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RESUMO




Otto AP. Andlise molecular do gene HES1 em pacientes portadores de
hipopituitarismo congénito [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2014.

Estudos em modelos animais transgénicos possibilitaram o conhecimento de
parte dos genes envolvidos na embriogénese hipofisaria e da etiologia genética
do hipopituitarismo em humanos. Entretanto, a etiologia da maior parte dos
casos de hipopituitarismo congénito, principalmente os associados a neuro-
hipofise ectdpica (NE), ainda € pouco definida. Muta¢des no gene PROP1 séo
a causa genética mais comum de hipopituitarismo descritas até o momento,
mas estdo sempre associadas a neuro-hipofise topica. Estudos destinados a
esclarecer o mecanismo molecular da mutagdo do gene Propl em
camundongos demonstraram a participacao da via de sinalizacdo Notch e de
seus componentes, dentre eles, o gene Hesl. O HES1 é um gene que codifica
um fator de transcricdo que participa de estagios precoces do desenvolvimento
hipofisario e esta envolvido com a morfogénese da neuro-hipoéfise. A avaliacao
do camundongo com nocaute em homozigose deste gene acarreta uma
hipoplasia da adeno-hipofise e auséncia da neuro-hipofise; e sua expressao
constitutiva esta associada ao hipopituitarismo. Como a NE €& um achado
comum no hipopituitarismo congénito e o gene HES1 pode estar relacionado a
sua fisiopatologia, a regido codificadora do gene HES1 foi avaliada em 192
pacientes com hipopituitarismo congénito. A variante alélica c.578G>A
(p.G193D) em heterozigose foi encontrada em um paciente com
hipopituitarismo congénito associado a NE. A avaliacdo da predicéo in silico do
efeito funcional da variante pela ferramenta MutationTaster sugere que a troca
do aminoacido glicina, altamente conservado entre os mamiferos, por acido
aspartico, seja deletéria. No estudo da segregacao familiar, quatro irmaos
aparentemente normais apresentam a mesma variante, sendo que dois deles
possuem alteracdes discretas na imagem da hipéfise. Em conclusédo, esta é
uma nova variante alélica descrita no gene HES1, ausente em grandes bancos
de dados e controles saudaveis da populacdo brasileira, mas presente em
irmaos nao afetados. Estudos funcionais in vitro sd80 necessarios para
esclarecer o efeito biolégico desta variante. Um padrdo de heranga complexo
com penetrancia incompleta é possivel e ja descrito em outros genes
associados ao hipopituitarismo. Na tentativa de elucidar a causa genética do
hipopituitarismo neste caso, o material genético deste paciente e de seus
familiares foram submetidos ao sequenciamento do exoma, mas os resultados
estdo inconclusivos até o momento.

Descritores: Hipopituitarismo/congénito; Hipopituitarismo/genética; Neuro-
hipofise/anormalidades; Nanismo hipofisario; Hipofise/embriologia; Fatores de
transcricdo hélice-alga-hélice basicos; Desenvolvimento embrionario; Fatores
de transcrigéo.



SUMMARY




Otto AP. Molecular analysis of the HES1 gene in patients with congenital
hypopituitarism [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2014.

Studies of transgenic animal models have allowed for the discovery of genes
involved in human pituitary embryogenesis and the genetic etiology of
hypopituitarism. However, the genetic causes of most cases of congenital
hypopituitarism, especially those associated with an ectopic posterior pituitary,
remain poorly defined. Mutations in the gene PROP1 are the most common
genetic causes of hypopituitarism described to date, and are always associated
with an ectopic posterior pituitary. Studies to elucidate the molecular
mechanisms of Propl mutations in mice have demonstrated the involvement of
the Notch signaling pathway, including its downstream target Hes1l. The HES1
gene encodes a transcription factor that participates in early stages of pituitary
development and is involved in posterior pituitary morphogenesis. Hesl
knockout mice exhibit a hypoplastic anterior pituitary and absence of a posterior
pituitary. Conversely, constitutive expression of Hesl is associated with
hypopituitarism. Since an ectopic posterior pituitary is commonly found in
congenital hypopituitarism and the HES1 gene may be related to its
pathophysiology, the coding region of gene HES1 was screened in 192 patients
with congenital hypopituitarism. A heterozygous allelic variant c¢.578G>A
(p.G193D) was identified in a patient with congenital hypopituitarism associated
with an ectopic posterior pituitary. Assessment by MutationTaster, a
bioinformatic tool for in silico prediction of functional effect of missense variants,
suggests that substitution of glycine (a highly conserved amino acid in this
position among mammals) for aspartic acid is deleterious. In the genetic study
of family members, we identified four apparently normal siblings with the same
variant, two of which have discrete changes in their pituitary MRI. In conclusion,
we described a new allelic variant in the gene HES1, absent in large databases
and healthy Brazilian controls, but present in the unaffected siblings. In vitro
functional studies are needed to clarify the biological effect of this variant. A
complex pattern of inheritance with incomplete penetrance is possible in this
case, as it has already been described in other genes associated with
hypopituitarism. In an attempt to elucidate the genetic cause of hypopituitarism
in the family described, DNA samples of this patient and his family were
submitted to exome sequencing, but results are inconclusive at this time.

Descriptors:  Hypopituitarism/congenital; Hypopituitarism/genetics; Pituitary
gland, posterior/abnormalities; Dwarfism, pituitary; Pituitary gland/embryology;
Basic helix-loop-helix  transcription  factors; Embryonic  development;
Transcription factors.
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1 INTRODUGAO

1.1 O desenvolvimento hipofiséario

A hipdfise é uma glandula localizada na sela turcica do osso esfenoide, na
base do cranio, que coordena varios processos fisiolégicos importantes do
organismo por meio da producdo e secrecdo de hormdnios troficos com acgéo
em orgaos periféricos. Sua funcao esta sob controle do sistema nervoso central
(SNC) por meio de neuropeptideos hipotalamicos que atingem a hipéfise pela
haste hipofisaria e pelo mecanismo de retroalimentacdo negativa exercido pelos

hormdnios periféricos produzidos em seus 6rgéos-alvo (Figura 1).*

SNC

Hipotalamo @
908

Hipofise
anterior

Hipdfise
posterior

N

ADH

Feedback negativo

Ocitocina
GH ACTH PRL
LH/FSH TSH

ORGAOS ALVO

Figura 1 - Esquema representativo da regulacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-alvo periférico
(adaptado Schneider et al., 2007).!



Esta glandula é composta de duas estruturas anatdbmicas distintas: a
adeno-hipdfise e a neuro-hipéfise. A adeno-hipéfise € composta pelo lobo
anterior, pelo lobo intermediario e pela parte tuberal. O lobo anterior se
diferencia em 5 linhagens celulares produtoras de hormonios: o corticotrofo
produz horménio adrenocorticotréfico (ACTH); o tireotrofo produz horménio
tireotréfico (TSH); o somatotrofo produz horménio do crescimento (GH); o
lactotrofo produz prolactina (PRL), e o gonadotrofo produz horménio luteinizante
(LH) e horménio foliculo-estimulante (FSH). O lobo intermediario se diferencia
em melanotrofo que produz hormdénio melanotréfico (MSH) em varios
mamiferos, entretanto, em humanos, normalmente, involuiu no terceiro trimestre
da gestacdo, deixando apenas vestigios rudimentares dispersos nos lobo
anterior e posterior. A parte tuberal envolve a eminéncia média e a haste
infundibular do hipotadlamo, e representa uma fina camada de células de funcéo
pouco conhecida, mas a presenca de receptores de melatonina sugere a
participacdo na regulacdo fotoperiédica da secrecdo dos hormbnios
hipofisarios.?

A neuro-hipéfise € composta pelo lobo posterior, eminéncia média e
infundibulo. O lobo posteiror é constituido de prolongamentos axonais de
neurbnios magnocelulares dos nudcleos paraventricular e supradptico
hipotalamicos, que armazenam e secretam hormonio antidiurético (ADH) e
ocitocina. A eminéncia média € a regido que recebe os prolongamentos axonais
dos neurdnios parvocelulares hipotalamicos, que liberam neuropetideos, que

sdo transportados pela circulagdo porta-hipofisaria até a adeno-hipdfise e



regulam sua funcgéo. O infundibulo € composto por vasos da circulacdo porta e
tratos nervosos, e, junto com a parte tuberal que o envolve, forma a haste
hipofisaria.?

A hipofise se origina do folheto embrionario ectodérmico, sendo que de
duas regibes diferentes, do ectoderma oral e do neuroectoderma. Um
espessamento do ectoderma oral forma a placa hipofisaria, que sofre uma
invaginacao, originando a bolsa de Rathke, primoérdio da adeno-hipdfise. Uma
pequena porcéo ventral da bolsa de Rathke (rostral tip) origina a parte tuberal,
uma pequena porcao posterior origina o lobo intermediario e o restante, o lobo
anterior. O diencéfalo ventral, derivado do neuroectoderma, sofre uma
evaginacdo gerando o infundibulo e o lobo posterior (Figura 2). O
desenvolvimento da hipofise tem sido estudado em varias espécies de animais
e se demonstrou extremamente conservado entre os vertebrados, portanto, se

infere que o seja semelhante em humanos.>*

Diencéfalo ventral

Ectoderma oral

Figura 2 - Representagdo da embriogénese hipofisaria de camundongos (adaptado Romero et
al., 2009).° RP= bolsa de Rathke



Sendo assim, a adeno-hipofise e a neuro-hipdfise, apesar de distintas em
origem e funcdo, sdo interdependentes durante e apds a embriogénese.
Durante o desenvolvimento, moléculas sinalizadoras do diencéfalo ventral,
como Bmp4, Fgf8, Fgfl0, Fgfl8 e Wnt5a, e do ectoderma oral, como Shh, sao
essenciais para inducdo e manutencdo da bolsa de Rathke, assim como para
regionalizacéo da diferenciacéo celular da adeno-hipéfise.*

A organogénese hipofisaria resulta de uma complexa interacdo de vias de
sinalizacao, levando a uma expressao coordenada de fatores de transcricdo em
periodo e regido especificos, e um balanco adequado entre proliferacdo e
diferenciacédo celular (Figura 3). Uma parcela destes componentes genéticos
foram elucidados com o isolamento de genes em modelos animais normais e
com baixa estatura, principalmente os camundongos Snell e Ames, mais bem
descritos posteriormente.®’ A partir disto, a construcéo de animais transgénicos
com mutacdes em genes especificos auxilia na compreensdo da funcdo destes

genes e no estabelecimento de uma hierarquia génica.*®
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Figura 3 - Representacdo grafica da cascata de genes envolvidos no desenvolvimento
hipofisario (adaptado de Kelberman D, 2009).4

1.2 Hipopituitarismo congénito

O hipopituitarismo congénito € um grupo heterogéneo de doencas com
etiologia pouco definida. Os dados epidemioldégicos sdo escassos. A
prevaléncia de deficiéncia de hormonio do crescimento (DGH) de inicio na
infancia, manifestacéo clinica inicial mais comum do hipopituitarismo, varia
entre 1:3.480 e 1:30.000 criangas. Em um estudo belga, a prevaléncia de DGH
encontrada foi de 1:5.600 criancas, sendo 35% de etiologia adquirida, 20%

congénita, 4% associada a sindromes e 41% idiopatica.’ A prevaléncia de DGH



de origem genética € estimada em, aproximadamente, 1:4.000 a 1:10.000
nascidos vivos.***!

A heterogeneidade destas doencas ocorre sob varios aspectos. A
apresentacao clinica inicial mais comum é baixa estatura na infancia por DGH,
mas pode se manifestar com sinais e sintomas decorrentes de outras
deficiéncias hormonais hipofisarias isoladas ou combinadas com gravidade
variavel e, frequentemente, evolui de forma progressiva com o aparecimento de
novas deficiéncias hormonais (Tabela 1). A idade de apresentacdo, geralmente,
€ no periodo da infancia, mas pode simular uma doenca adquirida com inicio na

vida adulta.>*?



Tabela 1 - Principais manifestacdes clinicas das deficiéncias hormonais hipofisarias de acordo
com a idade de apresentacao.

Deficiéncias

Infancia

Adulto

GH

TSH

LH/FSH

ACTH

ADH

Déficit de crescimento
Micropénis
Hipoglicemia - convulsdes

Retardo cognitivo
Déficit de crescimento

Atraso ou auséncia de puberdade
Micropénis/criptorquidia

Hipoglicemia - convulsdes
Crise adrenal

Poliuria e polidipsia

Diminuicdo da massa e forca muscular
Aumento da gordura visceral
Diminuicdo da massa 6ssea

Fadiga

Diminuicdo da qualidade de vida

Cansago
Ganho de peso
Rouquidao
Pele seca
Constipagéo
Intoleréncia ao frio

Lentidao de raciocinio

Q@ amenorreia/oligomenorreia, dispareunia,
infertilidade, osteoporose
& perda da libido, impoténcia sexual,
alteracdo do humor e queda dos pelos
corporais, diminuigdo da forca muscular,

osteoporose

Fadiga/fraqueza
Tonteira
Nauseas e vomitos
Anorexia
Palidez
Hipotenséo
Perda de peso

Polidria e polidipsia

O hipopituitarismo congénito esta, frequentemente, associado a alteracdes

morfolégicas da regido hipotalamo-hipofisaria, identificadas na ressonancia

magnética (RM) da sela turcica como hipoplasia da adeno-hipofise, neuro-

hipéfise ectépica (NE) e haste hipofisaria afilada ou ndo visualizada. Além de

estar associado a outras malformacdes, principalmente cerebral (como displasia

septo-Optica, por exemplo), craniofacial e ocular.’®*'® Os pacientes que

apresentam NE associada a auséncia de haste sdo mais graves do ponto de



vista endocrinolégico com deficiéncia multipla de horménios hipofisarios.’**8 A

NE é considerada um marcador de disfuncdo hipofisaria e, até o momento, sua

origem permanece controversa.*®

1.2.1Etiologia do hipopituitarismo congénito

Existem duas teorias aventadas para a etiologia do hipopituitarismo
congénito. A teoria do trauma, em gque a transec¢ao mecanica da haste durante
o parto complicado com apresentacdo pélvica leva a perda do estimulo
hipotalamico e, consequentemente, ao hipopituitarismo, e a neuro-hipofise pode
adquirir uma posicao ectopica, acima do coto da haste. A teoria da malformacéo
€ baseada em defeito do desenvolvimento hipofisario, que leva ao
hipopituitarismo e a incompleta migracdo da neuro-hipdfise. Inicialmente,
estudos demonstraram uma alta prevaléncia de parto pélvico nos pacientes
com hipopituitarismo, sugerindo a implicacdo do trauma de parto na patogénese
desta doenca.'®?*?? Em seguida, varios trabalhos observaram a associacdo de
hipopituitarismo com histéria de consanguinidade, casos familiares e outras
malformacgbes, direcionando a etiologia para anormalidades em genes
relacionados ao desenvolvimento desta regid0.2%® Como estudos recentes
mantém uma clara associacdo entre o0 aumento da prevaléncia de apresentagéo
pélvica no parto dos pacientes com hipopituitarismo congénito, discute-se se
esta alteracdo pode ser um efeito e ndo a causa da alteracdo do

desenvolvimento embrioldgico desta glandula.?®
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O conhecimento dos mecanismos moleculares do desenvolvimento da
hipéfise e do hipotalamo possibilitou um grande avanco na definicdo da
etiologia genética do hipopituitarismo congénito.*? Inicialmente, a descoberta
de mutacdes em componentes da secre¢cdo do GH propiciou o diagndstico
molecular de casos de déficit isolado de GH. Em 1981, mutac6es no gene do
GH1 comecaram a ser identificados nestes pacientes e, em 1996, mutacdes no
GHRHR causadoras de DGHI foram identificadas.?"?®

Em 1988, a clonagem de uma proteina nuclear que se ligava ao promotor
do GH, atualmente conhecida como Poulfl, propulsionou um periodo de
grandes descobertas em relacdo aos fatores de transcricdo envolvidos com a
embriogénese hipofisaria.”®*° Em 1990, Li et al. encontraram uma mutagao
missense p.W261C em homozigose no gene Poulfl causadora do nanismo no

camundongo Snell.**

A abordagem de comparacdo fenotipica entre espécies
(camundongo e humano) permitiu o diagndstico molecular de hipopituitarismo
congénito em humanos causado por mutacées nos genes POU1F1 em 1992.%
Seguindo esta mesma abordagem comparativa, a causa do nanismo do
camundongo Ames, com a identificacdo de mutacdo no gene Propl em 1996,
propiciou a descoberta de mutacées no gene PROP1 em humanos em 1998."33

Desde entdo, camundongos transgénicos tém sido muito utilizados como
uma ferramenta para o estudo do desenvolvimento hipofisario e a selecdo de
genes candidatos para investigacdo no hipopituitarismo congénito.>*** Em

1998, Dattani et al. demonstraram mutagbes no gene HESX1/Hesxl em

humanos e camundongos associadas com displasia septo-Optica e
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hipopituitarismo.®*®> Em 1995, foi descoberto o papel do Lhx3 no
desenvolvimento hipofisario dos camundongos e, em 2000, foram relatadas
mutacbes no gene LHX3 relacionadas a deficiéncia mdltipla hipotadlamo-
hipofisaria.®®*®’ Em 2001, mutacdes no gene LHX4 foram descritas em
humanos.® Em 1996, a duplicacdo da regido Xq26-27 foi identificada em uma
familia com DGHI e retardo mental com heranca ligada ao X, e a casualidade
relacionada ao aumento da dose do gene SOXS3 foi estabelecida apenas em
2004.%°%° Mutagcbes no gene SOX2 foram identificadas em casos de
hipopituitarismo associado a alteracées oftalmoldgicas em 2006.** Em 2008,
mutacbes no gene OTX2 foram associadas a hipopituitarismo, anteriormente
descritas apenas em sindromes de anoftalmia/microftalmia.** Em 2003,
mutagbes no gene GLI2 foram identificadas em pacientes com caracteristicas
de holoprosencefalia associadas a anomalias hipofisarias.** Segue, abaixo,
uma figura ilustrando a cronologia das descobertas de mutacdes genéticas

relacionadas ao hipopituitarismo em humanos (Figura 4).

PROP1 e HESX1

LHX4  SOX3 oTX2
GH1 POU1F1 GHRHR LHX3 A GLI2 SOX2

T NI

1981 1992 1996 1998 2000200120032004 2006 2008

HISTORICO DAS MUTAGOES DESCRITAS EM HUMANOS

Figura 4 - Cronologia das primeiras descricdes de mutacBes genéticas causadoras de
hipopituitarismo congénito em humanos.
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O grupo do desenvolvimento do HC-FMUSP possui um ambulatério de
deficiéncia de GH que acompanha cerca de 250 pacientes com hipopituitarismo
congénito e tem uma linha de pesquisa direcionada ao esclarecimento da
etiologia genética destes casos, visando a uma melhoria do diagndstico,
acompanhamento e aconselhamento genético destes pacientes. Desta coorte
de pacientes, 26 apresentam diagnostico molecular definido, sendo: 10 casos
de mutacbes no PROP1, 7 casos de mutacdes no gene GH1, 6 casos de
mutacdes no GHRHR, 3 casos de mutacdes no GLI2, 2 casos de muta¢des no
HESX1 e 1 caso de mutacdo no OTX2.***®* Os genes GHRH, LHX3, LHX4,
SOX2 e SOX3 foram estudados, mas ndo foram identificadas mutagées.>*>°

Entretanto, a maioria das mutacées em genes conhecidos até o momento
representam causas raras de hipopituitarismo.”® A mutacdo no gene PROP1 é a
causa genética mais comum de hipopituitarismo em humanos, responsavel por
50% dos casos familiares, e entre 1 e 13% dos casos esporadicos descritos.>”*®
Seu padrédo de heranca é recessivo. A apresentacao clinica € com deficiéncia
de GH, TSH, PRL e LH/FSH de inicio, e gravidade variavel e evolucao tardia de
déficit de ACTH.** A morfologia hipofisaria é variavel em relacéo ao tamanho da
adeno-hipdéfise que pode estar hipoplasica, normal ou hiperplasica e variar
durante a evolucdo do paciente, a neuro-hipéfise € sempre topica e a haste é

46
l.

norma A natureza evolutiva das deficiéncias hormonais foi bem

caracterizada, indicando a necessidade de monitorizacdo continua destes

pacientes.>**°
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E importante notar que as mutagdes em genes que participam de estagios
precoces do desenvolvimento hipofisario, como HESX1, SOX2, SOX3, LHXS,
LHX4, OTX2 e GLI2, geralmente, apresentam alteragcbes morfoldgicas da
hipdfise, caracteristicas sindrbmicas e malformacbes extra-hipofisarias
associadas ao fendtipo endocrino em comparacdo com genes envolvidos em
estagios mais avancados, como PROP1 e POU1F1.*!? O exame de imagem da
regido hipotadlamo-hipofisaria e o perfil hormonal associado as caracteristicas
clinicas dos pacientes portadores de hipopituitarismo nos orientam na selecao
de genes para estudo para definicdo da etiologia molecular (Figura 5).5

Nota-se que grande parte dos casos de hipopituitarismo congénito com
etiologia definida apresenta uma neuro-hipéfise tépica, embora a maioria dos
casos esteja associada a NE.”® Os modelos animais com alteracdo do
desenvolvimento da neuro-hipéfise e hipopituitarismo sdo raros para selecao de

genes para estudo molecular em humanos pela abordagem comparativa de

fendtipo entre as espécies.®
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hipoéfise

Adeno-
hipo6fise
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Deficiéncias
Hormonais
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Heranca

Malformacgdes

. - . - Ectépica/Topica/
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— GLI2 LHX3 PROP1 SOoX2 POU1F1 SOX3 — LHX4 oTX2 HESX1
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Figura 5 - Guia para selecédo de gene para estudo molecular em pacientes com hipopituitarismo congénito baseado nas caracteristicas
clinicas, de imagem (presenca e posicdo da neuro-hipéfise e tamanho da adeno-hipéfise), modo de heranca dos pacientes com
hipopituitarismo congénito de acordo com o gene mutado. Hipo- hipoplasica; Hiper- hiperplasica; N- normal; DGHI- deficiéncia isolada de

horménio do crescimento;

DHHM- deficiéncia hipotalamo-hipofisaria mudaltipla; HH-

hipogonadismo hipogonadotréfico;

HHI-

hipogonadismo hipogonadotréfico isolado; HPE- holoprosencefalia; DLM- defeitos de linha média; DSO- Displasia septo-Gptica; MF-
malformacao.
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1.3 Gene candidato para hipopituitarismo: HES1

Estudos direcionados a compreensdo dos mecanismos moleculares
responsaveis pela alteracdo morfolégica da hipofise nhos camundongos Ames
(com mutacdo espontanea do gene Propl) evidenciaram a participacdo de
membros da via de sinalizacdo Notch na embriogénese hipofisaria.>®®° Dentre
estes estudos, a Dra. Sally Camper, em colaboracdo com o Instituto Riken
japonés, criou bibliotecas de cDNA de hipofise de camundongos selvagens e
Ames dissecadas e coletadas durante o periodo embriolégico (€12.5 e e14.5).%

A via de sinalizacdo Notch é um mecanismo evolutivamente conservado
de comunicacdo intercelular que regula varias etapas do processo de
desenvolvimento embriolégico, como proliferacdo, diferenciacdo, determinacéo
celular, apoptose e morfogénese. Um relevante mecanismo de comunicacéo
intercelular desta via é chamado inibicdo lateral, em que uma célula inibe suas
células vizinhas de se diferenciarem no mesmo tipo celular e permitem a
producdo de uma diversidade de tipos celulares a partir de células
equivalentes.®® A sinalizac&o ocorre quando o ligante (Delta ou Jagged) de uma
célula diferenciada se liga ao receptor Notch na célula vizinha, e desencadeia a
clivagem e a liberacdo do dominio intracelular do Notch (NICD) que se transloca
para o nucleo, em que interage como complexo ativador que age em genes alvo
(Figura 6).%3%* Os genes alvo mais conhecidos desta via fazem parte da familia

helix-loop-helix — hairy and Enhancer of Split (HES) e agem, principalmente,
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como fatores de transcricdo repressores de genes envolvidos com a

diferenciacéo celular.

DIt Célula 1

./r
\

CITOPLASMA

EE g}mco D
S

\

Hes1/Hes5 D

|

GENES ALVO

Figura 6 - Esquema resumido da via de sinalizagdo Notch. A célula diferenciada expressa o
ligante DII1 na membrana plasmatica. Apos ativacao do receptor Notch, ocorre a liberacdo de
seu dominio intracelular (NICD), que se transloca para o nicleo, forma um complexo com o
fator de transcricdo RBPj, e ativa a transcricdo de Hesl e Hesb. Estes, por sua vez, irdo reprimir
a expressao de genes alvo relacionados a diferenciagcéo celular (adaptado de Kageyama et al.,

2008).%2

O gene HES1 (hairy and enhancer of split — homologue 1) é um gene
homologo do gene hairy da Drosophila melanogaster que codifica uma proteina

da familia helix-loop-helix. O gene hairy participa no estabelecimento de
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segmentos durante a embriogénese, e funciona negativamente na
determinacdo do padrédo de sensorial das cerdas da mosca adulta durante a
fase de larva. Em mamiferos, o Hesl se expressa em Varios tecidos durante o
periodo embrionario e na fase adulta.®>®®

Em humanos, o gene HES1 (OMIM 139605) estd localizado no
cromossomo 3g28-q29,%” que contém 4 éxons e codifica uma proteina de 280
aminoacidos, que contém um dominio de ligacdo ao DNA denominado basic,
um dominio de dimerizacdo, helix-loop-helix, um dominio de selecdo de
parceiros para heterodimerizacdo denominado orange e um tetrapeptideo
WRPW em sua por¢cdo carboxiterminal, sitio de ligacdo a corepressores da
familia TLE (Transducin-like enhancer of split - ortélogos do Groucho) (Figura
7).%8 Sua funcdo predominante é como um repressor da transcricdo de genes
ligados a diferenciacdo celular, embora possa exercer um papel ativador em
determinadas situacbes, dependendo dos fatores correpressores ou

coativadores com os quais interage.®*"*

GENE
éxons 1 2 3 4
| i )
5 3
2.439 pb
PROTEINA
nH2|  BFHEHT|  forange | COOH

1 35P 92 110 143 WRPW 280 aa

Figura 7 - Modelo representativo da estrutura do HES1 (gene e proteina). (b=dominio basic,
HLH=dominio helix-loop-helix, WRPW= tetrapeptideo que se liga a correpressores).
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O Hesl é um gene-alvo conhecido da via de sinalizacdo Notch, entretanto,
sua ativacdo também ocorre por outras vias ligadas ao desenvolvimento como
Shh, Wnt e EGF.”*"® Este fator de transcricdo apresenta importante funcéo na

974 o esta

manutencdo de células progenitoras e na determinacdo celular,
envolvido no desenvolvimento do sistema nervoso, sistema enddcrino, sistema
biliar, pancreas, sistema hematopoiético, retina, ouvido, dentre outros.®®

Na hipofise, o Hesl se expressa em fases precoces de seu
desenvolvimento entre o dia embrionario 10.5 e 16.5 em camundongos,
inicialmente de forma difusa na bolsa de Rathke e no diencéfalo ventral com
reducdo progressiva a medida que a glandula vai se diferenciando, até ficar
quase indetectavel,”” se mantendo apenas nas células progenitoras
periluminais durante a fase adulta.”® Além disso, um estudo com camundongos
transgénicos revelou algumas funcdes sobrepostas entre os genes Hesl e
Propl no desenvolvimento hipofisario, principalmente na orientacdo do
movimento das células durante o processo de diferenciacéo celular.”’

Para investigar a funcdo do gene Hesl na embriogénese dos mamiferos,
foram construidos camundongos com nocaute deste gene por meio da
introducdo de um cassete de neomicina na posi¢do dos 3 primeiros éxons do
gene em células tronco embrionarias por recombinacdo homologa. Esta
mutacao é incompativel com a vida, pois a maioria dos camundongos apresenta
defeitos graves da neurulacdo, como exencefalia e anencefalia, além de

malformagées craniofaciais associadas.’”® Os camundongos heterozigotos para

0 nocaute sédo férteis e ndo apresentaram alteragées no primeiro ano de vida.”
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A andlise da hipofise dos camundongos com nocaute do gene Hesl no dia
embrionario 17.5 revelou a reducdo ou auséncia do lobo posterior e a
diminuicdo do lobo anterior com reducdo de todos os tipos celulares,
principalmente as custas de uma diminuicdo na proliferacdo, mas também
relacionado a precoce saida do ciclo celular e deplecéo de células progenitoras
(Figura 8).”>%%81 Além disso, foram observadas a auséncia de melanotrofos no
lobo intermediéario e a reducdo ou auséncia da parte tuberal da adeno-hipofise,
ambos os achados de significado indeterminado. A hipoplasia ou aplasia do
lobo posterior da hipofise pode ser explicada por uma anormalidade da
migracdo dos neurdnios hipotalamicos produtores de ADH que se projetam
numa regido lateral ao seu alvo habitual, que seria a eminéncia média e o lobo

posterior da hipéfise.®?

eminéncia
média
& neuro- W
hipéfise | o

adeno- |
hipéfise '
Figura 8 - Cortes coronais de hipéfise de camundongo selvagem (+/+) e nocaute para o gene
Hesl (-/-) no dia embrionario 17.5 corados com alcian blue e nuclear fast red, demonstrando

auséncia do lobo posterior e hipoplasia do lobo anterior no Hesl (-/-), estruturas bem evidentes
no Hes1 (+/+). (Adaptado de Akimoto et al.)* (3V= terceiro ventriculo).

adeno- |
hipéfise |
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A avaliagdo da expressdo mantida de Hesl em células diferenciadas na
hipdfise foi obtida em dois estudos. Zhu e colaboradores criaram um
camundongo transgénico que mantinham a expressao da via de sinalizacéo
Notch e, consequentemente, Hesl em células que expressavam Poulfl
(somatrotofo, tireotrofo e lactotrofo). Este camundongo apresentava nanismo
pos-natal e hipoplasia da hipofise anterior com reducdo proeminente da
expressdo de GH, TSH e PRL, demonstrando que esta expressao sustentada
inibiu a diferenciacéo terminal das células precursoras da linhagem Poulfl.>
Raetzman e colaboradores criaram um camundongo transgénico que
expressavam Hes1 sob controle do promotor aGSU, levando a permanéncia de
sua expressao em tireotrofo e gonadotrofo. Estes camundongos apresentavam
uma dismorfologia da luz da bolsa de Rathke com a presenca de uma fenda,
mas o tamanho da glandula ndo variou em relacdo ao selvagem no dia
embrionario e 18.5, e observaram a diminuicdo da deteccdo de TSH, LH e FSH,
indicando, também, uma faléncia na diferenciacéo.”

Em resumo, o Hesl participa de estagios precoces do desenvolvimento
hipofisario e estd envolvido com a morfogénese da neuro-hipéfise em
camundongos. O nocaute em homozigose com perda da funcédo do gene Hesl
causam alteragcbes morfolégicas da neuro-hipofise e hipoplasia da adeno-
hipofise. Apesar dos camundongos com nocaute do gene Hesl serem inviaveis,
a hipoplasia do adeno-hipofise e a diminuicdo da quantidade das células
progenitoras sugerem que, se sobrevivessem, apresentariam ou evoluiriam com

deficiéncias hormonais. A manutencédo da expressdo do gene Hesl apds 0s
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estagios iniciais da embriogénese hipofisaria levam a deficiéncias hormonais
pela inibicdo da diferenciacédo. Diante do exposto, selecionamos o gene HES1

para avaliacdo em humanos com hipopituitarismo.



2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

Diante do papel desempenhado pelo gene HES1 em fases precoces do
desenvolvimento hipofisario e das caracteristicas fenotipicas exibidas pelos
modelos animais com nocaute e expressdao mantida deste gene, o objetivo
deste trabalho é analisar a regido codificadora do gene HES1 em pacientes
com hipopituitarismo congénito. Caso sejam encontradas novas variantes,
correlacionar os achados moleculares com o fenétipo dos pacientes afetados,
especialmente as caracteristicas clinicas, os dados hormonais e a descri¢cao da

imagem a ressonancia magnética da regiao hipotalamo-hipofisaria.



3 METODOS
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3 METODOS

3.1 Casuistica

3.1.1Consideracdes éticas

Este projeto foi aprovado pela comissao de ética para analise de projetos
de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob o protocolo n°
0088/10. Consentimento por escrito foi obtido de todos os pacientes ou

responsaveis antes do inicio dos procedimentos da pesquisa.

3.1.2Pacientes

Foram selecionados 192 pacientes com hipopituitarismo congénito sem
diagnéstico  etioldgico estabelecido, acompanhados na Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os pacientes com mutagao nos genes
GH1, GHRHR, PROP1 ou HESX1 foram excluidos do estudo.

Os pacientes foram avaliados clinicamente no ambulatério da Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clinicas. A altura dos

pacientes foi mensurada por meio de estadibmetro de precisdo milimétrica, e o



26

escore de desvio-padréo (Z) da altura foi calculado usando padrdes britanicos
de referéncia.?® O peso foi mensurado em balanca digital comum. O grau de
desenvolvimento puberal foi avaliado de acordo com a classificacdo de
Tanner.8*% A idade 6ssea foi determinada pela anélise de radiografia simples

de mao e punho ndo dominante de acordo com o método de Greulich & Pyle .

3.1.2.1 Avaliacdo hormonal

As dosagens hormonais foram realizadas no Laborat6rio de Hormonios e
Genética Molecular LIM/42, utilizando-se 0 método de radioimunoensaio para
dosagem sérica da testosterona (T) e do sulfato de dehidroepiandrosterona
(SDHEA). As dosagens de estradiol (E2), gonadotrofinas (LH e FSH), T3, T4
total, T4 livre (T4L), TSH, prolactina (PRL) e cortisol foram realizadas por ensaio
imunofluorométrico com kits AutoDelfia (Wallac, Turku, Finlandia). Inicialmente,
a dosagem do GH foi determinada pelo método imunoradiométrico (IRME) e, a
partir de 1994, pelo método imunofluorimétrico (IFME), com anticorpos
monoclonais (AutoDELFIA, Wallac, Turku, Finland). As concentracdes de IGF-1
e IGFBP-3 foram determinadas por radioimunoensaio (DSL. Webster, TX, USA)
ou ensaio de quimioluminescéncia (IMMULITE, Diagnostic Products Corporation
— DPC, Los Angeles, CA).

A avaliagdo hormonal hipofisaria foi realizada por meio de dosagens
séricas basais e testes dindmicos. As dosagens basais de IGF-1, IGFBP-3, T

(sexo masculino) ou E2 (sexo feminino), LH, FSH, SDHEA, cortisol, PRL, T3,
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T4, TAL e TSH foram realizadas. O teste de estimulo da secrecdo de GH com a
administracdo oral de clonidina (100 ug/m? de superficie corporal) com coletas
de sangue para dosagem do GH nos tempos basal, 60, 90 e 120 minutos ap0s
a administracdo da medicacdo. O teste combinado que consiste na
administracao intravenosa de 0,05-0,1U/kg de peso de insulina regular, 200 pg
IV de TRH e 100 ug de GnRH, com coletas de sangue periférico para dosagem
de glicemia, GH, cortisol, TSH, PRL, LH e FSH nos tempos — 15 minutos e
basal, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos ap6s a administracao das medicacdes.
Deficiéncia de GH foi definida pelos valores maximos ap0s os testes de
estimulo com clonidina, e apds hipoglicemia abaixo de 7ng/mL (IRME) e
3,3ng/mL (IFME).®” Resposta de cortisol ap6s hipoglicemia ou ACTH sintético
foi considerada normal quando o pico foi maior ou igual a 18ug/dL. Deficiéncia
de ADH foi considerada nos pacientes com densidade urinaria menor que 1010
e volume urinario maior que 50 ml/kg em 24h e/ou naqueles com prova de
privacdo hidrica compativel com diabetes insipidus neurogénico. Deficiéncia de
TSH foi definida como T4L baixo associado a TSH normal ou baixo. Deficiéncia
de gonadotrofinas é definido como T ou E2 baixos associado a LH e FSH

normais ou baixos.
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3.1.2.2 Avaliacao por imagem

A regido hipotadlamo-hipdfisaria foi avaliada por ressonancia magnética
(RM) utilizando-se um aparelho GE modelo Signa de 1,5 Tesla (Milwaukee,
Wisconsin, USA) obtendo-se planos coronais e sagitais em T1 e T2 com tempo
de repeticdo (TR) de 350 ms e tempo de eco (TE) de 20 ms. As imagens
coronais foram obtidas usando cortes de 3 mm, com 10% de gap antes e apos
a administracdo intravenosa de gadolineo. Todas as imagens de RM obtidas
foram avaliadas pela Dra. Claudia Leite, responsavel pelo setor de RM -
neurorradiologia do Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas da

Universidade de Sao Paulo.

3.1.3Controles

Duzentos individuos adultos brasileiros de ambos os sexos, saudaveis e
sem historico de alteracdo do crescimento ou desenvolvimento, provenientes de
um banco de DNA de controles do Laboratorio de Horménios e Genética
Molecular- LIM/42, foram rastreados para as variantes alélicas identificadas no

gene HESL.
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3.2 Estudo Molecular

O estudo molecular foi realizado no Laboratério de Hormoénios e Genética

Molecular/LIM42 do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP.

3.2.1Extracdo de DNA genémico

As amostras de DNA gendmico foram obtidas a partir de sangue
periférico ou esfregaco de mucosa oral de pacientes e individuos-controle pela
técnica de salting out.®®

Para a extracdo do DNA a partir de sangue periférico, foram coletados 15
mL de sangue venoso em acido etileno diaminoacético (EDTA). O botéo
leucocitario foi obtido a partir da lise dos glébulos vermelhos utilizando-se um
volume de solucéo de lise (NH4Cl a 114 mM, NH4HCO3 a 1 mM) duas vezes
maior que o volume de sangue, incubado a 4°C por 30 minutos. O material foi
centrifugado a 4°C durante 15 minutos a 4.000 g, sendo desprezado o
sobrenadante. O procedimento da lise de glébulos vermelhos foi repetido uma
vez. O botédo de células brancas foi suspenso em 9 mL de solucéo de lise de
glébulos brancos (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM pH
8,0) com 180 puL de dodecilsulfato de soédio a 10% (SDS) (Sigma, St. Louis,
MO, USA) e 150 uL de proteinase K na concentragcdo de 10 mg/mL (Gibco

BRL, Gaithersburg, MD, USA), e incubado a 37°C por 18 horas. Apds este
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periodo, foi adicionado 3,6 mL de solucao saturada de NaCl a 6 M, seguido de
agitacdo vigorosa durante 15 segundos e centrifugacdo por 15 minutos a
4.000 g. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e o DNA foi precipitado
acrescentando-se dois volumes de etanol absoluto gelado, homogeneizando-
se, cuidadosamente, por inversdo. O DNA precipitado foi retirado do tubo. Em
seguida, lavado em etanol a 70% durante 5 minutos, repetindo-se a operacao
por mais trés vezes. Finalmente, o DNA foi lavado em etanol absoluto, seguido
de secagem por centrifugacdo a vacuo (Eppendorf, Concentrator 5301,
Germany). Apos o procedimento, o DNA foi ressuspenso em tampao TE a
10:0,1 (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM, pH 8,0).

Apos a coleta de esfregaco da mucosa oral, foi adicionado 200uL de TES
(Tris HCI 10mM pH7,6; ETDA 1mM; SDS 0,6%) e 5uL de proteinase K
(10ng/ml) aos tubos contendo o swab oral (escova) e incubado por 2 horas a
42°C. Apés a incubacéo, a escova foi desprezada, obtendo-se um volume de
+250uL em que foi adicionado 42uL de NaCl saturado e, em seguida, realizada
agitacdo manual vigorosa e centrifugacdo por 1 minuto a 15.000g. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se 2 volumes de
etanol absoluto. Os tubos foram agitados por inversédo e centrifugados por 1
minuto a 15.000g. O etanol absoluto foi descartado e foi adicionado 1mL de
etanol 70% invertendo-se o tubo diversas vezes para lavar o DNA (pellet). Os
tubos foram centrifugados por 1 minuto a 15.000g e desprezado o

sobrenadante. A lavagem com etanol 70% foi repetida mais uma vez e seguida
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por uma ultima lavagem com etanol absoluto. Apds desprezar o sobrenadante,
0s tubos permaneceram abertos por 30 minutos para secagem e evaporacao do
etanol residual, e, a seguir, o pellet foi ressuspendido em 60ul de TE (10:0, 1).
A concentracdo do DNA extraido foi obtida por meio da leitura em um
espectofotbmetro no comprimento de onda de 260 nm. Para verificar a pureza
da amostra do DNA, foi estabelecida que a relacao ideal seria a de 1,8 entre as
leituras, a densidade Optica de 260 (avalia a quantidade de DNA) e 280 nm
(estima a contaminacao por proteina). As amostras de DNA foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% em TAE (Tris — acetato 0,004 M, EDTA

0,001 M, pH 8,0) a fim de verificar sua integridade.

3.2.2Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)®°

O DNA gendmico foi utilizado para amplificacéo da regido codificadora do
gene HESL1 (sequéncia de referéncia: ENSG00000114315/ NM_005524.3 por
PCR utilizando-se oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos
intrénicos (Tabela 2). O éxon 4 foi amplificado em 3 fragmentos devido ao
conteudo rico em CG.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de 25puL,
contendo: 100 a 300 ng de DNA gendmico, 200uM de cada trifosfato de
nucleotideo (dNTPs), 15 pmol de cada primer especifico, 2,5 U da enzima Go

Taq® DNA polymerase diluida em 5pL da solucdo tamp&o estoque a 5x Green


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000114315;r=3:193853934-193856521;t=ENST00000232424
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Go Taq® Reaction Buffer (éxons 1, 2, 3 e 4/2) ou 5x Colorless Go Taq® Reaction
Buffer (éxon 4/1 e 4/3) fornecidos pelo fabricante (Promega, Madison, WI). Na
amplificacdo dos éxons 3 e 4/2, foi utilizado 2 uL de Betaina e, no éxon 4/1,
regido rica em GC, foi utilizado 2,5uL de Enhancer Solution (Invitrogen,
Carlsbad, CA).

A PCR foi realizada em termociclador MJ Research PTC-200 e consistiu
nas seguintes etapas: desnaturacao inicial a 94°C para éxon 1, 2 e 3 e a 98°C
para éxon 4 por 6 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C para
éxons 1, 2 e 3 e a 96°C para éxon 4 por 30 segundos, anelamento dos primers
a 60°C por 30 segundos e fase de extensdo a 72°C por 1 minuto, terminando

com extensao final de 72°C por 10 minutos.

Tabela 2 - Pares de oligonucleotideos iniciadores especificos intrdnicos para a amplificagao do
gene HES1.

Exon Senso Antissenso

le2 5-AAGTTTCACACGAGCCGTTC-3’ 5-AGAACGCAGTACCAGCGAGT-3
3 5-GGGGCTCACTTTCCTTTCTT-3 5-CTGAATGCCTCTCACAACCA-3
4/1 5-AGCTACAGGGAATCGGGAAG-3’ 5-AGCCGGTACCACCTGGAAG-3
4/2 5-ATCAATGCCATGACCTACCC-3’ 5-GAAGGTGACACTGCGTTGG-3’
4/3 5-GAGAGGCGGCTAAGGTGTTT-3 5-AATTCAAATTCCACCAAAAGC-3

As amostras amplificadas do gene HES1 foram identificadas com a
comparacao com fragmentos de marcador de peso molecular low DNA Mass
Ladder® observados em transiluminador ultravioleta apds eletroforese em gel de

agarose a 1% corado com brometo de etidio ou SYBR Safe DNA Stain.
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Para analise da variante alélica intrbnica ¢.293-5 C>T em controles, o
fragmento da PCR do éxon 4/1 foi submetido a digestdo enzimatica (PCR-

Restriction Fragment Lenght Polymorphism) com a enzima Pstl-HF™

(New
England Biolabs Inc.) a 37°C por 2 horas de acordo com o protocolo do
fabricante. A variante cria um sitio de restricao, dividindo o fragmento da reacao

de 597 pares de bases (pb) em dois fragmentos, um de 381 pb e outro de 216

pb.

3.2.3Sequenciamento automatico pelo método de Sanger®

Os produtos de PCR dos genes HES1 (4,5ul) foram submetidos a
purificacdo enzimatica com a combinag¢do das enzimas fosfatase alcalina de
camarao e exonuclease | (ExoSAP-IT®, USB Corporation, Cleveland, OH, USA)
com incubacgdo a 37°C por 15 minutos seguido de 80°C por mais 15 minutos
para inativacdo das enzimas. ApoOs a purificacdo, o material foi submetido a
reacdo de sequenciamento em termociclador utilizando o kit ABI Prism® BigDye
Terminator (Perkin ElImer) com 1ul de Big Dye Terminator, 3ul do tampéo de
sequenciamento e 5 pmol de um dos primers especificos para cada reacao e
com as seguintes etapas do protocolo: 25 ciclos de 96° por 10 segundos, 50°
por 5 segundos e 60° por 4 minutos. Os produtos desta reacdo foram
precipitados segundo o protocolo do isopropanol/etanol. Este protocolo consiste

na incubacdo com isopropanolol a 75% por 15 minutos, centrifugacado por 30
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minutos e retirada do sobrenadante, seguida de incubacdo com etanol a 70%,
centrifugacéo por 15 minutos e retirada do sobrenadante. Apds a secagem da
placa, as amostras foram submetidas a eletroforese capilar em sequenciador
automatico ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA). O eletroferograma gerado foi analisado pelo programa Sequencher 4.9
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA).

Todas as variantes alélicas encontradas foram confirmadas pelo
sequenciamento de um novo produto de PCR com primers senso e antissenso,
para afastar erros de incorporacdo de nucleotideo durante a reacdo de

amplificacéo.

3.2.4Analise das variantes alélicas por bioinformética

Todas as variantes alélicas encontradas foram avaliadas para checar
descricdo prévia como polimorfismo com a busca em bancos de dados do
Genecards (www.genecards.org), 1000 Genomes (browser.1000genomes.org),
NCBI SNP Database (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) e NHLBI GO Exome
Sequencing Project (ESP) (esp.gs.washington.edu/drupal/).

A conservacdo do aminoacido em diferentes espécies por meio de
alinhamento foi avaliado pelo programa UniProt
(www.uniprot.org/help/sequence-alignments). O potencial deletério da mutacéo
foi avaliado pelas ferramentas PolyPhen (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/),®

SIFT (siftjcvi.org),®® Mutation Taster (www.mutationtaster.org)®®> e SNAP


http://www.genecards.org/
https://esp.gs.washington.edu/drupal/
http://www.uniprot.org/help/sequence-alignments
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://www.mutationtaster.org/
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(www.rostlab.org/services/SNAP).** A avaliacdo da predicdo de mudanca do
sito  de  splicing  foi avaliada  pelos programas GENSCAN
(genes.mit.edu/GENSCAN.html),* BDGP Splice Site Prediction
(www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html)®® e Human Splicing Finder

(www.umd.be/HSF/).%’

3.2.5Sequenciamento do exoma

3.2.5.1 Fase experimental

O sequenciamento do exoma foi realizado no DNA Sequencing Core da
Universidade de Michigan, por meio de colaboracdo com a Dra. Sally Camper.
As amostras do DNA genémico foram submetidas a fragmentacdo mecéanica
usando um ultrasonicador da Covaris. Em seguida, foram preparadas as
bibliotecas destes fragmentos utilizando-se o sistema automatizado Apollo 324
e kits de reagentes especificos de acordo com os protocolos recomendados
pelo fabricante (IntegenX Inc.). Esta etapa € responsavel pelo isolamento e
purificacdo dos fragmentos, reparo da ponta, ligacdo aos adaptadores e
selecdo dos fragmentos do DNA genomico de acordo com o tamanho
desejado. Posteriormente, foi realizada captura e enriquecimento das regides
codificadoras (exoma) utilizando o sistema e reagentes Nimblegen SeqCap EZ
v3 de acordo com os protocolos do fabricante (Roche Inc.). As amostras que

atenderam ao controle de qualidade foram submetidas ao sequenciamento na


http://www.rostlab.org/services/SNAP
http://genes.mit.edu/GENSCAN.html
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
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plataforma HiSeq 2000 (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) na configuracéo
“paired-end reads”, gerando leituras de 100 nucleotideos em cada

extremidade dos fragmentos.

3.2.5.2 Fase computacional

As sequéncias lidas foram alinhadas com a referéncia do genoma
humano Hg 19 NCBI utilizando o software BWA.?® Ap6s o alinhamento, foram
removidas as leituras que se mapeavam em mudltiplos locais do genoma® e as
leituras duplicados (software PICARD).

Para a deteccdo das variantes alélicas (SNVs e pequenas insercdes ou
delecbes — menores que 10 nucleotideos), foi utilizada a ferramenta

UnifiedGenotyper do software GATK versdo 2.6-4,'%°

apos a recalibracdo dos
escores de qualidades das bases e do realinhamento ao redor de insercdes-
delecdes dos alinhamentos originais. A deteccdo das variantes alélicas foi
realizada simultaneamente em multiplas amostras (n=26), resultando em mais
de 5 milhdes de locais de variantes. Foram mantidas variantes em
autossomos e Ccromossomos sexuais, e removidas variantes de locais com
indice de qualidade menor que 30. Em seguida, foram selecionadas variantes
raras pelos critérios: frequéncia alélica alternativa menor ou igual que 5% ou
auséncia em qualquer uma dos 3 bancos de dados publicos: Exome

Sequencing Project, 1000 Genomes Project e dbSNP138. Posteriormente,

foram removidas as variantes que apresentavam frequéncia alélica alternativa
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maior que 10% em 233 exomas controles de individuos americanos sem
doenca hipofisaria. A anotacao funcional das variantes remanescentes apos o
processo inicial de filtragem foi feita pelo software, de acordo com 3 modelos
de genes previstos (RefSEq, USCS e Ensembl). Foram selecionadas as
variantes que potencialmente apresentassem maior impacto funcional, de
acordo com o0s seguintes critérios: 1. variantes que determinam codons de
parada de traducdo (nonsense), 2. variantes que determinam alteracées nao
sinbnimas (missense), 3. variantes contendo inser¢cdes-delecdes em regides
codificadoras e 4. variantes que determinam alteracdes em locais de splicing
essenciais. As variantes missense foram também anotadas de acordo com
modelos de predi¢éo in-silico do impacto funcional (Polyphen2 e SIFT), indice

de conservacao (GERP) e o indice de intolerancia a variante rara (RVIS).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da casuistica

Na distribuicdo por sexo da casuistica, houve uma predominéancia do sexo
masculino com uma relacdo de 1,8:1. A média de idade ao diagndstico foi de
11,9 anos. A média do desvio-padrdo da altura ao diagnéstico foi de -4,4 e a do
indice de massa corpérea foi de -0,8. Cerca de um terco dos pacientes
apresentam diagnostico de DGHI e o restante, DHHM. Todos os pacientes
apresentam deficiéncia de GH (100%), seguida pela deficiéncia de TSH (62%),
LH/FSH (54%), ACTH (41%), ADH (7%) e prolactina (4%), como observado na
tabela 4. A figura 7 representa a distribuicdo da casuistica em relacdo a posicao
da neuro-hipdéfise na RM, demonstrando uma prevaléncia de NE de 71%.

A frequéncia de parto vaginal com apresentacao pélvica foi de 23%. Neste
grupo de pacientes, a frequéncia de NE foi de, aproximadamente, 82%, e o
restante era composto por neuro-hipéfise ndo visualizada (11%) e imagem
indisponivel (7%). Entretanto, 5 pacientes deste grupo apresentavam outras
malformacgOes associadas (pacientes 1, 23, 34, 92 e 135 do Anexo A), 3
pacientes apresentavam relato de consanguinidade (pacientes 47, 87 e 132 do
Anexo A) e 1 paciente com histéria familiar de hipopituitarismo (paciente 141 do

Anexo A). E importante salientar que o dado de apresentacdo esta indisponivel
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em 39% dos casos (vide tabela no Anexo A). Além disso, observamos uma
frequéncia de complicacdes de parto de 34%.

Em relacdo a histéria familiar, o relato de consanguinidade esteve
presente em 9% dos casos. Casos familiares semelhantes foram referidos por
apenas 4 pacientes, entretanto, casos familiares de baixa estatura foram
citados por 45 pacientes (vide tabela no Anexo A). A descricdo de outras
malformacBes esteve presente em 18% dos casos, sendo 80% delas

localizadas no SNC.

Tabela 3 - Analise epidemiolégica dos dados clinicos dos pacientes com hipopituitarismo
congénito.

Sexo (M: F) 124 : 68
Parto vaginal com apresentacédo pélvica — n (%) 45 (23%)
Complicag6es de parto#— n (%) 65 (34%)
Consanguinidade — n (%) 17 (9%)

Casos familiares — n (%) 4 (2%)

Idade* 11,9+6,9
Z altura* -4.4+1,7
Z IMC* -08+15
DGHI: DHHM 60 : 132
Qutras malformagdes —n (%) 34 (18%)

*médiatdesvio-padrdo; "andxia perinatal (Apgar baixo, cianose, necessidade de
oxigenioterapia), sofrimento fetal, fratura durante o parto, uso de férceps e parto vaginal com
apresentacdo pélvica; DGHI=deficiéncia isolada de hormdnio do crescimento; DHHM=
deficiéncia multipla hipotadlamo-hipofiséria.
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Tabela 4 - Frequéncia das deficiéncias hormonais hipofisarias observadas na casuistica.

GH TSH LH/FSH ACTH ADH PRL
n 192 119 103 78 14 8
% 100 62 54 41 7 4

m Ectopica - 136
B Tépica - 23
= Nao visualizada - 18

BND - 15

Figura 9 - Distribuicdo dos pacientes com hipopituitarismo congénito em relagdo a posicdo da
neuro-hipéfise na RM. (ND=imagem nd&o disponivel)

4.2 Anéalise molecular

A analise molecular dos éxons 1, 2 e 3 ndo revelaram alteracfes. Trés
variantes alélicas foram identificadas no éxon 4 do gene HES1, sendo dois

polimorfismos e uma nova alteracao.
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4.2 1Variante alélica c.741C>T

A variante alélica c.741C>T foi encontrada em 7 dos 192 pacientes
portadores de hipopituitarismo congénito (pacientes 46, 55, 120, 123, 138, 155
e 171 do Anexo A), sendo que apenas um deles apresenta a variante em
estado de homozigose (paciente 171). Assim, a variante apresenta uma
frequéncia alélica de 2,1% nesta casuistica. Esta variante é silenciosa
(p.V247V), foi descrita em banco de dados de polimorfismo (dbSNP) com a
referéncia rs7629144 e é validada com uma frequéncia alélica em torno de 3%
na populacdo. Sua frequéncia genotipica foi avaliada pelo NHLBI GO Exome
Sequencing Project (ESP) em uma populagdo de mais de 6.000 individuos e

corresponde a 92,9% de C/C, 6,6% de C/T e 0,5% de T/T.

4.2.2 Variante alélica ¢.293-5C>T

A variante alélica intrénica c.293-5C>T foi encontrada em heterozigose
num paciente com quadro de hipopituitarismo congénito com deficiéncia de GH,
TSH e LH/FSH (paciente 39 do Anexo A). Filho de pais ndo consanguineos,
nascido de parto vaginal a termo, com apresentacdo pélvica com 3600g de
peso e 49cm de comprimento. A imagem de RM da hipofise evidenciou
hipoplasia de adeno-hipéfise, neuro-hipofise ectépica e afilamento da haste

hipofisaria no terco distal, sem outras anormalidades cerebrais. Atualmente,
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este paciente mora em Maraba-Para, e faz reposicdo de levotiroxina e
testosterona.

No estudo de segregacao familiar, esta variante foi identificada nos 2
irmaos do paciente, ambos sem o fendtipo, e estava ausente em sua mae. O
rastreamento molecular do pai ndo foi possivel por uma amostra inadequada.
Além disso, a alteracdo estava ausente em 400 alelos de individuos-controle
analisados na populacéo brasileira.

Esta variante foi, recentemente, descrita em banco de dados de
polimorfismo (dbSNP) pela referéncia rs148500265, pelo 1000 Genomes e
NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP), com uma frequéncia alélica em
torno de 0,4%, variando de 0,2% na populacdo afro-americana a 0,6% na
populacdo europeia. Este nucleotideo ndo é conservado entre as espécies,
sendo esta troca comum em camundongo e coelho. A avaliacdo in silico ndo

demonstrou alteracao significativa no sitio de splicing.

4.2 .3Variante alélica c.578G>A

A variante alélica c.578G>A em heterozigose (Figura 10) foi encontrada
em um paciente do sexo masculino com diagnéstico de hipopituitarismo
congénito com deficiéncias de GH e TSH (paciente 36 do Anexo A), que
acompanhava na Faculdade de Medicina de Marilia (FAMEMA). Este paciente
fazia reposicao de levotiroxina e foi encaminhado para o HC-FMUSP para

iniciar reposicédo de GH. O paciente nasceu de parto vaginal prolongado a termo
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com 4200 g de peso, a apresentacdo do parto e o comprimento de nascimento
nao sao recordados. Filho de pais ndo consanguineos, de mae com altura de
152,1 cm (Z da altura -1,7) e pai falecido de complicacdes do alcoolismo com
altura estimada de 170 cm (Z da altura -0,7). Na primeira avaliacao clinica no
HC-FMUSP aos 15 anos e 7 meses, ele apresentava altura de 126,1 cm (Z da
altura -5,9) e peso 22,9 Kg (Z do peso -3,7), auséncia de caracteres sexuais
secundarios e idade Ossea de 7 anos. Ele também apresentava, ao exame
fisico, um hemangioma plano de face e gengiva. Nesta ocasido, seus exames
revelaram baixos valores de IGF-1 (31 ng/ml) e testosterona (<10ng/dL), e uma
resposta inadequada do GH (pico de GH 0,39 ng/ml) apds estimulo com
clonidina e do LH (pico de 0,9UI/L) apds estimulo com GnRH. Neste momento,
foi iniciada a reposicdo de GH recombinante 0,1Ul/kg/d apresentando uma
velocidade de crescimento de 10 cm no 1° ano de tratamento. Sua avaliagcéo
pela RM de hipodfise revelou hipoplasia de adeno-hipéfise, neuro-hipéfise
ectdpica junto ao hipotalamo e haste hipofisaria ndo visualizada. O paciente ndo
apresentou puberdade espontanea e foi iniciada a reposicdo de testosterona
aos 18 anos e 10 meses. Ele foi acompanhado no ambulatério do HC-FMUSP
até os 19 anos, depois continuou seguimento na FAMEMA. Na evolucdo,
durante acompanhamento na FAMEMA, apresentou deficiéncia de ACTH.
Atualmente, com 34 anos, esta em tratamento com levotiroxina, prednisona e

testosterona, apresenta uma altura final de 162,2 cm (Z de altura -1,9).
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Figura 10 - Eletroferograma com a variante alélica ¢.578G>A no HES1 na leitura senso e
antissenso da sequéncia do paciente e de um controle.

A troca do nucletideo guanidina por adenina na posi¢cdo 578 (c.578G>A)
leva a troca do aminoécido glicina (polar neutro alifatico) por acido aspartico
(polar acido hidrofilico) na posicdo 193 (p.G193D) (Figura 11). A glicina € um
aminoacido conservado entre os mamiferos nesta posi¢do (Figura 12). Esta
variante alélica ndo foi encontrada em bancos de dados de polimorfismos e ndo
foi encontrada em 400 alelos de individuos normais da populagéo brasileira. Os
resultados da avaliacdo de predicéo in silico do impacto funcional desta variante
estdo na Tabela 5. A ferramenta Mutation Taster sugeriu que a variante seria
causadora de doenca por alterar a caracteristica fisico-quimica do aminoacido e
por uma possivel alteracdo do sitio de splicing com risco de perda do sitio
repressor da proteina, ndo confirmada pelas ferramentas de predicdo de

splicing.
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Figura 11 - Modelo representativo da localizacdo da variante ¢.578G>A no gene HES1 e
p.G193D na proteina HES1.

180 APFAPPPPPLVPI PPPGSAPCKLGSQAGEARKVFGGFQVVPAPDGQFAFLIPNGA 239 P35428  HES1_MOUSE
180 APFAPP-PPLVPI PPPGSAPCKLGSQAGEARKVFGGFQVVPAPDGQFAFLIPNGA 238 Q04666  HES1_RAT

179 APFAPP-PPLVPI PPPGGAPCKLGSPAGEAAKVFGGFQVVPAPDGQFAFLIPNGA 237 Q3ZBG4  HES1_BOVIN
179 APFAPP-PPLVPI PPPGGAPCKLGSQAGEARKVFGGFQVVPAPDGQFAFLIPNGA 237 Q14469  HES1_HUMAN
170 QPLH---VQLPPTTIGA----VPVPCKLEPTEALSPKVYGGFQLVPATDGQFAFLIPNPA 222 057337 HES1_CHICK

Figura 12 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do HES1 em diferentes espécies
demonstrando a conservacdo da glicina em destaque, principalmente entre mamiferos. Os
nameros correspondem a sequéncias de aminoacidos.

Tabela 5 - Andlise da predicao in silico do impacto funcional da variante c.578G>A /p.G193D.

Ferramenta Resultado

PolyPhen 2 Benign
SIFT Tolerated
SNAP Neutral

Mutation Taster Disease Causing
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O estudo de segregacao familiar evidenciou a presenca da variante alélica
c.578G>A em heterozigose em 4 irmaos (II.5, 11.8, 11.10 e 1.11) e auséncia desta
na mae e em outros 3 irméos avaliados (11.3, 11.4 e 11.9) (Figura 13). O DNA do
pai estava indisponivel por oObito. Os irmaos (1.5, 1.8, 11.10 e 1.11) que
apresentavam a variante ndo relataram alteracdo do crescimento e do
desenvolvimento, e 2 destes (1.5 e 11.8) foram submetidos a uma investigacéo

clinica, hormonal e radiolégica por meio de RM da regido hipotalamo-

hipofisaria.
| /
// :
1 2
DP altura -0,7 -1.7
gendtipo 1 w/w
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1A 12
DP altura 04 -15 -0,3 -0,8 -19
gendtipo w/w wiw M/w Mw ww Mw Mw NMiw

Figura 13 - Heredograma da familia com a variante p.G193D em heterozigose com dados de
desvio-padréo (DP) da altura e genétipo. (w=selvagem; M=mutante).

Na avaliacdo, o irmédo 1.5 apresentava 50 anos de idade, altura de
165,5cm (Z de altura de -1,5) e uma histéria de convulsdes de dificil controle
desde a adolescéncia, atualmente, em uso regular de fenobarbital 100mg/dia,
carbamazepina 40mg/dia, lamotrigina 100mg/dia, sertralina 50mg/dia e

diazepam 10mg/dia. Além disso, ele possuia uma irma gémea que faleceu de
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complicacBes infecciosas nos primeiros meses de vida. O exame laboratorial
dele evidenciou niveis séricos baixos de IGF-1 (67ng/mL, valor de referéncia de
91 a 246ng/mL) e IGFBP-3 (2,6mg/L, valor de referéncia de 3,4 a 6,7 mg/L) e
demais hormdnios basais do eixo hipotalamo-hipofisario normais. Como o
paciente tem crises convulsivas, ndo pode ser submetido a teste de tolerancia a
insulina (ITT) para o diagnostico de DGH. A avaliacdo por RM de hipdfise
evidenciou uma adeno-hipofise com dimensdes conservadas e caracteristicas
de sinal normais, exceto por uma diminuta imagem cistica de localizac&o
paramediana esquerda, medindo cerca de 0,3 cm, sugestiva de cisto da pars
intermedia, haste hipofisaria centrada e de calibre preservado e neuro-hipdfise

tépica (Figura 14).
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Figura 14 - Imagem da RM de hipdfise plano sagital-T1 e plano coronal-T2 do irmao I1.5 com a
variante ¢.578G>A em heterozigose evidenciando o cisto de pars intermedia (seta).
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Na avaliacéo, a irma I1.8 apresentava 46 anos de idade, altura de 160,5cm
(Z de altura de -0,3) e obesidade (IMC=35,5kg/m?), além de diagnéstico de
diabetes mellitus tipo 2 em uso regular de metformina 1g/dia e isoflavona devido
a queixas compativeis com menopausa. Ela apresentou 3 gestacdes com
partos cesareos sem complicacfes e lactacdo normal. Sua avaliacdo hormonal
evidenciou dosagens basais baixas de IGF-1 (88ng/mL, valor de referéncia de
91 a 246ng/mL) e no limite inferior da normalidade de E2 (26 pg/mL), LH
(0,6UI/L) e FSH (1,7Ul/L), mas uma resposta satisfatoria ao teste combinado
(Tabela 6). ApO6s o teste combinado, foram repetidos os exames basais,
demonstrando valores normais de E2 (124pg/mL), LH (7,3UI/L) e FSH (5,1UI/L).
Ela foi submetida a avaliacdo por RM da hipdéfise, que demonstrou o tamanho
da adeno-hipdfise no limite inferior da normalidade, com uma haste afilada e

neuro-hipofise ndo caracterizada.

Tabela 6 - Teste combinado da irma (11.8) com a variante ¢.578G>A em heterozigose.

-30min 0 15min 30min 45min 60min 90min
Glicose
(mg/dL) 89 83 67 57 45 67 127
Cortisol
6,8 5,0 7,3 8,1 17,3 19,3 14,5
(Ho/dL)
LH
(UIIL) 1,2 1,0 6,3 12,5 15,1 15,3 15,8
FSH
(UIIL) 2,1 1,9 2,4 3,0 3,5 3,8 4.0
GH
(ng/mL) 0,3 0,2 0,2 0,2 3,1 6,9 3,1
PRL 1,8 1,6 76,4 58 35,2 21 10,7
(ng/mL)
TSH
2,84 2,48 19,5 22,41 18,75 14,94 10,57
(MUI/mL)

E2=74pg/mL; IGF-1= 97ng/mL (91-246); IGFBP-3= 4,6mg/L (3,4-6,7); T4L=0,82ng/dL(0,7-1,5)
(destaque em amarelo da hipoglicemia e dos picos hormonais).
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Dois irméos, que ndo possuiam a alteracdo genética (I1.4 e 11.9), néo
apresentavam queixas clinicas e suas avaliacdes hormonais hipofisarias basais
eram normais (IGF-1, IGFBP-3, T4L, TSH, T ou E2, LH, FSH, cortisol e
prolactina). Trés irmdos (11.3, 11.10 e 1.11) que moram em Tabapora-MT
enviaram swab de escovado de mucosa oral, o que possibilitou apenas a
avaliacdo genética destes casos.

O DNA do paciente com esta nova variante e de alguns familiares (l1.4,
I1.5, 11.8 e 11.9) foram enviados para sequenciamento do exoma, um estudo em
colaboracdo com a Dra. Sally Camper, da Universidade de Michigan. A
cobertura média do exoma do paciente foi de 56,3, da irma 1.4 foi de 44,6, do
irmé&o 11.5 foi 40,6, da irma 11.8 foi de 55,9 e do irmé&o 11.9 foi de 48,4. Nao foram
encontradas variantes patogénicas nos genes ja estabelecidos como
causadores de hipopituitarismo congénito no paciente. Os genes avaliados e
suas respectivas taxas de cobertura foram: PROP1 (34,7), POUlF1 (52,5),
HESX1 (64,7), LHX3 (19), LHX4 (44,9), SOX2 (31,8), SOX3 (13,9), GLI2 (33,8)
e OTX2 (47,8). Em funcéo de se tratar de uma nova metodologia, as estratégias
para definicho de genes candidatos para o hipopituitarismo deste caso, por

meio da anéalise de bioinformatica, ainda estdo sendo desenvolvidas.
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5 DISCUSSAO

A etiologia do hipopituitarismo congénito permanece indefinida na maioria
dos casos, principalmente naqueles associados a neuro-hipofise ectopica. A
casuistica deste trabalho demonstra uma predominancia da NE (70%) nos
pacientes com hipopituitarismo congénito sem diagndstico molecular definido,
em concordancia com a literatura.?***°* Varios estudos associam uma alta
frequéncia de parto pélvico e complicacdes perinatais com o hipopituitarismo, e
inferem uma relacdo de causalidade.’®?* A frequéncia de parto vaginal com
apresentacao pélvica nos pacientes deste estudo foi de 23%, comparado com
3% na populacdo normal.’’? Entretanto, 20% dos pacientes deste grupo
apresentavam outras malformacgfes associadas, relato de consanguinidade ou
histéria familiar de hipopituitarismo, sugerindo a ocorréncia de um defeito pré-
natal durante o desenvolvimento hipofisario e interrogando a relacdo causal da
lesdo perinatal nestes casos.”® Além disso, a NE foi identificada em 35
pacientes com parto em apresentacédo cefalica e sem complicacdes perinatais.

Sendo assim, estes dados fortalecem a hipotese de uma alteragédo
genética como a causa do hipopituitarismo associado a NE, visto que muitos
casos nao podem ser justificados apenas por uma lesao perinatal. Diante disso,
selecionamos o gene HES1 para estudo no hipopituitarismo congénito
associado a NE, pois este participa de estagios precoces do desenvolvimento

hipofisario e esta envolvido com a morfogénese da neuro-hipofise. Como a
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expressdo mantida do Hesl em camundongos durante fases mais tardias do
desenvolvimento hipofisario leva ao hipopituitarismo sem malformacdo da
neuro-hipofise, estudamos, também, o0s pacientes com hipopituitarismo
congénito e NHT.>%"

Apéds o estudo da regido codificadora do gene HES1 em 193 pacientes
com hipopituitarismo, e o achado de apenas dois polimorfismos e uma nova
variante, conclui-se que o HES1 é um fator de transcricAo extremamente
conservado e, provavelmente, pouco tolerante a variagdes, corroborando com
seu importante papel no desenvolvimento de varios érgdos. Nao existem
mutagcbes germinativas descritas no gene HES1 até o presente, tendo sido
previamente estudado apenas em pacientes com atrofia éptica dominante.**®

Os dois polimorfismos encontrados ndo parecem contribuir com a doenca.
O SNP rs7629144 (c.741C>T) é observado nos pacientes com frequéncia
alélica semelhante a da populacdo normal. O SNP rs148500265 (c.293-5C>T),
apesar de ser uma alteracdo mais rara, separando os grupos estudados por
etnia, se observa frequéncia alélica quase nula em africanos, asiaticos e
americanos, e uma frequéncia alélica em torno de 0,6% na populacéo europeia.

A variante alélica ¢.578G>A em heterozigose foi encontrada em um
paciente com hipopituitarismo congénito, com deficiéncias de GH, TSH, LH/FSH
e ACTH, e apresentando NE, haste hipofisaria ndo visualizada e hipoplasia de
adeno-hipdéfise na RM, além da presenca de hemangioma plano de gengiva e

face. Um trabalho demonstra a expressdo de HES1 e outros componentes da

via de sinalizacdo Notch em células tronco de amostras de hemangioma e
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discute o papel da via Notch na fisiopatologia do hemangioma.'® Esta variante
nao foi encontrada em 400 alelos de individuos saudaveis de nossa populacao,
nem foi descrita em banco de dados de polimorfismo incluindo projetos de
sequenciamento em larga escala com a participacdo de individuos de varias
etnias.

No estudo de segregacédo familiar, quatro irmaos (11.5, 11.8, 11.10 e 11.11) do
paciente também apresentavam a nova variante identificada, sendo que dois
(1.5 e 11.8) destes foram submetidos a avaliacdo clinica, laboratorial e
radiolégica. Ambos apresentavam dosagens seéricas basais de IGF-1 baixas.
Como a concentracdo sérica de IGF-1 ndo € uma medida confiavel para a
triagem dos pacientes adultos com suspeita de DGH, pois ocorre uma
consideravel sobreposicdo dos niveis de IGF-1 em individuos normais e com
DGH,'® é necessario a realizacdo de teste de secrecdo de GH. A irma foi
avaliada com teste combinado e obteve uma resposta adequada de GH (pico
de 6,9ng/mL) e dos demais hormdnios hipofisarios. A avaliacdo da secre¢ao do
GH néo foi realizada no irmao por contraindicacdo ao ITT. O valor baixo de IGF-
1 no irméo I1.5 pode ser explicado pelo uso de medicacdes hepatotdxicas.*®*%’

Ambos os irmdos foram submetidos a avaliacdo por RM da regido
hipotalamo-hipofisaria. O irmdo com diagnéstico de epilepsia apresenta um
cisto de pars intermedia, sem outras alteracdes cerebrais significativas. Este
cisto, também chamado cisto de Rathke, & um remanescente da fenda da bolsa
de Rathke e é considerado uma lesdo benigna. Frequentemente, € um achado

incidental em exame de imagem da hipéfise e esta presente em 13 a 33% das
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autdpsias.’®® A maioria dos cistos é pequeno, de localizacdo intrasselar e
assintomatico.’*** A irma apresenta a hipéfise de tamanho no limite inferior da
normalidade, a haste hipofisaria afilada e a neuro-hipdfise ndo caracterizada.
Em estudo prévio, foi demonstrada a auséncia do hipersinal em T1 da neuro-
hipéfise em 10% de individuos normais, mas este valor pode estar
superestimado pelas condicées técnicas da época.**?

A avaliacdo detalhada dos familiares com a variante alélica e,
aparentemente, normais foi importante devido a possibilidade de fenotipo mais
leve e apresentacdo tardia das deficiéncias hormonais ja descritas em
individuos com mutacdes relacionadas ao hipopituitarismo.****'* Ambos os
irmaos que possuem a variante apresentaram alteracdes discretas na imagem
da hipdfise e auséncia de deficiéncias hormonais hipofisarias. Assim, se esta
variante estiver envolvida com a causa do hipopituitarismo deste paciente, este
dado sugere um padrdo de heranca autossémico dominante com penetrancia
incompleta, exibindo uma variabilidade fenotipica frequentemente observada
nas mutacdes em genes envolvidos com a embriogénese hipofisaria, como, por
exemplo, mutacdes descritas nos genes HESX1, LHX4, OTX2 e GL|2 3851115116
O mecanismo responsavel por esta modulacdo do fendtipo da doenca,
possivelmente, abrange uma complexa interacdo entre fatores ambientais,
multiplos genes e fatores epigenéticos.''’ Dentre os fatores epigenéticos
moduladores da expressdo do HES1, a possibilidade de haver um imprinting
parental foi demonstrada por um método computacional que sugeriu que

apenas o alelo paterno do gene HES1 esta expresso nas células, mas este
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dado necessita de confirmacdo experimental.'*® Outro importante fator é o
microRNA-9, um microRNA que regula o desenvolvimento do SNC de
camundongos e modula a expresséo do gene Hes1.'*?

A variante ¢.578G>A gera uma proteina mutante p.G193D com a troca da
glicina, um aminoacido bem conservado entre os mamiferos, pelo &acido
aspartico, com caracteristicas fisico-quimicas distintas. Esta mutac&o ocorre em
um dominio pouco conhecido da proteina localizada na regido carboxiterminal
entre o dominio orange e WRPW,'® mas que possui alguma capacidade
repressora ainda pouco esclarecida, provavelmente relacionada a interacéo
com outras proteinas da familia basic helix-loop-helix e a formacdo de

heterodimeros.?®1%!

Quatro ferramentas de predicao in silico foram utilizadas
para avaliacdo do impacto funcional desta variante, e apenas a ferramenta
Mutation Taster suspeitou que esta seria a causadora de doenca e inferiu a
possibilidade de alteracdo no sitio de splicing, resultando na geracdo de uma
proteina truncada com a perda do sitio repressor. Cada ferramenta de predicao
utiliza procedimentos distintos para a deteccdo do efeito estrutural e/ou
funcional de uma variante. Um grande estudo avaliou a performance de
predicdo de patogenicidade de variantes ndo sinbnimas em mais de 40.000
variantes patogénicas ou neutras e evidenciou que a sensibilidade destas
ferramentas varia de 52 a 88%, a especificidade varia de 51 a 92% e a acuracia
varia de 60 a 82%.'% A ferramenta MutationTaster ndo foi analisada neste

trabalho. Como nao existe um instrumento ideal para a predicdo da

patogenicidade das variantes ndo sindnimas, é recomendada a combinac¢do do
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resultado de varios algoritmos de predicdo para o aumento do poder preditivo
da analise.'®

Pela abordagem de comparacéao de fenoétipos entre espécies, observamos
discordancia entre o fenotipo dos humanos e dos camundongos, alguns genes,
como Lhx3/LHX3, Lhx4/LHX4 e Sox2/SOX2, cujas mutagbes em nocaute levam
a letalidade fetal nos camundongos, exibem mutacdes identificadas como
causadoras do hipopituitarismo em humanos.****?®> A partir disso, podemos
inferir que o efeito de uma mutacgéo de ponto no HES1 em humanos poderia se
associar a defeitos mais leves do que uma dele¢céo total do gene Hesl em
camundongos, causadora de alteracdes graves e incompativeis com a vida. As
deficiéncias hormonais ndo foram avaliadas nestes camundongos em funcao da
morte prematura, mas sdo compativeis com a hipoplasia da adeno-hipdfise e a
deplecao das células progenitoras.

Diante dos achados associados a esta nova variante alélica no gene
HES1 identificada em um paciente com hipopituitarismo, ndo foi possivel
assegurar a existéncia de um papel fisiopatologico desta variante nesta doenca.
Sendo assim, € necesséria a realizacdo de estudos funcionais in vitro para
avaliar o efeito biolégico desta variante na interagdo com correguladores, na
repressdo e/ou ativacdo da transcricdo génica e da ligacdo da proteina mutante
ao DNA. Um obstaculo encontrado é a falta de conhecimento dos mecanismos
de acgéo e dos alvos do fator de transcricdo do HES1 na hipofise. Um gene-alvo
relevante € o MASH1 (ASCL1- achaete-scute complex homolog 1), que pode ter

um papel na diferenciacéo terminal de tireotrofo, gonadotrofo e corticotrofo.>®
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Recentemente, a abordagem de estudo molecular de um gene candidato
para definicdo da etiologia genética do hipopituitarismo tem sido substituida
pelo uso de técnicas de sequenciamento de nova geracdo com a possibilidade
de uma avaliacdo genética em larga escala. Diante da imensa quantidade de
dados gerados por estas novas metodologias, é primordial a adequada selecao
de casos para estudo. A identificacdo de mutagdes nos genes IGSF1 e ARNT2
associadas ao hipopituitarismo ocorreram por meio do sequenciamento do
exoma nesta nova fase.*?%128

O sequenciamento do exoma do paciente com a variante alélica c.578G>A
e de familiares com ou sem a variante foi realizado por meio de colaboracéo
com a Universidade de Michigan para tentar esclarecer a etiologia do
hipopituitarismo neste caso. A analise do exoma ainda nao foi concluida. Como
esta nova variante ndo pode ser considerada a causa genética da doenca nem
podemos definir um padrdo de heranca, a analise dos resultados gerados pelo
exoma dos familiares foi prejudicada. Por enquanto, tentamos excluir a
presenca de variantes em genes ja conhecidos como etiologia do
hipopituitarismo, porém ndo conseguimos descartar a participacdo dos genes
LHX3 e SOX3 na doenca devido a uma baixa cobertura de leitura destes genes.
A abordagem na analise dos dados do exoma em doencas com padrdo de

herangca complexos, incluindo os casos de penetrancia incompleta, deve ser

bem cautelosa e ndo existe ainda um modelo a ser seguido.*’
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CONCLUSOES

O estudo do gene HES1 numa grande coorte de pacientes com

hipopituitarismo congénito nos permitiu chegar as seguintes conclusoes:

Pacientes com hipopituitarismo congénito e NE predominantemente
nao possuem um diagnostico molecular definido;

A alta frequéncia de parto vaginal com apresentacdo pélvica
observada pode justificar a fisiopatologia da NE e o hipopituitarismo
em alguns casos. Porém, o relato de consanguinidade ou historia
familiar de hipopituitarismo, além de outras malformacfes associadas
a alguns destes casos sugerem a possibilidade de um defeito pré-
natal como causa da NE;

O estudo da regido codificadora do gene HES1, extremamente
conservado entre as espécies, evidenciou apenas dois polimorfismos
e uma nova variante alélica numa populacdo de 192 pacientes com
hipopituitarismo, corroborando com seu importante papel no

processo de desenvolvimento;
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Uma nova variante alélica c.578G>A em heterozigose no gene HES1
foi identificada em um paciente com hipopituitarismo congénito. O
paciente apresenta quadro clinico de hipopituitarismo associado a
malformacdo da hipdfise (neuro-hipofise ectopica junto ao
hipotalamo, hipoplasia de adeno-hipdfise e haste hipofisaria néo
visualizada) e hemangioma plano de face e gengiva,

Esta variante ndo foi encontrada em grandes bancos de dados nem
em 400 alelos controles brasileiros, mas esta presente em familiares
ndo afetados, sugerindo um padrdo complexo de heranca com
penetrancia incompleto;

O efeito biologico desta variante ainda € incerto e o resultado do
sequenciamento do exoma do paciente e de seus familiares ainda

permanece inconclusivo.
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ANEXO A: Tabela descritiva dos dados de parto, da histéria familiar, das deficiéncias hormonais, da ressonancia magnética de hipéfise

e de outras malformacdes dos pacientes com hipopituitarismo congénito.

Complicagdo Casos Deficiéncias Neuro- Haste Adeno- Outras
de parto familiares hormonais hipéfise hipofiséria hipéfise malformacdes

Paciente Sexo Parto Apresentagéo Consanguinidade

férceps pélvica

anoéxia - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao hipoplasia
visualizada

vaginal pélvica anoéxia BE GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao hipoplasia
visualizada

vaginal pélvica pélvico ectopica normal normal
vaginal

vaginal pélvica pélvico GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao hipoplasia
vaginal visualizada

cesareo GH,TSH ectopica nao hipoplasia
visualizada

pélvica GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia discreta herniagéo
visualizada inferior das tonsilas
cerebelares,
dilatagdo moderada
do sistema ventricular
upratentorial

H

14 F vaginal pélvica anoéxia - - ectopica nao Hipoplasia
visualizada

16 F cesareo ND - - - GH, TSH, ACTH nao néao Hipoplasia
visualizada visualizada

18 M vaginal cefélica - - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néao Hipoplasia
visualizada

cesareo cefélica ectopica normal Hipoplasia

cesareo cefélica GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia
visualizada

ceséareo cefélica GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néo Hipoplasia

visualizada




26 M cesareo cefélica - - - GH,TSH,ACTH néao néao Hipoplasia
visualizada visualizada

28 F vaginal cefélica - - BE GH, TSH ectépica nao Hipoplasia
visualizada

30 F cesareo cefélica - - BE GH,TSH,LH/FSH ectopica nao Hipoplasia
visualizada

32 M férceps pélvica sofrimento - - GH, TSH,LH/FSH ectopica afilada Hipoplasia
fetal

34 M vaginal pélvica pélvico - BE GH,TSH,ACTH,ADH nao afilada Hipoplasia angioma venoso
vaginal visualizada periventricular
esquerdo; genitlia

mbigua

H

36 M vaginal ND - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia hemangioma plano
isualizada e face e gengiva

<
Q

38 F cesareo ND - - ND GH,TSH,LH/FSH, PRL ectépica néao Hipoplasia
visualizada

40 F vaginal cefélica - - - GH, LH/FSH ectépica afilada Hipoplasia

42 M vaginal ND - - BE GH ND ND ND

44 M vaginal cefélica - - - GH ectopica normal Hipoplasia

46 F vaginal cefélica - + - GH nao nao Hipoplasia meningocele
visualizada visualizada esfenoidal; surdez
parcial ouvido

squerdo

H

48 M cesareo ND ND + atraso puberal GH tépica normal Hipoplasia

50 M cesareo ND sofrimento - - GH, LH/FSH ectopica nao Hipoplasia fenda palatina e
fetal visualizada labial; hipospadia;
deficiéncia auditiva

52 M vaginal cefélica ND - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néao ND
visualizada
54 M vaginal pélvica anodxia - BE GH, TSH, LH/FSH, ectépica afilada Hipoplasia
ACTH

q9



56 M cesareo pélvica - - - GH ectopica nao Hipoplasia
visualizada

58 M vaginal ND anoxia ND ND GH,TSH,LH/FSH,ACTH ND ND ND

60 M vaginal pélvica pélvico - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néo Hipoplasia
vaginal visualizada

62 M vaginal cefélica ND - - GH ND ND ND

64 M vaginal ND - - BE GH tépica normal Normal

66 F vaginal cefélica - ND - GH,TSH, LH/FSH, nao afilada Hipoplasia rebaixamento lobo
ACTH, ADH visualizada frontal e do quiasma,
meningoencefalocele
esfenoidal, auséncia
de esplénio de corpo
caloso, hipoplasia do

septo nasal a nivel

sterior

H‘

68 M ND ND ND ND ND GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia
visualizada

70 F vaginal pélvica fratura de - - GH,TSH,LH/FSH ectopica nao Hipoplasia
clavicula visualizada

72 F vaginal ND - + - GH,TSH,LH/FSH, PRL tépica normal Hipoplasia

74 F cesareo ND - - - GH,LH/FSH ectopica normal Hipoplasia

76 M cesareo ND - - - GH ectopica néao Hipoplasia
visualizada

78 M vaginal pélvica pélvico - BE GH, TSH, ACTH ectopica nao Hipoplasia
vaiinal visualizada

80 M vaginal ND ND ND - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néao Hipoplasia
visualizada
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82 M cesareo ND ectopica normal Hipoplasia
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vaginal cefélica topica normal Normal
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86 M vaginal pélvica anobxia - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia
visualizada

vaginal pélvica pélvico ND GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia
vaginal visualizada

90 M ND ND ND - ND GH,TSH,LH/FSH nao nao Hipoplasia agenesia de septo
visualizada visualizada pelcido, dilatacdo
ventricular

92 M vaginal pélvica pélvico - BE GH,LH/FSH,ACTH ND ND ND assimetria de face e
vaginal ombro

94 M vaginal ND - - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia
visualizada

96 F cesareo cefélica - - BE GH,TSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia auséncia de foice
visualizada cerebral
anteriormente e
hipoplasia dos bulbos
olfatérios; incisivo
central Gnico

98 M vaginal pélvica pélvico ND GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néao Hipoplasia
vaginal visualizada

100 F cesareo cefélica - - - GH ectopica afilada Hipoplasia

102 M vaginal pélvica anoxia - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néao Hipoplasia
visualizada

104 F vaginal pélvica pélvico - ND GH, TSH ectépica néao Hipoplasia
vaiinal visualizada
106 M vaginal ND ND - ND GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia mdltiplas lesdes
visualizada cortico-subcorticais

temporal, suboccipital
e frontal direita

108 F vaginal ND ND ND ND GH, TSH, LH/FSH, ectopica nao Hipoplasia
ACTH visualizada

110 M ND ND ND ND ND GH,TSH,LH/FSH ectopica nao Hipoplasia
visualizada

112 F vaginal ND anobxia - ND GH tépica normal Hipoplasia

114 M cesareo cefélica - + - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica nao Hipoplasia
visualizada

L9



116 M vaginal cefélica - - - GH, TSH,LH/FSH ectépica nao Hipoplasia
visualizada

118 F forceps pélvica pélvico - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néo Hipoplasia
vaginal visualizada

120 F vaginal ND ND - - GH, TSH topica normal Normal
122 M vaginal cefélica - - - GH ectépica néao Hipoplasia
visualizada

124 M ND ND ND ND ND GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néao ND
visualizada

126 F cesareo ND - - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica néao Hipoplasia atrofia do nervo
visualizada optico esquerdo,
interdigitacéo dos

iros

128 M férceps pélvica pélvico - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao Hipoplasia
vaginal visualizada

130 F cesareo ND - - - GH tépica normal Hipoplasia

132 M vaginal pélvica pélvico + - GH, TSH, LH/FSH ectépica néao Hipoplasia
vaginal visualizada
134 F ND ND ND ND ND GH, TSH,LH/FSH, néao normal Hipoplasia
ACTH, PRL visualizada

136 M vaginal pélvica anobxia - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectopica nao ND
visualizada

138 F ND ND ND ND ND GH ND ND ND

140 M cesareo ND - - - GH, TSH, LH/FSH ectopica normal Hipoplasia

142 M cesareo cefélica - - BE GH ectopica normal Normal

H
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cesareo ectopica nao Hipoplasia

visualizada




146 M vaginal pélvica anobxia - - GH, TSH, LH/FSH ectépica néao Hipoplasia
visualizada

148 M vaginal cefélica - - - GH ectépica normal Hipoplasia

150 M cesareo ND - - - GH, ADH tépica normal Hipoplasia displasia septo-6ptica

152 M vaginal pélvica anodxia ND - GH,TSH,LH/FSH ectépica afilada Hipoplasia

154 M vaginal pélvica anoxia - ND GH, TSH ectopica normal Normal

156 F férceps ND férceps - - GH,TSH,LH/FSH,ACTH ND ND ND

158 F cesareo ND - - holoprosencefali GH, TSH, ACTH, ADH, ectopica afilada Normal disgenesia de corpo
a alobar PRL caloso, auséncia do
septo pellcido, sinais
de holoprosencefalia
semi-lobar, fenda
alatina

vaginal cefélica anoxia ectopica normal Normal

cesareo pélvica ectopica normal Hipoplasia

vaginal cefélica GH,TSH, LH/FSH ectopica normal Normal

vaginal GH, TSH,LH/FSH, tépica nao Hipoplasia
ACTH, ADH visualizada
168 M cesareo cefélica - - BE GH ectopica afilada Hipoplasia
170 M vaginal cefélica - ND ND GH,TSH, LH/FSH, PRL ectépica néao Hipoplasia
visualizada

172 M ND ND ND ND ND GH,TSH,LH/FSH,ACTH ectépica néao Hipoplasia
visualizada
174 M vaginal cefélica - - - GH, TSH, LH/FSH, nao nao Hipoplasia fenda palatina e
ACTH, ADH visualizada visualizada labial; encefalocele

esfenoidal, nervos e
tratos 6pticos
rebaixados,
invaginac&o inferior

69



dos lobos frontais
para células
etmoidais e cav nasal

176 F vaginal cefélica - - ND GH ectépica espessada Hipoplasia

178 M vaginal ND ND - BE GH, TSH, LH/FSH ND ND ND

180 F cesareo pélvica - - - GH, TSH ectopica afilada Hipoplasia hipoplasia de nervo
6ptico

182 F vaginal ND - - ND GH ectopica nao Hipoplasia hipoplasia do vermis
visualizada e hemisferio
cerebelar D
184 M vaginal cefélica - - - GH, TSH, LH/FSH, nao nao Hipoplasia
ACTH, ADH visualizada visualizada

186 M cesareo ND anoéxia ND ND GH, TSH, LH/FSH tépica normal Hipoplasia microftalmia,
assimetria corporal,
hemangioma plano

188 M ND ND ND ND ND GH ND ND ND

190 M cesareo pélvica anoéxia - BE GH, TSH, ACTH ND ND ND displasia septo-ptica

192 F férceps cefélica férceps - fenda labial e GH, LH/FSH ND ND ND hemangioma;
polidactilia sindrome PHACE

0.
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