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RESUMO

KERTSZ, R. Revisitando o gene HESX7 na busca por variantes sinbnimas.
[dissertacdo]. Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina;
2023.

INTRODUCAO: A complexidade do diagnéstico molecular do hipopituitarismo
destaca-se na diversidade fenotipica e na variabilidade genética associada a
doenca. A recente descoberta de variantes sinbnimas no gene HESX1
representa um desafio adicional, enfatizando a necessidade de mais
investigacbes. Neste estudo reexaminamos dados de sequenciamento,
previamente realizados no laboratério de horménios (LIM-42), priorizando a
deteccao de variantes sinbnimas para associagao com o fenétipo dos pacientes,
contribuindo para uma compreensdo mais abrangente do hipopituitarismo e
refinamento das estratégias diagndsticas. MATERIAIS E METODOS: Dos 218
pacientes incluidos no estudo, 166 foram sequenciados em painel ou exoma,
enquanto 51 foram submetidos ao sequenciamento Sanger. As sequéncias do
painel ou exoma foram avaliadas na plataforma Franklin e as sequéncias Sanger
foram verificadas manualmente. As variantes sindénimas identificadas foram
confirmadas in silico, considerando MAF <1%, utilizando ferramentas como
ABraOM, 1000G e gnomAD. Para avaliar resultados em regides de splicing
foram utilizados SpliceAl e dbscSNV Ada, com estudo in vitro utilizando primers
para amplificagdo e sequenciamento especifico do gene HESX7 em cDNA.
RESULTADOS: Evidenciaram-se 3 variantes em 22 pacientes, 2 consideradas
polimorfismos ¢.374A>G (p.N1258S), ¢.385G>A (p.V129I). Avariante c.460-3T>C,
intrbnica e na regido de splicing, foi encontrada em heterozigosidade em apenas
1 paciente, que também era portador da variante c.374A>G (p.N125S). A
avaliagao in silico da variante c.460-3T>C indicou MAF <1%, mas com baixa
probabilidade de impacto no splicing. O estudo in vitro nao mostrou alteragdes
no splicing do cDNA no pai, que é portador da variante, nem no paciente afetado.
CONCLUSAO: A reandlise das sequéncias do gene HESX1 n&o evidenciou
variantes sinGnimas, mas revelou variantes missense e intrbnicas sem
correlagdo gendtipo-fendtipo apds validagdo in silico e experimental.
Descritores: HESX1, hipopituitarismo, displasia septo-6ptica, deficiéncia

hormonal, glandula pituitaria.



ABSTRACT

KERTSZ, R. Revisiting the HESX1 gene for synonymous variants [dissertation].

Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina; 2023.

INTRODUCTION: The complexity of molecular diagnosis in hypopituitarism is
highlighted by the phenotypic diversity and genetic variability associated with the
disease. The recent discovery of synonymous variants in the HESX7 gene
presents an additional challenge, underscoring the need for further
investigations. In this study, we re-examined sequencing data previously
conducted in the Hormones and Molecular Genetics Laboratory (LIM-42),
prioritizing the detection of synonymous variants for association with patient
phenotypes, contributing to a comprehensive understanding of hypopituitarism
and refinement of diagnostic strategies. MATERIALS AND METHODS: Out of the
218 patients included in the study, 166 underwent panel or exome sequencing,
while 51 underwent Sanger sequencing. Panel or exome sequences were
evaluated on the Franklin platform, and Sanger sequences were manually
verified. Identified synonymous variants were confirmed in silico, considering
MAF <1%, using tools such as ABraOM, 1000G, and gnomAD. To assess results
in splicing regions, SpliceAl and dbscSNV Ada were employed, with in vitro
studies using primers for amplification and specific sequencing of the HESX1
gene in cDNA. RESULTS: Three variants were identified in 22 patients, with 2
considered polymorphisms, ¢.374A>G (p.N125S), ¢.385G>A (p.V129I). The
variant ¢.460-3T>C, intronic and in the splicing region, was found in
heterozygosity in only 1 patient, who also carried the variant ¢.374A>G
(p-N125S). In silico evaluation of the ¢.460-3T>C variant indicated MAF <1% but
with a low probability of splicing impact. In vitro studies showed no splicing
alterations in the cDNA in the carrier father or the affected patient.
CONCLUSION: The reanalysis of HESX1 gene sequences did not find
synonymous variants but revealed missense and intronic variants without

genotype-phenotype correlation after in silico and experimental validation.

Descriptors: HESX1, hypopituitarism, septo-optic dysplasia, hormone deficiency,
pituitary gland.o-optic dysplasia, hormonal deficiency.



1. INTRODUCAO

1.1. Embriogénese hipofisaria

A glandula hipofisaria, localizada na sela turcica do osso esfenoide abaixo do
hipotalamo, desempenha um papel crucial na regulagdo hormonal. A conexao entre o
hipotdlamo e a hipdfise, estabelecida pela haste hipofisaria, € fundamental tanto na
embriogénese, garantindo a morfogénese correta do eixo hipotalamo-hipdfise, quanto
apds o nascimento, quando o hipotalamo controla as secre¢des da glandula por meio
dessa estrutura.’

A hipdfise possui duas regides que tém origens embrioldgicas distintas: o lobo
posterior ou neuro-hipdfise, originado de uma extensao caudal do hipotalamo embrionario,
e o lobo anterior ou adenohipéfise que € originado da bolsa de Rathke, um diverticulo da
cavidade bucal primitiva. A adenohipdfise € composta por cinco tipos celulares: células
gonadotroéficas que produzem os horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH),
tireotréficas que sao responsaveis pela producao da tireotropina (TSH), somatotréficas

que produzem a somatotropina (GH) e lactotréficas que sintetizam a prolactina (PRL)."

Figura 1.
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Figura 1. Diagrama esquematico da regulagdo molecular do desenvolvimento da glandula pituitaria anterior,
com particular énfase nos fatores de transcrigdo, notadamente aqueles que apresentam o homeodominio.
Destaca-se a formagao da bolsa de Rathke e a diferenciagdo das células especializadas, proporcionando
uma visdo detalhada da cascata de eventos. As setas no diagrama indicam relagbes em vias de sinalizagédo
molecular. (Fonte adaptada: Prince, K. L., Walvoord, E. C., & Rhodes, S. J. (2011). Nature Reviews
Endocrinology, 7(12), 727-737.)?



Cada um desses hormdnios tém uma funcéao diferente, sendo cruciais aos processos
fisiolégicos. Os hormdnios FSH e LH tem fun¢des dependentes do sexo do individuo. Nas
mulheres, o FSH promove crescimento dos foliculos ovarianos e secrecéo de estrogeno
e o LH promove ovulagao e secreg¢ao de progesterona. Ja nos homens, eles promovem o
estimulo da espermatogénese, assim como das células de Leydig e secrecao de
androgenos, respectivamente. O hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) estimula secregao
de glicocorticoides no cortex adrenal, enquanto o TSH tem como fungdo estimular a
sintese e secre¢ao do horménio tireoidiano. O GH promove o crescimento de ossos longos
e age no metabolismo em muitos locais do organismo via somatomedinas (IGF-1). Por
ultimo, a PRL atua no desenvolvimento da glandula mamaria durante a gestacao,
estimulando a secregao de leite. A fun¢do do eixo hipotalamo-hipofisario é garantir que as
fases do desenvolvimento como puberdade, gravidez, lactacédo e a resposta ao estresse
ocorram de forma efetiva. Para isso, o sistema tem uma plasticidade, com secre¢des
hormonais sendo constantemente moduladas. Situagdes patoldgicas que levam ao
desequilibrio dos hormdnios da hipéfise tém consequéncias pleiotropicas, resultando em
morbidade significativa e até mortalidade. As deficiéncias hormonais podem ser adquiridas
ou congénitas. As adquiridas se desenvolvem principalmente como consequéncia de
tumores da hipofise (principalmente prolactinomas) e danos cerebrais, ja a anormalidade
congénita pode se apresentar de forma isolada, sendo a mais comum em humanos a
deficiéncia isolada de horménio do crescimento (DGHI), mas pode também se apresentar
de forma multipla, conhecida como deficiéncia combinada de horménio da hipdfise
(DHHM).3

1.2. Hipopituitarismo congénito

O hipopituitarismo congénito, ou DHHM, pode ser provindo de qualquer
comprometimento das vias de sinalizacdo do desenvolvimento hipofisario que acarrete a
insuficiéncia da glandula pituitaria em secretar um ou mais horménios.

A DHHM ¢ clinicamente descoberta quando o individuo ainda crianga apresenta
velocidade de crescimento reduzida, embora a deficiéncia hormonal no nascimento possa
causar hipoglicemia e morte subita, enfatizando a necessidade de deteccao e tratamento
precoces. A avaliagao clinica inclui a medi¢cao da altura sentada e em pé, niveis hormonais
circulantes, secrecao hormonal em resposta a estimulo, imagens do cérebro e da hipdfise
e determinagao da idade 6ssea com raios-X das maos. As vezes, a ressonancia magnética

evidencia uma massa hipofisaria, e os testes genéticos costumam prever se a massa é
2



provavelmente benigna, evitando assim cirurgias desnecessarias, em se tratando de
alteragdes genéticas no gene PROP1. O histérico familiar também é importante porque a
altura média dos pais € usada para calcular a altura alvo da crianga. Se nao houver
historico familiar de insuficiéncia de crescimento, o caso € denominado como esporadico
e pode ser genético ou ambiental. Nos casos familiares que envolvem varios individuos
afetados, aumenta a probabilidade de que a causa seja genética, embora fatores
ambientais possam desempenhar um papel na expressividade ou gravidade das
caracteristicas.*

Defeitos genéticos em genes da cascata do desenvolvimento da adenohipdfise
normalmente resultam em sua diminuicdo de tamanho e na deficiéncia da secrecao
hormonal. Os genes que atuam mais precoce no desenvolvimento da cabeca estédo
frequentemente associados a anormalidades craniofaciais, além da disfungéo hipofisaria
(DHHM sindrémica), enquanto os genes expressos no hipotalamo ou intrinsecos a hipdéfise
causam DHHM n&o sindrémico. A complexidade genética do DHHM pode ser explicada
pela heterogeneidade dos fatores subjacentes, que contribuem em parte para o amplo
espectro fenotipico.* Até o presente momento, foram identificados 44 genes associados
ao hipopituitarismo, embora nem todos tenham seus mecanismos completamente
elucidados na literatura. Entre esses, GLI2, HESX1, LHX3, LHX4, OTX2, POU1F1,
PROP1 e SOX2 emergem como 0s genes mais extensivamente estudados nesse

contexto.®
1.3. HESX1: Da Morfogénese Hipofisaria a Complexidade das Variantes Sinbnimas

O gene HESX1, um fator de transcricdo da familia homeobox, desempenha um papel
crucial no desenvolvimento embrionario, especialmente na formagao inicial do cérebro e
da hipodfise. Esta localizado no brago curto do cromossomo 3 e possui 4 éxons, enquanto
nos camundongos o gene homdlogo esta localizado no cromossomo 14.

Este gene desempenha um papel fundamental no desenvolvimento, sendo objeto
de estudo desde 1993, quando as primeiras investigacbes foram dedicadas a
compreensao de sua contribuicdo para o desenvolvimento de murinos. Estes estudos
iniciais destacaram sua relevancia no processo de formagéao do figado embrionario. A
expressao altamente especifica de Hesx1, em conjunto com a fungdo bem estabelecida
dos genes com homeodomain na determinacao da identidade regional, sugere a possivel
importancia deste gene na embriogénese murina. Este gene pode desempenhar um papel



significativo na regulagao das decisdes de desenvolvimento durante as fases iniciais da
embriogénese e na hematopoiese fetal.5 7

A importancia funcional desse gene é evidente em estudos com camundongos
knockout Hesx1-/-, nos quais a letalidade pds-natal é observada devido a defeitos no
sistema nervoso central, incluindo anoftalmia, prosencéfalo reduzido e displasia da
hipofise®. A perda de Hesx7 no neuroectoderma anterior leva a posteriorizagéo, resultante
da falta de repressdo na via Wnt/B-catenina.® Além disso, embrides Hesx7-/- exibem
desenvolvimento anormal da bolsa de Rathke, caracterizado por fendas variaveis e
expressao expandida de Fgf10, sugerindo um papel critico do Hesx71 na morfogénese
hipofisaria. Apdés o nascimento, a hipoplasia da hipéfise € observada, sugerindo um
comprometimento no controle hipotalamico.®

Variantes no gene HESX1 foram associadas a uma variedade de fenétipos, desde
DGHI até DHHM, muitas vezes acompanhada por displasia septo-optica (DSO). A
expressao fenotipica varia amplamente, com mutagdes recessivas geralmente causando
fendtipos mais graves e variantes heterozigoticas associadas a manifestagées mais leves
e penetrancia incompleta, Fang e colaboradores concluiram que as mutagées no HESX1
resultam em manifestagbes clinicas variaveis, sugerindo a influéncia de genes
modificadores ou fatores ambientais no fenétipo.*

Os estudos liderados por Fang e colaboradores® indicaram que as mutagdes no
HESX1 conduzem a manifestagdes clinicas diversas, sugerindo a possivel influéncia de
genes modificadores ou fatores ambientais no fendtipo. Historicamente, o foco na
importancia das variantes genéticas estava predominantemente nas classificadas como
nao sindnimas, ou seja, aquelas que provocam uma troca de nucleotideos em um cédon,
impactando diretamente o aminoacido a ser incorporado na proteina (TABELA 1).

Esse entendimento baseava-se na premissa de que essas variantes afetavam
significativamente a estrutura e a funcdo proteica. No entanto, a evolugdo do
conhecimento cientifico revelou que mais de cinquenta doengas estdo associadas a
variantes sinénimas, desafiando essa concepgao inicial.!!

Diversos mecanismos subjacentes podem explicar como essas variantes
sinébnimas influenciam o funcionamento normal dos genes. Por exemplo, podem provocar
alteragdes nos sitios de splicing, resultando na produ¢édo de uma proteina truncada, como
observado no caso da variante p.S73S do gene HESX1. Além disso, essas variantes

podem modificar os sitios de ligagdo a fatores de transcricdo e miRNAs, impactando a
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regulagado da expressao génica. Outra possibilidade € que as variantes sinbnimas alterem
a estrutura do mRNA, impedindo o inicio da tradug&o ou criando um mRNA menos estavel,
ambos contribuindo para uma reducdo na expressao proteica. Essa compreensao mais
abrangente destaca a complexidade dos efeitos das variantes sinbnimas e sua
contribuigdo para a patogénese de diversas doengas, desafiando paradigmas anteriores. '

Recentemente, Coutinho e colaboradores identificaram uma variante heterozigota
no gene HESX1 que, apesar de n&o alterar o aminoacido codificado (¢.219C>T/p.S73S),
representa a primeira variante sinbnima nesse gene associada ao fenotipo de DHHM em
um paciente. Destaca-se que essa variante esta localizada em um nucleotideo
evolutivamente conservado em primatas, mas ndo em outros vertebrados. Uma analise
detalhada por RT-PCR revelou que o paciente expressava dois transcritos distintos, sendo
um mais curto que excluia a sequéncia correspondente ao exon 2, resultando na jungao
direta entre o exon 1 e o0 exon 3. Essa nova configuragdo de sequéncia introduziu uma
terminagao prematura da proteina apos 54 cédons. A tradugao desse transcrito mais curto
resulta em uma proteina truncada, evidenciando o impacto funcional da variante sinbnima

em questdo.'3

TABELA 1. Variantes patogénicas previamente documentadas como responsaveis pelo

hipopituitarismo congénito foram identificadas no gene HESX1.

Publicagédo Autor Fendtipo Variante Troca Alelo
Aminoacido

1998 Dattani, M T et DHHM c.476C>T p.R160C HM
al.8

2001 Thomas, P Q et DSO c.18G>C p.Q6H HT
al."

2003 Tajima, Toshihiro DGHM c.301_302A>G p.L103fs HT
et al.’®

2003 Cohen, Ronald N DGHIl e 1-bp del/ - HT
et al.’® DSO g.1684delG

2003 Carvalho, Luciani DHHM c.77T>C p.126T HM
Retal.’”

2007 McNay, David E DGHIl e c.445G>A p.E149K HT
Getal' DSO




2011 Durmaz, Burak et DHHM c.479G>A/ p.R160H HM
al.'®

2011 Vivenza, Daniela DGHI c.357+3G>A - HT
et al?®®

2015 Avbelj Stefanija, DHHM c.305A>G p.E102G HT
Magdalena et
al.21

2016 Takagi, Masaki et DHHM c.326G>A p.R109Q HT
al.?2

2016 Fang, Qing et DHHM c.476C>T p.R160C HM
al.10

2017 Pozzi, Sara et DHHM e c.475C>T p.R159W HT
al.3 DSO

2019 Coutinho, DHHM c.219C>T p.S73S HT
Eduarda et al.'3

2021 V. Alesi et al.?* DGHI c.18G>C p.Q6H HM

Legenda: DHHM = deficiéncia combinada de horménio da hipéfise; DGHI = deficiéncia isolado de GH;

DSO=displasia septo-optica; HT=Heterozigose; HM=Homozigose.

2. JUSTIFICATIVA

Devido a limitada resolu¢cdo dos diagnosticos moleculares nos genes envolvidos na
embriogénese hipofisaria, somado com a descoberta de uma variante sinbnima no gene
HESX1 que apresenta impacto funcional, surgiu a necessidade de revisitar e reavaliar os
dados ja gerados do gene HESX7, um dos primeiros genes associados ao
hipopituitarismo. Essa nova perspectiva visa enriquecer nossa compreensdo do papel
desse gene crucial no desenvolvimento e na patogénese de disturbios hipofisarios. Nossa
revisao se propde a explorar as nuances genéticas e moleculares associadas ao HESX1,
oferecendo insights valiosos para aprimorar a preciséo diagnéstica e compreender melhor

as implicagdes clinicas das variantes identificadas.



3. OBJETIVOS
Principal:

Reavaliar as sequéncias do gene HESX7 previamente obtidas por meio de
sequenciamento, como Sanger, ou em larga escala (painel ou exoma), conduzidos em

estudos anteriores.
Secundarios:

Estabelecer a correlacao entre o gendtipo e fendtipo das variantes alélicas identificadas.

4. CASUISTICA E METODO

4.1. Aspectos Eticos

Este estudo ndo exigiu a aplicagdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) aos pacientes selecionados, uma vez que os dados analisados foram previamente
gerados em projetos anteriores que incluiram o sequenciamento do gene HESX1 por meio
de diferentes metodologias, como Sanger, painel genético ou exoma. A solicitagdo de
dispensa do TCLE foi devidamente aprovada tanto pela Comissdo de Etica para Analise
de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo quanto pela Plataforma Brasil, com o numero de processo
CAAE: 74723823.5.0000.0068.

4.2. Definicdo da casuistica

Do grupo inicial de 384 individuos diagnosticados com hipopituitarismo congénito e
acompanhados no Ambulatorio de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, procedeu-se a
exclusao da seguinte forma: foram removidos aqueles que ja tinham um diagndstico
molecular definido (n=44), os que nao dispunham de amostras de DNA disponiveis para
testes (n=10) e os que ndo passaram por sequenciamento genético para o gene HESX1
utilizando métodos como Sanger, painel genético ou exoma (n=112). Isso resultou na
exclusao de um total de 166 individuos.

Dentre os 218 pacientes restantes, que foram, portanto, considerados na casuistica

deste estudo, 166 tiveram seu material genético sequenciado por meio de painel ou exoma
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utilizando a plataforma lllumina, nas instalagbes da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo, na unidade de Sequenciamento em Larga Escala (SELA)* 25
26 _ Os 51 pacientes restantes foram submetidos exclusivamente ao sequenciamento do

material genético através da metodologia de Sanger'”.
4.3. Avaliagao clinica dos pacientes

Avaliacao clinica dos pacientes selecionados para o estudo, assim como estudos

hormonais e de imagem foram feitos como descrito por Otto, 2015%.
4.4. Avaliagdo genética
4.4.1. Avaliacado das sequencias de exoma e painel na Plataforma Franklin

A metodologia empregada para realizar o sequenciamento das 101 amostras no
painel de estudo seguiu os procedimentos detalhados por Nakaguma e colaboradores,
conforme descrito em seu estudo de 20192%°. Para as 67 amostras submetidas a técnica
de Exoma, adotou-se o protocolo conforme apresentado nos artigos publicados por

Francga e colaboradores em 20192%% e por Fang e colaboradores em 20164.

As 168 sequéncias obtidas a partir dos estudos de exoma e painel foram convertidas
em arquivos no formato Variant Call Format (VCF), sem anotagdes adicionais, a fim de
permitir  analises conduzidas com o suporte da plataforma Franklin

(https://franklin.genoox.com/). Franklin € uma plataforma baseada em inteligéncia artificial

empregada para avaliar a relagao entre o genétipo e o fenoétipo, apresentando uma notavel
precisdo de 99,8% na avaliagdo do impacto das variantes genéticas. Todas as 168
sequéncias analisadas atenderam aos critérios de qualidade estabelecidos pela

plataforma, conforme detalhado na Tabela 1.

Tabela 2. Paréametros de avaliacdo de qualidade Franklin (Genoox)

Parédmetro Valor de referéncia
Profundidade média da variante >20

Raz&o Homozigoto/Heterozigoto 0.45-0.80
Razao transigdo/transverséao 2.60-3.20
Qualidade da variante >97%



https://franklin.genoox.com/

A avaliagédo da qualidade de dados genéticos desempenha um papel fundamental
na pesquisa e no diagnostico clinico, garantindo a confiabilidade das informacgdes
genéticas obtidas. A profundidade média da variante € um indicador da quantidade de
leituras (sequenciamento) feitas em uma posicéo especifica do genoma. Ela reflete a
cobertura do sequenciamento em uma regido-alvo e é essencial para identificar a
presenga de variantes genéticas. Em geral, uma profundidade média alta aumenta a
confiabilidade da deteccdo de variantes, uma vez que mais leituras permitem uma
avaliacdo mais precisa. No entanto, valores excessivamente altos podem indicar regides
de leitura excessiva, aumentando o risco de erros sistematicos. Portanto, € importante
encontrar um equilibrio entre profundidade e cobertura.?®

A razdo homozigoto/heterozigoto € um indicador da variabilidade genética em uma
populacdo. Uma alta propor¢gdo de homozigotos sugere homogeneidade genética,
enquanto uma alta proporgéo de heterozigotos indica maior diversidade genética?®. Ja a
razao entre transigao/transversao € utilizada para avaliar o perfil de alteragdes genéticas
em um conjunto de dados genéticos. Transi¢cdes representam substituicdes de bases por
outras pertencentes a mesma categoria (A—~G ou C—T), enquanto as transversodes
implicam substituicbes entre categorias diferentes (A—~C, AT, G—C ou GoT). Em
genomas normais, espera-se que a razao transi¢cao/transversao se aproxime de 2, visto
que as transi¢des tendem a ocorrer com maior frequéncia. Variagées substanciais nessa
razao podem indicar processos de sele¢do natural ou eventos mutacionais especificos.3°

Por fim, a avaliagdo da qualidade da variante € um aspecto critico na analise de
dados genéticos, pois determina a confiabilidade das chamadas de variantes em relagcao
as leituras obtidas durante o sequenciamento?® 3!, Valores mais elevados na escala,
indicam maior confiabilidade nos resultados, sendo, portanto, essenciais para distinguir
mutagbes genuinas de artefatos de sequenciamento3? 32,

Apods a importacao dos arquivos em formato VCF para a plataforma Franklin e a
avaliacao do controle de qualidade, um painel especifico foi criado para realizar a
chamada de variantes no gene HESX1. As variantes alvo, eram aquelas sinGbnimas com
frequéncia do alelo menor (MAF) <0,01% na populagdo's, porém nao usamos filtros
especificos para chamada apenas destas variantes, sendo assim, todas aquelas
encontradas na analise estdo descritas neste trabalho.



4.4.2. Avaliacdo das sequencias obtidas pelo sequenciamento de Sanger

O sequenciamento do gene HESX1 utilizando a metodologia de Sanger foi realizada
de acordo com os procedimentos previamente estabelecidos por Carvalho e
colaboradores em estudo publicado no JCI de 2003"".

No caso dos 51 pacientes, desta casuistica, submetidos ao estudo de Sanger, a
analise dos eletroferogramas foi realizada de forma manual, uma vez que os resultados
estavam disponiveis apenas em formato impresso. Essa abordagem demandou uma
minuciosa inspecao visual dos graficos e das sequéncias de DNA, garantindo uma
avaliagao precisa das variantes genéticas presentes.

A busca por variantes foi conduzida de maneira abrangente, incluindo todos os
quatro éxons do gene. Para efeito de comparagao, uma sequéncia de referéncia normal
foi empregada, permitindo a identificacdo e a caracterizacdo de quaisquer desvios

genéticos nesses locais especificos.

4.4.3. Avaliagao in silico dos achados

As variantes sinbnimas identificadas na analise dos pacientes foram submetidas a
analises in silico para avaliagdo da MAF. Foram consideradas relevantes aquelas
variantes com MAF inferior a 1%, indicando sua raridade. As ferramentas utilizadas para
calcular a MAF incluiram o ABraOM, o 1000G e o gnomAD.

Para avaliar o impacto de uma variante localizada em uma regido de splicing, foram
utilizadas as  ferramentas  SpliceAl e dbscSNV  Ada. A  SpliceAl
(https://spliceailookup.broadinstitute.org/) € uma ferramenta projetada para prever eventos
de splicing, visando uma analise detalhada do impacto especifico de uma variante
genética no processo de remogao de introns e unido de éxons durante a transcrigdo do
mRNA. Por meio de técnicas de inteligéncia artificial, a SpliceAl oferece insights sobre
como variacbes genéticas podem afetar padrdes de splicing, contribuindo para uma
compreensao mais profunda desse fendmeno molecular. A ferramenta entrega dois scores
diferentes (SpliceAl e Pangolin) para inferir a possibilidade de uma variante afetar o
processo de splicing. O SpliceAl score varia de 0 a 1 e representa a probabilidade de que
uma variante influencie o processo de splicing em qualquer posicdo dentro de uma janela
circundante (+/- 500 pares de bases por padrdo), com uma caracterizagao minuciosa

considerando cortes especificos. Esses cortes, estabelecidos em 0,2 (indicando uma
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chamada de alta probabilidade), 0,5 (recomendada) e 0,8 (alta precisdo), servem como
pontos de referéncia fundamentais. Uma chamada de alta, representada pelo corte de 0,2,
sugere uma probabilidade consideravel de que a variante impacte o splicing. A
recomendacao de corte em 0,5 destaca um valor que, ao ser alcangado ou excedido,
indica uma probabilidade substancial de impacto, sendo considerado um ponto de
referéncia util. O corte de 0,8, designado para alta precisao, representa um limiar onde a
probabilidade de impacto é ainda mais elevada, garantindo uma avaliagdo mais criteriosa.

O Pangolin score ndo recomenda limiares de pontuagao especificos; no entanto,
as pontuacgdes de 0,2 ou superiores aparecem em verde, pontuagdes de 0,5 ou superiores
aparecem em amarelo e pontuacgdes de 0,8 ou superiores aparecem em vermelho. Essa
abordagem escalonada, com cortes especificos, ndo apenas oferece uma visao detalhada
das probabilidades associadas aos escores delta, mas também fornece uma estrutura
robusta para a interpretagdo dos resultados, permitindo uma analise mais refinada do
potencial efeito da variante no splicing genético33.

Por outro lado, o dbscSNV (http://www.liulab.science/dbscsnv.html) fornece uma
pontuagdo especifica para cada alteragdo genética, indicando a probabilidade de
influenciar o processo de splicing do gene em questdo. Cada alteracdo genética é
acompanhada por dois escores, denominados "Ada" e "RF", que s&o resultantes de
calculos realizados por diferentes algoritmos de inteligéncia artificial. A significancia
desses escores reside na capacidade de prever o impacto da alteragdo genética no
processo de splicing. Notavelmente, valores elevados, superiores a 0,6, sugerem uma
maior probabilidade de que a referida alteracdo genética exerga efetivamente influéncia
no splicing do gene em avaliagdo. Essa abordagem refinada, utilizando algoritmos
avancgados, confere maior precisdo a analise, ampliando assim a compreensao sobre
como as variantes genéticas podem modular os eventos de splicing e, consequentemente,

afetar a expressao génica.3% 3%
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4.4 4. Estudo in vitro

Para avaliar o impacto de variantes intrénicas no cDNA, primers para a amplificacdo
e sequenciamento do cDNA do gene HESX1 foram meticulosamente projetados com o
auxilio da ferramenta Primer3 (disponivel em https://primer3.org/). Os primers utilizados
foram os seguintes: F (5-3° GCAGACCACGAGAGGATGTC) e R (5-3
TGACTAAGTGATTCCACAAGCTG). Antecipa-se que a amplificacdo resultara em um

fragmento com o tamanho projetado de 885 pares de bases. O procedimento detalhado

para a coleta do material, transformagdo de RNA em cDNA e amplificacao esta descrito

no Anexo A.

A técnica de reagao em cadeia da polimerase (PCR) foi submetida a um processo
de otimizacao a fim de aprimorar o desempenho e a eficiéncia da enzima envolvida, bem
como para estabelecer um perfil de ciclos de temperatura ideal para a amplificacdo do
fragmento alvo. Para a execugao desta etapa, foram empregados os reagentes GoTag®
DNA Polymerase, Promega (Madison, WI, EUA).

Os parametros e condi¢gdes para a padronizagao da reacdo de PCR e o ciclo de
temperaturas otimizado utilizado durante a amplificagao encontram-se descritos no Anexo
B. Os processos de otimizagéo e padronizagédo garantem a confiabilidade e a eficacia da

técnica de PCR, fundamental para a amplificacdo especifica do fragmento de interesse.

5. RESULTADOS

5.1. Avaliagao clinica da casuistica

No processo de exclusdo, os pacientes com hipopituitarismo congénito que ja
possuiam diagndstico molecular previamente definido, aqueles cujas amostras de DNA
nao estavam disponiveis em nosso banco e os que ndo haviam sido incluidos em estudos
prévios de sequenciamento de exoma, painel ou Sanger para o gene HESX1 foram
eliminados do grupo de estudo. Isso resultou em um total de 218 pacientes elegiveis para
a realizagao deste estudo.

Dentro deste grupo, observamos que 173 individuos apresentavam multiplas
deficiéncias hormonais, enquanto 46 pacientes manifestaram exclusivamente deficiéncia

de hormdnio de crescimento (GH). A idade média dos participantes foi de 35,4 anos, com
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um desvio padrao de * 12 anos. Além disso, notou-se uma predominancia significativa de
individuos do sexo masculino, totalizando 134 pacientes.

Quanto a avaliacdo antropométrica, a média do escore Z para altura inicial dos
participantes foi de -1,5, com um desvio padrdo de + 1,4. Analises de ressonancia
magnética, revelaram que 169 individuos apresentavam neurohipdfise ectépica, enquanto
146 apresentavam adenohipofise hipoplasica. Os dados clinicos dos pacientes que
compde a casuistica, estdo descritos individualmente no Anexo C.

Um dado notavel foi a taxa de consanguinidade entre os pacientes, que atingiu um
elevado patamar de 43,7%. Essa elevada taxa pode ser atribuida ao foco especifico do
estudo de exoma conduzido por Ferreira, Nathalia (2020)%, que se concentrou na analise

por exoma de pacientes provenientes de familias com pais consanguineos.

5.2. Analise das sequéncias genéticas e identificagdo dos achados

A avaliagdo das 51 sequéncias geradas por meio de Sanger nao revelou a presenca
de nenhuma variante. No entanto, ao analisar as sequéncias obtidas a partir de estudos
de painel ou exoma, no formato VCF, conduzidos na plataforma Franklin, identificaram-se
um total de 3 variantes em 22 pacientes, sendo duas delas presentes em homozigose e
concomitantes em 6 pacientes, ¢.374A>G (p.N125S)/ ¢.385G>A (p.V129Il). Dessas, uma
variante foi classificada como polimorfismo ¢.374A>G (p.N125S), devido a sua MAF

elevada, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia das variantes no gene HESX1 identificadas na casuistica

Troca no cDNA, Troca de Tipo 1000 Genomes Exac GnomeAD ABRaOM
aminoacidos
c.374A>G p.Asn125Ser Missense 7.59% 2.16% 7.02% NE
¢.385G>A p.Val129lle Missense 0.06% 0.08% 0.06% 0.08%
¢.460-3T>C - Intrénica/Regizio NE <0.01% <0.01% 0.04%
de Splicing

NE=N&o encontrado.

A variante ¢.374A>G (p.N125S) foi identificada exclusivamente em 14 pacientes,
dos quais 7 a apresentavam em homozigose e 7 em heterozigose. Esta € uma variante
missense localizada no terceiro éxon do gene, catalogada sob rs9878928 e possui uma
alta frequéncia nos bancos de dados, exceto no ABRaOM.

De maneira similar, a variante ¢.385G>A (p.V129]) também é uma missense e esta

localizada no exon 3 do gene (rs143057250) e apresenta uma MAF baixa nos bancos
13



conforme a analise in silico realizada, contudo identificamos a variante em 7 pacientes,
sendo que 6 deles sdo homozigotos.

A terceira variante, ¢.460-3T>C (rs112703580) foi encontrada em heterozigose, em
conjunto com o polimorfismo ¢.374A>G (p.N125S) em um paciente do sexo masculino,
filho de pais ndo consanguineos e sem historico de hipopituitarismo ou problemas de
desenvolvimento na familia. Ele nasceu a termo por cesariana, com relato de asfixia
perinatal e convulsdes. Apresenta deficiéncia dos hormbnios GH, TSH, ACTH e LH/FSH,
mas alcangou uma altura dentro da faixa esperada para sua familia, atingindo uma altura
final de 172 cm, pés-tratamento. Em sua ressonancia magnética, foi observada uma
adenohipofise normal e uma neurohipdfise ectopica com transecgao da haste. Além do
hipopituitarismo, o paciente também apresenta epilepsia. Ele foi submetido a um estudo
de exoma realizado em trio, junto com seus pais, pois sua irma mais velha ndo era
acometida pela doenga e ndo estava disponivel para testes. Essa analise evidenciou a
segregacao familiar de ambas as variantes genéticas. O pai, que é saudavel, também é

portador de ambas as variantes em heterozigose, como demonstrando na figura 2.

1.1 |.2
wi/wt wt/c.460-3T>C
wtiwt wi/ic.374A>G

-
1.1 1.2

wt/c.460-3T>C
wt/c.374A>G

Figura 2. Heredograma da segregacao familiar da variante ¢.460-3T>C no gene HESX1.
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A variante ¢.460-3T>C é de natureza intrbnica e esta localizada na regidao de
splicing canbnica aceitadora, e no trato de polipirimidina, sendo estas regides cruciais para
o processo de splicing do RNA, pois atuam no reconhecimento e remogéo precisa dos
introns37: 38,

Ao realizar uma anadlise abrangente do impacto da variante ¢.460-3T>C no
processo de splicing, evidenciou-se uma probabilidade substancialmente baixa de
influenciar significativamente esse intricado mecanismo molecular. No @mbito do SpliceAl
e dbscSNV Ada, a variante exibiu um escore notadamente baixo de 0.01 (para a regiao
de ganho do aceptor, situando-se consideravelmente abaixo da pontuagao de corte que
seria necessaria para inferir qualquer impacto significativo no processo biolégico de
splicing). Em uma analise comparativa com o score Pangolin, a variante registrou uma
pontuagdo de 0.06 para a perda de splicing, coerente com as conclusdes derivadas da

avaliagao detalhada do gene no cDNA da familia que se mostrou intacto. Figura 3

MARCADOR DE
B
PESO 5 A A A A T G

MOLECULAR PACIENTE

LOW DNA CONTROLE CONTROLE
POSITIVO NEGATIVO

E - C.37/4A>G
K | — AVAVAVAV-VAVAR.Y

800 pb 370
G A A A R T G

/\ C.37j— A=G
NN N\ INDEX
NN N VAN A

Figura 3. A. Aimagem representa um gel de agarose, com disposi¢do da direita para a esquerda: marcador

de peso molecular Low DNA, paciente heterozigoto para a variante ¢.460-3T>C, pai do paciente também

heterozigoto para a mesma variante, mae do paciente, controle positivo normal e controle negativo da
reacdo. S&o evidenciadas bandas de tamanho correspondente ao fragmento esperado para a amplificacéo
completa do cDNA, aproximadamente 835 pares de base, nas amostras da familia em estudo e no controle
positivo. B. O eletroferograma resultante do sequenciamento do cDNA da familia em analise revelou a
manutencédo do tamanho e sequéncia do cDNA. O paciente, portador da variante intrénica c.460-3T>C,
também apresentou heterozigose para a variante ¢.374A>G; p.N125S, observagdo congruente com o

estado genético do seu pai.
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6. DISCUSSAO

Na vanguarda da pesquisa médica, a Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo enfrenta o desafio significativo
de desvendar a causalidade subjacente ao hipopituitarismo congénito em seus pacientes.
Atualmente, apenas 15% da populacido afetada sob acompanhamento nesta instituicdo
recebeu um diagndéstico molecular definido, e a frequéncia mundial de mutagéo para os
cinco genes calculados em uma metanalise de 21 estudos foi de 4 a 12%, variando de 2
a 11% em casos esporadicos e até 63% em casos familiares®®. Este cenario destaca a
complexidade inerente a essa comorbidade e sublinha a necessidade urgente de avangos

na compreensao de suas bases genéticas.

Dentre os 44 genes identificados como causadores do hipopituitarismo congénito®,
o HESX1 emerge como uma pega fundamental neste intricado quebra-cabecga.
Aprofundar-se na relagao e no impacto desse gene no desenvolvimento humano e animal
nao apenas amplia nosso entendimento sobre os mecanismos envolvidos no
hipopituitarismo, mas também lanca luz sobre novas perspectivas diagnosticas e
terapéuticas. Sua influéncia estende-se desde as fases iniciais do desenvolvimento
embrionario até a maturagdo neuronal, exercendo impactos significativos em varios

aspectos do crescimento e diferenciagao celulares.

No contexto da embriogénese, o Hesx1 desempenha um papel na especificagdo
do neuroectoderma anterior, contribuindo para a formacao do prosencéfalo e, por
conseguinte, para a definicdo das bases do desenvolvimento cerebral.® A regulagdo
precisa do Hesx1 é crucial para equilibrar adequadamente a proliferagao celular e a
diferenciagao neuronal, garantindo a formag¢ao adequada de estruturas cerebrais criticas,
como o cortex cerebral e os nervos Opticos. Na hipofise, a expressao precisa do gene
Hesx1 é necessaria para a formacdo adequada da bolsa de Rathke, uma estrutura

precursora para a regulagao hormonal ao longo da vida®.

Os camundongos knockout Hesx1-/- oferecem insights valiosos sobre o impacto do
gene na morfologia cerebral. A letalidade pds-natal observada nesses animais, juntamente
com anomalias como anoftalmia e prosencéfalo reduzido, destaca a importancia critica do
Hesx1 no desenvolvimento cerebral normal. Além disso, a displasia da hipéfise observada
nos camundongos knockout evidencia a relagdo direta entre o Hesx1 e o correto
desenvolvimento do sistema enddcrino. Esses achados reforcam a significativa
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contribuicdo do Hesx7 para a intricada rede regulatéria que governa o desenvolvimento
cerebral e enddcrino, oferecendo pistas valiosas para futuras investigagdes e abordagens
terapéuticas®. Defeitos genéticos em genes cruciais para a cascata do desenvolvimento
da adenohipofise geralmente resultam na diminuigdo do tamanho da glandula e na
deficiéncia da secrecao hormonal. Genes ativos nas fases iniciais do desenvolvimento
craniofacial frequentemente associam-se a anormalidades nessas regides, juntamente
com disfung¢des hipofisarias (DHHM sindrédmica). Em contraste, genes expressos no
hipotalamo ou intrinsecos a hipdfise causam DHHM nao sindrémico. A complexidade
genética do DHHM é notavel devido a heterogeneidade dos fatores subjacentes,

contribuindo para um amplo espectro fenotipico.*

Este cenario complexo destaca a necessidade continua de uma abordagem
abrangente e multidisciplinar para entender e manejar efetivamente essa condigao clinica
desafiadora. Até o momento, a maioria dos genes humanos de DHHM foi identificada pelo
sequenciamento de Sanger de genes candidatos individuais, o que ndo € uma abordagem
eficiente para doengas com grande heterogeneidade genética. Além disso, € improvavel
que a triagem gene a gene identifique doengas digénicas ou multigénicas, a menos que

todos os genes conhecidos sejam investigados em cada paciente.*

Uma grande variedade de variantes autossbmicas dominantes e recessivas no
HESX1 foi descrita em pacientes com um amplo espectro de fenétipos que variam desde
DGHI a DHHM, com ou sem a displasia septo-optica (DSO). A hipofise anterior pode ser
hipoplasica ou aplasica e a hipéfise posterior pode ser topica ou ectopica. Nenhuma
correlagdo clara de gendtipo-fendtipo € obvia entre os casos com variantes no gene
HESX1, mas ha uma tendéncia de que as alteragdes genéticas recessivas causem
fendtipos mais graves e parecam ser totalmente penetrantes, enquanto variantes

heterozigdticas podem estar associadas a fenétipos mais leves e penetrancia incompleta®.

Como concluido no estudo de Qing Fang e colaboradores*, as alteragdes genéticas
no HESX1 causam manifestagdes clinicas variaveis, o que sugere uma influéncia de
genes modificadores ou fatores ambientais no fendtipo. Recentemente, Coutinho e
colaboradores™? identificaram uma variante heterozigota no gene HESX1 que néo altera o
aminoacido codificado (c.219C>T; p.S73S), sendo assim a primeira variante sindnima
nesse gene relacionada ao fenétipo de DHHM em um paciente. A variante encontra-se em

um nucleotideo evolutivamente conservado em primatas, mas nao em outros vertebrados.
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Através de uma analise feita por PCR, foi evidenciado que o paciente expressava dois
transcritos diferentes, sendo um mais curto que nao possuia a sequéncia correspondente
ao exon 2, devido a uma jungao do exon 1 ao exon 3. A nova sequéncia introduziu uma
finalizacdo prematura da proteina apds 54 cdédons e, quando traduzida, produz uma

proteina truncada.’?

O codigo genético é redundante, o que significa que diferentes trincas de
nucleotideos, também conhecidos como cdédon, podem resultar no mesmo aminoacido
sendo incorporado na proteina’?. Quando se tem uma troca de um nucleotideo levando a
um codon que ndo altera o aminoacido a ser incorporado, se tem o que chamamos de
variantes sinbnimas. Historicamente, essas substituicdes foram vistas como de pouca
significancia por ndo afetarem estrutura e fungcéo proteica, mas hoje em dia sabe-se de
mais de 50 doencas que estdo associadas a esse tipo de variante''. Dentro das 261
variantes encontradas no gene HESX1 no GnomAD, apenas 38 sao sindbnimas. O numero
de variantes sinGnimas encontradas no gene com MAF <0,1% foi 31, que é menor do que
0 numero esperado de 36,2 de acordo com calculos, concedendo entdo uma razéo oe de
0,86, que esta entre os valores encontrados para variantes missense (1,05) e para
variantes de perda de funcéo (0,63). Quanto mais préximo de zero a razao oe, maior o
impacto da variante no funcionamento do gene. Além disso, o Z score das variantes
sinbnimas € de 0,68, enquanto o das missense é de -0,16. Ambas as medidas sugerem
que variantes sinbnimas sdo menos toleradas no gene HESX71 do que variantes

missenses.

Este estudo se concentrou em verificar a existéncia de variantes genéticas no gene
HESX1 em pacientes com hipopituitarismo congénito que ja foram analisados em estudos
anteriores pelas técnicas de sequenciamento de exoma, painel ou Sanger, mas que até
entdo tinham como foco analisar apenas aquelas variantes que levavam a uma troca
proteica e que néao se atentaram para aquelas variantes silenciosas que agora se sabe

poder causar impacto na fungao proteica.

Identificamos trés variantes no gene HESX7, sendo uma delas (c.374A>G,
p.N185S) classificada como polimorfismo caribenho. Em um estudo anterior conduzido
por Vivenza, Daniela e colaboradores em 20112, que abrangeu uma amostra de 244
pacientes com hipopituitarismo (156 com deficiéncia isolada de GH e 88 com deficiéncias

hormonais multiplas) e 646 individuos controle, evidenciou as variantes c.374A>G,
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p.N185S e ¢.385G>A, p.V129I. A variante ¢.374A>G foi encontrada exclusivamente em
heterozigose em 3 (2,1%) pacientes e em 5 (1,7%) individuos controle. Da mesma forma,
a variante ¢.385G>A foi observada apenas em heterozigose, presente em 2 (2,6%)
pacientes e em 4 (0,6%) individuos controle. Em um estudo conduzido por K. Newbern e
colaboradores em 201340, que analisou uma coorte de pacientes com sindrome de
Kallman, também foram identificadas essas mesmas variantes, ¢.374A>G, p.N185S e
€.385G>A, p.V129I a primeira sendo considerada um polimorfismo por sua alta frequéncia
na populagdo afro-caribenha*! e a segunda também descartada por ter sido observada

nos individuos controle do estudo de Vivenza, Daniela e colaboradores em 2011.20

Corroborando com os achados evidenciados na literatura, estas variantes também
foram encontradas em nossa casuistica, porém um ponto de destaque em nossos
resultados é que seis pacientes apresentaram ambas as variantes missense, c.374A>G,
p.N185S e ¢.385G>A, p.V129I, em homozigose, embora ambas tenham sido classificadas
como benigna/conflituosa com espectro de benignidade/VUS de acordo com os critérios
do American College of Medical Genetics (ACMG) e Gnomad, respectivamente. Na
literatura, apesar da alteragao c.374A>G, p.N125S ser considerada um polimorfismo, o
estudo funcional de ensaios de eletromobility shift assay (EMSA) evidenciou uma
migracgao alterada da proteina'#, por outro lado a variante ¢.385G>A (p.V129I) apesar de
nao ter estudo funcional de EMSA apresenta uma classificagao conflituosa desde VUS a
benigna, sendo necessario uma abordagem funcional dessa alteracdo genética, que se
concomitante em um mesmo paciente podera contribuir para o fenétipo de hipopituitarismo
congénito, como no caso de 6 pacientes da coorte do presente estudo. Apenas um
paciente da casuistica carreia a variante c¢.460-3T>C em regi&o de splicing, em conjunto
com a variante c.374A>G, p.N125S em regiao exdnica, considerada polimorfismo MAF
>1%. A anadlise de frequéncia da variante ¢.460-3T>C evidenciou uma MAF <0.01% nos
principais bancos de dados, o que nos chamou ateng¢ao. Por ser uma variante alocada na
regidao do trato de pirimidina podem ter diversos impactos no processamento do RNA e,
por conseguinte, na expressao e funcionalidade das proteinas. Ao fazer a analise da
segregacao da variante na familia, evidenciou-se que ambas as variantes foram herdadas
do pai do paciente, que € um individuo ndo acometido pela doenga. Ao analisar a predi¢céo
do impacto desta variante nos bancos de dados que utilizam da inteligéncia artificial para
calcular o score, evidenciou-se uma baixa probabilidade de que a variante ¢.460-3T>C

altere o splicing, resultado este corroborado com achados in vitro ao amplificar e
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sequenciar o cDNA do paciente, sua familia e um individuo normal, que demonstram uma

perfeita amplificagao de toda a sequéncia dos 4 exons do gene HESX1.

Esses resultados solidificam consistentemente a conclusdo de que ha uma
probabilidade minima da variante ¢.460-3T>C exercer um impacto substancial no
processo de splicing. Esta interpretagao, respaldada por analises de multiplas ferramentas
e naturezas, fortalece a confianga em nossas conclusdées sobre a influéncia bioldgica
limitada dessa alteragcdo genética especifica no contexto do splicing no fenotipo do

paciente.

Com este estudo, aprofundamo-nos na natureza previamente nao explorada das
variantes genéticas, anteriormente consideradas silenciosas e pouco relevantes.
Atualmente, reconhecemos que essas variantes podem desempenhar um papel
significativo na alteracdo da funcao proteica. Portanto, € imperativo que estudos
subsequentes considerem esse tipo de variante como candidatas, garantindo que nenhum
dado seja negligenciado no futuro e que taxas mais elevadas de diagnosticos moleculares

sejam reveladas.

7. CONCLUSOES

O presente estudo teve como objetivo a reanalise das sequéncias do gene HESX1
obtidas por meio de métodos de sequenciamento automatico (Sanger) e de larga escala
(painel ou exoma) e que evidenciou a presenga de variante intrbnica rara nao

correlacionada com o fenétipo apds a validagao experimental.
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8. ANEXOS
8.1. ANEXO A — Protocolo de coleta e transformacdo do RNA em cDNA

As amostras de RNA foram obtidas a partir de 15 a 20 mL de sangue periférico coletado
em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), seguindo uma metodologia criteriosa. A lise
das hemacias foi executada mediante a adicdo de um volume equivalente ao dobro do
sangue de uma solugdo de lise (NH4C 1 mM, NaHCO3 1mM), com subsequente
incubacéao a 4°C por 30 minutos. O material resultante foi entdo centrifugado a 4°C por 10
minutos a 1200G, e o sobrenadante foi cuidadosamente descartado para preservar o
precipitado. Posteriormente, o sedimento foi incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente, seguido da adi¢ado de 200 uL de cloroférmio. O frasco foi vigorosamente agitado
por 15 segundos para efetuar a separacgao entre debris celulares, RNA e DNA, culminando
em uma incubacéao adicional a temperatura ambiente por 10 minutos. Apds a incubacgéo,
uma nova centrifugagcdo a 4°C a 1200G por 15 minutos foi realizada, seguida da
transferéncia do sobrenadante para um novo tubo, marcando o inicio do protocolo de

precipitacdo do RNA.

Para a precipitacdo do RNA, 500 uL de isopropanol foram adicionados ao tubo, seguido
de incubagao por 10 minutos a temperatura ambiente e subsequente centrifugagcéo a 4°C
a 1200G por 10 minutos. O sobrenadante foi removido com cuidado, preservando o
precipitado, e entdo procedeu-se a etapa de purificagdo do RNA. Nesta etapa, o
precipitado foi lavado pela adigdo de 1 mL de etanol 75% gelado a -20°C, seguido de
vortex, e subsequente centrifugacdo a 4°C a 7500G por 5 minutos. Como passo
conclusivo, realizou-se a evaporagao do alcool a temperatura ambiente por 20 minutos,
seguida pela ressuspensao do precipitado em 50 uL de H20 RNAse free e denaturacéo a

65°C por 10 minutos.

Um cDNA de fita unica foi sintetizado a partir do mRNA por meio do ensaio SuperScript
first-strand synthesis system for RT-PCR, desenvolvido e comercializado pela Invitrogen
(Waltham, MA, EUA). O protocolo de reacdo foi estritamente conduzido em estrita

conformidade com as orientagdes fornecidas pelo fabricante.
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8.2. ANEXO B - Protocolos de reacao de PCR e ciclo de temperatura para amplificagéo
do gene HESX1 no cDNA

Para a conducdo da reacdo de PCR com um volume final de 25 uL, foram
empregados com precisao os seguintes componentes: 2 uL de cDNA, 0,5 uL de dNTP Mix
10mM, 5 uL de tampéao Green GoTaqg Reaction 5x Buffer, 0,5 uL da enzima GoTaq DNA
Polymerase 100u da Promega (Madison, WI, EUA). Adicionalmente, foram acrescentados
1 uL de cada um dos primers especificos (Primer F e R), os quais foram projetados para
flanquear a regido de interesse e estavam presentes em uma concentragcao de 10 pmol/uL.
Visando completar o volume final da reacao, foram adicionados 15 uL de agua (SRW).

As condigdes adotadas para a reagao de PCR foram as seguintes: uma etapa inicial
de desnaturacdo a 96°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos que consistiram em
desnaturacao a 96°C por 30 segundos, anelamento a 61°C por 30 segundos e extensao
a 72°C por 30 segundos. Para a extensao final, uma temperatura de 72°C foi mantida por
10 minutos. Os produtos resultantes da reacdo de PCR foram submetidos a um
procedimento de pré-tratamento enzimatico, empregando a combinagdo das enzimas
fosfatase alcalina de camarao (2U/upl) e exonuclease | (10U/ul). Posteriormente, os
produtos desse tratamento foram submetidos a eletroforese em um sequenciador

automatico, garantindo a obten¢ao de dados.
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8.3. ANEXO C - Dados clinicos individuais dos pacientes selecionados para compor a
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PARTO DEFICIENCIAS HORMONAIS Ressondncia Magnética da Hipdfise HESX1
Tipo Complicagdes GH TSH ACTH LH/FSH PRL ADH Anterior Haste Posterior Variante Perfil
Alélico
v SIM + + + + - - H NV E NE -
C SIM + - - - - - H TR E NE -
C SIM + - - + - - sV ES T c.374A>G,/ HM/HM
c.385G>A
v NAO + - - - - - N I T NE NE
ND ND + + + + - - H TR E NE NE
C SIM + + = + = = H NV E NE NE
C SIM + + + + - - H NV E NE NE
C NAO - - - - - - N I T NE NE
C SIM + - - - - H A E c.374A>G HT
Y NAO + + + + - + H I NV NE NE
v NAO + - - - - - N I T c.385G>A HT
Y NAO + + + + = = H TR E NE NE
v NAO + + + + - - H A E NE NE
v NAO + + + + - - N TR E NE NE
[ NAO + + + + - + H NV E NE NE
Y SIM + - - - - H I T NE NE
Y NAO - - + - - H NV NV c374A>G/ HM/HM
c.385G>A
v SIM + + + = = H TR E NE NE
ND ND + - - - - - H I T NE NE
ND ND + - - - - - N I T c374A>G/ HM/HM
c.385G>A
ND ND + - + + - - H A NV NE NE
v NAO - - - - - - H NV E NE NE
v NAO + - - - - - H I T NE NE
F NAO + + + + - - H A E NE NE
ND ND + - - - - - H I E NE NE
F SIM + - - + - - H NV NV NE NE
ND ND + - - - - - N I T NE NE
[o NAO - - + - - - N I T NE NE
ND ND + - - - - - N I E c374A>G/ HM/HM
c.385G>A
C SIM + - - - - - N I T NE NE
Y NAO + - - - - - N 1 T NE NE
v SIM + + + + - - H TR E NE NE
ND ND + - - - - - N I T NE NE
ND ND + - - - - - N I E NE NE
ND ND + - - - - - N I T NE NE
ND ND - - - - - - N I T NE NE
ND ND + - - - - - N I T NE NE
ND ND - - - - - - H TR E NE NE
C SIM + + + + - - N TR E c.460-3T>C HT
/ c.374A>G
[o SIM + + + + = = H NV E NE NE
ND ND + - - - H NV E ¢.3744>G HT
ND ND + - - - - H NV E NE NE
ND ND + - - - N TR E NE NE
ND ND + + = + = - H NV NV c.374A>G HT
Y NAO + + - + + - H I NV NE NE
F SIM + + + + = = H TR E NE NE
Y NAO + - + + - - H I E NE NE
[o NAO + - - - - H A E NE NE
Y NAO + + + + - - H TR E NE NE
ND ND + - - - N I T NE NE
[o SIM + - - - - - H I T NE NE
v SIM + + + + - - H NV E NE NE
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53 | M 19 ND ND + - - - - - N I T NE NE
54 | M 35 v SIM + + + + - - N NV E NE NE
55 F 39 ND ND - - + - - - N I E NE NE
56 | M 41 C NAO + - - - - - H TR E NE NE
57 | M 38 C SIM + + - + - - H NV E c.374A>G/ HM/HM
c.385G>A
58 F 45 v NAO + + - - - - H A NV NE NE
59 F 15 ND ND + - - - - - N I T NE NE
60 F 40 C NAO - - - + - - H A E NE NE
61 M 25 ND ND - - - - - - N I T NE NE
62 | M 36 [ SIM + - - + - - H I E NE NE
63 | M 40 C NAO + - - - - - H TR E NE NE
64 | M 19 ND ND - - - - - - N I E NE NE
65 | M 33 % NAO + + - + - + H NV NV c.374A>G/ HM/HM
c.385G>A
6 | M 32 v NAO + + + - - H NV E NE NE
67 | M 32 [o SIM + - + + - sV i T NE NE
68 | M 32 C NAO + - - - - H I NV NE NE
69 M 37 F NAO + + + + - - H NV E NE NE
70 | M 42 % NAO + + + + = = H NV E c.374A>G HT
71 M 30 ND ND + - - - - - H I T NE NE
72 F 32 C NAO + + + - - H NV E NE NE
73 | M 37 v NAO + + + - - - N I T c.374A>G HT
74 F 33 C NAO + + + = = - H A E NE NE
75 F 24 v SIM + + + - - - H NV E NE NE
76 F 14 ND ND = - - - H NV E NE NE
77 F 32 v SIM + - - - - - H NV E NE NE
78 | M 41 v NAO + + + + - - H NV E NE NE
79 M 45 v NAO + - - - - - H I E NE NE
80 | M 37 C SIM + - - - - - H I E NE NE
81 F 31 C SIM + + + + - - H TR E NE NE
82 | M 21 ND ND + = + + = = N I T NE NE
83 F 52 v SIM + + + + - - H TR E NE NE
84 F 36 C NAO + + + + - - H NV E NE NE
8 | M 21 C SIM + + + + - - H NV NV NE NE
86 F 37 Y NAO + + - - - - H NV E NE NE
87 F 26 C NAO + - + - - - H I E NE NE
88 F 21 ND ND - - - - - - N TR E NE NE
8 | M 38 F SIM - - + + - - H A E NE NE
90 | M 41 v SIM + + + + - - H I E NE NE
91 F 41 ND ND + + + + - + H NV E NE NE
92 F 41 v NAO + + = + = = N I NV c.374A>G HT
93 | M 65 v NAO + + + + - - H NV E NE NE
94 F 29 C NAO + - + + + - H NV E NE NE
95 | M 17 ND ND - - - - - - N I T NE NE
9 | M 30 ND ND = - - - - - N I E NE NE
97 | M 35 C SIM + + - + - - H NV E NE NE
98 M 35 v NAO - - + - - - N I T NE NE
99 | M 35 ND ND + + - + - + H A T NE NE
100 | M 30 C NAO - + + + - - H NV E NE NE
01| F 45 v SIM + + + + - - N TR E NE NE
102 | F 62 v NAO + + + + - - H NV E NE NE
103 | M 44 ND ND + - - - - - H NV E NE NE
104 | M 48 ND ND + + + + = = H NV E NE NE
105 | M 35 v NAO + + + + + - H TR E NE NE
106 | M 51 v SIM + + + + + - H TR E NE NE
107 | M 23 ND ND + - - - - - N I T c.374A>G HT
108 | F 20 ND ND + - - - - - H I E NE NE
109 | F 33 C NAO + + + - - H A E NE NE
110 | F 38 v NAO + + + + H A NV NE NE
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