi observado nos ratos deficientes exclusivamente de Prop1. A analise da
capacidade de multiplicagao celular, realizada com bromodeoxiuridina
(BrdU), que é incorporada ao DNA de células em divisao, mostrou-se normal
tanto na avaliacdo do indice mitético, quanto dos locais onde ocorrem as
divisdes celulares™.

A Unica mutacao publicada, até a redacado deste manuscrito, no LHX4
em humanos é a IVS4-1G>C®"). Esta mutacdo intronica abole o sitio
“aceptor” de “splice” do éxon 5 e cria dois diferentes sitios cripticos no

interior deste exon. De acordo com o sitio de “splice” utilizado, leva a
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formagao de duas proteinas truncadas: uma composta por 199 e outra por
363 aminoacidos. Nestas duas proteinas mutantes ocorre a perda de quatro
aminoacidos altamente conservados nessa familia de proteinas: valina,
triptofano, fenilalanina e glutamina, localizados nas posi¢gdes 47-50 do
homeodominio. O padrdo de heranga da mesma é autossémico dominante e
o fendtipo é variavel nos individuos afetados. Essa mutacido foi descrita
numa familia com baixa estatura, na qual os pais dos dois casos-indice séo
consanguineos. A baixa estatura caracteristica nos individuos afetados esta
associada as deficiéncias de GH, TSH e ACTH somente nos individuos que
apresentam ectopia da neuro-hipéfise, malformacao de Arnold-Chiari tipo | e
deformidade da sela tarcica®”.

Os estudos relatados acima justificam a importancia da pesquisa de
anormalidades genéticas para esclarecimento das patologias antes tidas
como idiopaticas, bem como do hipopituitarismo associado a neuro-hipofise
ectdpica, que permanece, na maioria dos casos, sem etiologia definida. Este

estudo propde-se a realizar uma pesquisa original do gene LHX4 em

pacientes com esse perfil.



2. OBJETIVOS
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1 — Pesquisar mutagdes nas regides exdnicas e exon-intron do gene LHX4
em pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-hipdfise ectopica.
1.A — Verificar a frequéncia da mutacao IVS4-1G>C no LHX4 na nossa

casuistica.
1.B — Analisar a presenga de outras variantes alélicas em nossos

pacientes.

2 — Determinar as caracteristicas clinicas e o perfil de deficiéncia hormonal
dos pacientes com ectopia da neuro-hipéfise, correlacionando-o com os

resultados de RM.



3. METODOS




Métodos 14

Foram estudados 63 pacientes (entre eles, criangas e adultos) com
hipopituitarismo (DIGH ou DHM) que apresentavam neuro-hipéfise ectépica
a RM, acompanhados no Ambulatério de Endocrinologia do
Desenvolvimento do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP). Os pacientes ou responsaveis
foram devidamente orientados sobre o protocolo de pesquisa e assinaram o
termo de consentimento livre e informado.

Os pacientes apresentaram idades variando entre 4 e 21,6 anos
(11,4 + 4,1), sendo 42 deles do sexo masculino e 21 do sexo feminino
(Anexos 1 e 2)

Todos os pacientes foram submetidos ao estudo molecular do gene
HESX1. A mutacdo 126T no HESX1 foi identificada apenas na paciente
1309 A inclusdo desta paciente no estudo do LHX4 ocorreu previamente a

identificagdo da mutagdo no HESX1.

3.1 Estudo Hormonal

As dosagens hormonais foram realizadas no Laboratério de
Horménios e Genética Molecular — LIM 42 - do HC-FMUSP. Foram
utilizandos “kits” comerciais.

A avaliagdo hormonal basal consistiu na dosagem do fator de
crescimento simile a insulina-1 (IGF1), da proteina ligadora de IGF1

(IGFBP3), triiodotironina (T3), tetraiodotironina (T4), T4 livre, TSH, PRL,
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sulfato de deidroepiandrosterona (DHEA-S) e testosterona em pacientes do
sexo masculino, e estradiol (Ez) em pacientes do sexo feminino.

A avaliagcao da reserva hipotalamo-hipofisaria foi realizada através do
teste de estimulo com clonidina e do teste combinado. Estes foram
realizados apds uma noite de jejum, com o paciente em posi¢cdo supina, em
decubito dorsal. Uma veia antecubital foi puncionada e mantida pérvia
através da infusdo de solugdo salina, para administragao de substancias e
coleta de amostras sanguineas.

Os pacientes foram primeiramente submetidos ao teste da clonidina:
apo6s 60 minutos de repouso foi coletada uma amostra basal para dosagens
de GH, IGF1 e IGFBP3 e administrado 100 pug/m? de superficie corpérea de
cloridrato de clonidina, por via oral. Subsequentemente, foram coletadas
amostras nos tempos 60, 90 e 120 minutos para dosagem de GH.

O teste combinado realizado para avaliagdo global da funcao
hipofisaria consistiu na coleta de uma amostra basal apds repouso de uma
hora, para dosagens de GH, TSH, PRL, LH, FSH, T3, T4, T4 livre, IGF1,
IGFBP3, cortisol, DHEA-S, E; ou testosterona. A seguir foram administrados
insulina 0,1 U/kg peso, horménio liberador de hormdnio tireotréfico (TRH)
200 pg e hormonio liberador de horménio luteinizante (LHRH) 100 pg. Foram
coletadas amostras imediatamente antes da injecdo e apdés a cada 15
minutos na primeira hora. Uma ultima coleta foi realizada no tempo 90
minutos para dosagens de GH, TSH, PRL, LH, FSH, cortisol e glicemia.
Todos os testes foram realizados sob supervisdo médica, com avaliacdo das

glicemias pelo método de fitas reagentes, em aparelho de leitura dptica
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(Dextrometer — Ames). As concentragdes sanguineas de glicose foram
determinadas pelo método de ferrocianeto de Hoffman, em “auto-analyzer”.

Inicialmente, o GH foi dosado pelo método imunorradiométrico (IRMA)
e depois pelo método imunofluorimétrico (IFMA, Wallac, Turku, Finlandia).
Inicialmente, as dosagens de TSH, PRL, LH, FSH e cortisol foram realizadas
por radioimunoensaio (RIA) e subsequentemente, o TSH passou a ser
medido por ensaio imunoenzimatico (EIA). Todos, exceto o cortisol,
passaram a ser medidos por IFMA. O T4 foi dosado por RIA e IFMA. Todos
os reagentes foram obtidos da Wallac, Inc. (Turku, Finland), exceto o TSH e
o T4 por RIA (Abbott, Abbott Park, IL, USA) e cortisol (INCSTAR Corp,
Stillwater, MN, USA). Os coeficientes de variagao intra e inter-ensaio foram
menores que 8% e 10%, respectivamente, para todos os hormonios.

As dosagens hormonais foram realizadas sempre em duplicata.

O valor de corte para resposta normal foi 7 ng/mL para o GH dosado
por IRMA e em 3,2 ng/mL para o dosado pelo IFMA, baseado na resposta
em criancas normais®?.

No teste de estimulo com insulina para avaliacdo do eixo
corticotrofico, o paciente foi considerado responsivo quando o pico do
cortisol foi maior que 18 ug/dL®".

A resposta do TSH ao estimulo com TRH foi considerada normal
quando o pico variou entre 5,6 e 33 mU/mL (RIA) ou 3,5 e 17,2 mU/mL
(EIA)®?. Consideramos resultado anormal do TSH no tempo 60 minutos, um
valor maior que 3,2 mU/mL ou um valor maior ou igual ao atingido no tempo

15 minutos®?.
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O pico do LH apés LHRH foi considerado como puberal quando maior
que 15 U/L (RIA) ou, quando dosado por IFMA, maior 6,9 U/L nas meninas
e 9,6 U/L nos meninos®®.

O valor da PRL dosada por RIA foi considerado normal no basal
quando variou entre 3,5 e 39,3 ng/mL e, no pico quando atingiu entre 20 e
116 ng/mL. Para avaliacdo da PRL dosada por IFMA, foram considerados
somente os valores basais, utilizando como valores de referéncia os
resultados entre 2,5 e 14,5 ng/mL para o sexo feminino e 2,3 e 11,5 ng/mL
para o sexo masculino®?.

Os valores utilizados para avaliagao da reposta ao teste combinado
estdo sumarizados no Anexo 1.

O diagnéstico de diabetes insipido foi estabelecido considerando uma
densidade urinaria menor ou igual a 1010 e volume urinario nas 24 horas

maior que 50 mL/kg de peso corporal®®.

3.2 Avaliagao por imagem

Todos os pacientes da nossa casuistica foram submetidos ao estudo
das regides hipotalamo-hipofisaria e encefdlica através de RM. Foram
realizados cortes coronais e sagitais em T1 com TR= 350 ms e TE= 20 ms,
utilizando-se aparelho Sigma 1,5 Tesla (GE, Milwaukee, WI). As imagens

coronais foram obtidas usando cortes de 3 mm, com 10% de “gap” antes e
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apods a administragao intravenosa de 5 mL de contraste paramagnético. Foi
usado um campo de visdo de 18 cm, para as imagens sagitais.

A altura maxima da hipofise foi medida perpendicularmente a sela
turcica e comparada a obtida em controles normais. O parénquima
hipofisario hipoplasico foi definido como a perda da convexidade do
parénquima hipofisario e/ou altura da hipdfise igual ou abaixo de -2 desvios-
padrdao (DP) da média da altura hipofisaria esperada para a idade
cronoldgica do paciente®.

A haste hipofisaria foi avaliada comparando seu didmetro na altura do
quiasma e da sua inser¢ao na glandula, com valores descritos previamente,
sendo considerada afilada quando se apresentava continua e com didmetro
nas suas porgdes proximal e distal abaixo do normal®®).

A malformacédo de Arnold-Chiari tipo | foi pesquisada em imagens
sagitais do encéfalo e definida quando a herniagao das tonsilas cerebelares
através do forame magno era maior que 5 mm®”).

Para determinar a posi¢ao precisa da neuro-hipéfise, foram revisadas
as imagens de 49 pacientes cujos filmes estavam disponiveis. A reavaliagao
minuciosa dos filmes foi realizada pela mesma radiologista (Dra. Claudia
Leite). Foram utilizados os cortes sagital e coronal medianos em T1 antes da
administragao do contraste paramagnético. O assoalho do terceiro ventriculo
foi utilizado como referéncia anatdbmica. Considerou-se que a neuro-hipdfise
estava localizada na eminéncia média quando estava junto ao assoalho do

terceiro ventriculo, e no trajeto da haste quando abaixo do mesmo.



Métodos 19

3.3 Estudo Molecular

3.3.1 Extragao de DNA a partir de sangue periférico

As amostras de DNA foram obtidas a partir de sangue periférico dos
pacientes. Para essa extracdo foram coletados 15 mL de sangue venoso
em acido etileno diaminoacético (EDTA) e utilizado protocolo padronizado(ss).
A concentracdo do DNA extraido foi obtida através de leitura em um
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 260 nm (1,0 unidade DO
260= 50 pg/mL). Foi estabelecida a relagao de 1,8 entre as leituras de 260 e
280 nm como ideal para a caracterizacdo da pureza do material. As
amostras de DNA foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%
em TAE (Tris — acetato 0,004M, EDTA 0,001M, pH 8,0) para verificar sua

integridade. As amostras ficaram armazenadas a 4°C até sua utilizacao.

3.3.2 Reacgdo de Polimerase em cadeia (PCR)

O DNA genbmico foi amplificado através da PCR utilizando-se os
seguintes pares de “primers”. éxon 1, 95-atctccgtagactgcgact-3° e 5'-
ttgggctggagatgcggggat-3'; éxon 2, 5'-tagcagggctgtgtggaag-3° e 5-
cttggggagaggcagagac-3’; éxon 3, 5’-agatcccttgctccctgtgt-3’ e  5'-
aaacaaaggcctggagagg-3’; éxon 4, 5’-cagataggccgaagccagta-3° and 5’-
aggataccttccacccctgt-3’; éxon 5, 5’-ggctttggatttgtggtg-3’ e 5-
cccaggggactttcctaag-3’; e éxon 6, 5-tcctggcagctgacaataaa-3' e 5'-

ttggcgtactttcgatectt-3’. Em um volume final da reagcédo de 50 pL, as
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concentragdes utilizadas nos experimentos foram de 100-500 ng de DNA
genbmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo (dNTP), 20 pmol/ul de cada
“primer” especifico, além do tampao (0,5 mmol/L Tris-HCL, 1,0 mmol MgCl,
— 0,2 mmol/L KCI), e Tag DNA polimerase 0,25 yL (Pharmacia, Upsala,
Sweden). Para amplificagdo do éxon 1 foi utilizado dimetil sulfoxido (DMSO)

2,5 yL em cada reacao.

3.3.3 Protocolo de Amplificagcao

As amostras de DNA foram submetidas ao seguinte programa para
amplificacdo dos éxons: 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de: 94
°C por 30 segundos, temperatura de anelamento especifica para cada
“‘primer” (63 °C — éxon 1, 62 °C — éxons 2 e 3, 60 °C — éxons 4 a 6) por 30
segundos, e 72 °C por 30 segundos e, seguidos por uma extensao final a
72 °C por 10 minutos. Foi utilizado um termociclador automatico Gene
Amp PCR Instrument System 480 (Perkin-Elmer/Cetus, Norwalk,CT).
Todas as reagdes foram acompanhadas de um controle negativo (exceto
o DNA) e um controle positivo (DNA genémico de um individuo normal)
para confirmacao da eficiéncia e especificidade da reacdo. As amostras
foram verificadas em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio
na concentragdao de 0,5 ug/mL de gel e foram observadas em

transiluminador ultravioleta.
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3.3.4 Rastreamento da mutagao IVS 4-1G>C no gene LHX4

A mutacado descrita no primeiro nucleotideo que precede o éxon 5
cria um novo sitio de reconhecimento para a enzima de restricao Mae I/ (ou
seu isoesquizbmero Tai /) permitindo o seu rastreamento por digestédo
enzimatica®”. A digestao foi realizada utilizando-se 5 pL do produto de PCR
do éxon 5 e 0,5 pL (5U) da enzima de restricao Tai | e a reagao incubada a
65 °C por 3 horas. O individuo sem a mutacédo 1IVS4-1G>C no gene LHX4
apresentaria um fragmento de 278 pb (correspondendo aos dois alelos
normais). Os individuos afetados em heterozigose para esta mutacgao
apresentariam trés fragmentos de 278, 220 e 58 pb, indicando a presenca de
um alelo normal (278 pb) e de um alelo mutante (220 e 58 pb). Como néao
possuimos controle positivo da reagao (paciente com a mutagao) usamos o
produto de PCR do éxon 4, em que a enzima Tai | quebra o fragmento de
262 pb em fragmentos de 115 e 147 pb. Os produtos da digestdo enzimatica

foram visualizados em gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio.

3.3.5 Seqiienciamento automatico

Todas as regides exdnicas e intrbnicas proximas aos éxons foram
submetidas ao sequenciamento. Os produtos de PCR foram purificados
através de tratamento enzimatico prévio com 10 U de exonuclease | e 2 U de
fosfatase alcalina de camardo (Amersham Science, USB, Cleveland, Ohio)
para o sequenciamento. Todos os produtos de PCR foram sequenciados

automaticamente usando o kit ABI Prism™ BigDye terminator (Perkin-Elmer
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Applied Biosystems, Foster City, California, USA)., em sequenciador ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer Applied Biosystems). As
sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias existentes no
GenBank e também com uma sequéncia de controle normal.

Uma vez detectada uma variagdo alélica no gene LHX4 por
sequenciamento, foi realizada uma nova reacdo de PCR e nova reacao de
sequenciamento com “primer’ reverso para confirmagcdo da mesma. A
caracterizagao de polimorfismo foi realizada estudando-se 50 individuos da

populacao geral (100 alelos) e verificando a freqliéncia da variagao alélica.

3.4 Analise estatistica

Foram comparadas entre os pacientes com haste visualizada e os
pacientes com haste ndo visualizada as seguintes variaveis: padrao de
deficiéncia hormonal (DIGH ou DHM); variavel obstétrica; presenca de
malformacdes do SNC e localizagdo precisa da neuro-hipdfise ectopica.
Foram construidas tabelas 2X2 e calculados seus respectivos X? (qui-
quadrado) ou teste de Fisher (para amostras pequenas n <30) com o intuito
de verificar a dependéncia ou nao entre os fatores analisados. Em todas as
analises foi considerado p <0,05 como nivel de significancia estatistica. O

software SigmaStat verséo 2.03 foi utilizado para realizagao dos calculos.



4. RESULTADOS
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4.1 Resultados clinicos e hormonais

Os 63 pacientes portadores de hipopituitarismo associado a neuro-
hipofise ectdpica foram divididos em dois grupos: 21 pacientes com haste
visualizada e 42 pacientes com haste n&o visualizada. Todos os pacientes
estudados apresentaram resposta deficitaria de GH ao teste da clonidina,
bem como ao teste combinado.

A média de idade ao diagndstico dos pacientes com haste visualizada
foi de 10,2 anos, sendo 7 pacientes do sexo feminino e 14 do sexo
masculino. Trés (3/21) pacientes deste grupo nasceram de parto vaginal em
apresentagcao pélvica (pacientes 1, 2 e 21). Dez pacientes com haste
visualizada apresentaram DIGH (pacientes 1-10) e 11 pacientes
apresentaram DHM (pacientes 11-21). A paciente 5 apresenta hipotonia
muscular e os pacientes 11 e 19 sado portadores de epilepsia (Anexo 2).

A média de idade ao diagnostico dos pacientes com haste nao
visualizada foi de 11,8 anos, sendo 14 pacientes do sexo feminino e 28 do
sexo masculino. Doze (12/42) pacientes deste grupo nasceram de parto
vaginal em apresentacao pélvica (pacientes 24, 25, 27, 30, 40, 42, 45, 48,
50, 55, 57 e 60). Apenas dois pacientes com haste nao visualizada
apresentaram DIGH (pacientes 22 e 23). Os demais 40 pacientes
apresentaram DHM (pacientes 24-63). Neste grupo também foram
observadas outras patologias associadas: epilepsia (pacientes 30, 43 e 48),
sindrome de Lennox-Gastaut (paciente 34), labio leporino (paciente 35),

doenga de Crohn (paciente 27) e poliartrite (paciente 47) (Anexo 3).
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Os resultados do teste combinado dos pacientes com haste
visualizada e haste ndo visualizada podem ser conferidos nos Anexos 3 a 6.

A condigao atual dos pacientes na ocasido da inclusao no presente
estudo, com relagao as deficiéncias dos eixos tireotréfico e gonadotrofico, foi
determinada levando em consideragdo a necessidade evolutiva do uso de
levotiroxina, (diminuicdo do T4 livre) e de esterdides sexuais (auséncia de
desenvolvimento puberal).

Nos pacientes com haste visualizada e DHM, a deficiéncia mais
freqiente associada a deficiéncia de GH foi a do eixo tireotréfico (10/11
pacientes), ndo observada apenas na paciente 14. A deficiéncia de
gonadotrofinas ocorreu em 4/11 pacientes (pacientes 13, 14, 19, 20) e a de
ACTH ocorreu em 2/11 pacientes (pacientes 16 e 21). Apenas a paciente 11
apresentou PRL basal elevada (26,9 ng/mL). Quinze pacientes (pacientes 1,
4-15 17 e 18) realizaram o teste combinado em idade pré-pubere, dos quais
dois (pacientes 13 e 14) evoluiram com necessidade de reposi¢cao de
esterdides sexuais durante o seguimento.

Nos pacientes com haste nao visualizada e DHM, a deficiéncia mais
frequente associada a deficiéncia de GH também foi a de TSH (35/40
pacientes), ndo observada apenas nos pacientes 32, 35, 45, 47 e 63. Neste
grupo, a deficiéncia de ACTH ocorreu em 30/35 pacientes (ndo identificada
nos pacientes 26, 43, 47, 53 e 63). Cinco pacientes nao foram avaliados
quanto a deficiéncia de ACTH no teste combinado; destes, quatro
apresentaram cortisol basal diminuido, necessitando reposicdo de
glicocorticéide (pacientes 33, 38, 39 e 48). Quatro de 40 pacientes
(pacientes 33, 36, 37 e 53) apresentaram deficiéncia de gonadotrofinas na

ocasiao do teste. Vinte e dois pacientes (pacientes 25-32, 34, 35, 41-45, 48-
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50, 54, 56, 58 e 63) realizaram o teste combinado em idade pré-pubere.
Destes, os pacientes 26, 32 e 45 nao necessitaram receber reposicdo de
esterdides sexuais e os paciente 35, 48 e 63 ainda estdo em estagio pré-
puberal. Nove pacientes (pacientes 25, 27, 30, 40, 45, 46, 54, 57 e 62)
apresentaram PRL basal elevada.

Em toda a casuistica, apenas o paciente 44 apresentou quadro clinico

e laboratorial de diabetes insipido.

4.2 Resultados da avaliagao de imagem por ressonancia magnética

O paciente 44 portador de diabetes insipido central apresentou neuro-
hipofise extremamente reduzida a RM e localizada junto a eminéncia média

(Figura 1).

u: 83287
r: 893/84
a: @02+C/008

B

Figura 1. Ressonadncia magnética do paciente 44, portador de diabetes
insipido central, mostrando a neuro-hipéfise de tamanho pequeno. A: corte
coronal; B: corte sagital
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4.2.1 Pacientes com haste visualizada

A determinacéao precisa da localizagdo da neuro-hipéfise no grupo de
pacientes com haste visualizada foi possivel em 18 (18/21) pacientes. As
imagens de RM dos pacientes 10, 11 e 18 ndo estavam disponiveis na
reavaliagao.

Dentre os pacientes reavaliados, seis (6/18) apresentaram a neuro-
hipdfise localizada junto a eminéncia média (pacientes 1-3, 9, 19 e 20) e 12
(12/18) no trajeto da haste hipofisaria (pacientes 4-8, 12-17 e 21).

A presenca de malformacdo do SNC foi encontrada em dois (2/21)
pacientes deste grupo (pacientes 10 e 19).

Os resultados dos achados de RM destes pacientes estao

sumarizados no anexo 8.

4.2.2 Pacientes com haste nao visualizada

No grupo de pacientes com haste nao visualizada, a exata localizagao
da neuro-hipodfise foi determinada em 31/42 pacientes, ndo sendo possivel
nos pacientes 24-26, 31, 46, 47, 50, 53, 55, 56 e 63, pelo ndo acesso as
imagens de RM para reavaliagdo das mesmas. Onze (11/31) pacientes
apresentaram-na localizada junto a eminéncia média (pacientes 27, 29, 33,
39, 41-44, 49, 52 e 60) e 20 (21/31) no trajeto da haste hipofisaria (pacientes
22, 23, 28, 30, 32, 34-38, 40, 45, 48, 51, 54, 57-59, 61 e 62).

Em oito (8/42) pacientes deste grupo foi observada malformagédo do

SNC (pacientes 4, 29, 34, 35, 46, 56, 58 e 63).
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Os resultados dos achados de RM destes pacientes estao

sumarizados no anexo 9.

4.3 Comparagdoes entre pacientes com haste visualizada e nao

visualizada

A localizagdo da neuro-hipdfise junto a eminéncia média n&o diferiu
entre os dois grupos (p = 0,87)

Nao observamos diferenca significativa na freqiéncia de DHM e
DIGH, quando comparamos os pacientes com a neuro-hipdfise localizada na
eminéncia média e no trajeto da haste (p = 1).

Encontramos uma frequéncia maior de DHM nos pacientes que nao
tinham a haste hipofisaria visualizada (40/42) (p <0,001).

Comparando a frequéncia de parto vaginal em apresentacao pélvica
entre os grupos de pacientes com haste visualizada e haste nao visualizada,
nao houve diferenga significativa (p = 0,30). Também n&o observamos
diferenca significativa na frequéncia de partos em apresentacdo pélvica,
quando comparamos pacientes com DHM e DIGH (p = 1,00).

A freqiéncia de malformagdes do SNC entre os grupos de pacientes
com haste visualizada e haste n&o visualizada nao diferiu (p = 0,47).

A malformacdo de Arnold-Chiari tipo | foi encontrada em dois
pacientes: um com haste visualizada e outro com haste ndo visualizada

(respectivamente, pacientes 7 e 29).
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4.4 Resultados do estudo molecular

A pesquisa da mutagado IVS4-1G>C utilizando a enzima de restricao

Tai | foi negativa em todos os pacientes (Figura 2).

147 pb
115 pb

Figura 2. Padrao eletroforético da digestdo pela enzima Tai | dos produtos
de PCR dos éxons 4 e 5. O éxon 4 foi utilizado como controle positivo da
reagao, originando dois fragmentos de 147 e 115 pb. Nao ocorreu digestao
nos produtos de PCR do éxon 5 dos pacientes, sendo observado apenas o
fragmento de 278 pb. M: marcador de peso molecular. C: controle positivo
da reacao. P: paciente
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Seis variagdes alélicas foram identificadas nos nossos pacientes e

estio sumarizadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Variagdes alélicas no gene LHX4 encontradas nos pacientes

com hipopituitarismo associado a neuro-hipdfise ectopica

Exon Variagdo alélica Paciente Alelos normais

1 G21G 41 3%
(GGT>GGC)

3 D128D 3;46 1%
(GAC>GAT)

3 N150N 10;45;46;48;52;58;59 2%
(AAC>AAT)

5 S230S 22 0%
(AGC>AGT)

6 G283G 28;31 0%
(GGA>GGT)

6 N329S 36 pacientes 47%

(AAT>AGT)
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A variacao alélica mais frequente foi a do codon 329 (AAT > AGT),
presente em 36 (57%) pacientes e 47% dos alelos controles (12 individuos
em homozigose e 23 em heterozigose). Nos pacientes com haste
visualizada seis (6/21) apresentaram esta variagio em homozigose
(pacientes 1, 2, 4, 14, 17 e 18) e sete (7/21) em heterozigose (pacientes 5, 6,
10, 15, 19-21). Entre os 42 pacientes com haste ndo visualizada, esta
variacdo ocorreu em heterozigose em 12 (pacientes 24, 26, 38-40, 42, 45,
46, 50, 59, 60, 63) e em homozigose em 11 (pacientes 23, 28-31, 34, 36, 37,
41, 55 e 61). A substituicdo da adenina pela timina no segundo nucleotideo
do coédon leva a troca de uma asparagina por uma serina (Figura 3). Esta

variacao ja foi descrita como polimorfismo no GenBank.

As Asn/Se . Ser

Figura 3. Eletroesferograma do sequenciamento automatico do éxon 6,
cddon 329. Painel A: sequéncia normal de um individuo controle. Painel B:
substituicdo de uma adenina por uma guanina em heterozigose no paciente
43. Painel C: mesma substituicdo em homozigose na paciente 30
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A variacdo alélica AAC > AAT no codon 150, que codifica uma
asparagina, foi encontrada em heterozigose em 7 pacientes(11%): no
paciente 10 que tem haste visualizada e DIGH e nos pacientes 45, 46, 48,
52, 58 e 59 nos quais a haste hipofisaria ndo € visualizada e tém DHM. Os
pacientes 46 e 58 apresentam malformag¢des do SNC. O achado em 2% dos
alelos controles caracterizou-a como um polimorfismo (Figura 4).

Asn Asn/Asn

Erﬂﬂr’_'GG'.i'. GLLTGEE

Figura 4. Eletroesferograma do sequenciamento automatico do éxon 3,
codon 150. Painel A: sequéncia normal de um individuo controle. Painel B:
substituicdo de uma citosina por uma timina em heterozigose no paciente 7
A variagdo alélica GGA > GGT no codon 283 foi encontrada em
heterozigose nos pacientes 28 e 31. Estes ndo possuem haste visualizada e
tém DHM. Esta variacao alélica ndo foi encontrada na populagao controle, mas
foi identificada em 3 parentes (0 pai e dois irmaos) do paciente 28 (Figura 5).
Apenas o paciente 41 apresentou a substituicdo GGT > GGC no

cédon 21, em heterozigose, encontrada em 3% dos alelos controles, e

caracterizada como polimorfismo (Figura 6). Os pacientes 3 e 46
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apresentaram a substituicdo GAC > GAT no codon 128, em heterozigose,

também encontrada em 1% dos alelos controles (Figura 7).

Gly Gly/Gly
Ij G G ;‘I'a :: jEIL G 3 F- G G ;i-:'-'_ '"'. ._"' r}
100 90

Figura 5. Eletroesferograma do sequenciamento automatico do éxon 6, codon
283. Painel A: sequéncia normal de um individuo controle. Painel B:
substituicdo de uma adenina por uma citosina em heterozigose no paciente 28

Gly SlyiGly
P | T Ii"! A = |'l' - e ; Fat ] e -
I_ ..II'\'\.\_-. .': _'.\_.- I'..- .. st . _—

o]l

Figura 6. Eletroesferograma do sequenciamento automatico do éxon 1,
utilizando “primer” anti-sense, codon 21. Painel A: sequéncia normal de um

individuo controle. Painel B: substituicdo da adenina (timina) por uma
guanina (citosina) em heterozigose no paciente 41
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A substituicdo AGC > AGT no cédon 230 foi identificada somente no
paciente 22 e n&o foi encontrada em individuos controle (Figura 8). Esta
variagao alélica ndo determina substituicdo do aminoacido (serina) e ndo altera
a predicao do sitio de “splice” (\MNw.fruitﬂy.org)(59). A pesquisa da mesma em

familiares nao foi possivel, uma vez que o paciente perdeu o seguimento.

_Asp Asp/Asp
GGG ACG AAT G3GANGAA
160 160
l ol
AAL | .L I
R/ LY\, LAl AN AbY
A B

Figura 7. Eletroesferograma do sequenciamento automatico do éxon 3,
cddon 128. Painel A: sequéncia normal de um individuo controle. Painel B:
substituicdo de uma citosina por uma timina em heterozigose no paciente 03

Ser §er/Ser

G AC é— G
TRIT—
_ \x J\\ £y J'l | Jﬁﬁ L3
A B

Figura 8. Eletroesferograma do sequenciamento automatico do éxon 5,
utilizando “primer’ anti-sense, cédon 230. Painel A: sequéncia normal de um
individuo controle. Painel B: substituicdo de uma citosina (guanina) por uma

timina (adenina) em heterozigose no paciente 22”.
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A neuro-hipofise € bem identificada em exames de RM nas imagens
em T1. Caracteristicamente, ela apresenta-se como um hipersinal, que

a®) A localizagao

corresponde aos granulos que acumulam vasopressin
ectopica da neuro-hipdfise € um achado comum e marcante de
hipopituitarismo, sendo os pacientes com essas caracteristicas objeto de
varios estudos.

Nos pacientes deste estudo, encontramos predominio do sexo
masculino, numa relagdo de 2M:1F. A maior associagao de hipopituitarismo
com o sexo masculino também é observada na literatura® e pode decorrer
simplesmente do fato de que a queixa de baixa estatura € mais freqlente no
deste sexo. No entanto, hipopituitarismo associado a ectopia da neuro-
hipofise foi descrito em meninos com mutagdo no SOX3®®. Como este gene
localiza-se no cromossomo X, este achado poderia ser responsavel pelo
acometimento mais frequiente dos individuos do sexo masculino.

Nos pacientes com diabetes insipido central, a auséncia do hipersinal

m®39 porém o mesmo pode

da neuro-hipéfise na RM é um achado comu
ser visualizado em varios pacientes especialmente nos primeiros anos de
doenca. Tem sido também descrito o desaparecimento do hipersinal em

5(22:23:62-64) (o hipersinal

imagens de RM no seguimento de alguns paciente
ectopico observado no nosso paciente com diabetes insipido chama atencéao
pelo seu tamanho diminuto, sugerindo a possibilidade de desaparecimento
numa reavaliacio posterior.

A associagao causal entre neuro-hipéfise ectépica e lesdo perinatal,

fundamentada pela elevada freqiéncia de parto vaginal em apresentagao
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pélvica nesses pacientes é bem difundida na literatura®?'*". De fato,
encontramos uma frequiéncia bem maior de partos em apresentacao pélvica
nos nossos pacientes (27%) que na populacdo normal (3-4%)®.
Considerando os nascimentos de partos em apresentagao pélvica e cefalica,
nao foi encontrada diferenca significante de apresentagdo ao parto entre
individuos com haste visualizada e individuos com haste ndo visualizada,
embora tenha sido observada uma freqiéncia maior de partos vaginais em
apresentagao pélvica em pacientes com haste nao visualizada (41%) em
relacdo aos pacientes com haste visualizada (21%). O desconhecimento da
apresentacao dos pacientes nascidos em parto operatério pode subestimar
0 numero de partos em apresentagao pélvica. Ainda assim é importante
notar que 59% dos pacientes com haste ndo visualizada nasceram em
apresentagao cefalica, o que sugere que um outro fator, ndo traumatico, seja
um determinante importante da auséncia da haste nesses pacientes. Esse
dado, embora seja indicativo de que esta auséncia ndao decorra de uma
lesdo mecanica, nao é suficiente para excluir totalmente essa associagao.
Nossos achados de maior freqiéncia de haste nao visualizada e sua
associagdo com DHM estdo em concordancia com os dados da

literatura®%27),

Isso é esperado, uma vez que a integridade da haste
conectando o hipotalamo a hipodfise, através do sistema porta-hipofisario,
constitui a via de passagem dos horménios troficos hipotaldamicos para as
células hipofisarias. Nesse sentido, a identificacdo de 2 pacientes nosso

estudo com haste nao visualizada e DIGH foi inesperada. O uso do contraste

paramagnético na RM, de fundamental importancia para a visualizagdo de
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hastes extremamente finas, revelou a existéncia da mesma em individuos
submetidos previamente ao exame sem contraste®*%®). Todos os pacientes
do nosso estudo foram avaliados antes e apds administracdo de contraste.

Maghnie et al.®¥

observaram que a velocidade de aparecimento do
contraste na hipofise a RM é a mesma, independente da visualizagdo ou nao
da haste hipofisaria, sugerindo a existéncia de circulagao colateral, que seria
responsavel pelo transporte dos fatores liberadores produzidos no
hipotalamo até a hipdfise e justificando a observacao de pacientes com
haste nao visualizada e DIGH.

Nossos achados relacionados a localizagao precisa da neuro-hipdfise

1.%?) Estes autores observaram uma

sao discordantes com os de Leger et a
associagao entre a neuro-hipdfise localizada junto @ eminéncia média com
uma freqiéncia maior de haste nao visualizada e DHM. Nos nossos
pacientes a localizagdo da neuro-hipéfise junto a eminéncia média foi
semelhante nos pacientes com haste visualizada ou ndo. A localizagao
precisa da neuro-hipofise é de dificil determinagao, sendo fundamental um
exame criterioso em cortes sagitais exatamente medianos e antes da
administragcdo do contraste, ja que a presenca do mesmo pode sobrepor a
imagem da porgao proximal da haste com a da neuro-hipdfise, levando a
uma interpretagao equivocada de uma neuro-hipdéfise mais alta.

A presenca de malformagdes do SNC tem sido descrita com

frequiéncia elevada em pacientes com hipopituitarismo?! e isso nzo foi

diferente na nossa casuistica. Esse dado reforca a idéia de que a ectopia da
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neuro-hipoéfise origina-se no periodo embrionario, uma vez que o SNC e a
hipéfise apresentam desenvolvimento concomitante®%6®),

Os fatores de transcrigao envolvidos no desenvolvimento embrionario
sao expressos em local e tempo determinados, e alguns, como LHX3 e
LHX4, participam tanto do desenvolvimento hipofisario como do SNC.
Associagdao de mutacdo no LHX3 com rigidez cervical e no LHX4 com
malformacgao de Arnold-Chiari tipo | sdo descritas e correlacionam-se com o
padrao de expressao destes genes durante a embriogénese em humanos,
uma vés que o LHX4 é expresso no rombencéfalo e o LHX3, na medula
cervical®74%¢7),

As mutacdées nos genes POU1F1 e PROP1 sdo encontradas em
individuos com hipopituitarismo nos quais a neuro-hipofise localiza-se em

a®®7"?_ Atualmente estes genes sdo os que apresentam maior

posigcao topic
freqUéncia de alteragdes em pacientes com hipopituitarismo. No entanto, &
importante salientar que eles sdo expressos mais tardiamente no
desenvolvimento hipofisario e estdo relacionados mais a diferenciagao
celular que a organogénese. Além disso, os fatores de transcrigao
envolvidos nos estagios mais precoces do desenvolvimento embrionario
foram identificados mais recentemente e participam no desenvolvimento de
outras estruturas, que se comprometidas poderiam levar a abortamento ou
morte pré ou perinatal, como observado nos camundongos Lhx4™.

Apods a publicagao da primeira mutacdo no LHX4, foram identificadas,

recentemente, outras quatro mutagdes neste gene: R84C, L190R,

A210P(60) e P366T(61). Elas apresentam o mesmo padrdao de heranga,
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autossbmico dominante, ocorrendo em heterozigose. O fendtipo observado
nas ultimas mutagdes descritas € caracterizado por deficiéncia de GH, TSH,
gonadotrofinas e parcial de ACTH, sem deficiéncia de prolactina, com
achados variaveis a RM. Um dos pacientes apresenta a neuro-hipofise
topica™> 7).

No nosso estudo, os pacientes ndao apresentaram mutagdes nas
regides exdnicas e intrdnicas proximas aos éxons. A auséncia de mutacdes
nas regides exdnicas e éxon-intron do LHX4 destes pacientes n&o exclui um
defeito neste fator de transcricdo, uma vez que nao estudamos a regido
promotora.

Identificamos seis variacdes alélicas e 3 delas foram caracterizadas
como polimorfismo. O polimorfismo no cédon 150 chama a atencéo pela
maior frequéncia (6/7) no grupo de pacientes com haste nao visualizada e
DHM e também pela localizagdo do nucleotideo substituido: imediatamente
anterior ao sitio doador de “splicing” do éxon 3. Nenhuma das variagdes
alélicas encontradas, inclusive esta, altera a predicdo do sitio de “splice”
(www.fruitfly.org).

A etiologia do hipopituitarismo, nos pacientes com diagnostico
molecular, corresponde a mutagbes em genes unicos, muitos deles
envolvidos na formacdo hipofisaria. Apesar de n&o existir descricdo de
polimorfismos associados a hipopituitarismo, o papel dessas variacbes nao
pode ser totalmente excluido, uma vez que em diversas patologias os
polimorfismos estéo relacionados desde a determinagcao do aparecimento da

doenca até a sua forma de evoluggo!">79),
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1. Mutagdes no gene LHX4 sao causas raras de hipopituitarismo associado
a neuro-hipdfise ectopica.
1.a. A mutacao IVS4-1G>C nao foi identificada nos pacientes da nossa
casuistica.
1.b. ldentificamos 6 variagdes alélicas em nossos pacientes. Trés delas
foram caracterizadas como polimorfismos, ainda nao descritos.
1.b. O polimorfismo N329S foi encontrado nos nossos pacientes em

freqiéncia semelhante a ja descrita no GenBank.

2. Os pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-hipéfise ectdpica
apresentam maior freqiéncia de haste hipofisaria nao visualizada e

deficiéncia hipofisaria multipla.

3. A localizacdo da neuro-hipéfise ndo se correlaciona com nenhum padrao
de deficiéncia hormonal (DIGH ou DHM), nem com a visualizagdo ou nao

da haste hipofisaria.

4. A frequéncia de partos vaginais em apresentacédo pélvica nos pacientes
com hipopituitarismo associado a neuro-hipofise ectopica € maior que na
populacao geral. No entanto, a apresentagdo ao parto mais frequente nos

pacientes que nasceram em parto vaginal é a cefalica.

5. Os pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-hipdfise ectopica

apresentam elevada frequéncia de malformacao do SNC.
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Anexo 1 — Valores utilizados para avaliagao do eixo hipotalamo-hipofisario
nas respostas ao teste combinado

Horménio Valor do pico (método Valor do pico (método
usado anteriormente) usado atualrmente)

GH (ng/mL) >7 (IRMA) >3,2 (IFMA)

TSH (mU/mL) 5,6 — 33 (RIA) 3,5-17,2 (EIA)

PRL (ng/mL) 20 -116 (RIA) -

LH (U/L)* >15 (RIA) >6,9 (sexo feminino)

>9,6 (sexo masculino)
(IFMA)

*Valores indicam resposta puberal



Anexo 2 — Dados clinicos dos pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-hipdfise ectdpica com haste visualizada

Paciente Sexo Idade (anos) Parto Peso Estatura (m) Alteracoes associadas
(M/F) Ao diagnéstico Cronolégica (kg) Atual Alvo
(DP) (m)
1 M 10 25 Pélvico -
2 M 18,8 27 Pélvico 53 -0,41 1,75 -
3 F 30 Cefalico 38 -3,03 1,51 -
4 F 4 12 Cefalico 56,5 0,60 1,57 -
5 F 11,7 22 Operatorio 36 -2,03 1,59 Hipotonia
6 M 10 13 Cefalico 46 -2,48 1,75 -
7 M 7,8 19 Cefalico -
8 M 7 21 Operatorio 96 -1,01 1,63 -
9 M 8 19 Cefalico 49 -1,21 1,75 -
10 M 9,2 14 Operatorio 35,4 -1,89 1,70 -
11 F 6,5 23 71 -1,37 Epilepsia
12 M 4 20 Cefalico -0,41 -
13 F 6,7 24 Cefalico 72 -1,7 1,65 -
14 F 12 22 -
15 M 10 19 Operatorio 96 -0,71 1,70 -
16 M 16,1 31 Cefalico -
17 M 5 15 Cefalico 1,68 -
18 M 10,5 23 Cefalico 63 -1,61 1,61 -
19 M 16,4 41 Operatorio 56 -3,26 1,69 Epilepsia
20 F 15 31 Cefalico 47 -0,37 1,62 -
21 M 15 19 Pélvico 62,2 -0,41 1,75 -

soxeuy

14



Anexo 3 — Dados clinicos dos pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-hipdéfise ectépica com haste nao visualizada

Paciente Sexo Idade (anos) Parto Peso Estatura Alteragcoes associadas
(M/F) Ao diagnéstico  Cronolégica (kg) Atual (DP)  Alvo (m)
22 M 12 21 -
23 M 12,6 27 Operatorio 72 -2,36 1,62 -
24 M 28 Pélvico 58 -2,67 1,64 -
25 M 17 38 Pélvico 55 -4,16 1,67 -
26 F 11 22 Cefalico 1,67 -
27 M 12 23 Pélvico 53 -0,41 1,68 Doenca de Crohn
28 M 7 31 Cefalico 81,9 -3,11 1,75 -
29 M 12,7 21 Cefalico 57,7 1,67 -
30 F 16,9 32 Pélvico 36,5 -3,03 1,53 Epilepsia
31 F 10,7 19 Operatorio ) -
32 F 11 23 -
33 M 15 26 Cefalico 1,68 -
34 F 7 22 Operatorio Sindrome de Lenox-
Gestaut
35 F 4 9 Operatoério 34,5 -1,10 1,48 Labio leporino
36 M 12,8 29 Cefalico 455 -3,00 1,73 -
37 F 21,6 25 -
38 M 19 42 Cefalico 48 -2,81 1,64 -
39 M 28 -
40 M 15 24 Pélvico 50,2 -1,16 1,63 -
41 M 10,6 16 Cefalico 47,4 -1,02 1,74 -
42 M 10,7 32 Pélvico 42,5 -2,96 1,66 -
43 M 7,3 21 Cefalico 1,72 Epilepsia
44 M 8,9 27 Cefalico 75,5 -1,01 1,67 -
Continua

soxeuy



Anexo 3 — Dados clinicos dos pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-hipofise ectopica com haste nao visualizada

(continuacgao)

Paciente Sexo Idade (anos) Parto Peso Estatura Alteragoes associadas
(M/F) Ao diagnoéstico Cronoldgica (kg) Atual (DP) Alvo (m)
45 M 12,4 32 Pélvico -
46 M 13 36 -
47 M 16,5 33 Cefalico Poliartrite
48 F 10 13 Pélvico 27 -2,97 1,70 Epilepsia
49 F 7 28 Operatorio 50 -0,87 1,53 -
50 M 11 30 Pélvico 56 -1,01 1,70 -
51 F 12,2 20 Cefalico -
52 M 15,1 27 Operatério 45 -1,91 1,65 -
53 M 16,7 26 42 -3,90 -
54 M 10,3 27 Cefalico 61 -0,71 1,65 -
55 F 32 Pélvico 50 -1,87 1,57 -
56 F 10 20 Operatério 49 -0,37 1,53 -
57 M 14,3 31 Pélvico 40 -2,21 1,69 -
58 F 9 18 Cefalico 44,8 -0,37 1,52 -
59 M 13,9 25 Cefalico 65 -0,25 1,72 -
60 M 32 Pélvico -
61 F 25 Cefalico 34 -1,37 1,57 -
62 M 14 39 Cefalico 50 -2,21 -
63 M 4 13 Cefalico 45 -0,82 1,72 -

soxeuy

Ly



Anexo 4 — Resultados de glicemia, GH, cortisol e prolactina do teste combinado (ITT + TRH) dos pacientes com hipopituitarismo

associado a neuro-hipdfise ectépica com haste visualizada

Paciente Glicemia (mg/dL) GH (ng/mL) Cortisol (ug/dL) Prolactina (ng/mL)
B N B P B P B P

1 82 46 0,3 0,4 15 19 3,4 23,9
2 84 24 0,3* 6* 8 23,7 5,2 33,3
3 77 16 <0,1 <0,1 12 21 7,2 7,7
4 68 25 0,1 0,1 9,3 25 2,4 4.5
5 89 19 0,3 1,5 8 22 4,7 15,8
6 78 26 0,1 2,6 19 20,9 9,2 27,3
7 83 17 1,6 9,5 16,1
8 70 35 0,3* 0,4* 18 26 8,5 17,7
9 87 20 0,2* 0,4* 15 35 6,2 18,4
10 5,8 9,8
11 1,5 1,3 6,7 20 26,9 169
12 72 22 0,2* 0,9* 24.8 48,8 8,1 23,3
13 75 19 <0,1 <0,1 11 27 7,7 13,6
14 88 48 0,3* 0,3* 14 21 5 10,7
15 85 28 0,1 0,2 9,7 25 2,3 2
16 81 22 <0,2 4,2 16,6 3,7 62,5
17 88 22 0,1 0,1 16 29 7.1 11,3
18 73 23 0,1 0,2 16 21 5,6 10
19 84 20 0,3 0,1 9,9 20 4,2 16
20 75 21 0,3* 0,6* 13 29 7,7 12,2
21 84 22 0,1 0,2 7,9 8,9 55 18,6

* = exame realizado pelo método de radioimunoensaio

soxeuy



Anexo 5 — Resultados individuais de T, e/ou T, livre e de TSH, LH e FSH do teste combinado (TRH + GnRH) dos pacientes com

hipopituitarismo associado a neuro-hipéfise ectdpica com haste visualizada

Paciente TSH T, total Reposicao LH FSH Reposicao
(MU/mL) IT4 livre de levo- (U/L) (U/L) esterdides
B P 15 60’ (ng/dL) tiroxina B P B P sexuais
1 2,4 8,2 7,6 5,8 o Nao 1,6 10,2 2,6 4,2 Nao
2 2 15,8 13,2 14,6 ...[0,9 Nao 0,6 6,7 2,7 13,1 Nao
3 29 11,5 11,5 8 711.. Nao 3,1 11,7 3,8 5,8 Nao
4 21 7,8 7,8 3,6 7/... Nao <3* 4,7* <2* <2* Nao
5 3,3 18 17 14 9,4/1 Nao 10 52 7,5 12,2 Nao
6 21 14,9 12,5 9,3 9,4/1 Nao 0,6 2,7 1 2,7 Nao
7 3,6 8,6 8,2 54 e Nao <0,6 <0,6 <0,1 1 Néo
8 1,6 6,2 57 57 9/... Nao 1 1 1 1 Néo
9 2,7 18,4 17,6 11,4 9/... Nao 3,7 6,5 4,6 5,6 Nao
10 2,6 11,7 9,3 11,7 8,5/1 Nao 0,6 0,6 1 1 Nao
11 1,9 26,1 18,9 20,5 3/0,5 Sim 1,6 9 1,2 2 Nao
12 4,2 19,6 18,4 12,1 8l/... Sim 0,6 3 1 3,6 Nao
13 1,7 8,4 8,4 4 711.. Sim <2 8,6 3,4 9,4 Sim
14 3,5 13,1 13,1 8,2 9/... Nao 0,6 0,9 1,4 4 Sim
15 1,6 11,8 11,5 7,9 7/... Sim <0,6 <0,6 <0,1 <0,1 Nao
16 7,2 113,7 98,7 95,3 4/... Sim 4,6 23,4 5,9 11,7 Nao
17 0,7 11,4 55 11,4 7/... Sim 0,6 0,7 1 1,9 Nao
18 21 10 9,7 6,4 4,5/0,7 Sim 1 1 1 2,6 Nao
19 0,8 3,4 3.4 4/... Sim 1,2 6,8 3 6 Sim
20 5,8* 32* 25* 29* 6/... Sim 4,5* 20* 3,4* 23* Sim
21 3,5 17,4 16,9 16,1 8,4/0,9 Sim 1,8 11,1 1,8 3,1 Nao

* = exame realizado pelo método de radioimunoensaio
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Anexo 6 — Resultados de glicemia, GH, cortisol e prolactina do teste combinado (ITT + TRH) dos pacientes com hipopituitarismo

associado a neuro-hipdfise ectépica com haste nao visualizada

Paciente Glicemia (mg/dL) GH (ng/mL) Cortisol (ug/dL) Prolactina (ng/mL)
B N B P B P B P
22 81 24 0,1 0,4 6 25 6,1 22,8
23 97 25 0,3 1,2 14 21 4,7 25
24 88 18 <0,1 <01 2,5 3,2 4,8 55,9
25 82 22 0,1 0,2 55 9,5 23 45
26 84 49 <0,3* <0,3* 8,2 21 2,6 4,6
27 79 16 <0,1 <01 29 3,6 30 43
28 84 43 0,1 0,1 6,7 12 19 20
29 71 14 0,1 0,1 3,4 6,7 13 25
30 78 29 <0,3* <0,3* 4,6 6,5 21,9 63,5
31 79 16 <0,1 <01 9,5 13 14 35
32 1,9 10,1
33 73 16 2,2 21 6,1 11,8
34 59 29 <0,3* <0,3* 7,4 9,6 3,2 3,9
35 78 21 0,1 0,3 10,8 14,6 1,8 3,3
36 86 22 0,1 0,1 7,9 11 7,7 15
37 81 28 0,1 0,1 6,6 13,1 9,9 35
38 70 36 1,3 21
39
40 95 39 0,5 0,6 5 8,3 20,2 66,9
41 71 25 0,4 0,1 29 6,2 10,8 16,3
42 73 14 <0,3* <0,3* 3,6 7.4 4,7 9,4
43 80 18 <0,3* 0,9* 36 >60 57 17,8
44 78 34 0,1 0,1 1,8 2,3 3,1 8,3
continua
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Anexo 6 — Resultados de glicemia, GH, cortisol e prolactina do teste combinado (ITT + TRH) dos pacientes com hipopituitarismo

associado a neuro-hipdfise ectépica com haste nao visualizada (continuagao)

Paciente Glicemia (mg/dL) GH (ng/mL) Cortisol (pug/dL) Prolactina (ng/mL)
B N B P B P B P
45 67 34 3,5 3,2 8,7 116,5 120
46 76 21 0,1 0,1 0,4 0,4 23
47 88 20 1 19 27 16 26
48 0,1 0,1 14 34
49 82 17 <0,1 <0,1 11 13 21 6,4
50 86 21 <0,1 <0,1 0,5 0,6 8,7 19
51 76 32 0,2 0,2 57 14 55 10
52 81 28 0,5* 0,6* 6,1 15,3 2,6 15,7
53 73 12 0,1 0,1 4,3 22 1,8 3,6
54 81 28 0,4* 2,2* 4,5 15,1 54,5 98,5
55 75 32 0,1 <0,1 2,3 5,1 21 25
56 79 26 0,1 0,1 6,7 10 9,3 16,9
57 75 36 0,5* 0,6* 8 12,8 32,4 53,6
58 80 24 0,4 1,5 4,3 15 16 38
59 76 27 0,3* 0,3* 3,7 8,2 13,2 20
60 4,3 6,5 18,7
61 0,1 0,1 8,3 14,9 20 57
62 76 18 0,6* 1,3* 3,8 5,4 18,7 63
63 96 26 1,2 0,7 23 43 26 60

* = exame realizado pelo método de radioimunoensaio
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Anexo 7 — Resultados individuais de T, e/ou T, livre e de TSH, LH e FSH do teste combinado (TRH + GnRH) dos pacientes com

hipopituitarismo associado a neuro-hipéfise ectdpica com haste nao visualizada

Paciente TSH T, total/ Reposicao LH FSH Reposicao
(U/mL) T4 livre de levo- (U/L) (U/L) esterdides
B P 15 60’ (Mg/dL) tiroxina B P B P sexuais
22 0,7 5,1 3,7 4 6/... Nao 0,6 3,4 1 2 Nao
23 7,2 31 25 23 6/0,9 Nao 4,2 31 10 19 Nao
24 4,5 41 245 41 3/... Sim 5,2 15,5 3,8 5 Sim
25 3,8 27,2 20,7 247 4/... Sim 0,6 0,8 1 1,2 Sim
26 1,2 2,7 2,7 1,9 ..11,2 Sim 0,6 0,6 1 1 Nao
27 25 14 6,9 13 3,7/0,5 Sim 0,6 0,6 <1 <1 Sim
28 2,6 25 14,4 25 3/0,5 Sim 1 1 1 1 Sim
29 24 19 13,3 15,2 5/... Sim 0,6 1 <1 1,3 Sim
30 7 57,3 11,5 43,6 4/... Sim 4 53 3 54 Sim
31 2,5 11,9 10,9 11,7 <2/... Sim 0,6 21 2,6 9,1 Sim
32 1 7,3 6,9 7.1 .. Nao 29 14,9 7.9 10,8 Nao
33 3,5 >50 28,5 >50 11,1/.. Sim <0,6 <0,6 <1 <1 Nao
34 2,2 21 21 21 6 Sim 3,5 4,5 2,5 2,8 Sim
35 3,4 11,5 11,8 11,5 7/0,9 Nao 0,6 0,6 1 1 Nao
36 4,2 19,3 12,9 18,5 4/... Sim 0,6 0,6 1 1 Sim
37 5,6 36 18 35 5,1/0,6 Sim 0,6 0,6 1,2 3,2 Nao
38 6,3 33,7 10/... Sim <0,6 <0,6 <1 <1 Sim
39 Sim Sim
40 2,8 34,7 17,5 34,7 . Sim 5 19,5 4,5 8,3 Sim
41 . Sim 0,6 0,6 1 1 Sim
42 1,9 54 4,2 4,2 2/... Sim 0,6 0,7 1 2 Sim
43 3,2 241 16,5 23,8 3,6/0,4 Sim 0,8 2,8 21 3,5 Sim
44 13,3 30,6 30 29 7,4 Sim 0,6 0,6 1 1 Sim
continua
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Anexo 7 — Resultados individuais de T, e/ou T4 livre e de TSH, LH e FSH do teste combinado (TRH + GnRH) dos pacientes com

hipopituitarismo associado a neuro-hipéfise ectdépica com haste ndo visualizada (continuagao)

Paciente TSH T, total/ Reposicao LH FSH Reposicao
(MU/mL) Tylivre de levo- (U/L) (U/L) esterdides
B P 15 60’ (ng/dL) tiroxina B P B P sexuais
45 2,7 13,6 8,1 9 6/... Nao <3* 4,7* <2* <2* Nao
46 . Sim 0,6 0,6 1 1 Sim
47 1,4 6 3,6 12/... Nao 2,6 3,7 3,7 7,7 Sim
48 21 26 14 24 5,9/0,3 Sim 0,6 0,6 1 1,7 Nao
49 3,8 11,5 10,9 8,7 4/... Sim <0,6 <0,6 <1 <1 Sim
50 0,4 4,4 3,9 4,1 5/... Sim <0,6 <0,6 <1 <1 Sim
51 1,2 6,9 6,7 4,2 8/... Sim 0,6 4,2 2 4,5 Sim
52 4 3,4 3,4 2,6 6/... Sim 1 11,1 1,2 3,3 Sim
53 0,2 0,4 0,3 0,2 5/... Sim 0,6 0,6 1 1 Nao
54 3,5* 24,3 12* 21,5* 4/... Sim 9,9* 18,5* 3,1% 9,1* Sim
55 24 36,3 11,5 26,3 .. Sim <0,6 <0,6 <1 1 Sim
56 18 50 41 50 2,3/0,2 Sim 0,6 0,6 1 1 Sim
57 9,71 Sim 4,6 11,7 3,8 6,4 Sim
58 6,3 50,2 7,6 48,9 5/... Sim 0,6 1,7 1 12 Sim
59 0,6 0,8 0,7 0,6 8l... Sim 1 1 1 1 Sim
60 21 34,4 9,4 10,3 2,5/... Sim 7,2 21 5 16,9 Nao
61 19 131 25 3,7/0,4 Sim 0,6 0,6 1 1,7 Sim
62 3,3* 35* 11,9* 35* 4,5/... Sim 2,2* 3,2% 3* 3* Sim
63 29 22,2 20,7 21,9 8/... Néo 0,6 1,9 <1 3,7 Néo

* = exame realizado pelo método de radioimunoensaio
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Anexo 8 — Resultados de ressonéncia magnética dos pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-hipdéfise ectépica com haste

visualizada

Paciente

Altura do parénquima
hipofisario (mm)

Localizagdo da neuro-hipéfise

Malformacao do sistema nervoso central

RS NS "SI L "L \ . . U . W —N
COADODTPROXON O O©XO®NOGO RN -

N DN
- O

1,7
4,3
Hipoplasico
1,3
4
54
5
3,7
5
2,3
7
5.4
3,8
2,7
2
4,3
4
3,7

a N b

Eminéncia média
Eminéncia média
Eminéncia média
Ao longo da haste hipofisaria
Ao longo da haste hipofisaria
Ao longo da haste hipofisaria
Ao longo da haste hipofisaria
Ao longo da haste hipofisaria
Eminéncia média

Ao longo da haste hipofisaria
Ao longo da haste hipofisaria
Ao longo da haste hipofisaria
Ao longo da haste hipofisaria
Ao longo da haste hipofisaria
Ao longo da haste hipofisaria

Eminéncia média
Eminéncia média
Ao longo da haste hipofisaria

Dilatacéo ventricular com acentuagao de sulcos

soxeuy
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Anexo 9 — Resultados de ressonéncia magnética dos pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-hipéfise ectépica com haste nao

visualizada
Paciente Altura do parénquima Localizagdo da neuro-hipoéfise Malformacao do sistema nervoso central
hipofisario (mm)
22 5 Ao longo da haste hipofisaria -
23 Hipoplasico Ao longo da haste hipofisaria -
24 Hipoplasico Hipogenesia de verme cerebelar
25 Hipoplasico -
26 1,5 -
27 3,7 Eminéncia média -
28 3 Ao longo da haste hipofisaria -
29 4,5 Eminéncia média Malformacgao de Arnold-Chiari tipo |
30 4.4 Ao longo da haste hipofisaria -
31 Hipoplasico -
32 3,8 Ao longo da haste hipofisaria -
33 3,8 Eminéncia média -
34 1,3 Ao longo da haste hipofisaria Atrofia cerebral direita
35 1,5 Ao longo da haste hipofisaria Defeito de linha média e rebaixamento do lobo frontal
36 4 Ao longo da haste hipofisaria -
37 3,5 Ao longo da haste hipofisaria -
38 2 Ao longo da haste hipofisaria -
39 5 Eminéncia média -
40 1,4 Ao longo da haste hipofisaria -
41 4,4 Eminéncia média -
42 3,2 Eminéncia média -
43 2,7 Eminéncia média -
44 2,8 Eminéncia média -

Continua
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Anexo 9 — Resultados de ressonéncia magnética dos pacientes com hipopituitarismo associado a neuro-hipéfise ectépica com haste nao

visualizada (continuagao)

Paciente Altura do parénquima Localizagdo da neuro-hipéfise Malformacao do sistema nervoso central
hipofisario (mm)
45 4,2 Ao longo da haste hipofisaria -
46 Hipoplasico Meningocele esfenoidal
47 3,5 -
48 4,5 Ao longo da haste hipofisaria -
49 1,6 Eminéncia média -
50 Hipoplasico -
51 3,7 Ao longo da haste hipofisaria -
52 4 Eminéncia média -
53 4 -
54 3,7 Ao longo da haste hipofisaria -
55 2 -
56 3 Interdigitagado de giros, hipoplasia do nervo dptico
57 3 Ao longo da haste hipofisaria -
58 4 Ao longo da haste hipofisaria Alargamento de cisternas basais com hipogenesia
cerebelar direita e cisto de fossa posterior
59 4 Ao longo da haste hipofisaria -
60 4 Eminéncia média -
61 4 Ao longo da haste hipofisaria -
62 4,2 Ao longo da haste hipofisaria -
63 2,5 Defeito de linha média e encefalocele

soxauy
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