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Resumo

Nakaguma M. Estudo da etiologia do hipopituitarismo congénito pelo
sequenciamento paralelo em larga escala de um painel génico [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

Convencionou-se chamar de hipopituitarismo congénito (HC) a deficiéncia de um ou
mais hormdnios hipofisarios. O HC pode se apresentar na forma de insuficiéncia
isolada do horménio de crescimento (DIGH) ou combinada com a deficiéncia de
outros hormonios hipofisarios — deficiéncia hipotalamo-hipofisaria multipla (DHHM)
e apresenta uma prevaléncia de um a cada 3.500 a 10.000 nascimentos. O diagnostico
precoce apresenta impacto no tratamento clinico inicial e, posteriormente, no
aconselhamento genético. A maioria dos estudos realizados até 0 momento, que
identificou uma etiologia genética para a deficiéncia hormonal, utilizou a técnica de
Sanger. Mais recentemente, o sequenciamento paralelo em larga escala (SPLE) vem
sendo utilizado como uma forma de investigacdo genética mais rapida e a um custo
menor, permitindo estender esse processo de sequenciamento a milhares de rea¢des de
forma simultanea e automatizada. Os objetivos deste estudo foram: 1) desenvolver um
painel customizado de sequenciamento paralelo em larga escala (SPLE) para
investigacdo da etiologia genética da deficiéncia do horménio de crescimento
congénito e 2) correlacionar os achados moleculares encontrados com o fenétipo. Para
este estudo, foram selecionados: 117 pacientes acompanhados no servico de
endocrinologia do Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP),
Servico de Endocrinologia do Hospital do Servidor Publico Estadual de Sdo Paulo,
Instituto de Assisténcia Médica ao Servidor Publico Estadual (HSPE-IAMSPE),
Hospital de Transplantes Euryclides de Jesus Zerbini de S&o Paulo e Hospital de Nifios
Santisima Trinidad em Cordoba, Argentina. Métodos: os pacientes foram
sequenciados por SPLE, utilizando um painel contendo 26 genes associados ao
hipopituitarismo. Como resultados foram encontradas quatro novas variantes
patogénicas nos genes OTX2 ¢.295C>T, GLI2 ¢.1681G>T, GHRHR
€.820_821insC:p.Asp274Alafs*113 e PROP1 ¢.109+1G>A e variantes previamente
classificadas como patogénicas pelos critérios da ACMG / AMP nos genes GHRHR
¢.57+1G>A e PROP1 ¢.301_302delAG em cinco pacientes. Os resultados indicaram
gue um painel projetado sob medida € um método til para rastrear, simultaneamente,
variantes de relevancia bioldgica e clinica para a deficiéncia congénita de horménio
de crescimento (GH). Um diagnostico genético foi possivel em cinco de 117 (4%)
pacientes desta coorte. Foram identificadas quatro novas variantes patogénicas nos
genes GHRHR, GLI12, OTX2 e PROP1, expandindo o espectro de variantes associadas
ao hipopituitarismo congénito.

Descritores: Hipopituitarismo, Sequenciamento de Nucleotideos em Larga Escala,
Mutacdo, Nanismo Hipofisario, Anormalidades Congénitas, Sistema Hipotalamo-
Hipofisario



Abstract

Nakaguma M. Massive-parallel sequencing by gene panel in the diagnosis of congenital
hypopituitarism [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo”; 2019.

Congenital hypopituitarism can be present as isolated growth hormone deficiency
(IGHD) or combined with the impaired production of other pituitary hormones
(CPHD) and has an incidence of 1: 3,500 to 10,000 births. Genetic diagnosis has an
impact on management and genetic counseling. Most studies to identify the genetic
etiology of the hormonal deficiency used Sanger sequencing. Massive-parallel
sequencing has been used as a method of faster genetic investigation with reduced
costs, allowing extending this sequencing process to thousands of reactions in a
simultaneous and automated manner. The objectives of our study are: 1) developing a
customized panel for massively-parallel sequencing (MPS) to investigate the genetic
etiology of congenital hypopituitarism, and 2) correlate the molecular findings with
the phenotype. In this study, 117 subjects were studied from the endocrinology units
of Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMUSP), Hospital do
Servidor Publico Estadual de S&o Paulo, Instituto de Assisténcia Médica ao Servidor
Publico Estadual (HSPE-IAMSPE), Hospital de Transplantes Euryclides de Jesus
Zerbini de S8o Paulo and Hospital de Nifios Santisima Trinidad de Cordoba,
Argentina. Methods: patients were screened by a target panel containing 26 genes
associated to hypopituitarism. As result, four novel pathogenic variants were found in
OTX2 ¢.295C>T, GLI2 ¢.1681G>T, GHRHR ¢.820 821linsC and PROP1
€.109+1G>A and the previously reported variants in PROP1 ¢.301_302delAG and
GHRHR ¢.57+1G>A in five patients. In conclusion, our results indicate that a custom
designed panel is an efficient method to screen simultaneously variants of biological
and clinical relevance for congenital GH deficiency. A genetic diagnosis was possible
in 5 out of 117 (4%) patients of our cohort expanding the spectrum of variants
associated with congenital hypopituitarism.

Descriptors: Hypopituitarism, High-Throughput Nucleotide Sequencing, Mutation,
Dwarfism, Pituitary, Congenital Abnormalities, Hypothalamo-Hypophyseal System
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia da secrecdo do hormonio de crescimento (DGH) congénita pode
apresentar-se de forma isolada (DIGH) ou combinada com deficiéncia de outros
horménios hipofisarios — deficiéncia hipotalamo-hipofisaria mualtipla (DHHM) e
apresenta uma prevaléncia de um a cada 3.500 a 10.000 nascimentos. Convencionou-
se chamar de hipopituitarismo congénito (HC) a deficiéncia de um ou mais horménios
hipofisarios [,

O quadro clinico e a forma de apresentacdo da DGH podem variar de formas
clinicas menos evidentes nos casos parciais e/ou de inicio mais tardio na infancia até
apresentacdes graves de DGH. Ao nascimento, 0 peso e 0 comprimento costumam
estar normais, e 0 diagnéstico deve ser suspeitado na presenca de sintomas como
hipoglicemia e ictericia prolongada. Micropénis, criptorquidia e hipoplasia da bolsa
escrotal podem ocorrer sobretudo quando associados a deficiéncia de
gonadotrofinas [,

Com frequéncia, a baixa estatura e o atraso da velocidade de crescimento sdo
0s Unicos sintomas presentes no paciente com DGH, normalmente, associados a atraso
na idade dssea. Quando ndo tratada, a estatura pode ficar abaixo de -3 ou -4 desvios-
padrdo em relacdo a média para idade e sexo [,

Outros estigmas como obesidade truncal, aumento de espessura de pregas
cuténeas, desenvolvimento muscular diminuido, aparéncia facial infantil com fronte
proeminente e nariz em sela, atraso no fechamento das fontanelas, atraso na denticao,

cabelos finos e esparsos, voz aguda e infantil também podem estar presentes I,
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Defeitos de linha média e/ou malformacgdes complexas como agenesia de corpo
caloso, displasia septo-6ptico, holoprosencefalia ou sindrome da interrupcéo da haste
(PSIS: hipoplasia da adeno-hipofise, afilamento ou transeccao da haste hipofisaria) e
neuro-hipofise ectopica (NHE) estdo com frequéncia associados a deficiéncia
hormonal I,

Em relacdo a etiologia do HC, vérias evidéncias apontam para uma possivel
causa genética: a) sua ocorréncia em casos familiares ou em familias consanguineas,
b) a identificacdo até o momento de diversos genes como causa da deficiéncia
hormonal e c) sua frequente associacdo com fendtipos que compartilhem
desenvolvimento comum onde causas genéticas ja foram estabelecidas, como HPE,
DSO, etc ¥,

A etiologia genética do HC pode ser classificada, de acordo com 0 mecanismo
molecular que resultou na deficiéncia de GH, em trés grandes grupos:

1. Genes envolvidos na embriogénese hipotalamo-hipofisaria
2. Genes envolvidos na diferenciacao das células hipofisarias
3. Genes envolvidos diretamente na sintese e secrecdo de GH.

Nas ultimas décadas, diversos estudos avaliaram a frequéncia e a importancia
de defeitos envolvidos nestas vias em familias isoladas e populagdes de pacientes com
DIGH ou DHHM. Estes estudos foram baseados na estratégia da escolha de um gene
candidato, que considera a apresentacao clinica para identificacdo de um possivel gene
relacionado a deficiéncia hormonal e sequenciamento de Sanger em toda a casuistica.

Em nosso servigo no Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo, a
primeira avaliagdo com o objetivo de identificar a etiologia genética de HC ocorreu na

década de 1990 com o sequenciamento dos genes GH1 e PROP1 581, Até 0 momento,
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15 genes foram estudados, utilizando a estratégia de gene candidato, por diversos
pesquisadores do servi¢o (PROP1, SOX3, LHX3, LHX4, GLI2, GH1, GHRH, GHRHR,
GHRS, HESX1, HES1, OTX2, FGFR1, PROKR2, NEUROD4) [-%l  Foram
encontradas variantes patogénicas nos genes GH1, PROP1, GHRHR, GLI2 e HESX1
e variantes com possivel envolvimento nos genes FGFR1 e PROKR2, o que
corresponde a cerca de 12% dos pacientes com etiologia genética identificada. Este
dado esta em acordo com a literatura na qual a etiologia da deficiéncia hormonal, na
grande maioria dos pacientes (84%), permanece desconhecida [* 281,

Mais de 30 genes foram identificados, como possivel causa genética de DHHM
associado a amplo espectro fenotipico I,

A utilizacdo de sequenciamento paralelo em larga (SPLE) utiliza 0 mesmo
principio do sequenciamento de Sanger — a identificacdo em sequéncia das bases de
pequenos fragmentos de DNA — porém permite estender esse processo a milhares de

reacBes em sequenciamento simultaneo de forma automatizada, em menor tempo E71,

1.1 ONTOGENESE HIPOFISARIA

A glandula hipofise é composta pela adeno-hipd6fise e pela neuro-hipéfise que
sdo estruturas funcionais e morfologicamente distintas, cujos desenvolvimentos estéo
diretamente relacionados com a presenca de sinais gerados pelo diencéfalo em
desenvolvimento, assim como a ativacdo de uma cascata de fatores de transcricdo e
sinalizacdo que regula a diferenciacdo celular, proliferacdo e, posteriormente, a

producdo de hormdnios hipofisarios (Figura 1) %1,
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A adeno-hipéfise é proveniente do ectoderma oral e é responsavel pela
secrecdo de seis hormdnios GH, LH, FSH, PRL, ACTH e TSH, provenientes de cinco
diferentes grupos celulares. A neuro-hipofise é proveniente do neuroectoderma, uma
regido situada na linha média ventral do diencéfalo — com a formacéo de outras placas
sensoriais (placas olfatorias, 6ticas e Opticas) — e contém projecGes axonais terminais
dos neurdnios magnocelulares, dos nucleos paraventriculares e supradpticos do
hipotdlamo, sendo responsavel pela producdo de oxitocina e horménio antidiurético

(ADH) 3,

Hypothalamus

SHH GLI2

Melanotrophs
OTX2 HESX1 PCSK1
SOX2 SOX3 TEX19 —— (MSH)
ARNT2 KCNQ1 PomMC TRH GHRH
RNPC3
Rathke’s pouch Gonadotrophs
(ESH, LH)
KcNat
PNPLAE v
RNPC3 Thyrotrophs
HESX1 o (TSH) «_ 7RHR
GLI2 I Igss:;e:
orx2 & \
soxz \)‘f
IFT172 o0
LHX3
LHX4 Somatotrophs 1
POU1F1

RP it ~ Proliferati ;ROPI Diff tiati {GH)
progenitor roliferating ifferentiating — HRHE
cells cells cells GH1 -

IGSF1
o
[=)
(%
\
PCSK1

KCNQa1
TBX19 Lactotrophs
(PRL)

IGSF1
Corticotrophs

(ACTH)

POMC

Fonte: Gregory LC e Dattani MT [8]

Figural- Desenvolvimento do eixo hipotalamo-hipofisario
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1.1.1 Defeitos na embriogénese da regido hipotalamo-hipofisaria

De forma geral, as frequéncias de defeitos nestes fatores de transcricdo sao
raras e os quadros clinico e radioldgico sdo bastante heterogéneos [,

O OTX2 é um fator de transcricdo precocemente expresso durante o
desenvolvimento embrionario, critico para o desenvolvimento do diencéfalo ventral,
adeno-hipdfise, além de 6rgdos sensoriais como as células olfativas, ganglio coclear,
células fotorreceptoras e placa Otica. Mutagdes nesse gene possuem heranca
autossomica dominante, frequente penetrancia incompleta e ampla variabilidade
fenotipica (Tabela 1), com auséncia de correlacdo gendtipo-fendtipo demonstrada em
diversos casos % 41, Os pacientes afetados podem apresentar malformag&o ocular,
micrognatia ou agnatia, holoprosencefalia, com a presenca ou ndo de DGH isolada ou
combinada.

O HESX1 é um dos marcadores mais precoces do desenvolvimento
hipofisario [** 42, Inicialmente, variantes no gene HESX1 foram descritas em
associacdo a DSO, mas podem apresentar-se com um amplo espectro de fenétipos e
heranca autossémica dominante ou recessiva, como descrito nos dados da Tabela 1.
As variabilidades clinica e radioldgica podem ocorrer mesmo dentre portadores da
mesma mutacao, como demonstrado por Carvalho et al, que descreveram pacientes de
mesmo genotipo que apresentavam DHHM sem associa¢do com DSO, com a presenca
de neuro-hipdfise topica (NHT) ou ectdpica 1% 321,

Nos fatores de transcri¢do da via Sonic Hedgehog (SHH) — como o GLI2 e
SHH, variantes s&o mais estudadas at¢é o momento, como causa de
holoprosencefalia . Durante o inicio da embriogénese de vertebrados, o SHH é

expresso na notocorda e tubo neural e atua no desenvolvimento do SNC e elementos
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distais dos membros em desenvolvimento 3. Franca et al identificaram a presenca de
mutagdes no GLI2 associadas a DIGH e DHHM e associacgdo variavel a defeitos de
linha média e polidactilia, com modo de heranca autossémica dominante e penetrancia
incompleta [16 23],

Como outros exemplos de genes envolvidos na embriogénese da regido
hipotalamo-hipofisaria, podem-se citar os genes LHX3, LHX4, SOX3 e PITX2. Suas
principais caracteristicas e modelos de heranca das variantes associadas ao

hipopituitarismo estdo descritos nos dados da Tabela 1.

Tabelal-  Genes relacionados a defeitos na embriogénese da regido hipotalamo-
hipofiséria, fen6tipo e modelo de heranca dos pacientes com hipopituitarismo
congeénito ™!

Gene Caracteristicas Sindrémicas Modelo de Heranca

Autossdmica dominante

GLI2 DSO, HPE, polidactilia, sindactilia A
e penetrancia incompleta
HESX1 DSO, anoftalmia, microftalmia, defeitos do corpo Autossdmica dominante
caloso, outras malformacdes cerebrais ou recessiva
Dificuldade de rotacdo e rigidez cervical, deficiéncia .
LHX3 ¢ g ’ Recessiva
auditiva
LHX4 Doenga respiratérias, malformacdes genitais e Dominante e penetrancia
craniofaciais incompleta
~ o Dominante e penetrancia
OTX2 Malformacdes oculares e craniofaciais . P
incompleta
PITX2 Malformacdes oculares e craniofaciais Dominante

Malformacgdes em SNC, anoftalmia, déficit intelectual,
SOX2 deficiéncia auditiva, atresia esofagica, malformacdes
genitais

Autossdmica dominante
e penetrancia incompleta

Malformacdes craniofaciais, retrognatia, déficit Recessiva ligadaa X e

SOX3 . N . .
intelectual, deficiéncia auditiva penetrancia incompleta
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1.1.2 Defeitos na diferenciacdo das células hipofisarias

O PROP-1 é um fator de transcricdo da familia homeodomineo paired-like, que
é expresso especificamente nas células embrionarias da hipofise, envolvido
diretamente na formacdo e diferenciacdo dos somatotrofos, lactotrofos, tireotrofos e
gonadotrofos. Pode funcionar como ativador ou repressor, conforme a fase em que é
expresso, e liga-se como um dimero aos promotores dos genes HESX-1 e POU1F1
(PI1T-1) — fatores de transcricdo fundamentais para o desenvolvimento hipofisario 141,
Mutaces identificadas no gene PROP1 sdo a causa genética mais frequente de
hipopituitarismo com modelo de heranca autossémico recessivo e penetrancia
completa em pacientes com DHHM e NHT [30. 3339451 " Ag duas variantes mais
prevalentes sdo as delecBes ¢.301_302delAG e ¢.150delA, que podem ser explicadas
pela ocorréncia do fendmeno do efeito fundador B,

O POUL1F1 pertence a familia POU dos genes homeobox especificos da
hipdfise, necessaria para a expressao de GH, TSH e PRL. Variantes no POU1F1 foram
descritas em pacientes apresentando heranca autossémica dominante ou recessiva,
NHT com hipoplasia de adeno-hipofise e deficiéncia de GH, TSH e PRL. Apenas um
estudo, que descreveu nove individuos afetados em trés geracdes, correlacionou
mutacdo no gene POU1F1 — isoforma alfa — com apresentacéo clinica de deficiéncia

de GH isolada 19,
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1.2 REGULACAO DA SINTESE E SECRECAO DE GH

O GH é um hormonio polipeptidico codificado pelo gene GH1, produzido nos
somatotrofos — células localizadas na adeno-hipéfise (471,

A isoforma principal contém 191 aminoacidos e peso molecular de 22 kDA.
Por meio de um mecanismo de splicing alternativo sdo produzidas diversas isoformas,
como 27, 20, 17 e 5 kDa e oligbmeros como o “big” e 0 “big big” GH (>45 kDa) [3 481,

A regulacdo de sua producdo ocorre por meio de dois principais peptideos
hipotaldamicos: o horménio liberador de GH (GHRH) que estimula a producédo de GH
e a somatostatina (SST) que inibe sua secrecdo ¥l O GHRH age por meio de um
receptor acoplado a proteina Gs que ativa a adenilciclase e eleva os niveis de AMPc
intracelular, que estimula a sintese de GH [*],

Ja 0 GHSR ¢é o receptor do secretagogo de GH, membro da familia de
receptores acoplados a proteina G com sete dominios transmembrana, expresso na
hipdfise e hipotdlamo. A isoforma GHSR1a é forma ativa que atua como receptor
ligante da grelina — hormdnio secretado pelas mucosa gastrica e sistema nervoso
central, que tem potente efeito orexigénico e, ao ligar-se ao GHSR, estimula a secre¢éo

de GH 11,

1.2.1 Defeitos na sintese e secre¢do de GH

Em 1981, Phillips et al. examinaram o DNA genémico de criangas suicas com
nanismo e descobriram usando a técnica de Southern Blot que o gene GH1 estava
ausente. Esta foi uma das primeiras formas de doengca monogénica associada a

distirbio de crescimento em que a etiologia genética foi identificada [,
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Posteriormente, outras formas de heranca relacionadas a mutacdes no GH1 foram
descritas e atualmente sdo conhecidas quatro formas familiares de DIGH: tipo IA e IB
(autossébmica recessiva), tipo Il (autossémica dominante) e tipo 11 (recessiva ligada
ao X) B39,

Existe uma particularidade de mutacbes no gene GH1 que pode levar a
deficiéncia hormonal hipofisaria combinada que ocorre na forma familiar de DGH tipo
I. Nestes casos, ha producdo aumentada da isoforma de 17,5 kDa que permanece
retida no reticulo endoplasmatico, comprometendo a via de secrecdo de GH e dos
demais horménios hipofisarios. Exceto nessa condicdo, mutacdes em genes que
participam diretamente da sintese e secrecdo de GH levam a deficiéncia de GH isolada
com imagem da regi&o hipotalamo-hipofisaria normal 5%,

Mutacbes no gene GHRHR devem ser suspeitadas sobretudo nos casos
familiares ou consanguineos com heranca recessiva . Em 1999, Salvatori R et al.
descreveram a maior familia ja descrita contendo 105 individuos afetados em sete
geracdes, apresentando a mutacdo GHRHR ¢.57+1G>A em homozigose — na cidade
de Itabaianinha em Sergipe (BR) %2,

Embora o gene GHRH seja um candidato 6bvio para investigacdo como causa
de DIGH, estudo multicéntrico realizado por Franca et al, em uma casuistica contendo
151 pacientes com DIGH, ndo identificou variantes patogénicas causadoras da
deficiéncia hormonal 2%, Portanto mutagdes no GHRH néo sdo uma causa frequente
de DIGH [20.48],

No gene GHSR, mutagdes foram identificadas nas formas de heranca recessiva

e dominante com penetrancia incompleta, associadas a fenotipos variados como baixa
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estatura idiopatica, DIGH e atraso constitucional do crescimento e desenvolvimento
(ACCD) 91,

Estima-se que 3% - 30% dos casos com deficiéncia isolada de GH tenham
etiologia genética com mutagdes principalmente nos genes GH1 e GHRHR. Outros
genes, embora pouco frequentes, também cursam com DIGH e NHT e podem ser

investigados %1,

1.3 O USO DA TECNICA DE SPLE NA IDENTIFICACAO DE GENES

ASSOCIADOS A DGH CONGENITA

O sequenciamento exdmico completo (WES), que consiste na codificacdo de
todas as regiGes exonicas, e a utilizacdo de painel que captura apenas regides de
interesse (exdnicas ou intrdnicas) sdo as técnicas de SPLE mais comumente utilizadas
atualmente.

A taxa de diagndsticos é muito variavel e € maior nos casos de doencas com
alta probabilidade de condic¢Ges genéticas subjacentes, doencas monogénicas ou com
herangca mendeliana bem conhecida 4. O painel, apesar de realizar sequenciamento
restrito a regides-alvo, possibilita a melhoria da cobertura, com o0 aumento do nimero
de sondas desenhadas para cobertura destas regifes de interesse e também do
sequenciamento de regides intronicas.

A primeira descoberta de um gene nédo previamente relacionado a DHHM por
meio do WES, ocorreu em 2013 com Webb et al. que descreveram uma variante do
tipo frameshift em homozigose no gene ARNT2 identificada em uma familia

consanguinea com seis individuos afetados que apresentavam caracteristicas
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sindrémicas, além de associacdo com DHHM 51, Desde esta primeira descoberta,
cinco outros genes foram implicados na etiologia de DHHM empregando tal
técnica 1,

O presente estudo visa utilizar a técnica de SPLE para determinar o

envolvimento de um painel de genes na etiologia do hipopituitarismo congénito.
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2 OBJETIVOS

1. Utilizar um painel customizado de sequenciamento paralelo em larga

escala na investigacao genética do hipopituitarismo congénito.

2. Correlacionar os achados moleculares com o fenotipo.



3 Material e Métodos




Material e Métodos 16

3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi conduzido conforme os principios éticos, seguindo as orientacdes
contidas na declaracdo de Helsinki e nos termos descritos pela Portaria n® 196/96 do
Conselho Nacional de Saude.

O projeto (FAPESP 13/03236-5) foi submetido a avaliacdo pela comissao de
ética em pesquisa. O consentimento por escrito foi obtido de todos os pacientes e/ou
pais/tutores, de acordo com as exigéncias do Comité de Etica de cada servico
(Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa no Brasil CAAE e Comité

Institucional de Etica de la Investigacion en Salud del Nifio y del Adulto na Argentina).

3.2 CASUISTICA

Foram selecionados 117 pacientes, com diagnéstico de DIGH ou DHHM,
acompanhados pela Disciplina de Endocrinologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, na Universidade de Cordoba na Argentina, no Hospital de
Transplantes Euryclides de Jesus Zerbini e no Instituto de Assisténcia Médica ao
Servidor Pablico Estadual (IAMSPE). As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo

resumidas nos dados da Tabela 2.


http://www.hc.fm.usp.br/index.php?option=com_content&view=article&id=243:comissao-de-etica-para-analise-de-projetos-de-pesquisa-do-hcfmusp&catid=23&Itemid=229
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3.2.1 Diagnostico da Deficiéncia de GH

A presenca de deficiéncia do horménio de crescimento foi definida pela
avaliacdo combinada do quadro clinico; dosagens de IGF-1 e IGFBP-3, resposta a
testes de estimulo de liberacdo de GH e avaliacdo por ressonancia magnética das

estruturas da regido hipotalamo-hipofisaria. O diagndstico de DGH pode ser resumido

pela Figura 2.
Quadro Clinico compativel com
DGH e/ou
IGF-1 ou IGFBP-3 baixos
|
ITT ou T da Clonidina

1 , 1
Pico de GH Pico de GH entre Pico de GH
<3,3 ug/L 33e5ug/L >5pug/fL

| |

ITT ou T da Clonidina Probabilidade de DGH

T | I . Descartada DGH

Pico de GH
ALTA BAIXA

<3,3 pg/L

| ] ]

Acompanhamento: Avaliar outras possiveis
DGH ITT ou T da Clonidina Ve causss parg bang
estatura /
IGF-1 e/ou IGFBP-3 acompanhamento

ALTA: presenca de neuro-hipdfise ectépica e/ou transecgdo de haste hipofisaria, antecedente de tumor, cirurgia
ou RT na regido hipotilamo hipofisaria, causa genética comprovada de deficiéncia de GH, presenca de outras
deficiéncias hipofisarios e/ou DI.

Figura 2 - Diagnostico da deficiéncia do horménio de crescimento; DGH: deficiéncia
do hormonio do crescimento,ITT: teste de tolerdncia a insulina, GH:
horménio de crescimento, IGF-1: insulin-like growth fator, IGFBP3:
insulin-like growth fator binding protein, VC: velocidade de crescimento
— adaptado de Berenice BM et al [%°!

Quadro clinico compativel com DGH pode ser caracterizado ao nascimento pela
presenca de hipoglicemia (agravada quando & DGH se associa a deficiéncia de ACTH),

ictericia prolongada com hiperbilirrubinemia direta devido a colestase e hepatite de

células gigantes. Pode ainda apresentar micropénis, criptorquidia e hipoplasia da bolsa
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escrotal, principalmente quando da associacdo de deficiéncia de gonadotrofinas;
Quando ndo tratado, leva principalmente a baixa estatura (Z escore da altura < -2,0) e
associado a presenca de estigmas como obesidade truncal, aumento da espessura de
pregas cutaneas, desenvolvimento muscular diminuido, aparéncia facial infantil com
fronte proeminente e nariz em sela, atraso no fechamento das fontanelas, atraso na
denticdo, cabelos finos e esparsos, voz aguda e infantil, e idade dssea atrasada em
relacdo a idade cronoldgica.

Em relacdo as dosagens hormonais, o diagndstico se baseia na presenca de
IGF-1 e IGFBP-3 abaixo de -2 escore-Z para a idade e sexo. Quando é realizado teste
de estimulo para a liberacdo de GH, é considerada falta de resposta ao teste de
liberacdo quando o pico de GH < 7 pg/L (IRMA) ou < 5 pg/L (IFMA).

Também foi realizada a avaliacdo da presenca de deficiéncia dos demais
horménios através de dosagens hormonais basais de LH, FSH, estradiol (sexo
feminino) testosterona total (sexo masculino), sulfato de deidroepiandrosterona
(DHEAS), TSH, T4 livre, T4 total e prolactina. Alguns pacientes foram submetidos a
teste de estimulo para avaliacdo de deficiéncia de cortisol utilizanto o teste de insulina
ou teste com ACTH sintético (250 mcg/IV). A resposta de cortisol, apds hipoglicemia
ou ACTH sintético, foi considerada normal quando ocorreu incremento > 8 pg/dL e
um pico de cortisol > 18 pg/dL e como deficiéncia parcial de ACTH quando ocorreu
um incremento no valor de cortisol sem atingir o pico de 18 pg/dL. Deficiéncia de
TSH foi determinada por baixas concentracdes de T4 livre e/ou T4 total com
concentracdo de TSH baixa ou normal. Hipogonadismo hipogonadotroético foi definido
pela auséncia de desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios, apds 13 anos nas

meninas e 14 anos nos meninos, e concentracdes de LH e FSH indetectaveis ou
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normais. Deficiéncia de prolactina foi determinada pelo valor de maximo de prolactina
< 20 pg/L (RIA), apos estimulo com TRH. Deficiéncia de ADH foi definida pela
densidade urinaria <1010 e volume urinario > 50 ml/kg em 24h e/ou nagueles
pacientes com prova de privacdo hidrica compativel com diabetes insipidus

neurogeénico.

Hipopituitarismo Congénito
(n—324)

Causa genética estabelecida
(n=32)

L 4

Hipopituitarismo Congénito
(n-292) Pacientes sem estudo molecular prévio ou com

estudo molecular incompleto
Pacientes encaminhados do:
Instituto de Assisténcia Médica ao Servidor
Publico Estadual (1)
- Hde Transplantes Euryclides de Jesus Zerbini (2)

Pacientes incluidos no painel - Universidade de Cordoba — Argentina (13)
(n=117)

Figura 3 - Pacientes selecionados para estudo
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Tabela 2 - Caracterizacdo dos pacientes selecionados para estudo

Caracteristicas

N
Sexo (F:M)

Idade inicial
Mediana (intervalo)

Consanguinidade
Baixa estatura referida na familia

Z da altura ao diagnostico
Mediana (intervalo)

Deficiéncia hormonal
DIGH
DHHM
TSH
ACTH
LH/ FSH
ADH

Pico de GH
Mediana (intervalo)

Localizacdo da neuro-hipofise

Tépica

Ectdpica

Né&o visualizada
Adeno-hipdéfise

Ausente

Hipoplésica

Normal

N&o descrita

Outros achados de RM
DSO
Meningocele esfenoidal
Microadenoma
Malformacéo de Chiari
Outros

117
53:64

9,5
(6 dias a 43,8)

8
29

-38
(-0,3a-7,8)

27
90
70
59
56
7

0,9
(indetectavel a 5,1)

17
79
19

96
14

O NN W NN O

DIGH: deficiéncia isolada do horménio de crescimento; DHHM: deficiéncia hipotdlamo-hipofiséaria
multipla; TSH: horménio tireoestimulante; ACTH: horménio adenocorticotréfico; LH: horménio
luteinizante; FSH: hormonio foliculo-estimulante; ADH: horménio antidiurético; DSO: displasia

septo-optica;

* As imagens de ressonancia magnética estavam indisponiveis em dois pacientes
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3.3 SEQUENCIAMENTO

3.3.1 Extracdo do DNA gendmico

As amostras de DNA dos pacientes selecionados e familiares foram obtidas a
partir de leucdcitos de sangue periférico ou de células extraidas por esfregaco da
mucosa oral. O DNA foi extraido de acordo com o procedimento padronizado no
Laboratério de Hormonios e Genética Molecular da Unidade de Endocrinologia do
Desenvolvimento, Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

A concentracdo do DNA extraido foi obtida por leitura em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 260 nm (1 unidade DO 260 = 50 pg/mL). A relagdo ideal
entre as leituras entre 260 e 280 nm para caracterizagdo da pureza do material foi

superior a 1,75. As amostras foram mantidas congeladas a -20°C até seu uso.

3.3.2 Desenho de sondas de captura do painel

O painel customizado para o sequenciamento de nova geracdo de genes
relacionados ao DIGH ou DHHM foi elaborado a partir da ferramenta Agilent
SureDesign 2.0 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Esta ferramenta
desenha sondas especificas para selecdo e captura das regides gendmicas de interesse,
com base na metodologia SureSelectXT (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA).

O desenho do estudo foi realizado em janeiro de 2015 e optou-se pela inclusao
de 26 genes conhecidos e candidatos até entdo relacionados ao hipopituitarismo GH1,

GHRH, GHRHR, GHSR, PROP1, POU1F1, GLI2, HESX1, LHX3, LHX4, OTX2,
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PITX2, ARNT2, DMXL2, FGF8, FGFR1, GPR161, HHIP, IGSF1, KAL1, PROKRZ2,
RNPC3, SHH, SOX2, SOX3 e TGIF1.
Para o preparo das bibliotecas, foi utilizado um Kit de sondas customizado para

regiGes exdnicas. Para o0 gene GH1, optou-se pela inclusdo da regido promotora.

3.3.3 Genotipagem por sequenciamento de nova geracao

As bibliotecas do painel foram elaboradas de acordo com o protocolo
SureSelectXT Target Enrichment System for Illumina Paired-End Sequencing Library
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

O sequenciamento do painel foi realizado utilizando a plataforma Illumina
(Ilumina, Inc, San Diego, CA, EUA), produzindo sequéncias paired-end (quando as
duas extremidades da molécula do DNA sdo lidas) de 36 a 100 pares de bases,
permitindo leituras de fragmentos de até 200 pares de base.

O enriquecimento e 0 sequenciamento envolveram trés etapas fundamentais
descritas a seguir e resumidas nos dados da Figura 4.

ETAPA I. Confeccdo de bibliotecas de fragmentos de DNA: o DNA gendmico
foi fragmentado de forma mecénica por ultrassonicacdo centrada, utilizando a
plataforma E220 Focused Ultrasonicator (Covaries, Wonurm, MA, EUA). Foram
adicionados adaptadores e index que permitiram a identificacdo de cada uma das
amostras. As regides de interesse foram entdo capturadas e enriquecidas, utilizando
sondas complementares de RNA.

ETAPA Il. Amplificacdo clonal: nesta etapa, as bibliotecas séo depositadas em
uma lamina especial, denominada flowcell, em cuja superficie encontram-se fixados

oligonucleotideos complementares as moléculas adaptadoras presentes nas
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bibliotecas. Cada molécula é amplificada varias vezes (clusterizacao) por meio de uma
reacdo conhecida como PCR em ponte. Ao final desta etapa, sdo gerados clones da
biblioteca original ligados covalentemente a superficie da flowcell.

ETAPA Ill. Sequenciamento: apés a amplificacdo clonal, as moléculas
antissenses sdo removidas enzimaticamente e o processo de sequenciamento é iniciado
com o acoplamento de um oligonucleotideo iniciador especial. Em seguida,
nucleotideos modificados com terminadores reversiveis marcados com fluoréforos séo
adicionados ao meio. A cada ciclo de incorporacdo, sao geradas imagens de toda a
superficie da flowcell por um scanner de fluorescéncia em cada um dos comprimentos
de onda especificos para cada fluoréforo. Os clones presentes na superficie da flowcell
sdo entdo identificados e mapeados. A sobreposicado das imagens produzidas a cada
ciclo de incorporacéo propicia a identificacdo da sequéncia de bases nucleotidicas de

cada grupo de moléculas.



24

Material e Métodos

ETAPA |: Fragmentagdo mecanica
(Covaries) e ligagdo de adaptadores

35
. . E °
-] o | )
® 8 (
-] i\
N\
° \. ﬂ I
° \
A
2 \ ,
X N A
] o]
i '-

Py
ETAPA III: Reagdo de
sequenciamento com incorporagdo
dos nucleotideos marcados com
fluorescéncia e leitura da flowcell
por escaneamento

Q0000 9000 90000
00005 gpgoc 20008
o005 200

Ang MV TAHYQ

ETAPA I: Ligacdo das beads
magnéticas com estreptavidina as
sondas biotiniladas)

ETAPA I: Hibridagdo das sondas
biotiniladas as regides de interesse
(éxons ou regido promotora)

Fonte: adaptado de https://www.illumina.com/

Flowcell

DNA
(0.1-1.0 ug)

sp00f it
4850

ETAPA I: Captura magnética por
arraste do complexo: beads + sondas

ETAPA II: Amplificagdo clonal dos
+ regides de interesse (bibliotecas)

fragmentos capturados

Figura 4 - Sequenciamento paralelo em larga escala


https://www.illumina.com/
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3.4 ANALISE DE BIOINFORMATICA

O grande volume de dados gerados pelas novas plataformas de sequenciamento
requer o emprego de ferramentas computacionais especificas para o
tratamento/processamento de toda informacdo gendmica obtida. O fluxo de analise é
constituido por etapas que incluem: 1) Analise/controle de qualidade do dado bruto;
2) Alinhamento ao genoma referéncia humano; 3) Chamada das variantes
(genotipagem) e 4) Anotacdo. O processamento dos dados foi realizado em
colaboracdo com o pesquisador Dr. Antonio Marcondes Lerario da Universidade de
Michigan.

1) Anaélise e controle de qualidade do dado bruto: checagem da estrutura e
integridade dos arquivos e calculo de estatisticas basicas, como nimero de
sequéncias produzidas.

Programas utilizados: md5sum (https:/linux.die.net/man/1/md5sum),
FASTQ Groomer e FASTQC 71,

2) Alinhamento ao genoma referéncia humano: alinhamento dos fragmentos
sequenciados (reads) (contidos em arquivos chamados FastQ) a uma
sequéncia referéncia do genoma humano (hgl9 UCSC ou b37
GRC/NCBI). Como o alinhamento é feito sequéncia a sequéncia
individualmente, torna-se necessario recalibrar o alinhamento realizado na
fase anterior, visto que, em algumas situacdes, diferentes sequéncias
oriundas da mesma regido cromossémica apresentam resultados
ligeiramente diferentes de mapeamento (por exemplo, quando existem

pequenas insercOes, delecbes ou repeticbes no genoma-alvo). A


https://linux.die.net/man/1/md5sum
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recalibragem pode ser considerada um realinhamento, mas agora de forma
contextualizada.
Programa utilizado: BWA (Burrows-Wheeler Aligner) 581,

3) Chamada das variantes (genotipagem): a partir do melhor alinhamento
possivel, € realizada a genotipagem da amostra, que consiste em
determinar, com bases estatisticas, todos os alelos existentes. Apds isso,
uma recalibragem da genotipagem ¢é realizada com o objetivo de remover
variantes falso-positivas.

Programas utilizados: FreeBayes (Bayesian genetic variant detector)
(variantes pontuais e pequenos indels); CONTRA [B° (copy number
variations - CNVs).

4) Anotacdo: esta etapa consiste em anotar as variantes identificadas e
simular, computacionalmente, o impacto funcional de cada uma delas.
Programas utilizados:  SnpEff  (http://snpeff.sourceforge.net/) e

ANNOVAR (http://www.openbioinformatics.org/annovar)

3.5 SELECAO DAS VARIANTES CANDIDATAS

Foram selecionadas variantes alélicas localizadas em regifes exdnicas e sitios
de splicing com uma frequéncia populacional (Minor Allele Frequency — MAF) <1%
em bases de dados publicos: (global) gnomAD (http://gnomad.broadinstitute.org/) e
(local) ABraOM [ (http://abraom.ib.usp.br/). Em seguida, foram priorizadas
variantes com potencial de patogenicidade, variantes de perda de funcdo (LoF). As

variantes foram classificadas conforme os critérios da ACMG / AMP utilizando o


http://abraom.ib.usp.br/
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programa de classificacdo de variantes Varsome (https://varsome.com/) que utiliza os
programas de predicdo de patogenicidade e/ou analise de conservacio: DANN [
DEOGEN2 2 EIGEN 831 FATHMM 84 GERP [%] LRT 166 MutationAssessor 67,
Mutation Taster %81, MutPred2 [¢°] PROVEAN [l REVEL [ SIFT [72 MetaSVM
MetalR [73)

Para avaliacdo de patogenicidade em regido de splicing foram utilizados os
preditores dbscSNV "4l Human Splicing Finder Version 2.4.1 [51 e NetGene2 [76!

As variantes candidatas foram confirmadas utilizando-se o Integrative
Genomics Viewer (IGV) para reduzir chamadas falso-positivas.

Todas as variantes consideradas potencialmente patogénicas foram
confirmadas nos pacientes e em seus familiares, quando disponiveis, por
sequenciamento de Sanger.

As seguintes ferramentas foram utilizadas para auxiliar no processo de

priorizacdo das variantes alélicas e as possiveis correlacdes genétipo-fendtipo:

OMIM (https://www.omim.org/)

— Pubmed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)
— GeneCards (http://www.genecards.org/)

— Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/)

— HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/)


https://varsome.com/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/
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As variantes potencialmente candidatas foram classificadas utilizando-se os
critérios de avaliacdo publicados pela The American College of Medical Genetics and
Genomics e The Association for Molecular Pathology (ACMG / AMP) como:

1. Patogénica 2. Provavelmente patogénica 3. Variante de significado incerto

(VUS) 4. Provavelmente benigna e 5. Benigna (Anexo 2)
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS MOLECULARES

A profundidade da cobertura média das regifes codificadoras em nosso painel

foi 426 (mediana 295) e, pelo menos, 99,6% das bases sequenciadas foram cobertas

mais de 20 vezes (Tabela 3).

Tabela 3 - Métricas do sequenciamento

Cobertura (xtDP) 4261417
% com cobertura > 10x 99,81
% com cobertura > 20x 99,62

Nos 117 pacientes com diagndstico de hipopituitarismo congénito avaliados
pelo painel de genes foram encontradas: seis variantes patogénicas (quatro novas) em
cinco genes em cinco pacientes (Tabela 4 e Tabela 5), 16 variantes de significado
incerto (Anexo 1) e duas variantes (uma nova) em dois genes em trés pacientes que
apresentam carateristicas que sugerem ser possivelmente patogénicas (Tabela 6).

Foram identificados variantes patogénicas responsaveis pelo fendtipo de
hipopituitarismo em cinco dos 117 pacientes (Tabela 4 e Tabela 5). Estas variantes

estavam em genes diretamente envolvidos no desenvolvimento hipofisario (GLI2,
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OTX2), na diferenciacdo celular hipofisaria (PROP1) ou na secrecdo de GH (GHRHR).
Todas as variantes estavam ausentes ou eram extremamente raras em bancos de dados
locais e publicos (Tabela 4).

Duas variantes patogénicas em heterozigose do tipo nonsense foram
identificadas nos genes GLI2 ¢.1681G>T e OTX2 ¢.295C>T, pacientes 1 e 2 (Tabela
4).

Duas variantes patogénicas em heterozigose composta foram identificadas no
gene PROP1 (c.301_302del; ¢.109+1G>A) no paciente 3. A variante ¢.109+1G>A
foi identificada pela primeira vez neste painel e recentemente publicada com uma
coorte de pacientes brasileiros portadores de mutaces no gene PROP1 31,

No gene GHRHR foram identificadas variantes em homozigose em duas
pacientes: na paciente 4, foi identificada uma variante em regido consenso de splicing

¢.57+1G>A e na paciente 5, uma insercdo levando a um frameshift ¢.820_821insC.



Resultados

32

Tabela 4 — Variantes patogénicas identificadas pelo painel de genes em uma coorte de 117 pacientes com hipopituitarismo congénito

Evidéncia de
. . Sequéncia . patogenicidade para  Classificacao
Paciente Gene Variante Referéncia Tipo GnomAD ABraOM Heranga classificacdo da ACMG/AMP
ACMG/AMP
1 GLI2 €.1681G>T:p.Glu561* NM_005270.4 Nonsense 0 0 Heterozigose PVS1, PM2, PP3 Patogénica
2 OoTX2 €.295C>T:p.GIn99* NM_172337.2  Nonsense 0 0 Heterozigose PVS1, PM2, PP3 Patogénica
¢.301_302del:p.Leu102Cysfs*8 Frameshift  0,0001805 0 Héteroz'gose PVS1, PM1, PP5 Patogénica
NM_006261.4 omposta
3 PROPL 193922688
rs e ;
¢.109+1G>A Sitio de 0 0 Heterozigose  py/s1 pmi2, PP3 Patogénica
splicing composta
NM_000823.3  sitio de ) )
4 GHRHR c.57+1G>A lici 0,00001957 0 Homozigose PVS1, PM2, PP3 Patogénica
rs2302022 sphicing
. - Insercéo . -_
5 GHRHR ¢.820_821insC:p.Asp274Alafs*113 NM_000823.3 frameshift 0 0 Homozigose PSV1, PM2, PP3 Patogénica

ACMG / AMP: Colégio Americano de Genética Médica e Gendmica e Associacdo de Patologia Molecular; PVS1: Variante “nula” (nonsense, frameshift, regido canénica de splicing
+ 1 ou 2, codon de iniciagdo, delecdo simples ou em multiplos exons) em um gene onde a perda de fungdo é um mecanismo conhecido da doenca, PM1: Localizado em uma regido
mutacional hot spot e / ou dominio funcional critico e bem estabelecido (por exemplo, sitio ativo de uma enzima) sem variagdo benigna, PM2: ausente em controles (ou em frequéncia
extremamente baixa se recessivo) no EXAC, 1000G, ou gnomAD, PP3: mdltiplas linhas de evidéncias computacionais suportam um efeito deletério no produto génico, PP5: Fonte
confiavel recentemente descreve a variante como patogénica, mas a evidéncia ndo esta disponivel para o laboratorio realizar uma avaliagdo independente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs193922688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000823
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4.2 FENOTIPO DOS PACIENTES COM VARIANTES PATOGENICAS

Todos os pacientes apresentavam deficiéncia grave de GH (mediana de altura
na primeira consulta de -5,0, variando de -7,8 a —4,4) (Tabela 5). Em relacdo as
caracteristicas de base, como peso e comprimento ao nascer, idade na primeira visita
e pico de GH, os pacientes com variantes patogénicas ndo foram diferentes daqueles

com resultados moleculares negativos.

4.2.1 Paciente com a variante GLI12 ¢c.1681G>T

Paciente 1, sexo masculino, sem histéria de consanguinidade na familia,
apresentou relato de complicacBes durante o parto, hemorragia com necessidade de
transfusdo em razdo da presenca de placenta prévia e provavel pré-eclampsia.
Apresentou desenvolvimento neuropsicomotor normal. Aos 6 anos, procurou
atendimento por baixa estatura com altura de 92 cm (Z da altura -4,4) e idade 6ssea
(10) de 1,5 anos. Foi realizado teste de estimulo com clonidina, apresentando pico de
GH de 2,9 ng/ml e teste do glucagon com pico de GH de 6,0 ng/ml (dosado por
radioimunoensaio com anticorpos policlonais). O paciente fez uso de rGH
(somatropina recombinante humana) dos 6 aos 20,5 anos e evoluiu com puberdade
espontanea aos 13 anos, alcangando altura adulta de 167,5 cm (Z da altura -1,0). A
ressonancia magnética (RM) de sela demonstrou presenca de NHE com transeccao de
haste. O paciente foi submetido a reteste com teste de tolerancia a insulina (ITT) para
deficiéncia de GH na fase adulta — sem o uso de rGH por 1 ano — com pico de GH 4,3
ng/ml e IGF-1 208 ng/dl (VR para a idade cronoldgica: 116 a 341 ng/dl). A resposta

ao cortisol foi normal com pico de 20,6 pg/dl e a prolactina basal de 42 ng/ml.
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Neste paciente, foi identificada uma variante no gene GLI2 c.1681G>T
(p.Glu561*) que ocasiona um cddon de parada prematuro com perda de 1.026 dos
1.587 aminoéacidos. A segregacdo confirmou a presenca da mesma variante em sua
méde com baixa estatura (DP da altura de -4,0) e NHE. Seu tio e primo maternos

apresentavam relato de polidactilia, mas o estudo genético nao pode ser realizado.

4.2.2 Paciente com a variante OTX2 ¢.295C>T

O paciente 2, sexo masculino, sem histéria de consanguinidade, nascido de
parto normal, a termo, 3.450 g, 47 cm de comprimento, sem complicacdes ao
nascimento. Apresentou atraso no desenvolvimento psicomotor, engatinhou aos 2 anos
e andou aos 3. Este paciente iniciou acompanhamento recentemente em nosso Servico
e em sua primeira consulta aos 7 anos, apresentava altura de 87 cm (Z da altura -6,1).
IGF-1 nédo detectavel e atraso de idade dssea (10 de 2 anos). Foram realizados testes
de estimulo com clonidina com pico de GH < 0,1 ng/mL e RM de sela, demonstrando
hipoplasia de adeno-hipofise, NHE, e displasia septo-Optica com sinais de
microftalmia a direita com reducdo das dimensbes do nervo oOptico direito. Este
paciente iniciou acompanhamento recente em nosso servico e ainda estd em tratamento
com rGH.

Foi identificada uma variante nonsense, em heterozigose no gene OTX2
€.295C>T (p.GIn99*) que leva a um cddon de parada prematuro com perda de 190
aminoacidos. Esta variante foi confirmada no paciente, em sua mae de fendtipo
normal, uma meia irmd@ com diagnostico de microftalmia, um meio irmdo com

malformacdo em ouvido interno e externo e estrabismo e uma tia materna com
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diagnostico de Tetralogia de Fallot e atresia tricuspide, sem anomalias craniofaciais e

todos com altura normal.
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4.2.3 Paciente com variantes PROP1 [c.301_302del];[ ¢.109+1G>A]

O paciente 3, sexo masculino, sem histdria de consanguinidade, nasceu de
parto normal, sem outros dados do nascimento, e apresentou desenvolvimento
neuropsicomotor normal. Ele iniciou acompanhamento em nosso servico ja em idade
adulta. Relata uso de rGH dos 18 aos 22 anos de forma irregular, chegando a uma
altura final de 144 cm (Z da altura -4,6). O paciente apresentou deficiéncia de LH/FSH,
iniciando reposicdo com ésteres de testosterona a partir dos 22 anos. Sua RM de
hipfise demonstrava sela parcialmente vazia, adeno-hipdfise hipoplasica, NHT e
haste integra.

Foram identificadas duas variantes em heterozigose composta no gene PROP1
— uma variante ja previamente descrita na literatura como ¢.301_302del
(p.Leul02Cysfs*8) e uma que troca uma guanina (G) por uma adenosina (A) em
regido consenso (+1) de splicing, (c.109+1G>A) localizada entre o primeiro intron e
segundo éxon, também predita como patogénica pelos programas Human Splicing
Finder Version 2.4.1 NetGene2 e visualizada no IGV (Figura 5).

Pela indisponibilidade do DNA dos pais, a segregacdo foi realizada apenas em
seu irmdo ndo afetado, sendo encontrada apenas delecédo ¢.301_302del, confirmando

que as variantes estavam presentes em diferentes alelos (Figura 6).



Resultados 37

o= I | 1 I -
1 [ : I A
—=, II il i 1|
i _— ; I‘. I : IIl : I
1 ‘ | | I/I ' I /i i I:k
. = - ——
= : t Ly ! e —
M
T :
PROP1 PROP1
Exon2:c.301_302del:p.5101fs*8 c.109+1G>A

Figura5- Visualizacdo das variantes encontradas no gene PROP1 no programa
IGV (Integrative Genomics Viewer). Cada barra cinza corresponde a
uma “read” (uma vez em que aquela regido foi sequenciada). A delecéo
c.301_302del:p.S101fs*8 é visualizada pela descontinuidade do “read” e
a variante em sitio de splicing ¢.109+1G>A no gene PROP1 identificada
no painel pela presenca de duas cores, o que significa que aquela regiéo
foi lida como adenina (A) (cor vermelha) no lugar de guanina (G) (cor

azul)
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Figura 6 - Eletroferograma do sequenciamento por Sanger das variantes no gene
PROP1 que confirmou que o irmdo ndo afetado (11.3) apresenta apenas
uma variante.
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4.2.4 Pacientes com variantes GHRHR [c.57+1G>A];[ ¢.57+1G>A] e GHRHR

[c.820_821insC];[ c.820_821insC]

A paciente 4, sexo feminino, nascida a termo por parto cesarea, pais
consanguineos, adequada para a idade gestacional, com 2.506 g e 47cm. Na primeira
avaliacdo aos 9,6 anos, ela apresentava altura de 101,5cm (Z da altura -5,2) e 10 de
5,5 anos. Foi submetida ao teste de clonidina confirmando deficiéncia de GH (pico de
GH 0,3 ng /mL) e RM de hipofise normal. A paciente foi submetida a reteste aos 14
anos de idade, demonstrando um nivel basal de IGF-1 de 122 ng/ml (<-2SD) e ITT
com pico de GH de 0,2 ng/ml confirmando sua deficiéncia de GH. A paciente recebeu
tratamento com rGH dos 15,1 aos 16,7 anos, apresentando altura final de 144,2 cm (Z
da altura -2,9).

O painel identificou a variante em homozigose no gene GHRHR ¢.57+1G>A
(rs2302022) previamente publicada por Salvatori et al., que leva a perda do sitio
candnico de splicing e formagio de uma proteina truncada 2.

A paciente 5 iniciou acompanhamento ja adulta com diagnéstico de DIGH sem
tratamento prévio e ndo apresenta dados do nascimento disponiveis. RM
demonstrando hipoplasia de adeno-hipofise e neuro-hipéfise ndo visualizada. Foi
identificada a variante em homozigose ¢.820 821insC (p.Asp274Alafs*113) —
insercdo que leva a um frameshift seguido de um cddon de parada, confirmada em

homozigose no caso index e em seu irmao com fenotipo de baixa estatura.
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Tabela 5-

Caracteristicas clinicas dos pacientes com variantes patogénicas

Pacientes

Imagem

Outros fenétipos

durante o parto

Neuro-hip6fise ectdpica

Neuro-hipofise ectopica
Displasia septo-optica

Aplasia de adeno-

hipofise, neuro-hipofise

topica

Normal

Hipoplasia de adeno-

hipofise, Neuro-
hipofise NV

Ausente

Microftalmia,
nistagmo, atraso do
DNPM

Ausente

Surdez

Ausente

ND: néo disponivel, NV: ndo visualizado; DIGH: deficiéncia isolada do horménio de crescimento; DGH: deficiéncia do hormonio de crescimento; DNPM: desenvolvimento

neuropsicomotor
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4.3 VUS DE INTERESSE

Dentre as variantes classificadas como VUS, foram selecionadas duas de
significado incerto nos genes TGIF1 ¢.82T> C e GHSR ¢.545T>C. Esta ultima foi
identificada em dois pacientes. Estas variantes foram selecionadas como de interesse
por apresentarem associacao anterior a deficiéncia de GH e estudos funcionais prévios
realizados no mesmo codon, demonstrando perda de funcdo na proteina. No entanto,

ndo foi possivel classifica-las como patogénicas pelos critérios do ACMG / AMP.

4.3.1 Pacientes com a variante GHSR ¢.545T>C

O paciente 6, sexo masculino, sem histdria de consanguinidade, nasceu de
parto vaginal normal, a termo, 3.510 g, 50 cm de comprimento, sem complica¢des ao
nascimento e apresentou desenvolvimento neuropsicomotor normal. O paciente
iniciou acompanhamento aos 13,2 anos com altura de 129,5 cm (Z da altura -3,4), 10
de 8 anos. Aos 15,3 anos, exames laboratoriais demonstravam IGF-1 de 54 ng/mL
(< -2 DP). Foram realizados dois testes de estimulo com clonidina com pico de GH de
2,2 ng/mL e teste de tolerancia a insulina (ITT) com pico de GH de 0,72 ng/mL, sem
outra deficiéncia hormonal associada. A RM de hipofise apresentava hipoplasia de
adeno-hipdfise, haste hipofisaria integra e a presenca de hipersinal em T1 na transicao
da haste hipofisaria e adeno-hip6fise, podendo corresponder a cisto hiperproteico ou a
NHE. O paciente apresentou puberdade espontanea aos 15,2 anos, ainda com altura de
137,0 cm (Z da altura -3,9), recebeu tratamento com rGH dos 15,2 aos 18,9 anos,
apresentando VC de crescimento de 12,3 cm/a no primeiro ano de tratamento, com

altura adulta de 167,5 cm (Z da altura -1,0). Foi realizado reteste com ITT —
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apresentando resposta de GH de 6,7 ng/mL, indicando auséncia de deficiéncia na fase
adulta.

Neste paciente, foi identificada uma variante missense, presente em
heterozigose no gene GHSR c. 545 T>C (p.Val182Ala) — classificada como variante
de significado incerto — confirmada em sua irmd e pai com feno6tipos normais e em seu
filho, atualmente em investigacdo para atraso constitucional do crescimento e
desenvolvimento, em outro servico. Os dados de frequéncia e previsao in silico estdo
detalhados na Tabela 6.

Esta mesma variante no gene GHSR foi identificada na paciente 7, nascida de
pais ndo consanguineos, prematura (24 semanas) em razao de amioniorrexe prematura,
nascida de parto pélvico vaginal, 935g. Esta paciente apresentou complicacdes ao
nascimento e permaneceu internada por 3 meses na UTI neonatal. Procurou
atendimento aos 7,6 anos, com altura de 95 cm (Z da altura -4,8) e 10 de 3,5 anos. A
paciente apresentava IGF-1 ndo detectavel e foi realizado teste de estimulo com
clonidina com pico de GH de 4,2 ng/ml. Recebeu rGH dos 7,6 aos 18,6 anos, atingindo
estatura final de 146 cm (Z da altura -2,7). Aos 9,9 anos, evoluiu com puberdade
espontanea e, aos 10,5 anos, foi iniciado blogueio de puberdade com analogo de GnRH
que foi suspenso aos 12,6 anos. Aos 7,6 anos, foi identificada deficiéncia de TSH,
iniciando reposicdo com levotiroxina.

Nesta paciente, em estudo prévio realizado em nosso servico, foi identificada
uma variante missense em heterozigose no gene GLI2 ¢.2798G>A (p.Arg933His) 231,
Como pacientes com variantes no GLI2 apresentam um padréo de heranca dominante
com penetrancia incompleta, sugerindo a presenca de um segundo fator para explicar

o fenétipo, a paciente foi encaminhada para estudo genético no painel. E interessante
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ressaltar que a variante no GLI12 ndo foi identificada na primeira analise do painel em
razdo de baixa cobertura nesta regido e foi necessaria uma busca ativa no IGV
(Integrative Genome Browser) para localiza-la (Figura 7). Na avaliacdo familiar, as
mesmas variantes no GL12 e GHSR estavam presentes em sua méde com baixa estatura
(Z da altura -2,4) e ausentes em sua irma nédo afetada. A paciente apresenta historia de

uma tia com polidactilia, porém a analise de seu DNA néo foi realizada.
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Figura7- Visualizacdo das variantes encontradas no gene GLI2 no programa IGV
(Integrative Genomics Viewer). Cada barra cinza corresponde a uma
“read” (uma vez em que aquela regido foi sequenciada) e observa-se que
a regido destacada em rosa foi lida apenas duas vezes. A variante
missense gene GLI2 é representada pela presenca de duas cores, 0 que
significa que aquela regido foi lida como adenina (A) (cor verde) no lugar
de guanina (G)



Resultados 43

4.3.2 Paciente com a variante TGIF1 ¢.82T>C

O paciente 8, sexo masculino, nasceu de pais ndo consanguineos a termo com
3.850 g e 48 cm. Seu desenvolvimento neuropsicomotor foi normal. Iniciou
acompanhamento aos 4,9 anos de idade, com uma altura de 86,7 cm (Z da altura -5,5)
com 10 = 2,5 anos. Realizou um teste de clonidina e ITT, apresentando pico de GH de
0,4 ng/mL. Aos 8,6 anos, foi retestado com novo ITT, com uma resposta de GH de 0,1
ng/mL e cortisol de 7,2 pug / dL (basal de 8,0 pug/dL). Recebeu reposicéo de rGH de 5
a 19 anos, com uma velocidade de crescimento no primeiro ano de tratamento de 12
cm/ano — atingindo uma altura final de 168,5 cm (Z da altura -0,62). Foi iniciada
reposi¢do com acetato de hidrocortisona aos 9,1 anos, quando apresentou um cortisol
basal de 6,0 pg / dL e reposicdo com levotiroxina aos 12,6 anos. RM de hipdfise
demonstrou auséncia de parénquima hipofisario, haste interrompida e NHE.

A nova variante TGIF1 ¢.82T> C, uma troca de serina por prolina no cédon 28
em heterozigose, foi encontrada no caso indice, em sua mde e em um irmao nédo

afetados. Os dados de frequéncia e previsdo in silico estdo detalhados na Tabela 6.
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Tabela 6— Variantes de significado incerto de interesse identificadas pelo painel de genes em uma coorte de 117 pacientes com

hipopituitarismo congénito

A . Critérios
Paciente Gene  Variante  ocaueNdd 0 GnomAD ABraOM  Herana  MUBUON o bDSIFTPOlyphen2PROVEAN ACMG /
Referéncia Taster
AMP
c.545T>C: . .
6 GHSR NM_198407.2 Missense 0 0.000821 Heterozigose D 27,4 VUS
p.Vall82Ala
c.545T>C: . .
GHSR NM_198407.2 Missense 0 0.000821 Heterozigose D 27,4 VUS
p.Vall82Ala
7
. SA: . .
GLI2* .2798G A NM_005270 Missense 0 0 Heterozigose D 15,4 VUS
p.Arg971His
€.82T>C: . .
8 TGIF1 NM_173207.2 Missense 0 0 Heterozigose D 12,69 VUS
p.Ser28Pro

B — benigno; T - tolerada; D — deletério; N — neutro

* Esta variante nesta paciente foi identificada em estudo prévio realizado em nosso servigo [26]
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, foram sequenciados 26 genes por meio de sequenciamento
paralelo em larga escala — painel de genes — de forma simultdnea em uma coorte de
117 pacientes com hipopituitarismo congénito. Foram identificadas seis variantes
patogénicas responsaveis pelo fenotipo de hipopituitarismo congénito em cinco

pacientes (taxa positividade de 4%) em quatro genes GLI2, OTX, PROP1 e GHRHR.

5.1 VARIANTES PATOGENICAS

A nova variante do tipo nonsense no gene GLI2 (p.Glu561*) prediz uma
proteina truncada com perda dos dominios de dedo de zinco e transativagdo no caso
de escapar de degradacdo do RNA mensageiro. As variantes no GLI12 tém penetrancia
incompleta e podem levar a defeitos da linha média complexos, holoprosencefalia
(HPE), fenda palatina, polidactilia e DHHM com fen6tipos variaveis 2?1, O paciente
apresenta um fendtipo leve, com apenas DIGH, NHE e auséncia de outras
malformagdes craniofaciais.

A variante nonsense identificada no gene OTX2 (p.GIn107*) no estado
heterozigoto, identificada pela primeira vez neste painel, caso traduzida, resultaria em
uma proteina truncada com a perda de 190 aminodacidos. As variantes do OTX2 foram
associadas a malformacdes oculares graves, como anoftalmia, microftalmia e graus

variaveis de DHHM . A maioria dos pacientes com mutacdes no OTX2 também
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apresenta anomalias cerebrais, convulsdes e/ou atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, o Gltimo também presente em nosso paciente.

Em relacdo as variantes no gene PROP1 [¢.301_302delAG];[c.109+1G>A]: a
delecdo ¢.301_302delAG ¢é a variante com maior prevaléncia no mundo em razéo do
de efeito fundador B%; a variante ¢.109+1G>A foi encontrada pela primeira vez por
este painel e, recentemente, publicada como uma nova variante por nossa Unidade em
uma coorte de pacientes brasileiros com neuro-hipofise topica (NHT) e DHHM [,
Embora a presenca de variantes no gene PROP1 seja maior nos casos familiares e
consanguineos, o paciente aqui descrito € um caso esporadico e 0 Unico membro
afetado de sua familia. Este paciente apresentava deficiéncia combinada de GH,
LH/FSH e desenvolveu tardiamente a deficiéncia de ACTH aos 23,5 anos que, assim
como descrito anteriormente, se desenvolve mais tardiamente 26 771,

Foram encontradas duas variantes em homozigose do tipo nonsense no gene
GHRHR em dois pacientes, ambos com fenotipo de DIGH. A primeira variante — uma
insercdo levando a um frameshift — foi descrita pela primeira vez no presente estudo e
a segunda, uma variante afetando uma regido candnica de sitio de splicing GHRHR
c.57+1G>A, inicialmente foi relatada em uma grande comunidade com DIGH na
cidade de Itabaianinha no Nordeste do Brasil. Sua maior prevaléncia no pais ocorre
pela presenca de um fendmeno de gene fundador 4, A maioria dos pacientes com
DIGH com modo de heranga autossémico recessivo tem variantes no GHRHR, sendo,
portanto, um dos primeiros genes candidatos a serem rastreados em casos

consanguineos.
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5.2 VUS DE INTERESSE

Foram selecionadas duas variantes de significado incerto nos genes GHSR e
TGIF1.

Mutacdes no gene GHSR foram implicadas na etiologia da baixa estatura,
sendo associadas tanto com ACCD como com DIGH % 78 Em nossa casuistica, foi
identificada a variante do tipo missense em heterozigose GHSR ¢.545T>C
(p.Val182Ala), prevista como deletéria em cinco programas de predicao in silico. Esta
variante estd ausente no banco de dados GnomAD e presente no banco de dados
brasileiro com uma frequéncia de 1/1.218 alelos, e foi previamente publicada no
estudo de Pugliese et al. associada a ACCD demonstrando reducdo de 50% da
atividade basal em comparacdo a variante selvagem, o que se correlacionou com
diminuicdo da expressio na superficie celular [*°. Diferentemente do estudo
publicado, na familia aqui descrita, a variante ndo segregou perfeitamente com o
fenotipo (irmd e pai carreadores sem deficiéncias hormonais). No entanto, em estudos
anteriores foi descrita penetrancia incompleta neste gene, bem como a variabilidade
fenotipica "8, Por esses motivos, acredita-se que essa variante possa estar envolvida
com o fendtipo de nosso paciente.

O TGIF1 atua como um repressor transcricional essencial no desenvolvimento
do eixo neural durante o desenvolvimento do prosencéfalo ventral, regulando a via de
sinalizacdo Shh, sendo crucial para a bifurcacdo do prosencéfalo humano e formacéo
de estruturas da linha média. Variantes com perda de funcéo foram identificadas pela
primeira vez, como causa de holoprosencefalia em humanos por Gripp et al. em

1998 [”®1. O dGnico relato de uma variante desse gene ¢.799C>T, (p.GIn267*), como
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causa de DHHM, foi descrito por Tatsi et al. &1 em paciente com deficiéncia de GH,
TSH e LH / FSH, incisivo Gnico central e PSIS (Pituitary Stalk Interruption
Syndrome). A variante em heterozigose, identificada no gene TGIF1 ¢.82T>C
(p.Ser28Pro) em nossa casuistica, afeta 0 mesmo coédon de uma mutacdo missense
relatada anteriormente TGIF1 ¢.83C>T (p.Ser28Cys), encontrada em um paciente com
defeitos na linha média sem hipopituitarismo. Estudos funcionais realizados por Gripp
et al [®1, demonstraram que a proteina p.Ser28Cys diminui a repressao transcricional
dependente de RXR (receptor de acido retinoico) e TGFf (transforming growth factor
beta) e perde a capacidade de repressdo via CtBP (C-terminal-binding protein 1).
Dessa forma, embora classificada como VUS, a localizacdo da variante e a presenca
de fenotipo semelhante ao anteriormente descrito sugerem a possibilidade de que a
referida variante possa estar envolvida na etiologia do hipopituirarismo de nosso
paciente.

Até o momento, apenas um estudo utilizou um painel de gene alvo para o
diagnostico de uma coorte de pacientes com HC. Foram estudados 51 pacientes de 44
familias ndo relacionadas. A mesma mutacdo heterozigdtica no gene GH1
(p.209Arg>His) foi identificada em duas familias com o fen6tipo de DIGH B, Qutros
estudos utilizaram painel de genes ou exoma para estudar pacientes com baixa estatura
por diferentes etiologias, incluindo poucos pacientes com DGH. Dauber et al.l®?],
estudaram 1.077 genes em 192 pacientes (31 com DHHM) e encontraram quatro
variantes patogénicas nos genes PTPN11 e IGF1R (nenhum paciente com DHHM).
Hauer et al.[®% sequenciaram 200 pacientes com baixa estatura que foram submetidos
a extensa avaliacdo clinica e endocrinolégica para excluir defeitos na via do hormonio

de crescimento e identificaram uma variante no gene GHSR.
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Como limitaces do estudo atual, destaca-se que a maioria dos pacientes ja
havia sido avaliada para algum defeito genético em genes classicamente associados ao
HC, porém pelo método de Sanger, o que provavelmente tenha implicado em uma
menor taxa de resultados positivos.

O diagnostico de deficiéncia de GH é complexo e, geralmente, envolve estudos
auxologicos, hormonais e de imagem. A modesta taxa positiva de triagem genética de
HC obtida com painéis genéticos indica que essa ferramenta genética ainda ndo pode
substituir completamente o diagnaostico clinico.

Nos casos em que 0 paciente apresente um quadro clinico que, classicamente,
aponte para uma causa frequente como, por exemplo, DHHM com neuro-hipofise
topica, que € fortemente associada a defeitos genéticos no PROP1, a abordagem de
gene candidato pode ser efetiva.

No entanto, a dificuldade de correlacdo precisa genotipo-fenotipo na maioria
dos pacientes com HC indica que o painel de genes oferece vantagens no diagnostico

genético, uma vez gque se pode estudar inimeros genes simultaneamente com precisao.
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6 CONCLUSOES

1. Um painel de genes associados ao hipopituitarismo congénito para

sequenciamento paralelo em larga escala foi confeccionado com sucesso.

2. Em uma coorte de 117 pacientes com hipopituitarismo congénito foram
encontradas seis variantes patogénicas em cinco pacientes (4%), incluindo

novas variantes nos genes GLI12, OTX2, PROP1 e GHRHR.

3. Acorrelagdo genotipo-fendtipo nos pacientes com variantes patogénicas e
suspeitas para patogenicidade permitiu expandir o nimero de variantes e

0 quadro clinico relacionado a estes genes

4. O sequenciamento paralelo em larga escala de um painel de genes para
hipopituitarismo congénito é um metodo atil para rastrear
simultaneamente variantes de relevancia bioldgica e clinica para a

deficiéncia congénita de GH.
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Anexo 1 - 16 variantes de significado incerto, identificadas pelo Painel de Genes em uma coorte de 117 pacientes com hipopituitarismo

congénito

Gene Variante Sequéncia Referéncia GnomAD ABraOM MutationTaster GERP SIFT PROVEAN
ARNT?2 Sé?%%?é@ NM_014862 0 0 D 502 T N

FGF8 p_%i/%g/s NM_033163.3 0 0 D 284 T N
FGFR1 p_;%igg’:ns NM_023110.2 0,00006092 0 D 556 T N

GH1 pch'lrng:' A, NM_000515.3 0,0001 0 D 177 T N
GHRH p;ﬁggggn NM_021081.4 0.000012 0 N 262 T N
GHRHR pc'ﬁ?a%; ENSTO00000409316.1 0.00002122 0 N 868 D D
GHRHR pc\/iﬂggy NM_000823 0,0002 0 N 0242 D N

GLI2 ;ji%%;fa NM_005270 0,0004 0 N 481 T N

GLI2 p?(ﬁﬁgg;@s NM_005270 0,00006465 0 D 498 D D

KAL1 p.mﬁgro NM_000216.2 0 0 N 0505 T N

continua


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_014862
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_033163.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_033163.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_023110.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_000515.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_021081.4
https://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000106128;r=7:30978284-31032869;t=ENST00000409316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_000216.2
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Anexo 1- 16 variantes de significado incerto, identificadas pelo Painel de Genes em uma coorte de 117 pacientes com hipopituitarismo
congénito (conclusao)

Gene Variante Sequéncia Referéncia GnomAD ABraOM MutationTaster GERP SIFT PROVEAN
KAL1 p‘f'T7h1r2§9>§r:g NM_000216.2 0 0 D 415 D D
KAL1 p'c'fslng’ézge r NM_000216.2 0.000192 0 N a1 T N
PITX2 p.cl\'/AIft?.?Z\(/gal NM_153427.2 0,0003 0 D 492 T N
POU1F1 p.&';iza(\;/al NM_000306.2 0,0026 0 D 446 T N
PROP1 pl%(;g;ggys NM_006261.4 0 0 D 235 D D
TGIF1 p%?l’ﬁggiu NM_173208.1 0.000322 0 A 425 T D

* Encontrada em dois pacientes


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_000216.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_000216.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_153427.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_000306.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_006261.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_173208.1
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Anexo 2 -  Critérios utilizados pela ACMG/AMP - Colégio Americano de Genética Médica e pela Associacdo de Patologia Molecular —
para classificagdo das variantes encontradas

Gr-upA)o d.e Abreviagéo Significado Grau de Evidéncia
Evidéncia
PS4 A prevaléncia da variante nos individuos afetados € significativamente maior quando comparada com a Forte para
prevaléncia em controles patogenicidade
PM2 Variante ausente nos bancos de dados populacionais (1000Genomes, EXAC) (ou presente em frequéncia Moderado para
extremamente baixa, para 0s casos recessivos) patogenicidade
Frequéncia Forte para
Populacional BS1 Afl éncia do alelo é maior que a esperad doenca .o
pulaciona requéncia do a ior que a esperada para a doeng benignidade
BS? Variante para doenga recessiva (em homozigose), dominante (em heterozigose) ou ligada ao X Forte para
(hemizigose), com penetrancia completa e de inicio precoce, observada em individuo adulto saudavel benignidade
BA1 Frequéncia alélica maior que 5% nos bancos de dados populacionais (1000Genomes, EXAC)

Benigno por si sd

continua
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Anexo 2 -  Critérios ulitizados pela ACMG/AMP - Colégio Americano de Genética Médica e pela Associacdo de Patologia Molecular —
para classificagdo das variantes encontradas (continuagéo)

Gr_ugo d_e Abreviacdo Significado Grau de Evidéncia
Evidéncia
Variante nonsense, frameshift, em sitios de splice canénicos +1 ou 2, c6don de iniciacdo ou delecdo de 1 .
L . - n ~ X Muito forte para
PVS1 ou varios exons (null variant) em um gene no qual variantes com perda de funcéo (LoF) sdo mecanismos L
) patogenicidade
conhecidos de doenca
L . N . Forte para
PS1 Troca de aminodcido ja estabelecida como patogénica, independente da troca do nucleotideo L
patogenicidade
PM4 Modificacdo no tamanho da proteina causada por dele¢des ou insercdes in-frame em regido ndo repetitiva Moderado para
ou por variantes que perdem o cddon de parada (tipo stop-loss) patogenicidade
PM5 Nova variante missense em um aminoacido em que uma variante missense diferente ja foi estabelecida Moderado para
como patogénica patogenicidade
;rltiaéjcl)gao In PP3 Vérias ferramentas computacionais suportam a evidéncia de efeito deletério no gene ou proteina “Supporting” para
(conservacdo evolutiva, impacto no sitio de splicing etc) patogenicidade
BP1 Variante missense em um gene no qual variantes com perda de funcéo (LoF) sdo mecanismos conhecidos Fraco para
de doenca benignidade
BP3 Deleg¢des ou insercdes in-frame em regido repetitiva sem funcdo conhecida Fraco para
benignidade
BP4 Vérias ferramentas computacionais sugerindo auséncia de efeito deletério no gene ou proteina Fraco para
(conservagdo evolutiva, impacto no sitio de splicing etc) benignidade
BP7 Variante sindnima cujas ferramentas de predicdo de dano a sitio de splicing ndo predizem impacto na Fraco para
sequéncia consenso de splice nem a criagdo de um novo sitio, e 0 nucleotideo néo é conservado benignidade

continua
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Dado Artefato

Avrtefato de sequenciacdo conforme determinado por profundidade, qualidade ou outros dados previamente
revisados

Anexo 2 -  Critérios ulitizados pela ACMG/AMP - Colégio Americano de Genética Médica e pela Associacdo de Patologia Molecular —
para classificagdo das variantes encontradas (conclusdo)
Gr_ugo d_e Abreviacdo Significado Grau de Evidéncia
Evidéncia
PS3 Presenca de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos que suportem o efeito prejudicial no Forte para
gene ou sua proteina patogenicidade
PM1 Variante localizada em uma regido hotspot para mutagdes e/ou regido importante ja estabelecida com um Moderado para
Estudos dominio funcional da proteina, sem variantes descritas como benignas patogenicidade
Funcionais Variante missense em um gene com uma baixa taxa de mutagdes missense benignas e no qual esse tipo de . .
PP2 . . - . Apoia patogenicidade
variante é considerado um mecanismo comum de doenca
BS3 Presenca de estudos funcionais (in vitro ou in vivo) bem estabelecidos mostrando auséncia de efeito Forte para
prejudicial para a proteina ou sitio de splicing benignidade
PP1 Segregacdo da variante (em um gene conhecido como causador de doenga) com a doenga em uma familia Moderado para
} com varios membros afetados patogenicidade
Segregacao
N x S . Forte para
BS4 Auséncia de segregacao nos individuos afetados da familia .
benignidade
PM3 Variante detectada em trans com uma variante patogénica para as doencas recessivas Modera@q para
Dados do patogenicidade
Alelo BP? Variante detectada em trans com uma variante patogénica dominante com penetréncia completa ou Fraco para
observada em cis com uma variante patogénica em qualquer tipo de heranca benignidade
PP4 O fendtipo do paciente ou a historia da familia séo bastante especificos de uma doenca monogénica Apoia patogenicidade
BP5 Variante encontrada em um caso com uma base molecular alternativa para doenca benignidade
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Abstract

Aimr Congenital hypopituitarism has an inddence of 1:3%00-10,000 births and is defined Key Words

by the impaired production of pituitary hormaones. Early disgnosis has an impact » congenital hypopituitarism
on management and genetic counselling. The clinical and genetic heterogeneity of » growth hormone
hypopituitarism poses difficulties to select the order of genes to analyse. The objective deficiency

of our study is to screen hypopituitarism genes (candidate and previously related genes)  » mutations
simultanecusly using a target gene panel in patients with congenital hypopituitarism. »  massively paraliel

Methods: Screening of 117 subjects with congenital hypopituitarism for pathegenic E"‘d"!
i i i i i iuitari : " throughput
variants in 26 genes associated with congenital hypopituitarism by massively parallel i -

SEQUENCINE USINg a8 oustomized target gene panel.

Resuits: We found three novel pathogenic variants in 072 ¢ Z95C-T:p.GIn35*, GLI2
€.1681G>T-p.GluS61* and GHRHR c.B20 B21insC-p.Asp274Alafs*113, and the previousky
reported variants in GHRHA ¢ 57+1G=A and PROPT [c.301_302delAGEc. 109+ G-AL
Condusions: Our results indicate that a custom-designed panel is an efficient method
to screen simultanecusly variants of bielogical and clinical relevance for congenital GH
defidency. A genetic diagnosis was possible in 5 out of 117 (4%) patients of our cohort.

We identified three novel pathogenic variants in GHRHR, OTAZ and GLIZ expanding the
spectrum of variants associated with congenital hypopituitarism. mw

Introduction

» target gene panel

Congenital hypopituitarism (CH) is a rare disorder
(incidence of 1:3500-10,000 births) defined by the
deficlency of one or more pltuitary hormones (1, Z).
Clinical presentation wvaries, ranging from isolated
growth hormone deficiency (IGHD) to combined

pituitary hormone deficiencies (CPHD). CH also varies
with respect to  hypothalamic-pituitary  anatomy
from normal magnetic resonance imaging to the
presence of midline defects such as pituitary stalk
interruption syndrome (P515) andfor severe complex
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gt Blosdent Beacom
Fottprics ol oo (LTS S0VEC- 100085

Thibi waarkk b crrid urder @ Craathe Commens
Adtri bation-Kon Cormrre - Ho Derive thees 4.0
rismaticnal Licenss,

fcole]



60

M Nakaguma ef ai.

. Endocrine
COMMNECTIOMS

craniofacial malformations, such
dysplasia (S0D).

The genetic defects leading to CH were classified
in: defects in GH secretion (GHI, GHRHR), defects in
pituitary cell differentation (FROFI, POUIFI) and
defects In pitultary development (such as HESX 1, GLIZ,
OTXZI) (Z). The most common genes implicated are
those encoding GHI and GHRHR in IGHD and FROFT in
CPHD, especially in certain geographical regions. Until
now, most studies wsed the candidate-gene approach
as the main strategy o idendfy the genetic cause of
CH (3. As this swategy considers the patent’s clinical
presentation o guide the molecular investigation, genes
were heterogeneously screened In most studies — the same
genes were not analysed in the entire cohort. Moreover,
as the clinical phenotype is highly variable, we cannot
assure that all possible causative genes were excluded (£).
The use of massive parallel sequencing, mostly targeted
sequencing panel or whole exome sequence (WES), allows
the screening of several genes simultaneously with high
acouracy In a less Hme-consuming way-

In the present study, we developed a comprehensive
gene panel for systematc assessment of CH including
previously known and newly discovered genes related o
CH in a large cohort with the objective of expanding the
clinical and etiological spectrum of this disease.

as  septo-optc

Patients and methods

Patients with CH followed at the Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento (330 Paulo, Brazil)
and Hospital de MNincs Santisima Trinidad (Cordoba,

Argentina) with previous positive genetic diagnosis by

Movel pathog
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Sanger sequencing with the candidate-gene approach
were not included in this study. We selected 117 subjects
with CH of unknown cawse (104 from Brazil and 13 from
Argentdna) (Fig. 1). The patients were predominantly male
(55%, n=64), only eight were born from consanguinecus
parents and another 25 had relatives with short seature.
Most of them had CPHD (77%, m=%0) and ectopic
posterior  pltuitary (EPF) lobe (68%, n=79) (Fig. 1)
The median age of the frst visit was 11 years (Rnging
from & days to 51.9 years), height 5D of -3.8 (mRnging
from -1.8 o —74) and GH peak of 1.7pg/dL (ranging
from undetectable to 4.7 pg/dL). This study was approved
by the respective Local Ethic Committees ('Comité de
Ftica para Andlise de Projetos de Pesquisa’ in Brazil and
‘Comité Institucional de Exca de la Investigacion en Salud
del MNifio ¥ del Adulto’ in Argentna) and the patients or
guardians gave thelr written informed consent.

Serum lewvels of TSH, GH, LH, F5H, FEL, cortisol,
dehydroepiandrosterone sulphate, total thyroxine, free
thyroxine, insulin-like growth factor 1 (IGF-1), oestradiol or
testosterone levels were measured at baseline. Suimulatory
tests were performed for the diagnosis of GH and other
pltuitary hormone deficiencies as previously described
(5. In neonates, GH (cut-0ff imit <5ng/mlL) deficiency
was evaluated considering the baseline GH measurement
during hypoglycaemia and 1GF-1 and IGFREP-1 levels less
than —2 505 for age and sex. As patients were studied at
different centres using different hormonal assays, normal
ranges of each centre were considered.

Target gene panel

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
lewcocytes of all padents. A customized gene panel was

Tetal of patients
n=117
S (F: W) 53-64
[ |
IGHD CPHD
n=I7 n=an
| I
[ 1 1 [ I I
R PR MYFP FFP TPF WYPR
n=17 n=h n=4 n=E& n=% n=15% =&
Figura 1
Chirical features of d pasienis. CPHD, combined I deficdency; EPF, echopic posterior plultary lobe; ISHD, isolabed growth

2 F pinutany
hormone deficiency; R, not avallable; NVFF, non-isualzed posterior piiuitary; TPF, Topic posteror pitultary lobe.
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designed using Agilent Sure Design (Agilent Technologles,
Inc.) with probes for 26 genes previously related to
hypopituitarism GHI, GHRH, GHRHE, GHSR, FROFI,
POUTFI, GLIZ, HESXI, LHX3, LHX4, OTXZ, FITXAZ,
ARNTZ, DMXL2, FGFB, FGFRI, GFR161, HHIF, IGSFI,
KAL], PROKRZ, RNPC3, SHH, S0X2Z, 50X3 and TGIFT (Z).

Genomic DNA was mechanically fragmented using
Covaris. Libraries were constructed using SureSelect Target
Enrichment System Technology in accordance with the
manufacture’s protocols  (Agilent Technologies). The
sequences were generated in the Ilumina MNexiSeq 300
platform running on paired-end mode. Reads were aligned
to the GRCh37/hgl9 assembly of the human genome
with the Burrows-Wheeler aligner (BWA-MEM) (GNU
General Public License version 3.0 (GPLv3), MIT License,
Cambridge, MA, USA). Variant calling was performed with
Freebayes (hetps:/fwiki. gacrc. ugaedu/wikl/ Freebayes) and
the resulting variant call formats (VCFs) were annotated
with ANNOVAR (http://annovar. openbioinformatics. org/
en/latest).

The targeted panel sequencing data were screened for
rare variants (MAF <1%) in public global and Brazilian
databases: gnomAD  (http-//gnomad broadinstitute.
orgl) and ABraOM (http//abraom_ibuspbe), locaed
in exonic regions and consensus splice site sequences.
Mext, our varant fltration prioritized genes based
on their potential v be pathogenic: loss-of-function
(LoF) variants and varlants predicted to be pathogenic
by multiple in silico programmes (SIFT, PolyPhen2,
Mutation Taster, FROVEAN and CAAD). The sequencing
reads carrying candidate variants were inspected visually
using the Integrative Genomics Viewer (1GV) to reduce
false-positive calls. Sanger sequencing confirmed all
pathogenic and probably pathogenic variants. (Primer
sequence and amplification protocols are available upon
request.) The variants at the fnal kst were assessed
for the clinical interpretation of pathogenicity using
InterVar (hitp:/fwintervarwglab.org/) according to the
American College of Medical Genetcs and Genomics/
Assoclation for Molecular Pathology (ACMG/AMEP)
varlant pathogenicity guidelines (6).

Results
Molecular results

The median coverage depth of the coding regions in ouwr
panel data was 462, with at least 99.6% of the sequenced
bases covering more than 20-fold.

Movel pathogenic vari

congenital hypopituitarism

We identified causative pathogenic variamts in 5 of
117 CH patients (diagnostic yield of 4%) (Table 1). These
variants were in genes directly involved in GH secretion
(GHRHR), in pituitary cell differentation (PROPI) and in
pliuitary development (GLIZ, OTX2). All variants were
absent or extremely rare in local and public databases
(Table 1)

Biallelic LoF varlants were identified in GHEHE and
FROF] genes. One pathogenic mutation located in a
consensus splice site (c.37+1G=A) and another causing a
frameshift mutatdon (c820 B2 1insC:p Asp274ALafs*113)
in GHEHE were found in homozygous state, each in one
patent with IGHD. Two pathogenic variants in FROFI
were identified in compound heterozygous state in one
patient with CPHD by this panel and has been recenthy
published with a cohort of FROF] Brazilian patients (7).

Two novel heterorygous nonsense pathogenic
variants were Identified in GLIZ (c.168]1G>Tp.Gluse1*)
and OTK2 (c.295C>T:p.GIn%9*), each one in one subject.

Phenotype of subjects with variants of interest

Characieristics of affected subjects are detalled in Table 2.
Weight, length at birth, GH peak, age and height 505
at first visit did not differ significantly from those with
negative molecular results. All patients were severely
affected at presentation (median height 5D5 of —5.8,
ranging from —7.8 to —4.4) (Table Z).

Among the patents with homozygous varlants
in GHRHR, one patent was bormn t0 consanguinecus
parents and the other patient’s parents came from the
same small village and probably presented some degree
of consanguinity. The second case had a short brother
and the presence of the same varlant was identified in
homozygous state by Sanger sequencing.

The patients carrylng variants in GHRHR had IGHD
and topic posterior pituitary (TPP). The patient with
FROP! mutation had CPHD (GH, T5H and partial ACTH
deficlencies) and TIT

Patients with pathogenic variant in genes precociously
expressed during hypothalamic-pituitary development,
GLE2 and OTXZ, presented IGHD and EFT.

The mother of the patient with GLIZ varant, abo
carrying the same mutadon, has short stature (—4.0
H5DS), EPF hypoplasia of anterior pititary and thin
stalk, despite having IGF-1 levels in the normal range for
her advanced age. The index patients mother referred
that her brother and nephew (not available for clinical or
genetc studies) had polydaceyly.
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Table 1 Pathogenic variants identified by targeted panel sequencing in a cohort of 117 patients with congenital hypopituitarism.
Evidanca of
pathegenicity
according b Fimal ACMIG/AMP
Fatbant Gamns  Allalic variant GRomAD ABraQM InBaritanis ACIWAG! AMIP Classificatien EafSaq ID
1 GHRHR cS5T+1G>A 000001957 o Homorygous  PWS1, PM2, PP Pathogenic NM_D00B23.3
ra23020z2
2 GHRHR c820_B21inaC: o o Homorygous  PWS1, PM2, PP Pathogenic NM_D00B23.3
pAspI7dAlafs* 113
3 PROPT  c301_302del: 0,0001805 0 Compound PVWS1, PM1, PPS  Pathogenic NM_D06261.4
p.Leul 02 CyafavE Heterozygous r315392 2688
109+ 1G=A o 0 Compound PWS1, PMZ, PR3 Pathogenic NM_D06261.4
Heter aeygous
4 GLZ  c16B1GT:p.GIUSET* i o Heterozygous FWS1, PM2, PP Pathogenic NM_005270.4
5 o2 ¢ 295CT:p.Ginag™ o o Heterozygous PS5V, PMZ, PP Pathogenic NM_172337.2

VST, null vasriant [recresensa, frameshift, canonical 21 or 2 gplice shes, inklation codon, singhe or multtescon deletion] in a gene where LoF ks a known

mechanism of dissase; PM1, locabed In a mutational hot spot andtor oritical and wel-estabilished fundional domain (e.f acthee site of an enzymie] withouwt
beniign varation; PMZ, absens from contrals for at by how frequiency If sive] in Exome Sequencing Froject, 1000 Genomes Project, or Exome
Agpregation Consortium; PP3, multiple lines of companational evic Support a deketerous effect on the gene product; RS, reputable source recenty
FEpts variant 2= parhagenils, bot the sddencs & not svallable o the laboratony to parform an independent svaluation.

The patlent carrying the mutation in OTX2 had

microphthalmia, nystagmus and neuropsychomotor
developmental delay.

Discussion

In this study, we screened simultaneocusly 26 genes in a
cohort of 117 patients with CH using a target gene panel
approach and identified five causative pathogenic variants
(positive yield of 4%) in genes GHEHE, FROPI, GLI2
and OTXZ. A imitation of this study is that this cohort

Included, in addition to patients who were not sequenced
before, patients in whom some candidate genes had been

negative by Sanger sequencing. Therefore, a higher yield
might be expected in a prospective cohort.

We found two null homorygous mutations in
GHRHR in two patients and, as expected, both patients
had IGHD with orthotopic posterior pltuitary lobe. One
variant was a frameshift inserton described for the frst
time in the present study and the other was a splicing
mutation (c.37+1G=A) inidally reported In a large
kindred with isolated GH deficiency from [tabaianinha in
Mortheastern Brazil (B). The same variant in homozygous
and compound heterozygous state was also previoushy
described in other Brazilian familial and sporadic cases
and a founder effect was demonstrated (%), Most patients
with autosomal recessive [IGHDY have variants in (GHRHR

Tabla2  Clinical characteristics of patients with pathogenic variants.
Family Halght S5 Hormenal Asseciated complax
Patlants Gens  Sen  Dalhvary histery  stfrstvisit  deficency MIRI pREnoCypn
i= GHRHE F Caesarean section No =532 IGHD Morrmal Deafress
28 GHRME F MNormal Affected =58 IGHD Anterior pituitary  Absent
brother hypoplasia, NVPFP
3 PROPT M Maormal Na =TB GH, TSH, ACTHp Anterior pitultary  Absent
hypaplasia, TPP
4 GLZ M Chesarean section, Reported =4 IGHD EPP Ahsent
hermamhage short
during labows SLATLFE
5 one M MNomal Na =61 IGHD EPP, seplo-aptic Micrapkithalriia,
dysplasia FiySLAgrLE,
neurspsychomator
developmental delay

*Bom o consanguinecis healthy parenss; bparents came from the same small vilage.
EPF, ectopic posterior plultary; ¥GHD, isolated growsh hormone defidency; MR, magnetic rescnance imaging; NYPP, non visualized posterior pitukany;

TPF, topic posterior piEulary.
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which is therefore one of the first candidate genes to be
screened in consanguinecas cases (10).

We found two pathogenic  wvariants  in
compound heterorygous state in FROFI
[c.301_302delAG];[c. 109+1G=A] in one subject. Whereas
C.301_30ZdelAG is the most common FROFPD variant
worldwide due to a founder effect, the c. 109+ 1G=A variant
was first found by this panel and recently published as
a novel varfant by our Unit together within a cohore of
Brazilian patients (7, 11 Although there is an increased
prevalence of familial cases and consanguinity among
patents with CPHD due to FROPI variants, the patient
described here is a sporadic case and the only affected
member of his family (7).

Orne patient in our cohont had a pathogenic stop
codon vadant in GLIZ (p.GluS61*) that predics a
truncated protein with loss of the zinc Anger and
transactivation domains.  Varants in GLI2 have
incomplete  penetrance and can lead t© complex
midline defects, holoprosencephaly (HPE), cleft palate,
polydactyly and CPHD with variable phenotypes
(12, 13). Qur patient presents 3 mild phenotype with
only IGHD, and no craniofacial defects.

A novel nonsense variant was Identified in OTX2
(pGIn107*) gene in heterozrygous state, predicting a
truncated protein with the loss of 642 amino acids.
Varlants in OTAZ were associated to severe ocular
malformations such as anophthalmia, microphthalmia
and variable degrees of hypopituitarism Most patients
with OTX 2 mutations also exhibit brain anomalies and/for
selzures that are not present in our case (14).

Until now, only one study used a target gene panel for
the diagnosis of a cohort of patients with CH: 51 patients
from 44 independent pedigrees were evaluaved for
mutations using a target sequence panel, in which genes
were captired using smMIPS (single-molecule molecular
Inversion probe capture assay). In two families with IGHD
phenotype, the same heterozygous mutaton in GHI gene
(pArgFHI5) was identfied (15).

Ciher studies used target panel or whole exoms
sequencing to study patients with shore stature due to
different etiologies including few patients with GHD.
Dauber ef al. sequenced 1077 genes in 192 patlents (31
with CPHD) and fownd four pathogenic warlants in
FTPNII and IGFIR genes (16). Haver & al. sequenced
200 patients with short stature who underwent extensive
prios endocrinological and diagnostic workup to exclude
defects of the growth hormone pathway and 1dentified
one variant in the GHSE gene (17). At last, another study

performed exome-sequencing on ten patents with CPHD

Movel pathogenic vari

congenital hypopituitarism

and their unaffected parents and suggested SLCHIAT and
SLC15A4 as new candidate genes (18).

Using a target gene panel in large cohorts allows the
screening of many genes simultanecusly with higher
accuracy avolding the misinterpretation caused by the
lack of phenotype-genotype correladon. Therefore,
we believe that this approach has advantages for the
genetc diagnosis when compared to the candidate-gene
approach.

The diagnosis of GH deficiency is complex and usually
inwolves auxological, hormonal and Imaging studies
{190 If recent advances in genetic studies will curtail this
diagnostic odyssey remains to be elucidated. The modest
positive rate of genetic screening of CH (4%: this study)
obtained with gene panels indicates that this genetic tool
still cannot replace the clinical diagnosis of CH.

We conclude that a custom-designed target gene panel
is an efficient method to soreen simultaneously variants
of bological and clinical relevance for congendtal GH
deficiency. A genetc diagnosis was possible in 5 out of 117
(4%} patients of our cohort. We identified novel variants
in GHEHE, PROFP!, OTX2 and GLIZ. Further studies are
necessary k0 understand the pardcipation of other genetic,
epigenetic phenomena and/or environmental factors in
the aetiology of most patients with CH.
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