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RESUMO

Titulo: Estudo Clinico e Molecular em uma Coorte de Portadores de Deficiéncia de
Hormoénio do Crescimento na Bahia

Introducdo: A deficiéncia de hormdnio do crescimento (DGH) tem incidéncia estimada entre
1/4.000 a 1/10.000 nascidos vivos e pode ser isolada ou associar-se a outras deficiéncias
hormonais. Como ndo ha exame “padrdo-ouro”, 0 seu diagnostico baseia-se em critérios
antropométricos associados a pico diminuido de GH apos testes de estimulos farmacolégicos.
Mais recentemente, a presenca de ectopia do lobo posterior hipofisario (ELP) a ressonancia
nuclear magnética de hipofise (RNMH) tem sido considerada marcador de DGH e mutacfes
em genes associados a embriogénese hipofisaria tém sido descritas nesse pacientes. O
objetivo do trabalho foi descrever as caracteristicas clinicas, moleculares e radioldgicas de
uma coorte de portadores de DGH, acompanhada num mesmo centro de referéncia (Centro de
Diabetes e Endocrinologia da Bahia), entre dezembro de 1998 e dezembro de 2009. Métodos:
todos os pacientes realizaram avaliacdo da funcdo hipofisaria e RNMH. O estudo foi dividido
em duas partes. Na primeira, foram incluidos apenas pacientes com DGH e ELP (n=130),
sendo realizada a caracterizacdo fenotipica da populacdo. Além disso, mutages nos genes
HESX1, LHX4 e OTX2 foram avaliadas em 104 pacientes, pelos metodos de PCR e SSCP ou
PCR e sequenciamento. Na segunda parte do estudo, foi comparada a resposta terapéutica no
primeiro ano de tratamento com horménio do crescimento nos pacientes com (n=58) e sem
(n=26) ELP. Resultados: No subgrupo de pacientes com ELP observou-se grande
variabilidade fenotipica. Deficiéncia hormonal hipofisaria combinada foi descrita em 61,5%
dos pacientes, sendo mais frequente naqueles nos quais a haste hipofisaria ndo foi visualizada.
Malformacdes cerebrais ocorreram em 9,2% dos pacientes. Trinta pacientes apresentaram
mutacOes, ndo descritas anteriormente, em genes associados a embriogénese hipofisaria,
sendo 26 no LHX4 e cinco no HESX1. Mutagdes no OTX2 ndo foram identificadas nessa
populacdo. A segunda parte do estudo evidenciou que a velocidade de crescimento durante o
tratamento com GH foi similar nos pacientes com e sem ELP. Conclus@es: o estudo, que
avaliou a maior casuistica de pacientes com DGH associada a ELP ja descrita, confirma a
heterogeneidade fenotipica da populacdo, além da baixa prevaléncia de mutacdes na mesma.
Além disso, ao contrario de estudos prévios, demonstra que a presenca de ELP ndo se
associou a melhor resposta ao tratamento com GH.

Palavras-chave: horménio do crescimento, mutacdo, HESX1, LHX4, OTX2, ectopia,
lobo posterior da hipdfise.



ABSTRACT

Title: Clinical and Molecular Study in a Cohort of Growth Hormone Deficient Patients in
Bahia

The estimated incidence of growth hormone deficiency (GHD) is between 1/4.000 and
1/10.000 among live births. It may be isolated or associated with other hormone deficiencies.
As there is no gold standard test, the diagnosis of GHD relies on anthropometric criteria
associated with decreased GH peak after pharmacological stimulation tests. More recently, the
description of ectopic posterior pituitary lobe (EPPL) on magnetic resonance imaging (MRI)
has been considered a marker of GHD and mutations in genes involved in pituitary gland
organogenesis have been described in these patients. The aim of this study was to describe
clinical, molecular and radiological characteristics of a cohort of GHD patients followed, in a
single reference center (Diabetes and Endocrinology Center or Bahia), between December
1998 and December 2009. Methods: all patients underwent pituitary function evaluation and
MRI. The study was divided in two parts. In the first one, only patients with GHD and EPL
were included (=130) and phenotypic characterization of the population was performed. In
addition, mutations in HESX1, LHX4 and OTX2 genes were investigated in 104 patients
using polymerase chain reaction (PCR) plus single strand conformation polymorphism
(SSCP) or PCR and automatic sequencing. In the second part of the study, the growth pattern
in the first year of GH treatment was compared in patients with (n=58) and without (n=26)
EPPL. Results: Large phenotypic variability was observed in the subgroup of patients with
EPPL. Combined pituitary deficiency was described in 61.5% of the patients, more frequent
in those with no visible pituitary stalk. Cerebral malformations were described in 9.2% of the
patients. Thirty patients have mutations, not described in previous studies, 26 in LHX4 and
five in HESX1. OTX2 mutations were not identified in this population. The second part of the
study showed similar growth pattern in patients with and without EPPL. Conclusions: The
study, with the largest cohort of GHD patients associated with EPPL already described,
confirms the phenotypic heterogeneity of the population and the low prevalence of mutations
in genes involved in pituitary embryogenesis. Furthermore, unlike previous studies, the
presence of EPPL was not associated with a better growth response to human growth
hormone therapy.

Key-words: growth hormone, mutation, HESX1, LHX4, OTX2, ectopic, pituitary
posterior lobe.
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ESTRUTURA

Apos os itens INTRODUCAO, JUSTIFICATIVA e OBJETIVOS, esta tese apresenta
a METODOLOGIA resumida do trabalho. Os RESULTADOS sédo apresentados em trés
artigos cientificos, que trazem o detalhamento da metodologia empregada e a DISCUSSAO
sobre o aspecto abordado em cada um deles.

O item CONSIDERACOES FINAIS contém interpretacdes e comentarios finais sobre
todos os artigos cientificos apresentados e sobre o conjunto do trabalho. O item
CONCLUSOES traz as conclusdes gerais da tese.

O item REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS refere-se as citagdes que aparecem na
tese e nos artigos.

Em APENDICE e ANEXOS encontram-se dados adicionais do trabalho.
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1. A Hipdfise

1.1. Embriologia e Anatomia da Glandula Hipofisaria

A hipofise ou pituitdria € uma glandula enddcrina que desempenha papel vital no
controle do crescimento pds-natal, reproducdo, metabolismo e homeostase. Situa-se na sela
tarcica, no osso esfenoide, na base do crénio, e sua forma madura é constituida de adeno-
hipofise (AH) e neuro-hipofise (NH) (Figura 1). A AH é formada pelos lobos anterior e
intermediario, enquanto que a NH é composta pelo lobo posterior (Kelberman & Dattani,
2006; Alatzoglou & Dattani, 2009). O lobo anterior contém populacao de cinco tipos celulares
responsaveis pela producdo de seis hormdnios, os quais desempenham acdes especificas em
resposta a sinais hipotalamicos e periféricos (Figura 2). Essas celulas sdo designadas em
funcdo dos horménios produzidos: corticotrofos (hormdnio corticotrofico, ACTH);
gonadotrofos (hormdnio luteinizante, LH e horménio foliculo-estimulante, FSH);
somatotrofos (hormdnio do crescimento, GH); lactotrofos (prolactina, PRL) e tireotrofos
(hormdnio estimulador da tireoide, TSH) (lkeda et al., 1988; Drummond et al., 2003). O lobo
intermediario contém melanotrofos, produtores de pro-opiomelanocortina (POMC), precursor
do horménio estimulador dos melanécitos (MSH) e das endorfinas. A POMC é também
precursora do ACTH e se expressa ainda nos corticotrofos no lobo anterior (Kelberman &
Dattani, 2006; Alatzoglou & Dattani, 2009). O lobo intermediario em humanos, em contraste
com o0 que ocorre nos camundongos, desaparece na embriogénese. Por isso, a AH em
humanos é constituida apenas pelo lobo anterior. O lobo posterior hipofisario consiste de
projecdes axonais de neurbnios, cujos corpos celulares encontram-se no hipotalamo, e secreta
ocitocina e arginina-vasopressina (AVP), também chamada de hormdnio antidiurético (ADH).
Sob acdo hipotalamica a AVP controla o balango hidroeletrolitico, enquanto que a ocitocina é
requerida no parto e na lactacdo. O hipotalamo localiza-se superiormente a hipéfise madura e
tem projecdes neuronais no cortex cerebral e eminéncia média. Os hormdnios hipotalamicos
sdo transportados para os lobos intermediario e anterior da hipdfise pelo sistema vascular
portal. As projecdes neuronais para a hipofise e o sistema sanguineo portal sdo carreados pelo
infundibulo ou haste hipofisaria. Assim, qualquer dano a haste pode resultar em disfuncéo

hipofisaria anterior ou posterior (Kelberman & Dattani, 2006).
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Figura 1: A glandula hipofisaria. AH, adeno-hipéfise e NH, neuro-hipéfise. Fonte: Adaptado
de Hamilton et al., 2007.
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Figura 2: Hormonios hipofisarios e acdo periférica. Fonte: Adaptado de César e Sezar. Biologia 2. Sao Paulo,
Editora Saraiva, 2002.

As origens embrioldgicas da AH e da NH sdo distintas. A primeira origina-se da bolsa
de Rathke (BR), invaginacdo do ectoderma oral, enquanto que a segunda deriva do
neuroectoderma cerebral. No final do desenvolvimento embrionario, os dois lobos da hipofise

s&0 unidos na sela turcica (Sheng & Westphal, 1999).
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O desenvolvimento hipofisario é similar em todos os vertebrados, tendo sido mais bem
estudado em roedores (Kelberman & Dattani, 2006). Este processo ocorre em quatro estagios
distintos (Figuras 3 e 4): a) formacdo da bolsa rudimentar, b) desenvolvimento de BR
rudimentar, c) formacdo da bolsa definitiva e d) diferenciacdo de varios tipos celulares. A
primeira fase da organogénese hipofisaria, que ocorre no dia embriénico (DE) 8,5 do
camundongo (4-6 semanas de gestacdo no embrido humano), consiste na formagéo da bolsa
rudimentar. A placa da bolsa rudimentar surge como espessamento do ectoderma oral no teto
da cavidade oral. No DE 9,0 a placa invagina-se para formar um leito epitelial, ou seja, a BR
rudimentar, primérdio do lobo hipofisario anterior. Ao mesmo tempo, o diencéfalo ventral
projeta-se externamente para formar o infundibulo e a hipo6fise posterior. Posteriormente,
forma-se a BR definitiva e, na ultima etapa da embriogénese hipofisaria, ocorre diferenciacdo
e proliferacdo celulares. Os cinco tipos celulares sdo originados de linhagem celular comum e
surgem de forma precisa no tempo e em determinada posicdo da hipdfise. Aproximadamente
no DE 12,5, corticotrofos diferenciados aparecem na regido ventral da hipéfise e, um dia
depois, aparecem os tireotrofos. Segue-se a diferenciacdo de melanotrofos no lobo
intermediario no DE 14,5 e, entre os DE 15,5-16, surgem as células somototroficas,
lactotroficas e gonadotroficas. No DE 17,5 todas as células produtoras de horménios ja

concluiram sua diferenciacédo e estdo espacialmente distribuidas na glandula.

Terceire Ventriculo
Giencefale |

fasma otico
# # Meuro -hipafize

Bolza de Adenc-hipafize
Rathke
[ e

Figura 3: Estagios do desenvolvimento hipofisario em  roedores. Fonte: Adaptado de
< http://arbl.cvmbs.colostate.edu/hbooks/pathphys/endocrine/hypopit/histo_pit.html>. Acesso em: 13 de
setembro de 2010.

1.2. Fatores Sinalizadores da Organogénese Hipofisaria

A justaposicdo do ectoderma oral, precursor da BR e do ectoderma neural do
diencéfalo é mantida em todos os estagios iniciais da organogénese pituitaria, sendo

fundamental para o desenvolvimento hipofisario normal (Takuma et al., 1998). Uma cascata


http://arbl.cvmbs.colostate.edu/hbooks/pathphys/endocrine/hypopit/histo_pit.html
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de moléculas sinalizadoras e fatores de transcricdo é necessaria para a formacdo do érgéo,
proliferacéo e diferenciacdo celulares (Figura 4). As moléculas sinalizadoras sdo derivadas do
diencéfalo ventral (Bmp4, Fgf8, Fgf4, Nkx2.1, Wn5a), do ectoderma oral (Shh), do
mesénguima circunjacente (Bmp2, Chordin) e da BR propriamente dita (Bmp2, Wnt4) e
atuam na hipéfise anterior, ativando ou reprimindo genes codificadores de fatores
transcricionais, o que permitira a proliferacdo das células pituitarias e a localizacdo adequada
das mesmas na glandula madura (Treier & Rosenfeld, 1996; Takuma et al., 1998).
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i Lhoc3 AN —  romadetrefe
Hesxl Lhx4 (=) " FsM,LH
BMPE 2 L
WIKT- I.--; _.‘i\.".-'—’-.._"_-
' ' Prop 1 GATA 2
Linhagem \ (o) Trestrefe
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Figura 4: Moléculas sinalizadoras e fatores transcricionais envolvidos na embriogénese hipofisaria.
Fonte: Adaptado de Savage et al., 2003.

A primeira molécula sinalizadora secretada é a proteina éssea morfogenética 4 (Bmp4)
seguida do fator de crescimento de fibroblastos 8 (Fgf-8). O Bmp4 e o Fgf-8 sdo expressos no
epitélio do diencéfalo ventral quando o infundibulo faz contato direto com a BR e sdo
necessarios nas etapas iniciais do desenvolvimento hipofisario (Treier & Rosenfeld, 1996;
Takuma et al., 1998). A invaginacdo inicial da BR ndo ocorre em camundongos nocaute para
0 gene Bmp-4 e a maioria desses animais morre imediatamente antes do inicio do
desenvolvimento hipofisario. O Fgf-8 se expressa durante todo o desenvolvimento
hipofisario, desde o diencéfalo ventral até a formacéo do infundibulo. Animais nocaute para o
gene Fgf-8 morrem logo apos a primeira formagao dos tecidos. Além disso, o Fgf-8 ativa dois

genes reguladores chaves, o LIM homeobox 3 (Lhx3) e o LIM homeobox 4 (Lhx4), essenciais
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para a transformacdo de bolsa rudimentar em bolsa definitiva e na diferenciacdo dos
tireotrofos e gonadotrofos (Sheng et al., 1997; Sheng & Westphal, 1999; Mullen et al., 2007).

O Bmp2 tem expressdo inicial no ectoderma oral e nas regibes adjacentes. Sua
expressdo diminui gradualmente, sugerindo que desempenha papel importante na perda da
dependéncia do diencéfalo para continuacdo da formacdo hipofiséaria. A expressdo do Bmp-2
é necessaria para a diferenciacdo celular dependente do gene Pit-1 (Zhu et al., 2007). As
expressoes do Fgf-8 e do Bmp-2 parecem ter efeitos antagdnicos, determinando a posicdo dos
tipos celulares nas regibes dorsal (corticotrofos) e ventral (tireotrofos e gonadotrofos) da
hipofise (Treier & Rosenfeld, 1996).

O sonic hedgehog signaling (SHH), inicialmente distribuido no ectoderma oral e que
desaparece mais tarde, também contribui para o desenvolvimento hipofisario normal. O gene
SHH esta associado a defeitos da linha média em alguns pacientes (Belloni et al., 1996; Odent
et al., 1999).

Os genes Wnt4 e Wnt5 sdo expressos na pituitdria em desenvolvimento de
camundongos (Treier & Rosenfeld, 1996), mas, em humanos, o ortdlogo WNT5A nédo foi
detectado na hipofise.

Embora a organogénese hipofisaria humana seja menos conhecida, parece se
assemelhar a dos roedores. Em camundongos, mutacdes, espontaneas ou induzidas, nos genes
envolvidos na formacdo da hipodfise, tém levado a compreensdo da doenca hipofisaria
humana, permitindo ainda melhor definicio da cascata genética responsavel pelo
desenvolvimento embrioldgico hipofisario (Dattani & Robinson, 2000; Dasen et al., 2001;
Cohen & Radovick, 2002).

1.3. Fatores de Transcricdo e a Organogénese Hipofisaria

O desenvolvimento hipofisario normal depende da acdo de genes homeobox, assim
chamados por possuirem uma sequéncia de DNA de cerca de 180 pares de base na sua regido
codificante. Esses genes sdo responsaveis pela codificacdo de proteinas que contém
homeodominios (HD), ou seja, regido constituida de 60 aminoacidos (Scott et al., 1989)
(Figura 5). Muitas proteinas que contém o HD sdo fatores de transcricdo e desempenham
importante funcdo na regulacdo do desenvolvimento e da especificacdo da linhagem celular
(Boncinelli, 1997). Essas proteinas exercem sua acdo pela ligacdo do seu HD a sitios
especificos de DNA na regido promotora do gene-alvo (Figura 5), regulando assim a

transcricdo génica. Além do HD, os fatores de transcrigdo génica contém dominios de
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ativacdo ou repressao transcricional. Mais de 100 homeoproteinas ja foram estruturalmente
identificadas e sdo subdivididas em diferentes subfamilias, baseadas na homologia da
sequéncia de aminoéacidos (LIM, POU, paired-like, etc) (Mullis, 2000). Os fatores de
transcricdo sdo expressos em diferentes estdgios da organogénese, estando sobrepostos
espacial e temporalmente (Sheng et al., 1997; Sheng & Westphal, 1999). Os principais genes
até o momento associados a formacao pituitaria sdo: Hesx1, Otx2, Pitx1 e Pitx2, Sox2 e So0x3,
Gli, Lhx3 e Lhx4, Isl1, Propl e Pitl.
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Figura 5: Proteinas homeodominio. (A) Estrutura de proteina contendo homeodominios. (B) Homeodominio
ligado a DNA. Fonte: Adaptado de DE Robertis et al., 1990.

1.3.1. Fatores de Transcricao Implicados no Desenvolvimento Hipofisario Precoce

a) Hesx1

O HESX1 (homeobox embryonic stem cell), também denominado RPX (rathke pouch
homeobox), pertence a classe paired-like homeobox e esta localizado no cromossomo 3p21.1-
21.2 (Watkins-Chow & Camper, 1998). O HESX1, gene repressor transcricional, € um dos
primeiros marcadores do primordio hipofisario, sugerindo seu papel na formacdo e
diferenciacdo glandular precoce (Hermesz et al., 1996). Sua expressdo é também essencial
para 0 desenvolvimento do nervo ético (Bona et al., 2004). Durante a embriogénese murina
sua expressdo inicia-se com a gastrulagdo e comeca a desaparecer no DE 12, tornando-se
indetectdvel no DE 13,5 (Alatzoglou & Dattani, 2009). O desaparecimento do Hesxl é
requerido para a expressdo de outros genes como o Propl, responséavel pela diferenciacdo
celular hipofisaria. O camundongo transgénico nocaute para esse gene evidenciou fendtipo
semelhante a sindrome da displasia do septo 6tico (DSO), ou sindrome De Morsier, no
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homem, caracterizada pela presenca de dois dos seguintes critérios: hipoplasia do nervo 6tico,
malformacgdes de estruturas cerebrais de linha média (como auséncia do septo pellcido,
agenesia de corpo caloso, etc.) e hipoplasia hipofisaria, associados ao hipopituitarismo
congénito. Poucos pacientes com DSO apresentam mutagdes em homozigose ou em
heterozigose no gene HESX1 (Dattani et al., 1998; Dattani et al., 2000; Thomas et al., 2001;
McNay et al., 2007). O quadro clinico e radioldgico é bastante heterogéneo comparando as
diferentes mutacGes no HESX1, e também entre portadores da mesma muta¢do. Em comum,
todos os pacientes portadores de mutacdo no gene HESX1 apresentam DGH (deficiéncia de
GH), isolada ou associada a deficiéncia de outros horménios hipofisarios. Alguns dos
pacientes com mutacdo no HESX1 também apresentaram a NH ectdpica, localizada na
eminéncia média ou na haste hipofisaria (Dattani et al., 1998; Thomas et al., 2001; Carvalho
et al., 2003; Cohen et al., 2003; Tajima et al., 2003; Coya et al., 2007; McNay et al., 2007;
Corneli et al., 2008).

b) Otx2

O fator de transcricdo OTX2 (orthodenticle homeobox 2) pertence a classe paired-like
homeobox, subclasse bicoide e esta localizado no cromossomo 14g22.3. O OTX2 é expresso
em varias espeécies, sendo requerido para a formacéo de estruturas anteriores e manutencdo do
cérebro anterior ou prosencéfalo (Simeone et al., 1993). No camundongo, o Otx2 se expressa
precocemente e, na sua auséncia, ha comprometimento da gastrulacdo, o que provoca a falta
de estruturas correspondentes a futura cabeca nos animais mutantes (Acampora et al., 1995).
Mais tarde, o Otx2 também € requerido para manutencdo do cérebro anterior (Kurokawa,
2004). Sua funcédo no desenvolvimento hipofisario nao esta bem definida, mas acredita-se que
seja importante na formacdo da BR, precedendo e sendo especialmente necessario para a
expressdo do Hesx1 (Rhinn et al., 1999). Mutacdes no gene do OTX2 tém sido associadas a
sindromes de anoftalmia/microftalmia em humanos, associadas a pan-hipopituitarismo ou
deficiéncia isolada de GH (DGHI). Radiologicamente, a AH varia de normal a hipopléasica e
NH ectdpica ja foi descrita em alguns casos (Dateki et al., 2008; Diaczok et al., 2008; Tajima
et al., 2009; Dateki et al., 2010; Ashkenazi-Hoffnung et al., 2010).

c) Pitx1/Pitx2
O PITX1 (paired-like homeodomain transcription fator 1) ou POTX (pituitary otx-
related factor) pertence a classe paired-like homeobox, subclasse bicoide e esta localizado no

cromossomo 5¢g31. O Pitx1l é capaz de ativar todos os genes hipofisarios e participa do
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desenvolvimento do cérebro e da face (Kelberman et al., 2009). A expressdo do gene é
inicialmente detectada no ectoderma oral no DE 8,0 de camundongos, sendo mantida na BR e
em todas as células da hipo6fise anterior em desenvolvimento (Szeto et al., 1996; Lanct6t et al.,
1997). Entretanto, na glandula madura, a sua expressdo € maior nos tireotrofos e
gonadotrofos, e em algumas células produtoras de POMC (Lanctdot et al., 1999).
Camundongos com mutagfes em homozigose no Pitx1 morrem antes do nascimento ou
imediatamente ap6s 0 mesmo (Szeto et al., 1999).

O PITX2 (paired-like homeodomain transcription fator 2) localiza-se no cromossomo
4925 e exibe muitas caracteristicas similares ao PITX1, como capacidade de ativar
promotores da maioria dos genes hipofisarios e padrdo de distribuicdo de sua expressdo na
glandula em desenvolvimento e madura (Gage & Camper, 1997; Drouin et al., 1998;
Trembley et al., 2000). Muta¢des em homozigose nesse gene estdo associadas a letalidade
precoce no periodo embrionario, mas, ao contrario do que ocorre em mutacdes do Pitx1, o
desenvolvimento hipofisario € gravemente afetado, o que estaria associado a ndo manutencao
da expressdo do Hesx1 (Gage et al., 1999; Kitamura et al., 1999; Lin et al., 1999; Lu et al.,
1999).

Os padrdes de expressdao do Pitxl e Pitx2 se sobrepdem no periodo precoce do
desenvolvimento, sugerindo redundancia funcional entre os dois genes, embora o Pitx2 tenha
papel mais proeminente no desenvolvimento hipofisario (Charles et al., 2005). Essa hipotese é
corroborada pelo fato de que animais mutantes para ambos 0s genes apresentam fenotipo mais
grave, nos quais nao se observa a expressdo do Lhx3.

O PITX3, terceiro membro da familia, ndo teve ainda seu papel estabelecido da

embriogénese hipofisaria (Kelberman et al., 2009).

d) Sox2 e Sox3

O SOX2 e SOX3 sdo membros da familia de fatores de transcricdo SOX (SRY -
related high mobility group (HMG) - grupo de alta mobilidade relacionada ao SRY), que
foram inicialmente identificados baseados na homologia do motivo de liga¢do conservado na
classe HMG, presente no gene SRY, determinante do sexo em mamiferos (Stevanovic et al.,
1993). Os genes SOX sdo agrupados em diferentes subfamilias em funcdo da variacdo na
regido HMG, sendo que o SOX2 e SOXS3, juntamente com o SOX1, fazem parte da
subfamilia SOXBL1 (Stevanovic et al., 1993). Membros da subfamilia SOXB1 sdo expressos
durante todo periodo de desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e acredita-se que

desempenhem importante papel na determinacdo neuronal (Pevny & Placzec, 2005).
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Expressdo elevada também foi observada no diencéfalo ventral, incluindo infundibulo e
hipotalamo (Rizzoti et al., 2004).

O SOX2 localiza-se no cromossomo 3026.3-g27. Mutacgdes de novo no SOX2 tém
sido descritas em pacientes com anoftalmia bilateral ou microftalmia grave, associada a
retardo neuropsicomotor, dificuldade no aprendizado, atresia esofagiana e malformacdes
genitais (Hagstrom et al., 2005; Williamson et al., 2006). Além disso, mutacfes nesse gene
levam a hipoplasia da hipdfise anterior e hipogonadismo hipogonadotrofico. Outras
manifestacdes incluem anormalidades no hipocampo, defeitos no corpo caloso e perda
auditiva neurossensorial (Kelberman et al., 2006, 2008).

O SOX3, gene de apenas um éxon, localizado no cromossomo X de todos 0s
mamiferos, também esta associado ao desenvolvimento hipotalamo-hipofisario. DuplicacGes
no cromossomo Xq.27.1 ou expansdo de sete alaninas nesse gene levam ao hipopituitarismo
(Solomon et al., 2004; Woods et al., 2005). Pacientes do sexo masculino apresentam DGHI ou
DGH associada a outras deficiéncias hormonais hipofisarias. Alteraces anatdmicas da regido
hipotalamo-hipofisaria incluem hipoplasia infundibular, NH ectdpica e alteracdes do corpo
caloso, com ou sem retardo mental (Laumonnier et al., 2002; Solomon et al., 2002; Woods et
al., 2005).

e) Gli2

O GLI2 (GLI family zinc finger 2) localiza-se no cromossomo 2ql4 e codifica a
proteina responsavel pela mediacdo do sinal do SHH. Recentemente, a via de sinalizacdo do
SHH foi relacionada a desordens mais complexas do desenvolvimento hipofisario (Roessler et
al., 1997). MutacGes do GLI2 foram identificadas em pacientes com holoprosencefalia. O
fendtipo ndo foi constante, mas todos os pacientes apresentavam funcdo hipofisaria anormal,

associada a anormalidades craniofaciais variaveis (Roessler et al., 2003).

f) Lhx3

O gene LHX3 (LIM homeobox 3, ou Lim3, P-lim), localizado no cromossomo 9934.3
(Sloop et al., 1999; Sloop et al., 2000), pertence aos fatores de transcricdo da classe
homeodominio LIM envolvidos na organogénese de diversos 6rgdos, principalmente tecidos
neurais. A expressdo do Lhx3 é detectada durante o desenvolvimento do sistema nervoso e da
BR e persiste na hipofise adulta, sendo fundamental nas fases iniciais do desenvolvimento
estrutural da glandula e para a diferenciacdo e a proliferacdo de gonadotrofos, tireotrofos,

somatotrofos e lactotrofos (Alatzoglou & Dattani, 2009). Em camundongos nocaute para esse
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gene ha formacdo da BR inicial, mas a mesma nédo apresenta crescimento, o0 que resulta na
auséncia dos lobos hipofisarios anterior e intermediario, com consequente deplecdo de todos
os tipos celulares da hipdfise anterior. A NH néo é afetada (Alatzoglou & Dattani, 2009).

Mutacgbes homozigotas no LHX3 sdo causas raras de hipopituitarismo e costumam
levar as deficiéncias de GH, prolactina, TSH e FSH/LH e ACTH, sendo esta ultima descrita
mais recentemente (Rajab et al., 2008). A maioria dos pacientes tem deficiéncias hormonais
graves, que se manifestam ao nascimento, embora formas mais leves tenham sido descritas.
Rigidez da coluna cervical, com ombros elevados, limitando a rotacdo da cabeca a 75-80°
pode estar presente (Netchine et al., 2000; Pfaeffle et al., 2007), assim como perda auditiva
neurossensorial (Rajab et al., 2008). A AH varia de hipopléasica a aumentada, com lesdo
sugestiva de microadenoma (Bhangoo et al., 2006).

g) Lhx4

O LHX4 (LIM homeobox 4 ou Gsh4) também pertence aos fatores de transcri¢cdo da
classe homeodominio LIM. O gene LHX4 humano esta localizado no cromossomo 1q25
(Machinis et al., 2001) e é constituido por seis éxons. O Lhx4 relaciona-se com o Lhx3 e sua
expressdo, que ocorre em areas especificas do cérebro em desenvolvimento e na medula
espinhal (Zhu et al.,, 2007), é inicialmente detectada durante a invaginacdo da BR,
restringindo-se mais tarde ao futuro lobo anterior hipofisario e diminuindo no DE 15,5. Em
camundongos nocaute para esse gene ha formacdo da BR, mas o nimero de células esta
reduzido, levando a hipoplasia hipofisaria. Entretanto, ao contrério do encontrado nos
camundongos nocaute do Lhx3, todos os tipos celulares estdo presentes na AH (Sheng et al.,
1997; Raetzman et al., 2002).

Mutacbes em heterozigose no LHX4 foram raramente identificadas em humanos,
resultando em graus variaveis de hipopituitarismo, com deficiéncia de GH, TSH, ACTH e
gonadotrofinas. O hipopituitarismo se associa a sela tdrcica hipoplasica, com ou sem NH
ectdpica, anormalidades cerebelares e malformacdo de Chiari (Machinis et al., 2001;
Machinis & Amselem, 2005; Tajima et al., 2007; Pfaeffle et al., 2008; Dateki et al., 2010;
Tajima et al., 2010). O fendtipo resultante sugere que o LHX4 coordena o desenvolvimento
cerebral e a forma do cranio. Mutagbes no LHX4 levariam a DGH e baixa estatura pelo
comprometimento da regulacdo do POU1F1 (POU domain class 1, transcription factor 1) e
da ativacdo da expressdo do gene do GH. Mas, outros mecanismos devem estar também
envolvidos, ja que a deficiéncia de ACTH ndo pode ser explicada pelos mecanismos

suprarreferidos.
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h) Isll

O ISL1 (ISL LIM homeobox 1), localizado no cromossomo 5gl11.1, é o primeiro
membro da familia de homeodominio LIM a se expressar durante a formacdo hipofisaria,
sendo detectado inicialmente no DE 8,5 do camundongo em todo o ectoderma oral,
restringindo-se a BR no DE 9,5 e na posicdo ventral da mesma em torno do DE 11,5
(Kelberman et al., 2009). O Isl1 parece necessario a proliferacdo e/ou manutencdo da célula
progenitora hipofisaria, uma vez que mutagdes em homozigose nesse gene estdo associadas a

blogueio da formacdo da BR (Takuma et al., 1998).

1.3.2. Fatores de Transcricdo Associados a Diferenciacéo de Células Hipofisarias

a) Prop-1

O PROP-1 (Prophet of Pit-1) é um fator de transcri¢do do tipo homeodominio paired-
like, expresso apenas durante o desenvolvimento hipofisario (Sornson et al., 1996). O gene
PROP-1 humano esta localizado no cromossomo 5g35. O PROP-1 funciona como repressor
ou ativador transcricional. A designacdo de Prophet of Pit-1 indica gene cujo produto
normalmente precede e é necessario para a expressdo do gene PIT-1. O gene PROP-1 esta
envolvido na ontogénese, diferenciacao e funcdo dos somatotrofos, lactotrofos, tireotrofos, e,
provavelmente, dos gonadotrofos. A primeira mutacédo foi identificada no camundongo Ames,
modelo animal de pan-hipopituitarismo (Sornson et al., 1996). O PROP-1 liga-se como
dimero aos elementos promotores de outras proteinas paired-like incluindo HESX1 e PIT-1.
A identificacdo de mutacdes no gene PROP-1 em diversos pacientes com pan-
hipopituitarismo demonstrou ser este gene o mais frequentemente envolvido no
hipopituitarismo até o momento, sendo responsavel por cerca de 50% das causas
geneticamente determinadas de deficiéncia hormonal hipofisaria combinada (DHHC) (Parks
et al., 1999). Pacientes com mutacdes no gene PROP-1 apresentam grande variabilidade no
fendtipo, incluindo o inicio do aparecimento das deficiéncias hormonais (Deladoey et al.,
1999; Krzisnik et al., 1999), tamanho hipofisario (Duquesnoy et al., 1998; Wu et al., 1998;
Krzisnik et al., 1999; Mendonca et al., 1999) e secrecdo de cortisol (Mendonga et al., 1999;
Pernasetti et al., 2000). A maioria dos pacientes com mutacGes no gene PROP-1 apresenta
deficiéncias hormonais de GH, PRL e TSH, LH e FSH (Wu et al., 1998), mas também pode
haver, mais tardiamente, insuficiéncia adrenal (Mendonca et al., 1999; Pernasetti et al., 2000).
No pan-hipopituitarismo por alteragbes moleculares no gene PROP-1 o parénquima

hipofisario costuma estar diminuido a ressonancia nuclear magnética de hipofise (RNMH)
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(Duquesnoy et al., 1998; Wu et al., 1998; Deladoey et al., 1999; Krzisnik et al., 1999;
Pernasetti et al., 2000), porém alguns pacientes podem ter um periodo de aumento hipofisario
seguido de hipoplasia grave (Mendonca et al., 1999).

b) Pit-1 ou Poulfl

O PIT-1, também conhecido por GHF1 (GH factor 1) tem sido oficialmente
denominado de POU1F1 (POU class 1 homeobox 1). O PIT-1 pertence a familia POU dos
genes homeobox e estd localizado no cromossomo 3pll. Sua expressdo ocorre tardiamente
durante o desenvolvimento pituitario e persiste por toda vida. Além disso, o PIT-1 é requerido
para expressdo dos genes GH-1, PRL, GHRHR e TSH, sendo fundamental para o
desenvolvimento dos somatotrofos, lactotrofos e tireotrofos na hipofise anterior (Kelberman
& Dattani, 2007). Os camundongos Snell e Jackson, modelos animais de pan-
hipopituitarismo, apresentam alteragdes no Pit-1 (Li et al., 1990). Vérias mutacdes no PIT-1
tém sido reconhecidas em casos esporadicos e em familias afetadas com pan-hipopituitarismo
(Ohta et al., 1992; Pfaffle et al., 1992; Radovick et al., 1992; Tatsumi et al., 1992; Cohen et
al., 1995; Irie et al., 1995; Pellegrini-Bouiller et al., 1996; Aarskog et al., 1997; Arnhold et al.,
1998; Fofanova et al., 1998; Pernasetti et al., 1998; Rodrigues et al., 1998; Ward et al., 1998;
Vallette-Kasic et al., 2001). Aproximadamente metade dos pacientes afetados € diagnosticada
por baixa estatura, enquanto a outra metade apresenta quadro grave de hipotireoidismo
congénito. Todos os pacientes com mutagdo no PIT-1 apresentam deficiéncia de GH, PRL e
TSH com hipofise de tamanho normal ou reduzido, NH e haste hipofisaria normais (Parks et
al., 1999).

c) Gata2 e Thx19

O GATA2 (Gata binding protein 2) e o TBX19 (T-box 19), localizados nos
cromossomos 3021.3 e 1g24.2, respectivamente, sdo outros fatores de transcri¢do
responsaveis pela diferenciacdo das células hipofisarias. O Gata2, induzido pelo Bmp2,
expressa-se inicialmente no DE 10,5 na por¢do ventral da BR e persiste no camundongo
adulto (Dasen et al., 1999). Esse gene interage com o Pit-1 e influencia o aparecimento de
varios tipos de células hipofisarias. Em camundongos com elevada expressdo de Gata2 as
células hipofisarias dependentes de Pit-1 sdo transformadas em gonadotrofos, enquanto que o
Pit-1 teria fungdo de suprimir os gonadotrofos dependentes de Gata2 (Dasen et al., 1999).

O Thx19, antes chamado Tpit, s6 se expressa na glandula em desenvolvimento,

primeiro no DE 12,5 nas células POMC-positivas e posteriormente nos corticotrofos e
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melanotrofos, persistindo na glandula madura (Lamolet et al., 2001). Em humanos, mutacoes
no TBX19 sdo a causa mais comum de deficiéncia isolada de ACTH no periodo neonatal
(Kelberman et al., 2009).

2. Avaliacdo Radioldgica da Regidao Hipotalamo-Hipofisaria

2.1. Aspectos Radioldgicos da Hip6fise Normal

A RNMH é o método de imagem de escolha para estudo da regido hipotalamo-
hipofisaria em funcdo: a) da sua capacidade de detectar alteracfes sutis da concentracdo de
agua nos tecidos e permitir elevada discriminacdo entre os mesmos, b) da sua capacidade
multiplanar e c) pela ndo utilizagdo de radiacdo ionizante (Drummond et al., 2003). Esse
exame permite estudo anatémico preciso e detalhado da hipofise, diferenciando os lobos
anterior e posterior (Argyropoulou & Kiortsis, 2005). Para avaliacdo adequada da glandula
hipofisaria, sdo realizadas imagens de alta resolucdo e cortes finos, de espessura menor ou
igual a 3 mm, nos cortes coronal e sagital. A injecdo de contraste é realizada sistematicamente
quando é necessario o estudo detalhado da haste hipofisaria (Garel & Léger, 2007).

A hipofise modifica-se em funcéo da idade e do sexo (Figura 6), sendo habitualmente
convexa no neonato, padrdo que persiste até os dois meses de idade, quando assume
morfologia similar a da crianga mais velha (Dietrich et al., 1995). Na infancia, o crescimento
glandular é discreto e em todas as dire¢6es, atingindo altura ndo superior a 6 mm em criancas
abaixo de 12 anos e sem diferenca entre os sexos. Na puberdade ha hipertrofia fisioldgica,
sendo 10 mm o limite maximo de altura no sexo feminino (com convexidade superior as
vezes ultrapassando os limites da sela) e 7 a 8 mm no sexo masculino (Maghnie et al., 2004).

O sinal a RNMH também se modifica ao longo dos anos (Figura 6). No feto e até dois
meses de idade, toda hipofise tem sinal hiperintenso em T1, resultando em aspectos muito
similares da AH e NH (Dietrich et al., 1995). Apds esse periodo, o lobo anterior apresenta
sinal isointenso ao da substancia branca nas sequéncias T1 e T2, ao passo que o lobo posterior
é hiperintenso na sequéncia T1 e discretamente hiperintenso em T2. N&o se esclareceu, de
forma definitiva, qual seria a substancia responsavel pelo sinal hiperintenso caracteristico do
lobo posterior em T1. Sugere-se que o proprio ADH ou vesiculas fosfolipidicas ligadas ao
mesmo, neurofisinas e combinagdes desses componentes sejam o0s responsaveis. Independente

da origem do hipersinal da NH, que, entretanto, pode estar ausente em 10% dos individuos
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normais (Maghnie et al., 2004), a sua visualizacdo é importante marcador da integridade do

trato neuro-hipofiseal-hipotalamico.

Figura 6: Hipofise normal nas diversas fases da vida - corte sagital da RNMH. A, no feto; B, no neonato;
C, menino em fase pré-puberal; D, hipéfise hipertrofiada na puberdade. Fonte: Garel & Léger, 2006.

O infundibulo ou haste hipofisaria estende-se do hipotalamo em direcdo a margem
superior da hipéfise, posicionando-se na linha média. Em adultos, a espessura da haste ndo
deve ser superior a 3,5 mm na sua por¢do préxima a eminencia média e inferior a 1,9 mm na
sua insercdo pituitaria. Em criancas, a haste tem didmetro aproximado de 2 mm, situando-se
entre 1 e 3 mm e ndo deve exceder a artéria basilar (Elster, 1993). A haste hipofisaria é
constituida de trés por¢des: glandular, vascular e neural. A por¢cdo neural € composta dos
tratos supra-6tico-hipofisario e paraventricular hipofisario, formadas por fibras néo
mielinizadas. O componente vascular consiste em artérias nutrientes, sistema venoso portal e
capilares e prové o suprimento sanguineo da hipofise anterior pelas artérias hipofisarias

superiores (Maghnie et al., 2004).
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2.2. RNMH e DGH

Na avaliacdo do hipopituitarismo ndo tumoral, a descricdo da regido hipotalamo-
hipofisaria 8 RNMH ¢é fundamental, uma vez que pode sugerir 0 tipo e o progndstico da
deficiéncia hormonal envolvida. A AH, que deve ser analisada em funcdo da idade e do
estagio puberal do paciente, pode estar normal, diminuida ou, raramente, aumentada. A haste
hipofisaria pode estar normal, afilada ou ausente. A NH pode ser descrita como tdpica ou
ectopica, encontrada, nesse Ultimo caso, na eminéncia média ou na haste hipofiséaria (Garel &
Léger, 2007).

A altura da hipofise parece relacionar-se aos niveis de GH, mas ndo foi encontrada
associagédo entre o tamanho da glandula e a gravidade da deficiéncia hormonal (Tillmann et
al., 2000). A AH normal é mais frequente nos casos de deficiéncia de GH isolada (DGHI),
mas a AH hipoplasica é descrita tanto nessa forma como na DHHC, ndo podendo ser
considerada, portanto, como sinal especifico (Bozzola et al., 2000). Aumento da AH ¢
encontrado em portadores de defeitos moleculares raros, como muta¢ées no PROP-1 e LHX3
(Netchine et al., 2000; Voutetakis et al., 2004; Banghoo et al., 2006). Sela vazia é outra
alteracdo descrita em portadores de DGHI (Cacciari et al., 1994).

Em 1987 foi descrita, na RNMH de paciente com hipopituitarismo, a sindrome de
interrupcao de haste hipofisaria (PSIS- pituitary stalk interruption syndrome), caracterizada
pela associacdo de AH hipoplasica, ectopia de NH e agenesia parcial ou completa de haste
hipofisaria (Fusijawa et al., 1987) (Figura 7). A identificacdo da referida alteracao radiologica
contribuiu para o diagndstico e entendimento de algumas formas de DGH, previamente
classificadas como “idiopaticas” (Maghnie et al., 2004). Desde entdo, sdo avaliadas as
consequéncias da localizacdo ectopica da NH, inicialmente considerada marcador de DGH
permanente, independente de posicionar-se na eminéncia média ou ao longo da haste.
Entretanto, estudos mais recentes sugerem que pacientes com DGH retestados quanto a
secrecdo residual de GH ap6s o fim do tratamento, podem recuperar a fun¢do somatotrofica
quando a NH encontra-se ao longo da haste hipofisaria, enquanto que quando a haste ndo é
visivel, a DGH é definitiva (Ultmann et al., 1993; Maghnie et al., 1996; Genovese et al., 1997;
Léger et al., 2005). A associacdo de NH ectdpica e haste ausente € mais comum nos casos de
DHHC (Maghnie et al., 2004).
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Figura 7: Hipdfise normal e sindrome de interrupcgdo de haste hipofisaria (PSIS). RNMH (Imagens em T1). A,
corte sagital; B, corte coronal; morfologia normal da AH e haste integra. Sinal hiperintenso da NH em posicéo
normal; C, corte sagital; D, corte coronal; AH normal e haste interrompida. NH ect6pica é visualizada ao longo
da haste (a nivel proximal da haste); E, corte sagital; F, corte coronal; AH hipoplasica e haste hipofisaria ndo
visualizada apés infusdo de gadolinio. O sinal hiperintenso da NH é visto ectopicamente na eminéncia média.
Fonte: Léger et al, 2005.

Vérias sdo as teorias para explicar a ectopia do lobo posterior hipofisario e a
hipoplasia da AH. Segundo a teoria traumatica, a interrup¢do da haste seria provocada por
partos pélvicos, situacdo que levaria a lesbes hipoxicas da regido hipotalamo-hipofisaria
(Kikuchi et al., 1988; Pinto et al., 1997). A teoria malformativa, mais aceita atualmente,
sugere que defeito na embriogénese seria responsavel por essas alteracfes. Corroboram essa
suspeita o achado de outras malformacdes do SNC associadas as alteracdes hipofisarias e a
descricdo de casos familiares de DGH e NH ectopica (Maghnie et al., 1991; Argyropolou et
al., 1992; Pinto et al., 1997; Hamilton et al., 1998; Chen et al., 1999).

Algumas malformacdes da linha média tém sido associadas a ectopia da hipdfise
posterior, incluindo malformacdo de Chiari 1, atrofia ou hipoplasia do nervo 6tico, agenesia
do corpo caloso, agenesia do septo peltcido, persisténcia do canal cranio-faringeo, sindrome
de Kallmann, microcefalia, atrofia cerebelar, desvio lateral das artérias carétidas e displasia
vermiana (Hamilton et al., 1998; Mitchell et al., 2002; Simon et al., 2006). A identificacdo
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desses achados é fundamental, uma vez que na DGH associada a malformacfes de linha
média do SNC e NH ectdpica o ganho estatural sob tratamento com GH é maior do que
naqueles com AH normal ou apresentando hipoplasia isolada (Coutant et al., 2001; Zenaty et
al., 2003). Esses achados sugerem variabilidade fenotipica dos pacientes com DGH.

3. Alteracdes Genéticas no Hipopituitarismo

MutacBes em genes associados a comprometimento da funcdo hipofisaria tém sido
investigados em pacientes com varios fenotipos de hipopituitarismo e podem ser
categorizadas em trés grupos: a) mutagdes em genes envolvidos no desenvolvimento precoce
do cérebro anterior e hipofise, que tendem a resultar em formas sindrémicas de
hipopituitarismo em associacdo com alteragcdes extra-pituitarias em outros tecidos onde se
expressam, mais frequentemente, olhos, nervo otico ou estruturas da linha média do cérebro
anterior; b) mutagcdes em genes envolvidos nos estagios iniciais da diferenciacéo celular, que
levariam a DHHC e c) mutacfes em genes codificando subunidades especificas ou requeridas
para um tipo celular especifico, levando a deficiéncias hormonais isoladas (Kelberman et al.,
2009).

Estudos moleculares de pacientes com de NH ectdpica tém evidenciado mutacdes
nos genes HESX1, LHX4, OTX2 e SOX3. Por outro lado, mutacdes nos genes PIT-1, PROP-
1 ou LHX3 nao foram descritas nesses pacientes. Embora a frequéncia dessas mutacdes seja
baixa, a sua identificacdo pode ser Util no esclarecimento de alguns casos.

Woods et al. (2005) descreveram hipopituitarismo ligado ao cromossomo X em
pacientes com duplicacdes do SOX3 ou expansdes de repeticdes de polialanina nesse gene.
Os pacientes do sexo masculino afetados com essas mutacdes tipo perda de funcéo exibiam
NH ectdpica, associada a graus variaveis de hipopituitarismo, com haste hipofisaria afilada ou
ausente.

As mutacbes nos genes HESX1, LHX4 e OTX2 ja identificadas em pacientes com

NH ectdpica sdo descritas nos Quadros 1 a 3.
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Mutacéo
DNA (Proteina) Deficiéncias Achados
(Referéncia) Heranga Efeito Funcional Hormonais Radiologicos
G18C (p.Q6H)
(Thomas et al., 2001; GH, TSH, GnRH.
Corneli et al., 2008) Dominante | da ligagao ao DNA | ACTH (evolutiva) AHH
C509T (p.S170L) NO
hipoplasico,
(Thomas et al., 2001) Dominante lda lig_gac;ﬁo ao DNA || GH ACC parcial
A541G (T181A)
(Thomas et al., 2001) Dominante lda lig_gac;ﬁo ao DNA || GH NH ausente
T77C (p.126T)
Perda parcial da} GH, GhRH
(Carvalho et al., 2003) | Recessiva funcdo repressora TSH/ACTH (evolutivas) | AHH, HHA
AHH, NO
C478T (p.R160C) hipoplasico,
(Dattani et al., 1998; Perda da capacidade ACC, SP
Brickman et al., 2001) | Recessiva de ligagdo ao DNA Pan-hipopituitarismo ausente
0.1624delG 1 da ligacdo ao DNA- AHH, NO
bloqueio da atividade hipoplasico e
(Cohen et al., 2003) Dominante do PROP-1 GH NH ausente
306-307insAG AHH, NO
Perda de capacidade | GH, GnRH, TSH hipoplasico a
(Tajima et al., 2003) Dominante de Iig_;agéo ao DNA ACTH (provavel) esquerda
E149K Perda da funcdo
(McNay et al., 2007) Dominante repressora GH AHH, HHH

Quadro 1: Mutagdes do HESX1 em pacientes com NH ectdpica ou ausente. AHH, AH hipoplésica; NO, nervo-
6tico; ACC, agenesia do corpo caloso; NH, neuro-hipéfise; HHA, haste hipofisaria ausente; HHH, haste

hipofisaria hipopléasica; SP, septo peltcido.
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Mutacéo
DNA (Proteina) Deficiéncias Achados
(Referéncia) Heranca Efeito Funcional Hormonais Radioldgicos
€.607-1G>C AHH, NH pode
ser topica,
(Machinis et al., 2001; GH, TSH, ACTH ST hipoplasica,
Reynaud et al., 2006) Dominante Né&o definido GnRH (variavel) haste ausente
C293 294 insC Perda de capacidade
(p.Thro9fs) de ligacdo ao DNA e
da capacidade | GH, TSH NH pode ser
(Castinetti et al., 2008) § Dominante transcricional GnRH (variavel) topica
(p-P366T) AHH, ST
hipoplasica,
Malformacéo de
(Tajimacet al., 2007) Dominante Néo definido Pan-hipopituitarismo | Chiari
(p.R84C) Comprometimento
capacidade GH, TSH
(Pfaeffle et al., 2008) Dominante transcricional GnRH (evolutiva) AHH
(p.L190R) Perda de capacidade
de ligacdo ao DNA e
da capacidade
(Pfaeffle et al., 2008) Dominante transcricional GH, TSH, ACTH AHH
Microdelecéo - AHH, ST
(Dateki et al., 2010) Dominante GH, TSH, GnRH hipoplasica
V101A Perda da capacidade
(Tajimaet al., 2010) Dominante transcricional Pan-hipopituitarismo | AHH

Quadro 2: Mutactes do LHX4 em pacientes com NH ectopica. AHH, AH hipopléasica; ST, sela-trcica; NH,

neuro-hipdfise.

Mutacao

| Achados

DNA (Proteina) Deficiéncias Radiolégicos
(Referéncia) Heranca Efeito Funcional Hormonais
c.674 A>G (p.N33S) || Recessiva | da atividade de | Pan- AHH, NH pode ser
(Diaczoc et al., 2008) transativacéo hipopituitarismo normal
€.576-577insCT AHH, HHA,
(p.S136fsX178) | ou auséncia da anoftalmia
transativacéo do bilateral,
POUlF1 e HESXL, | Pan- Malformacéo de
(Tajimaet al., 2009) [ Recessiva respectivamente (?)* hipopituitarismo Chiari 1
€.270 A>T (p.R90S) AHH, HH
(Ashkenazi- interrompida,
Hoffnung et al., | da ligacdo ao DNA e anoftalmia
2010) Dominante | da transativacdo DGHI unilateral
c.221 236del
(K74fsX103) Auséncia da atividade
(Dateki et al., 2010) Dominante || de transativacdo GH AHH
(p.G188X) Pan-
hipopituitarismo ou
| da atividade de | funcdo hipofiséria || AHH, anoftalmia
(Dateki et al., 2010) Dominante | transativacdo normal D, microftalmia E

Quadro 3: Mutacdes do OTX2 em pacientes com NH ectopica. DGHI, deficiéncia de GH isolada; AHH, AH
hipoplésica; NH, neuro-hipdfise; HH, haste hipofisaria; HHA, haste hipofisaria ausente.* Estudos funcionais ndo

realizados.
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4. O Eixo Hipotalamo-Hipofise-GH e o Crescimento Normal

O GH, codificado pelo gene GH-1, é um polipeptidio constituido de 191 aminoécidos,
secretado pela AH de forma pulsatil nas 24 horas, com a maioria dos picos ocorrendo a noite
(Rose et al, 1991; Tannenbaum, 1991). Dois peptidios hipotalamicos, que atuam
antagonicamente, regulam a sintese e secrecdo do GH (Figura 8): o0 horménio liberador do GH
(GHRH), estimulador, e a somatostatina (SST), com efeito inibitério. Os pulsos de GH
resultam da diminuicdo do tonus do SST versus a secrec¢ao continua do GHRH (Tannenbaum,
1991). O controle da liberacdo do GH também é mediado pelo préprio GH e pelo insulin-like
growth factor 1 (IGF-1), que interagem no hipotalamo (feedback negativo de alca longa) e,
apenas pelo IGF-1 na hipofise (feedback negativo de alga curta). Além disso, a ghrelina

secretada pelo estomago no jejum modula os picos de GH (Koutkia et al., 2004).
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Figura 8: Eixo hipotdlamo-hipofiséario.
Adaptado de < http://www.endotext.org/neuroendo/neuroendo5c¢/neuroendoframe5c.htm>. Acesso em
10 de junho de 2010.

O GH hipofisario acopla-se a receptores no figado e outros tecidos-alvos, estimulando
a sintese de IGF-1 e insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP-3). O IGF-1,

responsdvel por muitas das a¢cdes do GH, circula ligado a vérias proteinas, sendo a IGFBP-3 a


http://www.endotext.org/neuroendo/neuroendo5c/neuroendoframe5c.htm

36

mais importante. A acdo promotora do crescimento exercida pelo IGF-1 se d& de duas formas:
endocrina, através da sua fracdo livre circulante e autdcrina/parécrina, pelo IGF-1 sintetizado
na placa de crescimento (Rose, 2007). Os niveis de IGF-1 estdo diminuidos durante os cinco
primeiros anos de vida, aumentam na infancia e alcangam valores mais elevados no inicio da
maturacdo sexual (Cara et al., 1987; Veldhuis, 1998). O GH tem varias a¢cGes metabdlicas
independentes do IGF-1, como aumento da lipdlise e do transporte de aminoacidos no
musculo e sintese hepética de proteinas (Goldman, 2004).

A estatura de um individuo resulta da interacdo da sua composi¢do genética e de fatores
ambientais, tais como seu status nutricional e hormonal. Os componentes fetal e pos-natal do
crescimento afetam a estatura final. O crescimento fetal independe do GH, sendo mediado
pela nutricdo materna e fatores de crescimento maternos e fetais como IGFs (IGF-1 e IGF-2),
fibroblast growth factors (FGF), epidermal growth factors (EGF), transforming growth
factors (TGF) a e P e insulina. O GH tem apenas papel menor nas ultimas semanas da vida
intrauterina (Dattani & Preece, 2004).

O padrdo de crescimento pos-natal difere em funcdo da idade, sendo identificadas trés
fases de desenvolvimento: infantil, pré-puberal e puberal. Na infantil, embora o eixo GH-I1GF-
1 comece a ter importancia a partir do primeiro ano de vida, o crescimento rapido que ocorre
até os dois anos depende, sobretudo, da nutricdo. Ao final do segundo ano, estabelece-se o
padrédo de desenvolvimento de cada crianga. Entre dois e cinco anos de idade, a crianca cresce
aproximadamente 7 cm/ano e entre 6 e 12 anos, a velocidade de crescimento situa-se em torno
de 5 a 5,5 cm/ano, com pequena diferenca entre os sexos. Nessa fase, o crescimento é
dependente principalmente de fatores endocrinos, como GH e tiroxina (T4). Na puberdade, ha
0 estirdo puberal, que ocorre entre 12 e 16 anos de idade na menina e mais tardiamente em
meninos. Nessa fase, além do GH e dos hormoénios tireoidianos, contribuem para o

crescimento os esteroides sexuais (Dattani & Preece, 2004).
5. Baixa Estatura e Deficiéncia de GH
5.1. Definicdo e Causas de Baixa Estatura
Define-se como baixa estatura aquela inferior a -2 DP (desvios-padrdo) para a idade,
comparada com curvas padrdo, sexo-especificas, obtidas de populacédo saudavel. A maioria

das criangas com baixa estatura ndo apresenta causa hormonal ou genética (Lindsay et al.,

1994). Catorze por cento das criangas com estatura inferior a -2 DP tém causa bioldgica,
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enquanto que esse percentual aumenta para 58%, quando valores inferiores a -3,0 DP sdo
definidos como anormais (Voss et al., 1992; Voss, 2000). A heranca genética também deve
ser considerada na avaliacdo da estatura, levando a necessidade de investigar todas as criangas
com estatura 1,4 DP abaixo da estatura-alvo familial (Dattani & Preece, 2004). Dentre as
causas de baixa estatura (Quadro 4), a principal é familial, sendo o diagndstico realizado com
base no DP da estatura, que se situa dentro da faixa de estatura-alvo familial (Dattani &
Preece, 2004). Entretanto, causas organicas devem ser afastadas, a partir da realizacdo de

avaliacdo clinica e exames complementares.

Né&o Patologicas
Retardo constitucional de crescimento e puberdade
Baixa estatura familiar
Nutricional

Retardo de Crescimento Intrauterino
Doencas Cronicas

Doengas Endécrinas
Causas relacionadas ao GH: DGH, resisténcia ao GH, resisténcia ao IGF-1
Hipotireoidismo
Excesso de glicocorticoide: sindrome de Cushing, hiperplasia congénita de adrenal mal
controlada

Doencas Genéticas: sindrome de Turner, sindrome de Noonan, sindrome de Down, sindrome
de Seckel, sindrome de Prader-Willi, displasias dsseas (hipocondroplasias, acondroplasias,
displasia espodndilo-epifiseal), Progéria, mucopolissacaridoses, sindrome de Rothmund-
Thompson

Quadro 4: Causas de baixa estatura. Fonte: Adaptado de Dattani & Preece, 2004.

5.2. Deficiéncia de GH

5.2.1. Epidemiologia e Causas

A incidéncia da DGH é variavel, situando-se entre 1/4.000 e 1/10.000 nascidos vivos
(Lindsay et al., 1994). Esses valores sdo, provavelmente, superestimados considerando-se a
reversibilidade da doenca entre 25-75% dos pacientes (Maghnie et al., 1999; Loche et al.,
2002; Donabauer et al., 2003; Arrigo et al., 2006). Uma das causas de variacdo na frequéncia
de DGH séo os diversos testes de secrecdo utilizados no diagndstico e os critérios empregados
em diferentes centros (Juul et al., 2002).

A DGH engloba um espectro de alteracfes de patogénese e caracteristicas patoldgicas

distintas. Pode ser congénita ou adquirida e ocorrer isoladamente (DGHI) ou associar-se a
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deficiéncia de outro horménio da hipéfise anterior (DHHC). As causas congénitas
compreendem trés grupos (Kelberman et al., 2009): a) anomalias da sintese e secre¢do do GH,
b) anomalias do desenvolvimento hipotalamo-hipofisario e c) resisténcia ao GH (pode
também ser adquirida).

As anomalias da sintese e secrecdo do GH podem decorrer de mutagfes no gene GH
ou no gene do receptor de GHRH, situacfes que levam a DGHI e ndo se associam a alteracdes
morfologicas da regido hipotalamo-hipofisaria. H& quatro formas de DGHI transmitidas
geneticamente: a) deficiéncia de GH do tipo IA (DGH 1A) - forma grave de DGH,
autossdmica recessiva, que resulta de mutacdo ou delecdo no gene que codifica 0 GH (GH-1);
b) deficiéncia de GH do tipo IB (DGH IB) - forma mais frequente de DGHI familiar, é
secundaria a delecdes ou mutacBes parciais no gene GH-1 e resulta em deficiéncia de GH
parcial a grave; c) deficiéncia de GH do tipo Il (DGH I1) - forma autossémica dominante de
DGHI e d) deficiéncia de GH do tipo 11l (DGH IlI) - ligada ao cromossomo X em pacientes
com hipogamaglobulinemia, ndo h& alteragdo no gene GH -1. Além de anomalias no gene
GH, mutacdes no gene do receptor do GHRH podem levar a DGHI.

Como discutido anteriormente, mutacfes nos genes envolvidos na embriogénese
hipofisaria, associadas ou ndo a malformac6es hipotalamo-hipofisarias, sdo outras causas de
DGH isolada ou associada a outras deficiéncias hipofisarias (Alatzoglou & Dattani, 2009).

As formas congénitas da resisténcia ao GH sdo secundarias a alteraces no receptor de
GH, causadas por mutacdes no gene do receptor, como descrito por Laron et al. (1966);
anomalias pos-receptor de GH (Freeth et al., 1998) ou alteracdes na sintese e/ou acao do IGF-
1 (Woods et al., 1996). Na resisténcia ao GH, os niveis de GH estdo normais ou aumentados,
a producdo de IGF-1 esta diminuida e os pacientes apresentam fenétipo similar ao daqueles
com DGHI.

As causas adquiridas sdo responsaveis por cerca de 30% dos casos de DGH e incluem
traumas cranianos, tumores do SNC, doencas infiltrativas e inflamatorias, histiocitose X e
radioterapia craniana. Desnutricdo, doencas renais e hepaticas, anticorpos circulantes anti-GH

ou antirreceptor de GH sdo responsaveis por formas adquiridas de resisténcia ao GH.
5.2.2. Apresentacdo Clinica
A apresentacdo clinica de pacientes com hipopituitarismo é bastante varidvel em

funcdo das deficiéncias hormonais presentes e do momento de instalagdo das mesmas.

Neonatos com hipopituitarismo congénito podem apresentar sintomas inespecificos,
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associados ou ndo a malformagcbes oculares, de linha média ou genitais (Quadro 5)
(Alatzoglou & Dattani, 2009). Outras vezes, neonatos inicialmente assintomaticos,
desenvolvem sinais e sintomas de hipopituitarismo ao longo do tempo (Arrigo et al., 2006;
Ahmad et al., 2008; Mehta et al.; 2009). Embora complica¢6es pos-natais como hipoglicemia,
letargia, hiponatremia sem hipercalemia, apneia, convulsdes, colestase neonatal e ictericia
prolongada, sepse recorrente, ocorram em até 52% dos pacientes com hipopituitarismo
congénito, o diagnostico so é feito no periodo neonatal em 23% dos casos (Mehta et al.,
2005).

Alteracgdes Genitais: micropénis, criptorquidismo

Defeitos da linha média/anormalidades craniofaciais: labio leporino, agenesia do corpo caloso,
agenesia do septo pelicido, holoprosencefalia

Defeitos oculares: anoftalmia/microftalmia bilateral, hipoplasia do nervo 6tico, nistagmo

Malformac6es multiplas caracterizando sindromes
AEG (anoftalmia, atresia esofagiana, anormalidades genitais), PHACE(S): (malformacdes
da fossa posterior - cisto de Dandy Walker, hemangiomas faciais e cervicais, malformacdes
arteriais, defeitos cardiacos, anormalidades oculares, defeitos no esterno), sindrome de
Riger, sindrome de Johanson-Blizzard, sindrome de Pallister Hall

Quadro 5: Alteracgdes clinicas associadas ao hipopituitarismo. Adaptado de: Alatzoglou & Dattani, 2009.

Na DGHI a principal apresentacdo é baixa estatura associada a diminuicdo da
velocidade de crescimento para a idade (Pinto et al., 1999). Pacientes podem apresentar
aparéncia infantil, caracterizada por fécies tipica: face arredondada, com protrusdo do 0sso
frontal e nariz em sela, decorrentes do pequeno desenvolvimento da ponte nasal. O
fechamento das suturas cranianas € tardio. Em funcdo da hipoplasia da laringe, voz fina,
aguda e infantil é descrita em alguns casos. Maturacao 0ssea e denticdo atrasadas, diminuicédo
da massa muscular e aumento da gordura subcutanea, cabelo fino e ralo e crescimento lento
dos faneros sdo outras manifestacdes de DGH. Anormalidades associadas incluem defeito da
linha média da face, dente incisivo Unico ou hipoplasia do nervo 6tico. Criangas com DGH
grave ndo tratada alcancardo apenas 70% do seu potencial estatural, o que resultara em déficit
de cerca de 38 e 33 cm nos meninos e meninas, respectivamente (Dattani & Preece, 2004).

Pacientes com DHHC, além da baixa estatura, poderdo apresentar quadro clinico

compativel com as demais deficiéncias hormonais da hipdfise anterior, como sinais e
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sintomas de hipotireoidismo, hipocortisolismo, hipogonadismo. Comprometimento da
hipofise posterior, levando ao diabetes insipidus, € menos comum.

O quadro clinico de pacientes com NH ectdpica e malformaces do SNC é bastante
variavel. Parto pélvico e complicagdes neonatais sdo descritos em numero elevado de
pacientes. Baixa estatura ocorre precocemente ou a desaceleracdo estatural instala-se
progressivamente. A DGH pode ser isolada ou se associar a outras deficiéncias hormonais,
sendo essa Ultima situacdo mais comum quando a haste hipofisaria ndo é visualizada. Além
disso, as deficiéncias hormonais podem se desenvolver ao longo do tempo, motivo pelo qual o

acompanhamento dos pacientes deve ser continuo.

5.2.3. Diagndstico

O diagndstico de DGH ¢ estabelecido com base em critérios antropométricos (baixa
estatura e desaceleracdo da velocidade de crescimento), associados a ndo resposta do GH a
testes de estimulo farmacolégicos (Rosenfeld et al., 1995; Rosenfeld, 1997). Habitualmente,
sdo requeridos dois testes de estimulo para a confirmagéo diagnostica, exceto nos individuos
com lesbes do SNC, DHHC, histéria de irradiacdo craniana ou doenga genética sindromica,
onde apenas um teste se faz necessario.

Os testes de estimulo farmacoldgicos mais utilizados baseiam-se nas suas agdes
fisiologicas: GHRH e estimulador do GHRH (clonidina) e inibidores da somatostatina
(arginina, insulina, glucagon, L-dopa). Embora o pico de GH diminuido apos testes de
estimulo seja o principal exame para o diagndstico de DGH, esse critério ainda é muito
controverso, uma vez que os valores de corte normais ainda ndo estdo bem estabelecidos e ha
grande variedade de estimulos utilizados e de ensaios monoclonais para mensuracdo do GH
(Rosenfeld et al., 1995; Rosenfeld, 1997). A definicdo de resposta normal do GH apos
estimulo é arbitraria. Nos primeiros relatos, pico de GH > 5 ng/ml era considerado normal
(Raiti et al., 1967; Kaplan et al., 1968; Root et al., 1969). A propor¢do que aumentou a
disponibilidade do GH hipofisario, o que gerou maior experiéncia com os testes, muitos
centros comecaram a utilizar pico de GH > 7 ng/ml como ponto de corte. Posteriormente, com
a producdo do GH biosintético, niveis superiores ou iguais a 10 ng/ml passaram a ser
considerados normais. Nao h& dados consistentes que suportem esses pontos de corte. Além
da inexisténcia de niveis diagndsticos precisos, obesidade, hipotireoidismo, uso crénico de
glicocorticoides e retardo puberal podem prejudicar a resposta aos testes provocativos (Rose,

2007). Assim, mesmo empregando-se critérios rigorosos, muitos pacientes com diagnostico
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prévio de DGH, quando retestados um a seis meses ap0s a suspensdo do tratamento,
apresentam respostas do GH normais ap0s testes de estimulo (Maghnie et al., 1999; Loche et
al., 2002; Donabauer et al., 2003; Arrigo et al., 2006).

Niveis diminuidos de IGF-1 e IGFBP-3, ambos regulados pelo GH, podem contribuir
para o diagndstico de DGH, embora, isoladamente, tenham especificidade e sensibilidade
baixas (Tillmann et al., 1997; Mitchell et al., 1999). Esses exames sdo Uteis, especialmente em
criancas com menos de um ano de idade, nas quais a integridade do eixo somatotréfico ndo
pode ser avaliada através de testes de estimulo.

A secrecdo de outros horménios hipofisarios como prolactina, TSH, ACTH e
gonadotrofinas, avaliada pelos niveis basais dos mesmos ou ap0Os testes de estimulo,
complementa a investigacdo dos pacientes com suspeita de DGH.

A RNMH tem sido utilizada como adjuvante no diagnostico de DGH (Dattani &
Preece, 2004; Maghnie et al., 2004; Argyropoulou & Kiortsis, 2005). O referido exame ¢é util
para avaliagdo do tamanho da AH, localizacdo da NH, definicdo do aspecto da haste
hipofisaria e descricdo de outras alteracdes hipotalamo-hipofisarias. Ha associacdo entre
malformacdes neuro-hipofisarias e gravidade e evolucdo do hipopituitarismo (Metha et al.,
2009). Atualmente, NH ectopica pode ser considerada marcador especifico de DGH,
especialmente quando a haste hipofisaria ndo € visualizada (Maghnie et al., 1999; Coutant et
al., 2001; Léger et al., 2005). Além disso, o risco de hipopituitarismo é 27,2 vezes maior nos
pacientes que apresentam esta alteracdo quando comparados com aqueles nos quais a NH esta
normalmente posicionada. A RNMH também deve ser realizada em todos os pacientes com
inicio tardio de DGH, com o objetivo de excluir tumores que possam estar ligados a génese da

doenca.

5.2.4. Tratamento

O GH recombinante ¢ usado no tratamento da DGH e é administrado por via
subcutanea, na dose de 0,025 a 0,035 mg/kg/dia (0,075 a 0,1 Ul/kg/dia), seis a sete
vezes/semana. A introducdo do GH ira promover retomada rapida do crescimento e a estatura
final serd normal na maioria dos casos (Datanni & Preece, 2004). Entretanto, a resposta
terapéutica depende de algumas variaveis como etiologia da deficiéncia hormonal, idade e
estatura no inicio do tratamento, estatura no inicio da puberdade, duracdo do tratamento e
frequéncia das injecGes (Ranke et al., 1999; Cutfield et al., 1999; Thomas et al., 2001;

Saenger 2002; Tanaka et al., 2002). Os resultados sdo melhores com a introducéo precoce do
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tratamento e quando ha deficiéncia gonadotréfica associada, levando a puberdade mais tardia.
Criangas que apresentam alteracGes anatdmicas na regido hipotalamo-hipofisaria tém ganho
estatural maior quando comparadas aquelas sem anomalias na RNMH (Coutant et al., 2001;
Zenaty et al., 2003). A correcdo de outras deficiéncias hormonais é fundamental para que o
tratamento seja eficaz.

Alguns estudos sugerem que ao final do crescimento, pelo menos um més apos a
suspensdo da medicacdo, a secrecdo do GH deve ser reavaliada. O objetivo é a confirmacao
da DGH, j& que um percentual de individuos com testes de estimulos ndo responsivos antes
do tratamento apresenta niveis normais de GH quando retestados (Maghnie et al., 1999;
Loche et al., 2002; Donabauer et al., 2003; Arrigo et al., 2006). O teste farmacoldgico de
escolha é a insulina (GH Research Society, 2000), mas, nos pacientes com contraindicacdo a
realizacdo do mesmo, tem-se como alternativa o uso de arginina associado ao GHRH
(Donaubauer et al., 2003). Quando a deficiéncia grave for confirmada (pico de GH inferior a
3 ng/l) o tratamento deve ser mantido na idade adulta.



JUSTIFICATIVA
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Os critérios diagnosticos de deficiéncia de GH ainda ndo estdo bem estabelecidos. O
pico diminuido de GH apds testes de estimulo farmacoldgicos, embora ainda seja o principal
parametro para conclusdo diagnéstica, esta associado a resultados falso-positivos e falso-
negativos (Rosenfeld, 1997; GH Research Society, 2000). A descricdo de alteracGes
anatémicas da regido hipotalamo-hipofisaria 8 RNMH ajudou na identificacdo de formas de
DGH, previamente definidas como “idiopaticas” (Fujisawa et al., 1987; Kikuchi et al., 1988;
Argyropolou et al., 1991; Argyropolou et al., 1992). Associado a esse fato, mutagdes em
genes responsaveis pela formacgdo e desenvolvimento da pituitaria foram descritas em alguns
desses pacientes (Kelberman et al., 2009). Mais recentemente, a ectopia da NH foi definida
como marcador de DGH permanente, sobretudo quando se associa a haste hipofiséaria ausente
(Maghnie et al., 1999; Maghnie et al., 2004). Muitos aspectos fisiopatologicos e moleculares
relacionados a DGH ainda nédo estdo esclarecidos e o melhor entendimento dessa patologia,
sabidamente heterogénea, depende da descricdo fenotipica detalhada dos pacientes.

Desde 1998 pacientes com DGH no estado da Bahia tém sido acompanhados no Centro
de Endocrinologia e Diabetes do Estado da Bahia (CEDEBA), servigo publico de referéncia
para tratamento de doencas enddcrino-metabdlicas. Entre a instalagio do programa, em
dezembro/1998 e dezembro/2009, a NH ectdpica foi diagnosticada em 130 pacientes com
DGH, sendo esta a maior casuistica ja descrita de pacientes acompanhados num mesmo
servico. Por isso o presente estudo justifica-se, sendo que os resultados do mesmo poderdo: a)
corroborar resultados de estudos prévios; b) identificar peculiaridades da DGH associada a
NH ectopica na populacédo do estado da Bahia; c) indicar o melhor algoritmo de investigacao
da funcéo somatotrofica e do restante da funcéo hipofisaria, evitando o retardo no diagnostico
e permitindo a instituicdo mais precoce do tratamento hormonal. O diagnostico imediato,
principalmente dos casos de hipopituitarismo congénito associado a DHHC, ira diminuir a
morbidade dessa condicdo, sobretudo relacionada a quadros graves de hipoglicemia. Além
disso, quanto mais cedo for iniciado o tratamento com GH, melhor sera o progndstico

estatural.
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Descrever o perfil clinico/hormonal e molecular de uma coorte de pacientes
com DGH e NH ectdpica, incluidos no Programa de Medicamentos
Excepcionais (PROMEX) e acompanhados no Centro de Diabetes e
Endocrinologia da Bahia (CEDEBA) entre dezembro de 1998 e dezembro de
20009.

Descrever as caracteristicas clinicas, laboratoriais e radiologicas dos pacientes
com DGH e NH ectdpica;

Estudar os genes HESX1, LHX4 e OTX2 nos pacientes com DGH e ectopia da
NH, para avaliar a presenca ou ndo de mutagdes que possam estar associadas a
DGH;

Descrever associacdo entre genotipo e fendtipo dos individuos com DGH e
NH ectdpica;

Comparar 0s parametros antropométricos e a resposta ao tratamento com GH

recombinante dos pacientes com e sem NH ectdpica.



MATERIAL E
METODOS
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193 Portadores de DGH

131 com 62 Sem
NHE NHE

T

130 Pacientes - Caracterizagdo Clinica
Artigo 1

104 Pacientes - Estudo Molecular 84 Pacientes - Avaliagdo Resposta ao GH

Artigo 2 Artigo 3

Figura 1: Estratégia para selegdo dos pacientes. NHE, neuro-hipdfise ectdpica; TCE, traumatismo cranio-
encefélico.
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Figura 2: Estratégia do estudo molecular.
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Resumo do Artigo 1

Titulo: Caracteristicas clinicas e laboratoriais de 130 pacientes com ectopia do lobo posterior
da hipofise e deficiéncia de hormdnio do crescimento

Trata-se de um estudo ambispectivo que avaliou todos os pacientes com diagndstico
de ectopia do lobo posterior (ELP) e DGH acompanhados num servigo de referéncia de
endocrinologia ao longo de 11 anos. O objetivo foi descrever as caracteristicas clinicas,
hormonais e radiologicas de 130 pacientes (93 homens) com ELP. O estudo demonstrou a
presenca de pico elevado de GH em 5,9% dos pacientes, reforcando a inexisténcia de
marcadores biologicos inequivocos no diagnostico de DGH. Houve predominancia de DHHC,
sobretudo quando a haste hipofisaria ndo foi visualizada. A variabilidade fenotipica dos
pacientes dessa casuistica confirma resultados de estudos prévios e evidencia a importancia da

realizacdo da RNMH nos pacientes com suspeita de DGH.
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Caracteristicas clinicas e laboratoriais de 130 pacientes com ectopia do lobo posterior

da hipdfise e deficiéncia de horménio do crescimento

Couto-Silva, A.C.%?3 Acosta, A.X.**, Bomfim, C.°, Vigolvino, R.2, Alves, C.* Bittencourt,
AV.* Adan, L. %

1- Laboratério Avancado de Salude Publica/Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ,
2- Escola Bahiana de Medicina e Salde Publica/Fundagdo Bahiana para o Desenvolvimento
das Ciéncias (FBDC), 3- Centro de Diabetes e Endocrinologia do Estado da Bahia
(CEDEBA), 4- Faculdade de Medicina da Bahia da Universidade Federal da Bahia (UFBA),
5- Hospital Aristides Maltez

Resumo

Introducé@o: os marcadores bioldgicos para diagndstico de deficiéncia de hormdnio do
crescimento (DGH) ainda néo estdo bem estabelecidos, mas a identificacdo de ectopia do lobo
posterior da hipofise (ELP) na ressonéncia nuclear magnética de hipéfise (RNMH) confirma o
diagndstico de DGH.

Objetivo: descrever as caracteristicas clinicas, hormonais e radioldgicas de pacientes com
ELP e DGH.

Material e Métodos: estudo ambispectivo de pacientes com ELP e DGH avaliados no Centro
de Diabetes e Endocrinologia do Estado da Bahia entre 1998 e 2009.

Resultados: este estudo foi constituido de 130 pacientes (93 do sexo masculino), com idade
média ao inicio do tratamento de 12,4 + 5,5 (2,7 - 27,0) anos. Alteracbes no exame fisico
foram descritas em 16,9% dos pacientes. Sete pacientes (5,9%) tiveram resposta normal do
GH ap0s teste de estimulo farmacoldgico. A maioria dos pacientes (61,5%) tinha deficiéncia
hormonal hipofisaria combinada (DHHC), mais prevalente naqueles com haste hipofisaria
ausente. Adeno-hipofise (AH) hipoplasica, descrita em 90% dos pacientes, ndo diferiu nos
grupos com deficiéncia isolada de GH (DGHI) e DHHC. MalformacGes cerebrais foram
descritas em 12 pacientes (9,2%).

Conclusdo: a heterogeneidade clinica da patologia, confirmada na maior casuistica ja descrita
em pacientes com DGH e ELP, sugere o envolvimento de varios mecanismos na patogénese
da doenga.

Descritores: neuro-hipofise, ectdpica, crescimento, deficiéncia, GH
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Introducéo

O diagnostico de deficiéncia de horménio do crescimento (DGH) baseia-se na
associacdo de critérios antropométricos (baixa estatura e desaceleracdo da velocidade de
crescimento) e niveis séricos diminuidos de GH em resposta a testes de estimulo
farmacologicos (Rosenfeld et al., 1995; Rosenfeld, 1997). Muitos sdo os fatores que
influenciam a resposta do GH a testes de estimulo, sendo, portanto, a utilizacdo dos mesmos
objeto de controvérsia (Rosenfeld, 1997; GH Research Society, 2000).

Com o advento da ressonancia nuclear magnética de hipofise (RNMH), foi possivel
caracterizar a morfologia da glandula, o que permitiu a identificacdo de alteracfes
hipotalamicas e/ou hipofisarias em pacientes anteriormente diagnosticados como portadores
de formas idiopéticas de DGH (Fujisawa et al., 1987; Kikuchi et al., 1988; Argyropolou et al.,
1991; Argyropolou et al., 1992). A ectopia do lobo posterior da hipéfise (ELP) é considerada
0 marcador permanente de DGH (Maghnie et al., 1999; Maghnie et al., 2004) e pode se
associar a hipoplasia de adeno-hipofise (AH) e a auséncia de haste hipofisaria, caracterizando
a sindrome de interrupcao de haste hipofisaria (PSIS) (Fujisawa et al., 1987). Além da DGH,
portadores da sindrome podem apresentar deficiéncias de outros horménios hipofisarios,
constituindo a deficiéncia hormonal hipofisaria combinada (DHHC).

A patogénese da ELP ndo estd bem determinada, tendo sua ocorréncia sido
inicialmente associada a trauma perinatal, uma vez que tem frequéncia elevada em pacientes
nascidos de parto pelvico (Kikuchi et al., 1988). Atualmente, a hipotese congénito-genética é
mais aceita, sendo a apresentacdo pelvica considerada consequéncia e ndo causa da disfungéo
hipofisaria (Maghnie et al., 1996; Genovese et al., 1997).

A despeito das semelhancas a RNMH, ha grande heterogeneidade fenotipica entre os
portadores de ELP (Osorio et al., 2002; Simon et al., 2006; Melo et al., 2007). O objetivo
desse estudo foi descrever as caracteristicas clinicas, hormonais e radioldgicas de 130

pacientes com ELP e DGH.

Material e Métodos

Pacientes
Estudo ambispectivo longitudinal que avaliou 130 pacientes (93 do sexo masculino)
com diagndstico de DGH e ELP, acompanhados no Centro de Diabetes e Endocrinologia do

Estado da Bahia (CEDEBA), servi¢co publico de referéncia no estado da Bahia, Brasil, num
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periodo de 11 anos (1998 a 2009). Duas pacientes, cujas neuro-hipofises ndo foram
visualizadas, foram mantidas no estudo e uma paciente com ELP e histéria de traumatismo
cranio-encefalico apos acidente automobilistico foi excluida. O estudo foi aprovado pelos
Comités de Etica em Pesquisa do CEDEBA e da FIOCRUZ e a inclusdo no mesmo foi feita
pela assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos pacientes ou seus

responsaveis.

Métodos
Avaliacéo Clinica

A estatura foi aferida com estadibmetro e o seu desvio-padrdo (DP) foi calculado
utilizando-se referéncias-padréo (Tanner et al., 1966). Estatura-alvo foi calculada a partir das
estaturas parentais (Tanner et al., 1970). Dados referentes a consanguinidade, condicGes de
parto e eventos adversos perinatais foram também obtidos. Micropénis foi definido como
pénis de tamanho inferior a -2,5 DP (Lee et al., 1980). O estagio puberal foi estabelecido
segundo os critérios de Tanner (Marshal & Tanner, 1969, 1970). O desenvolvimento puberal
foi classificado em: 1- Retardo puberal: auséncia de mamas e testiculo inferior a 4 ml entre 13
e 18 e 14 e 18 anos, respectivamente, nos sexos feminino e masculino; 2- Deficiéncia
gonadotréfica completa: auséncia de mamas e volume testicular inferior a 4 ml acima dos 18
anos; 3- Deficiéncia gonadotrofica parcial: telarca normal e amenorreia primaria ou
secundaria com duracao de pelo menos trés meses e volume testicular entre 4 e 10 ml apés 18
anos e 4- Puberdade normal: ciclos menstruais regulares e volume testicular acima de 11 ml,
tendo o inicio da puberdade ocorrido antes dos 13 e dos 14 anos, respectivamente nos sexos

feminino e masculino.

Exames Laboratoriais

O GH foi mensurado antes e 60 e 90 minutos apds estimulacdo com clonidina (0,15
mg/m?, n=128) ou L-DOPA (10 mg/kg, n=6); ou antes e 20, 45, 60, 75 e 90 minutos apds a
estimulacdo com insulina (0,1 Ul/kg, n=29). Pico de GH foi considerado diminuido quando
inferior a 7 ng/ml. Dosagem de IGF-1 foi realizada em 78 pacientes. Para avaliacdo do
restante da funcéo hipofisaria foram realizadas dosagens basais de T4 livre, TSH e prolactina.
Teste do TRH foi realizado em quatro pacientes. Para avaliagdo da funcdo corticotrofica, foi
dosado o cortisol basal (n=113) ou apds estimulo com insulina (n=4) ou ACTH (n=4).
Deficiéncia de ACTH foi diagnosticada com niveis de cortisol basal inferiores a 5 pg/dl ou

19,8 ug/dl, nos casos onde o teste de estimulo foi realizado. Em pacientes com niveis basais
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de cortisol entre 5 e 6,4 pg/dl a deficiéncia de ACTH foi considerada possivel e niveis de
cortisol acima de 6,4 pg/dl foram considerados normais. Dosagens de FSH, LH, testosterona e
estradiol foram realizadas nos pacientes em idade puberal. Deficiéncia de hormdnio
antidiurético (ADH) foi diagnosticada na presenga de osmolaridade urinaria diminuida e
diurese superior a 3 litros/24 horas em adolescentes e adultos e superior a 2 I/m? de superficie

corporal em criangas.

Ressonéancia Nuclear Magnética de Hipdfise (RNMH)

Foram obtidas imagens @ RNMH em cortes finos de 3 mm de espessura nos planos
sagital e coronal. A haste hipofisaria foi definida como normal, ausente ou afilada apds
administracdo de gadolinio. A altura maxima da hipofise foi calculada atraves da medida
perpendicular da maior distancia entre a base e o topo da glandula. Considerou-se hipoplasia
hipofisaria quando a altura da glandula para a idade foi menor que - 2 DP quando comparada
com os controles normais descritos na literatura (Argyropolou et al., 1991). Malformacdes
cerebrais associadas foram tambeém observadas. Todos os exames foram revisados pelo

mesmo neurorradiologista pediatrico.

Analise estatistica
Os resultados foram expressos como media + DP. Comparacdes de proporcdes
intergrupos foram realizadas utilizando o X? ou teste exato de Fisher. P < 0,05 foi considerado

significante.

Resultados

Caracteristicas Clinicas Gerais

As idades médias ao inicio do tratamento com GH e na ultima consulta foram,
respectivamente, 12,4 £ 5,5 (2,7 - 27,0) anos e 17,1 £ 5,7 (5,2 - 33,1) anos. Cento e vinte e
sete pacientes estavam pré-puberes no inicio do tratamento. Parto vaginal e cesareo foram
descritos em 90 e 36 pacientes, respectivamente, ndo sendo a informacdo obtida em quatro
pacientes. Apresentacdo pélvica ocorreu em 35 pacientes (40%) cujo parto foi vaginal. A
apresentacdo fetal ndo foi relatada nos casos de cesarianas. Historia de consanguinidade estava
presente em 13 dos 117 pacientes (11,1%) nos quais esta informagdo pode ser obtida. Um

paciente tinha um irmdo com DGH sem ELP.
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AlteracBes do exame fisico, isoladas ou associadas, foram descritas em 22 pacientes
(16,9%): anoftalmia direita (n=1), criptorquidia (n=9), micropénis (n=10), l&bio leporino
(n=1), estrabismo (n=4) e pé torto congénito (n=2).

Eixo Somatotrofico

A estatura no inicio do tratamento com GH foi de - 4,6 + 1,9 (-9,5 a 0,5) DP. Cinco
pacientes encontravam-se dentro da curva normal antes do tratamento, um que havia
interrompido uso de GH iniciado aos trés anos de idade e os demais nos quais a DGH foi
investigada em funcdo de desaceleracdo da velocidade de crescimento (n=2), anemia de
Fanconi (n=1), historia de micropénis e hipoglicemia neonatal (n=1). A diferenca entre a
estatura no inicio do tratamento e a estatura-alvo familiar (n=121) foi de -3,8 + 1,8 (-8,8 a 1)
DP.

Cento e dezenove pacientes realizaram teste de estimulo do GH, sendo o exame
repetido em 44 deles. O pico do GH foi normal em sete pacientes (5,9%), trés no primeiro
(25,2; 15,8 e 17,5 ng/ml) e quatro no segundo exame (65,0; 12,9; 10,9 e 8,1 ng/ml), sendo
cinco testes realizados apos clonidina e dois apds insulina. Os niveis de IGF-1 estavam
normais em dois dos sete pacientes que apresentaram pico de GH normal O diagndéstico de
DGH foi estabelecido em funcdo dos seguintes critérios: um (n= 47) ou dois (n=13) testes de
estimulo ndo responsivos associados a ELP na RNMH; dois testes de estimulo n&o
responsivos (n=26); um teste de estimulo ndo responsivo associado a niveis diminuidos de
IGF-1 (n=16); ELP na RNMH (n=12); DHHC (n=6); um teste de estimulo ndo responsivo
associado a sela vazia na tomografia computadorizada de hipofise (n=1). Nove pacientes
foram tratados com apenas um teste de estimulo, diante de quadro muito sugestivo de DGH,

enquanto aguardava-se a RNMH.

Eixo Tireotrofico e Prolactina
Deficiéncia de TSH foi diagnosticada em 72 pacientes (55,4%) apds teste do TRH
(n= 04) ou diante de niveis de T4 diminuidos associados aos de TSH ndo aumentados. A

prolactina estava elevada em 10 (8,5%) dos 117 pacientes nos quais a dosagem foi realizada.

Eixo Corticotroéfico
Em 48 pacientes (39,7%) o diagnostico de deficiéncia ACTH foi confirmado. Em nove
outros (7,4%), com niveis basais de cortisol entre 5 e 6,4 pg/dl, a deficiéncia de ACTH foi

considerada possivel. Nove pacientes ndo tiveram o eixo corticotréfico avaliado. Os pacientes
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com diagndstico de insuficiéncia adrenal ndo apresentavam sinais e sintomas compativeis com
0 quadro, exceto aqueles com historia de hipoglicemia neonatal e introducdo precoce de
corticoide (n= 5) e pacientes do sexo feminino, que, a época da puberdade ndo apresentavam
pelos pubianos (n=8), sugerindo auséncia de estimulo das zonas reticular e/ou fasciculada das

adrenais.

Eixo Gonadotrofico
Sexo Masculino

Na ultima avaliacdo, 27 pacientes (29%) tinham entre 14 e 18 anos (grupo A) e 40
(43%) tinham mais de 18 anos (grupo B). A idade média desses pacientes foi de 20,1 + 4,7
(14,1-33,1) anos. No grupo A, 13 pacientes (48,1%) ndo apresentavam deficiéncia
gonadotréfica, enquanto 14 (51,9%) evoluiram com retardo puberal. No grupo B, oito
pacientes (20%) tinham fungdo gonadotréfica normal e 32 (80%) apresentavam deficiéncia
gonadotréfica, sendo completa em 29 individuos (Figura 1). As frequéncias de micropénis e
criptorquidia nos pacientes incluidos no estudo foram, respectivamente, 10,8 e 9,7 %. Na
ltima consulta quatro pacientes com histéria de micropénis estavam abaixo dos 14 anos,
quatro apresentavam retardo puberal e dois tinham deficiéncia gonadotrofica. Naqueles com
criptorquidia, trés eram preé-puberes, trés apresentavam retardo puberal e dois tinham de
deficiéncia gonadotrofica. Um dos pacientes com criptorquidia direita, previamente submetido

a cirurgia, apresentava testiculo de 8 ml aos 13,7 anos.

Grupo A érupo B

W Deficigncia Completa de EnRH

ODeficiéncia Parcial de EnRH

@ Retardo Puberal

= Mormal

14 a 18 anos > 1B anas

Figura 1: Status gonadotrdfico dos 67 pacientes do sexo masculino acima de 14 anos na ultima avaliagdo. Os
valores nas colunas representam o percentual de pacientes em cada grupo.



57

Sexo Feminino

Na dltima consulta, 12 pacientes (32,4%) tinham entre 13 e 18 anos (grupo A) e 13
(35,1%) tinham mais de 18 anos (grupo B). A idade média dessas pacientes foi de 18,9 + 3,6
(14,9-27,1) anos. No grupo A, sete pacientes (58,3%) ndo apresentavam deficiéncia
gonadotrofica, enquanto cinco (41,7%) tinham retardo puberal. No grupo B, todas as pacientes
apresentavam deficiéncia gonadotrofica, sendo completa em dez (76,9%) (Figura 2). Uma
paciente com deficiéncia parcial de gonadotrofinas apresentava amenorreia primaria aos 24
anos e as demais referiram menarca aos 14,8 e 16 anos, com quadro posterior de amenorreia

secundaria.

W Deficigncia Completa de EnRH
O beficiéncia Parcial de GnRH
m Retards Puberal

@ Marmal

13 a 18 anos > 18 anos

Figura 2: Status gonadotréfico das 25 pacientes do sexo feminino acima de 13 anos na Gltima avaliagdo. Os
valores nas colunas representam o percentual de pacientes em cada grupo.

Resumo da Funcdo Hipofisaria Anterior

Excluindo-se os casos de retardo puberal e deficiéncia corticotrofica possivel, a
frequéncia de DHHC foi de 61,5 % (Quadro 1), sendo esse percentual de 65,4%, quando
foram incluidos os casos de retardo puberal e deficiéncia corticotrofica possivel. Ndo houve
diferenca na prevaléncia de apresentacdo pélvica nos pacientes com deficiéncia de GH isolada
(DGHI) e DHHC.
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n (%)
TSH+ACTH+GnRH 24 (30)
TSH+ACTH 21 (26,3)
TSH+GnRH 14 (17,5)
TSH 13 (16,3)
GnRH 5(6,2)
ACTH+GnRH 2 (2,5)
ACTH+DI 1(1,2)

Quadro 1: Prevaléncia da disfuncdo hormonal nos 80 casos de DHHC.

Caracteristicas Radioldgicas

A RNMH foi realizada aos 13,2 + 5,8 anos (2,6 - 28,5) anos. A neuro-hipofise (NH)
estava ectopica em 128 pacientes, sendo que em dois deles parte da NH encontrava-se em

topografia normal. Em outros dois pacientes a NH ndo foi observada, um dos quais

apresentava diabetes insipidus. A AH estava hipoplasica em 117 pacientes (90%), ausente em

cinco (3,8%) e normal em oito (6,2%). A haste hipofisaria ndo foi visualizada em 86

individuos (66,2%), e naqueles onde foi identificada, foi definida como interrompida (n=25),

afilada (n=13) ou normal (n=6). N&o houve associacdo entre parto pélvico e auséncia de haste.

Comparando-se os grupos com DGHI e DHHC, observou-se que a auséncia da haste

hipofisaria foi mais frequente no segundo grupo (p= 0,007). A ocorréncia de AH hipoplasica

ndo diferiu nos dois grupos. Malformacdes do sistema nervoso central, isoladas ou

combinadas, foram observadas em doze pacientes (9,2%), sendo descritas no Quadro 2.

n
Agenesia do corpo caloso 2
Hipoplasia do corpo caloso 2
Agenesia do septo peltcido 1
Angioma venoso 2
Colpocefalia 3
Leucomal&cia ventricular 1
Auséncia da artéria cerebral média 1
Malformacao de Chiari tipo 1 1
Gliose e desmielinizacéo 2

Quadro 2: Malformacgdes cerebrais nos pacientes com ELP.
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Discussao

Embora a sindrome de interrupgdo de haste hipofisaria (PSIS) tenha sido inicialmente
descrita em 1987 (Fujisawa et al., 1987), muitas questdes envolvendo a mesma ainda carecem
de resposta. O presente estudo descreve as caracteristicas clinicas, hormonais e radiolégicas de
130 pacientes com PSIS e baixa estatura, a maior casuistica ja publicada até o momento.

A predominancia de pacientes do sexo masculino, com razdo de 2,5:1, é similar a
encontrada em outros estudos (Pinto et al., 1997; Chen et al., 1999; Melo et al., 2007; Mehta
et al., 2009), ndo havendo, entretanto, uma justificativa para esse achado. Discute-se que
decorra do impacto social da baixa estatura, maior nos individuos do sexo masculino, que 0s
levaria a buscar atendimento médico com maior frequéncia (Hughes et al., 2010). Melo et al.
(2007) sugerem que a maior prevaléncia de ELP no sexo masculino pode estar ligada ao
cromossomo X, uma vez que alteragcbes do SOX3, presentes naquele cromossomo foram
descritas em meninos com baixa estatura e ELP (Woods et al., 2005).

A media de idade quando da realizacdo da RNMH e do inicio do tratamento foi
elevada, ocasionando diagndéstico e tratamento tardios em alguns casos. O diagnostico tardio
pode ser justificado pelas dificuldades associadas a auséncia de exames inequivocos para a
deteccdo da DGH e a heterogeneidade clinica da doenca (Rosenfeld et al., 1995; Rosenfeld,
1997). Chama atencdo que o retardo no diagnostico ocorreu mesmo em alguns pacientes que
apresentaram sinais ou sintomas sugestivos de deficiéncia hipofisaria no periodo neonatal, o
que também ja& foi descrito por outros autores (Tauber et al., 2005). Importante também
ressaltar que caso um pico de GH normal fosse considerado critério de exclusdo de DGH,
5,9% dos pacientes do estudo ndo se beneficiariam do tratamento com GH. Esse achado
reforca a importancia da realizacdo precoce da RNMH nos pacientes com baixa estatura,
especialmente naqueles cuja etiologia ndo tenha sido esclarecida.

A clonidina, um agonista a-adrenérgico, atua estimulando a liberacdo do GHRH e foi
0 teste utilizado por cinco dos sete pacientes com picos normais de GH. Essa substancia ¢é
considerada por alguns autores mais potente estimulador da liberacdo de GH que a
hipoglicemia insulinica (Lanes & Hurtado, 1982), podendo induzir resposta normal em
pacientes que ainda tém alguma reserva hipofisaria. A progressdo da isquemia glandular
provocada pela interrup¢do do sistema portal vascular nos portadores de alteracfes da haste
pode contribuir para a faléncia hormonal progressiva e ndo resposta aos testes de estimulo (Di
lorgi et al., 2007).
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A ocorréncia de apresentacdo pélvica foi de 40%, sendo, portanto, elevada ja que na
populacdo geral situa-se entre 3 e 4% (Albrechtsen et al., 1998). A associagdo entre ELP e
eventos perinatais, especialmente apresentacdo pélvica, tem sido demonstrada por varios
autores (Kikuchi et al., 1988; Pinto et al., 1997). Acreditava-se que trauma ao nascimento
seria responsavel pela transeccdo mecénica da haste hipofisaria e consequente regeneragdo do
lobo posterior da hipofise a nivel hipotaldmico (Kikuchi et al., 1988). Atualmente, a hipGtese
congénito-genética é mais aceita, em funcdo da ocorréncia de casos familiares e da auséncia
de eventos perinatais adversos em grande nimero de pacientes (Maghnie et al., 1991;
Argyropolou et al., 1992; Pinto et al., 1997; Hamilton et al., 1998; Chen et al., 1999),
descricdo em portadores de mutacbes de fatores de transcricdo relacionados a embriogénese
hipofisaria e em associagdo com doengas cromossdmicas e malformagdes do sistema nervoso
central (Dattani et al., 1998; Hamilton et al., 1998; Machinis et al., 2001; Woods et al., 2005;
Dateki et al., 2008; Diaczok et al., 2008; Tajima et al., 2009; Dateki et al., 2010). No estudo, a
descricdo de consanguinidade em 11,1 % dos pacientes reforca a possibilidade da influéncia
genética na génese da doenca. Simon et al. (2006), avaliando 60 pacientes com ELP,
descreveram taxa de consanguinidade e de casos familiares de 12%. Entretanto, houve grande
variabilidade fenotipica nos casos familiares, sugerindo que varios mecanismos podem estar
associados a patogénese da doenga.

Para excluir casos de retardo puberal e consequente superestimacdo de deficiéncia
gonadotréfica, o diagndstico de hipogonadismo sé foi considerado de certeza nos pacientes
acima de 18 anos, sendo descrita em 47,8 e 52% nos sexos masculino e feminino,
respectivamente. Entretanto, a prevaléncia de deficiéncia gonadotréfica elevou-se para 67,8 e
72%, quando incluidos meninos e meninas acima de 14 e 13 anos, respectivamente. Em
casuisticas menores de portadores de PSIS a ocorréncia de hipogonadismo situou-se entre 40
e 94%. Rottembourg et al. (2008), avaliando 27 pacientes (15 do sexo masculino),
observaram hipogonadismo em 73 e 91% dos homens e mulheres, respectivamente. Mas,
falso-positivos podem ter sido incluidos, pois foram consideradas, como ponto de corte, as
idades de 14,5 nos meninos e 13 anos nas meninas. Criptorquidismo e micropénis foram
menos frequentes no presente estudo que em publicacdes anteriores (Pinto et al., 1997;
Rottembourg et al., 2008). O mecanismo de desenvolvimento puberal incompleto nos
pacientes com PSIS ainda ndo estd definido. Embora a resposta gonadotrofica apos
administracdo de GnRH tenha sido normal em alguns pacientes, alteracdes da pulsatilidade

das gonadotrofinas ja foram descritas (Crottaz et al., 1996; Rottembourg et al., 2008). Ndo ha
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dados na literatura referentes a fertilidade em portadores de PSIS na idade adulta, sendo
importante questdo a ser respondida em estudos futuros.

A insuficiéncia adrenal foi menos prevalente que em estudos prévios (Pinto et al.,
1997; Kandemir et al., 2000; Melo et al., 2007). O diagnostico de insuficiéncia adrenal é
dificil, sendo habitualmente realizado diante de picos insuficientes de cortisol apds
administracdo de ACTH ou de insulina. Entretanto, a hipoglicemia induzida pela insulina
pode ser grave, especialmente em pacientes com outras deficiéncias hormonais, tendo seu uso
limitado. No presente estudo, apenas o cortisol basal foi mensurado na maioria dos casos,
sendo considerado normal quando maior ou igual a 175 nmol/l (6,34 pg/dl), valor com
sensibilidade e especificidade de, respectivamente, 93,3 e 92,3% para deteccdo de
insuficiéncia de ACTH (Mehta et al., 2005). A diferenca na prevaléncia de insuficiéncia
adrenal nos diversos estudos pode decorrer dos critérios utilizados para definicdo da mesma,
que pode ter sido superestimada em publicacbes anteriores. Conforme observado no estudo,
meninas com deficiéncia corticotrofica ndo apresentavam pelos pubianos a época da
puberdade, sendo esse um critério indireto de avaliacdo da producdo de cortisol no sexo
feminino. Chama atencdo que pacientes ndo diagnosticados no periodo neonatal, nédo
apresentavam sintomas compativeis com deficiéncia corticotréfica, mesmo em situacoes de
estresse. Além disso, alguns pacientes com histéria de hipoglicemia e convulsdes no periodo
neonatal evoluiram sem sintomas mesmo sem a instituicdo do tratamento, a despeito de, mais
tardiamente, terem a confirmacdo de deficiéncia de ACTH. A razdo para esses achados,
também descritos por Tauber et al. (2005), é desconhecida.

Publicacdes anteriores evidenciaram que a DHHC é mais frequente em portadores de
ELP (Ultman et al., 1993; Maghnie et al., 1996; Chen et al., 1999; Osorio et al., 2002; Tauber
et al., 2005), especialmente quando a haste hipofisaria estd ausente (Maghnie et al., 1996;
Chen et al., 1999; Melo et al., 2007), resultados também encontrados no estudo. A DHHC foi
descrita em 61,5%, podendo essa frequéncia ser ainda maior, se pacientes mais jovens ao
atingirem a idade puberal apresentarem deficiéncia gonadotrofica. Além disso, outras
deficiéncias hormonais, especialmente de ACTH, podem se manifestar mesmo apdés o final do
tratamento pelo GH, motivo pelo qual o acompanhamento desses pacientes deve ser mantido
indefinidamente (Léger et al., 2005). Localizacdo da NH na eminéncia média também seria
preditor de formas mais graves de insuficiéncia hipofisaria (Léger et al., 2005). AH
hipoplasica, encontrada em 90% dos casos, ndo diferiu entre os portadores de deficiéncia
isolada de GH (DGHI) e DHHC, similar ao descrito por outros autores, sendo considerado

sinal ndo especifico, observado tanto em criancas com DGH idiopatica como com DHHC
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(Garel & Léger, 2007). Malformagdes cerebrais, embora descritas em apenas 9,2%, menos
prevalentes que em séries anteriores, devem sempre ser investigadas nos casos de ELP
(Mitchell et al., 2002; Tauber et al., 2005; Simon et al., 2006; Melo et al., 2007).

Em concluséo, os dados referentes aos achados clinicos, radiologicos e hormonais na
maior casuistica j& publicada de pacientes com ELP, confirmam a heterogeneidade clinica da
doenca e sugerem o envolvimento de varios mecanismos na génese da mesma. Estudos
moleculares tém demonstrado mutacdes em genes envolvidos na embriogénese hipofiséria
apenas em numero muito restrito de casos, indicando que, embora a teoria genética esteja
relacionada a ELP, todos os fatores associados a patogenia da doenca ainda ndo foram
elucidados. Diante da suspeita de DGH, a realizacdo de RNMH é mandatodria, pois pode ser
conclusiva, quando ELP é identificada. Entretanto, como percentual elevado de pacientes com
DGH ndo apresenta alteracbes radiologicas, a inexisténcia de exame padrdo-ouro, torna
necessaria a utilizacao de varios elementos, como os parametros antropométricos, (incluindo a
dissociacdo com a estatura-alvo familial) e os marcadores biologicos classicos, como
dosagens de IGF-1 e testes de estimulo farmacologicos. A interpretacdo desses exames deve
levar em consideracdo os falsos positivos e negativos associados aos mesmos, para evitar,

sobretudo, que portadores de DGH ndo sejam adequadamente tratados.
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Resumo do Artigo 2

Titulo: Anélise de Mutagdes nos Genes HESX1, LHX4 e OTX2 em 104 Pacientes
com Ectopia do Lobo Posterior Hipofisario

Esse estudo avaliou a presenca de mutagcdes em trés genes codificadores de fatores
transcricionais (HESX1, LHX4 e OTX2) em 104 (74 do sexo masculino) dos 130 pacientes da
coorte de pacientes com NH ectopica e DGH, descrita no artigo 1. A escolha dos referidos
genes baseou-se no fato de que mutacdes nos mesmos, além de no SOX3, ja foram
identificadas em numero restrito de portadores de ELP. As mutagdes foram estudadas pelas
técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) e
polimorfismo conformacional de fita simples (Single Strand Conformation Polymorphism -
SSCP) ou PCR seguida de sequenciamento. Mutacfes foram identificadas no éxon 3 do
HESX1 e no éxon 6 do LHX4, em cinco e vinte e seis pacientes, respectivamente. Essas
mutacbes ndo foram descritas previamente e serdo investigadas em individuos normais para

avaliar se estdo associadas a ELP.
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Resumo

Introducéo: mutacdes em genes codificadores de fatores de transcri¢do tém sido descritas em
pacientes apresentando ectopia do lobo posterior da hipofise (ELP) na ressonancia nuclear
magnética de hipofise (RNMH) e deficiéncia de horménio do crescimento isolada (DGHI) ou
associada a outras deficiéncias hormonais (DHHC).

Objetivo: pesquisar mutacdes nos genes codificadores de fatores transcricionais HESX1,
LHX4 e OTX2 em pacientes com ELP.

Material e Métodos: utilizadas as técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase
Chain Reaction - PCR) e polimorfismo conformacional de fita simples (Single Strand
Conformation Polymorphism - SSCP) ou PCR seguida de sequenciamento, para investigacdo
de mutacdes em pacientes com ELP e DGHI ou DHHC acompanhados em um mesmo centro
de referéncia no periodo de onze anos.

Resultados: estudados 104 pacientes (74 do sexo masculino), 75 (72,1%) com DHHC. ELP
foi descrita em 103 pacientes, ndo sendo a neuro-hipofise (NH) visualizada em um paciente.
Mutacdo em heterozigose no éxon 3 do HESX1 (18A>G) foi descrita em cinco pacientes e
mutacdo (205A>G) no éxon 6 do LHX4 foi descrita em 26 pacientes, estando em heterozigose

em 19 deles. Essas mutacdes nao foram previamente descritas.
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Concluséo: foram identificadas mutagdes novas em 31 pacientes com ELP. Estudo posterior,

avaliando individuos normais avaliara se essas mutagdes estdo associadas a ELP.

Descritores: neuro-hipofise, ectopica, deficiéncia de horménio do crescimento, OTX2, LHX4,
HESX1, mutacao.

Introducéo

A glandula hipofisaria madura em humanos e formada pelos lobos anterior e posterior,
cujas origens embrioldgicas sdo distintas (Sheng & Westphal, 1999). O lobo anterior deriva da
bolsa de Rathke, uma invaginacdo do ectoderma oral e é constituido de cinco tipos celulares
distintos, responsaveis pela producdo de horménio do crescimento (GH), hormdnio
luteinizante (LH), hormonio foliculo-estimulante (FSH), horménio estimulador da tireoide
(TSH) e prolactina. A neuro-hipofise (NH) deriva do neuroectoderma e é responsavel pela
secrecdo de ocitocina e vasopressina (lkeda et al., 1988; Kelberman & Dattani, 2006;
Alatzoglou & Dattani, 2009). Uma cascata de fatores transcricionais (Hesx1, Pitx1, Pitx2,
Lhx3, Lhx4, Propl e POU1F1) e moléculas sinalizadoras (Bmp2, Bmp4, Fgf8, Fgf4, Nkx2.1,
Wn5a, Wnt4, Shh) é requerida para a embriogénese hipofisaria (Treier & Rosenfeld, 1996;
Sheng et al., 1996; Takuma et al., 1998; Sheng & Westphal, 1999; Mullen et al., 2007).

Alteracdes no desenvolvimento hipofisario podem levar a deficiéncia isolada de GH
(DGHI) ou deficiéncia hormonal hipofisaria combinada (DHHC). Em 1987, foi descrita, em
pacientes com hipopituitarismo, a sindrome de interrupcao de haste hipofisaria (Fusijawa et
al., 1987), constituida de trés elementos a RNMH: adeno-hipéfise (AH) hipoplasica, haste
hipofisaria ausente ou interrompida e ectopia do lobo posterior hipofisario (ELP), sendo este
altimo considerado marcador de DGH permanente (Ultmann et al., 1993; Maghnie et al.,
1996; Genovese et al., 1997; Léger et al., 2005). MutacGes nos genes HESX1 (Dattani et al.,
1998; Brickman et al., 2001; Thomas et al., 2001; Carvalho et al., 2003; Cohen et al., 2003;
Tajima et al., 2003; McNay et al., 2007; Corneli et al., 2008), LHX4 (Machinis et al., 2001;
Tajima et al., 2007; Castinetti et al., 2008; Pfaeffle et al., 2008; Dateki et al., 2010; Tajima et
al., 2010), SOX3 (Woods et al., 2005) e, mais recentemente, OTX2 (Diaczoc et al., 2008;
Tajima et al.,, 2009; Ashkenazi-Hoffnung et al., 2010; Dateki et al., 2010) ja foram

identificadas em alguns pacientes com ELP.
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A baixa prevaléncia de mutacbes nessa populacdo, associada a heterogeneidade
fenotipica dos pacientes com a mesma mutacao, sugerem que outros fatores estéo relacionados
a génese da ELP (Reynaud et al., 2006; Melo et al., 2007; Dateki et al., 2010). O objetivo
desse estudo foi investigar a presenca de mutagdes nos genes HESX1, LHX4 e OTX2 em uma
coorte de pacientes com ELP e DGH, acompanhada num mesmo centro de referéncia do

estado da Bahia.

Material e Métodos

Pacientes

Estudados 104 pacientes (74 do sexo masculino) de uma coorte de 130 pacientes com
diagnostico de DGH e ELP acompanhados num servico publico de referéncia (CEDEBA), no
estado da Bahia, Brasil, num periodo de 11 anos (1998 a 2009). O DNA nao foi obtido de 26
pacientes, que foram excluidos do estudo. Uma paciente, cuja NH ndo foi visualizada, foi
mantida no estudo e outra paciente com ELP e historia de traumatismo cranio-encefalico apds
acidente automobilistico foi excluida. O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa do CEDEBA e da FIOCRUZ e a inclusdo no mesmo foi feita pela assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos pacientes ou seus responsaveis.

Avaliacdo Laboratorial

O GH foi mensurado antes e 60 e 90 minutos apos estimulacdo com clonidina (0,15
mg/m?) ou L-DOPA (10 mg/kg); ou antes e 20, 45, 60, 75 e 90 minutos ap6s a estimulagéo
com insulina (0,1 Ul/kg). Pico de GH foi considerado diminuido quando inferior a 7 ng/ml.
Para avaliacdo do restante da funcéo hipofisaria foram realizadas dosagens basais de T4 livre,
TSH e prolactina, além de cortisol basal ou ap6s estimulo com insulina ou ACTH. Deficiéncia
de ACTH foi diagnosticada com niveis de cortisol basal inferiores a 5 pg/dl ou 19,8 pg/dl,
nos casos onde o teste de estimulo foi realizado. Em pacientes com niveis basais de cortisol
entre 5 e 6,4 pg/dl a deficiéncia de ACTH foi considerada possivel e niveis de cortisol acima
de 6,4 pg/dl foram considerados normais. Dosagens de FSH, LH, testosterona e estradiol
foram realizadas nos pacientes em idade puberal. Deficiéncia de hormdnio antidiurético
(ADH) foi diagnosticada na presenca de osmolaridade urinaria diminuida e diurese superior a
3 litros/24 horas em adolescentes e adultos e superior a 2 I/m? de superficie corporal em

criancgas.
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Ressonancia Nuclear Magnética de Hipdfise (RNMH)

Foram obtidas imagens a RNMH em cortes finos de 3 mm de espessura nos planos
sagital e coronal. A haste hipofisaria foi definida como normal, ausente ou afilada apo6s
administracdo de gadolinio. A altura maxima da hipofise foi calculada atraves da medida
perpendicular da maior distancia entre a base e o topo da glandula. Considerou-se hipoplasia
hipofisaria quando a altura da glandula para a idade foi menor que - 2 DP quando comparada
com os controles normais descritos na literatura (Argyropolou et al., 1991). Malformacdes
cerebrais associadas foram também observadas. Todos os exames foram revisados pelo

mesmo neurorradiologista pediatrico.

Estudo Molecular
Extracdo de DNA

O DNA foi extraido de 5 ml de sangue periférico pelo método de Lahiri & Nurnberger
(1991) e foi armazenado a -20°C.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) e Polimorfismo
conformacional de fita simples (Single Strand Conformation Polymorphism - SSCP)

Todos os éxons e limites éxon-intron do HESX1, LHX4 e OTX2 foram amplificados
por PCR utilizando-se primers previamente descritos (Dattani et al., 1998; Melo et al., 2007;
Ragge et al., 2005). O éxon 6 do LHX4 foi analisado por sequenciamento direto. Para 0s
demais éxons de todos 0s genes, uma vez constatada a amplificacdo dos produtos de PCR em
gel de agarose a 2%, a triagem mutacional foi realizada pela técnica de SSCP.
Aproximadamente 10 ul de cada produto de PCR foram misturados a um tampao de corrida
(5l de formamida a 98% e 5ul de xilenocianol a 0,05%). As amostras foram desnaturadas a
94°C durante 6 minutos, mantidas no gelo e aplicadas em géis de acrilamida, que foram
submetidos a eletroforese a 50 volts por 12 a 16 horas. Apés a corrida, os géis foram corados
com nitrato de prata em trés etapas, de acordo com protocolo adaptado de Sanguinetti et al.
(1994).

Sequenciamento
Os fragmentos com migracdo anormal ou aqueles que ndo foram adequadamente
visualizados no gel foram sequenciados utilizando o Big Dye™ Terminator Cycle

Sequencing kit (Applied Biosystems), em ambas as direcdes (forward e reverse). A analise das
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alteracdes foi feita com base nas sequéncias de referéncia (HESX1: NG_008242, LHX4:
NG_008081 e OTX2: NC_000014) do banco de dados de sequéncias génicas do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) disponivel online. Os eletroferogramas obtidos
foram analisados pelo programa ABI Analysis Data Collection e as sequéncias foram

analisadas pelo software “Sequencher versdo 3.1”.

Resultados

Caracteristicas Clinicas, Laboratoriais e Radioldgicas dos Pacientes

A idade média ao diagnostico de DGH foi 12,3 + 5,6 (2,7 - 27,0) anos. Parto vaginal e
cesareo foram descritos em 74 (73,3%) e 27 (26,7%) pacientes, respectivamente, ndo sendo a
informacao obtida em trés pacientes. Apresentacdo pélvica ocorreu em 27 pacientes (36,5%)
cujo parto foi vaginal. Histdéria de consanguinidade estava presente em 12 dos 101 pacientes
(11,9%) nos quais esta informacdo pdde ser obtida. Alteracdes do exame fisico foram
descritas em 19 pacientes (18,7%): anoftalmia direita (n=1), criptorquidia (n=7), micropénis
(n=8), labio leporino (n=1), estrabismo (n=4) e pé torto congénito (n=2). O pico de GH estava
diminuido em 93 (96,9%) dos 96 pacientes nos quais o0 teste de estimulo foi realizado e
normal nos demais (3,1%). Vinte e nove pacientes (27,8%) apresentavam DGHI e 75
pacientes (72,1%) tinham vérias combinacdes de deficiéncias hormonais. A NH estava
ectdpica em 103 pacientes e ndo foi visualizada em um. A haste hipofisaria estava ausente em
72 individuos (69,2%), sendo visivel nos demais. Malformacgdes do sistema nervoso central
(SNC), isoladas ou combinadas, foram observadas em onze pacientes (10,6%) colpocefalia
(n=3), gliose e desmielinizacdo (n=2), agenesia do corpo caloso (n=2), hipoplasia do corpo
caloso (n=2), agenesia do septo pelicido (n=1), angioma venoso (n=1), leucomalécia
ventricular (n=1), auséncia da artéria cerebral média (n=1) e malformacéo de Chiari tipo 1
(n=1).

Analise Molecular

HESXZ1: cinco pacientes apresentaram transicdo em heterozigose no éxon 3 - 18A> G
(Figura 1A). LHX4: vinte e seis pacientes apresentaram transicdo no éxon 6 - 205A>G,
estando em heterozigose em dezenove deles (Figura 1B). OTX2: nenhuma mutacdo foi

encontrada nos pacientes estudados.
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Figura 1: (A) Transi¢do de A para G no nucleotideo 18 do éxon 3 do HESX1. (B) Transicdo de A para G no

nucleotideo 205 do éxon 6 do LHX4.

Ambas as mutacdes levam a substituicdo de uma base por outra da mesma categoria.

Ha troca de asparagina para serina, ambas da mesma familia de aminoécidos. Essas mutacoes

ndo foram descritas previamente.

Os fendtipos clinico, hormonal e radiologico dos pacientes com mutagdes estdo

descritos nas Tabelas 1 a 3.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas, hormonais e radioldgicas dos 19 pacientes com mutagdes em heterozigose no éxon 6 do LHX4

S 1D CON AP PRL DTSH DACTH DGnRH AH NH HASTE AO

1 F 63 Ndo  Pélvica Normal Nao Né&o NA Hipoplasica  Ectopica Ausente

2 F 20,7 Néao Cefalica  Normal Sim Sim Sim Ausente Ectépica Ausente

3 F 24 Né&o Pélvica NR Né&o Né&o Né&o Hipoplésica  Ectopica Visivel

4 F 24 Né&o Cefadlica  Elevada  Sim Sim Sim Hipoplasica  Ectopica Ausente

5 F 19,7 Néo Cefalica  Normal Sim Provavel  Parcial Hipoplésica  Ectopica Ausente

6 F 251 Néo Cefalica  Normal Sim Né&o Sim Hipoplasica  Ectopica Ausente

7 F 52 Né&o Cefalica  Normal Sim Sim NA Hipoplasica  Ectopica Visivel RNMH: CC ausente/Dilatagdo dos ventriculos supra-
tentoriais/Colpocefalia

8 F 16,2 Néo Cefalica  Normal Sim Sim RP Hipopladsica  Ectépica Ausente

9 M 16,6 Sim Cefalica  Normal Nao Nao Nao Hipoplasica  Ectdpica Visivel RNMH: Dilatacdo do sistema ventricular/
Anoftalmia direita

10 M 183 Néo Cefalica  Normal Né&o Né&o Né&o Hipoplasica  Ectdpica Visivel

11 M 11,1 Nio  Cefélica Normal Nao Nao NA Hipoplasica  Ectopica Visivel

12 M 146 Nao Cefalica  Normal Nao Nao Nao Hipoplésica  Ectopica Visivel

13 M 17,4 Sim Cefdlica NR Nao Nao Nao Hipoplasica  Ectopica Visivel

14 M 283 Néo Pélvica Normal Sim Sim Sim Ausente Ectépica Ausente  Micropénis

15 M 224 ND Pélvica Elevada  Sim Sim Sim Hipoplasica  Ectopica Ausente

16 M 26,3 Néo Pélvica Normal Sim Sim Parcial Hipoplasica  Ectopica Ausente

17 M 17,1 Néo Cefélica  Normal Sim Sim RP Hipoplésica  Ectopica Ausente

18 M 22,4 Néo Pélvica Normal Sim Sim Sim Hipoplasica  Ectopica Ausente

19 M 215 ND Cefélica  Normal Sim Sim Sim Hipoplésica  Ectopica Ausente

S, sexo; ID, idade (em anos) na udltima consulta; CON, consanguinidade; AP, apresentacdo no parto; PRL, prolactina; DTSH, deficiéncia de TSH; DACTH, deficiéncia de
ACTH; AH, adeno-hipdfise; NH, neuro-hipdfise; AO, alteracdes associadas; NR, ndo realizada; ND, ndo disponivel; RP, retardo puberal; CC, corpo caloso; RNMH,
ressonancia nuclear magnética de hipdfise; NA, néo se aplica.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas, hormonais e radioldgicas dos sete pacientes com mutagdes em homozigose no éxon 6 do LHX4

S 1D Con. AP PRL DTSH DACTH DGnRH AH NH HASTE AO
1 M 16,2 Sim Cefalica Normal Nao Né&o RP Hipoplasica  Ectopica Ausente
2 M 9,4 Né&o Cefdlica Normal Nao Né&o NA Hipoplasica  Ectopica Ausente  Pé torto congénito e luxagdo congénita
do quadril
3 M 24,4 Né&o Cefalica Normal Sim Néo Sim Hipoplasica  Ectopica Visivel
4 M 14,5 Né&o Cefdlica Normal Sim Sim RP Hipoplésica ~ Ectopica/T6pica Ausente  Micropénis
5 M 18,3 Né&o Cefalica Normal Né&o Néo Néo Normal Ectépica Ausente
6 M 13 Sim Cefalica Normal  Sim Sim NA Hipoplésica  Ectopica Visivel Micropénis/Criptorquidia
7 M 20,8 Né&o Cefalica Normal  Sim Sim Sim Hipoplasica  Ectopica Ausente  Micropénis/Criptorquidia

S, sexo; ID, idade (em anos) na dltima consulta; CON, consanguinidade; AP, apresentacdo no parto; PRL, prolactina; DTSH, deficiéncia de TSH; DACTH, deficiéncia de
ACTH; AH, adeno-hipofise; NH, neuro-hipéfise; AO, alteracbes associadas; RP, retardo puberal; NA, néo se aplica.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas, hormonais e radioldgicas dos cinco pacientes com mutacGes em heterozigose no éxon 3 do HESX1

S ID CON AP PRL DTSH DACTH DGnRH AH NH HASTE AO
1 F 8,1 Nao Cefalica Normal Néo Nao NA Hipoplasica  Ectopica Ausente
2 F 25,1 Nao Cefélica Normal  Sim Nao Sim Hipoplésica  Ectopica Ausente
3 M 18,9 Nao Pélvica Normal  Sim Sim Sim Hipoplésica  Ectopica Ausente RNMH: Gliose/Desmieliniza¢do
4 M 14,6 Nao Cefélica Normal  Sim Sim RP Hipoplasica  Ectopica Ausente Criptorquidia
5 M 31,6 Sim Cefélica Normal N&o Néao Sim Hipoplésica  Ectopica Ausente

S, sexo; ID, idade (em anos) na udltima consulta; CON, consanguinidade; AP, apresentacdo no parto; PRL, prolactina; DTSH, deficiéncia de TSH; DACTH, deficiéncia de
ACTH; AH, adeno-hipdfise; NH, neuro-hipdfise; AO, alteracdes associadas; RP; retardo puberal; RNMH, ressonancia nuclear magnética de hipéfise; NA, ndo se aplica.
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Discussao

No presente estudo, foi relatado o resultado da triagem mutacional em genes
codificadores de fatores transcricionais em coorte de pacientes, ndo aparentados, portadores
de ELP associada a DGHI ou DHHC. Até o momento, a ELP s0 esteve associada a mutacées
nos genes HESX1 (Dattani et al., 1998; Brickman et al., 2001; Thomas et al., 2001; Carvalho
et al., 2003; Cohen et al., 2003; Tajima et al., 2003; McNay et al., 2007; Corneli et al., 2008),
LHX4 (Machinis et al., 2001; Tajima et al., 2007; Castinetti et al., 2008; Pfaeffle et al., 2008;
Dateki et al., 2010; Tajima et al., 2010), SOX3 (Woods et al., 2005) e OTX2 (Diaczoc et al.,
2008; Tajima et al., 2009; Ashkenazi-Hoffnung et al., 2010; Dateki et al., 2010), sendo a
prevaléncia dessas mutages muito baixa (Reynaud et al., 2006; Melo et al., 2007; Dateki et
al., 2010). Na maioria dos estudos, as populacdes avaliadas eram heterogéneas, uma vez que
se utilizava a DHHC, associada ou ndo a malformacdes da regido hipotalamo-hipofisaria,
como critério para investigacdo mutacional. Melo et al. (2007), avaliando 62 pacientes com
ELP, ndo identificaram mutacgdes causadoras de doenca no LHX4 e HESX1.

O conhecimento dos fatores transcricionais ligados a embriogénese hipofiséria,
associado a identificacdo de alteracbes morfologicas a RNMH, levou a investigacdo de
mutacbes que pudessem justificar as alteracGes fenotipicas apresentadas pelos pacientes.
Mutacbes no HESX1, fator repressor transcricional, envolvido nas primeiras etapas do
desenvolvimento hipofisario e cujo desaparecimento € necessario para a expressdao do PROP-
1, foram inicialmente descritas em pacientes com displasia do septo ético (DSO) (Dattani et
al., 1998; Dattani & Robinson, 2002), patologia caracterizada pela presenca de duas das
sequintes alteracOes: atrofia do nervo Otico, malformacgdes da linha média e hipoplasia
hipofisaria. Mutacdo nesse gene foi a primeira descrita em pacientes com ELP (Dattani et al.,
1998). O fenotipo radiologico dos pacientes com muta¢do no HESX1 é muito heterogéneo,
incluindo agenesia do corpo caloso, hipoplasia do nervo 6tico, AH normal ou hipoplasica
(Dattani, 2005; Sobrier et al., 2005; Sobrier et al., 2006). O perfil hormonal desses pacientes
varia de DGHI a pan-hipopituitarismo (Dattani & Robinson, 2002; Dattani, 2005). A mutacéo
encontrada no presente trabalho, ndo descrita previamente, sera investigada em individuos
sem ELP e nos pais dos pacientes afetados, para avaliar sua associacdo com a patologia.

Mutacdes no LHX4, ndo identificadas previamente, foram descritas em 26 pacientes.
Similar ao descrito em trabalhos anteriores (Machinis et al., 2001; Reynaud et al., 2006;
Tajima et al., 2007; Castinetti et al., 2008; Pfaeffle et al., 2008; Dateki et al., 2010; Tajima et

al., 2010), foi observada grande variacdo fenotipica nos portadores da mesma mutacao.
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Estudo da mutacdo, descrita no presente estudo, em individuos normais ira avaliar a
associagdo da mesma com a ELP.

Como observado por outros autores, houve predomindncia de pacientes do sexo
masculino. Embora ndo avaliadas no estudo, alteragfes do SOX3, na presenca de ELP, devem
ser consideradas no sexo masculino, uma vez que, apesar da prevaléncia ndo ter sido definida,
essas alteracdes ja foram associadas a ELP (Woods et al., 2005).

Mutagcbes no OTX2, ndo identificadas nessa coorte, mesmo no paciente com
anoftalmia direita, também estdo relacionadas a fenétipos diversos. Curiosamente, o referido
paciente apresentou mutacdo no LHX4. Inicialmente as mutagdes do OTX2 foram associadas
a grande espectro de malformacgdes oculares (Ragge et al., 2005; Wyatt et al., 2008),
manifestacdes consideradas obrigatorias para justificar a investigacdo de mutacfes nesse
gene. Posteriormente, mutacdes foram descritas em pacientes com alteracbes da regido
hipotalamo-hipofisaria, com ou sem achados oculares, que apresentavam DGHI ou DHHC
(Diaczoc et al., 2008; Ashkenazi-Hoffnung et al., 2010; Tajima et al., 2009; Dateki et al.,
2010). O fendtipo hipofisario é variavel e independe da funcdo in vitro da mutacdo. Esse
achado estaria ligado a nocdo de que a haploinsuficiéncia de genes ligados ao
desenvolvimento esta associada a penetrancia e a expressividade variaveis, na dependéncia de
outros fatores genéticos e ambientais (Fisher & Scambler, 1994). O GH é o hormdnio
hipofisario mais vulneravel nos portadores de mutacdes no OTX2. A baixa estatura observada
em pacientes com anomalias oculares e mutacdes do OTX2 corrobora esse dado e indica que
DGH deve ser sistematicamente avaliada nesses pacientes.

Mutacdes nos genes envolvidos na embriogénese hipofisaria tém em comum a
diversidade fenotipica. As caracteristicas clinicas, laboratoriais e radiologicas de pacientes
com mutacGes no mesmo gene e até da mesma mutacdo sdo variaveis. Essas diferencas
fenotipicas podem estar relacionadas a forma de investigacdo utilizada em cada estudo,
sobretudo no que concerne a avalia¢do das deficiéncias hormonais nos pacientes afetados.

Quanto a baixa frequéncia de mutacdes encontrada nos pacientes com ELP, algumas
possibilidades devem ser questionadas. A estratégia de investigacdo molecular utilizada na
maioria dos estudos ndo teria permitido a identificacdo de delecdes e duplicacdes nos genes
conhecidos até o momento e a avaliacdo apenas dos éxons teria falhado em identificar
mutacOes patoldgicas nas regides ndo codificantes. Outra hipdtese seria a existéncia de outros
genes e moléculas sinalizadoras envolvidos na embriogénese hipéfisaria que, até o momento,

nao teriam sido identificados.
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O avango no conhecimento dos genes ligados a formacdo da hipéfise, associado a
avaliacdo molecular de casuisticas homogéneas e fenotipicamente bem caracterizadas de
pacientes com ELP, poderd contribuir para o conhecimento mais aprofundado da
fisiopatologia da doenca. Dessa forma, serd possivel definir algoritmo para pesquisa

mutacional.
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Resumo do Artigo 3

Titulo: Avaliacdo da Resposta no Primeiro ano de Tratamento com Hormonio do Crescimento
em Portadores de Deficiéncia de GH com e sem Ectopia do Lobo Posterior Hipofisério

Trata-se de um estudo longitudinal retrospectivo que comparou a resposta no primeiro
ano de tratamento com horménio do crescimento (GH) nos portadores de DGH com (n=58) e
sem ectopia (n=26) do lobo posterior hipofisario. O objetivo foi avaliar a resposta apos um
ano de terapia com GH em pacientes com e sem ectopia do lobo posterior hipofisario (ELP).
Observou-se que os parametros antropométricos pré-tratamento nao diferiram nos dois grupos
e que a aceleracdo estatural apos o uso de GH foi similar entre eles, dados divergentes de

estudos previos.
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Resumo

Introducéo: estudos prévios demonstraram que portadores de deficiéncia de hormonio do
crescimento (DGH) ndo adquirida, com alteracbes anatbmicas a ressonancia nuclear
magnética de hipofise (RNMH), tinham maior ganho estatural sob tratamento que aqueles sem
alteracdes radioldgicas.

Objetivo: comparar a resposta terapéutica ap6s um ano de uso de GH em portadores de DGH
com e sem ectopia do lobo posterior hipofisario (ELP).

Material e Métodos: estudo longitudinal retrospectivo de pacientes com DGH ndo adquirida
acompanhados no Centro de Diabetes e Endocrinologia do Estado da Bahia entre 1998 e 2009.
Resultados: avaliados 84 pacientes (64 do sexo masculino), cinquenta e oito com ELP (Grupo
A) e 26 sem ELP (Grupo B) a RNMH. Antes do tratamento, os parametros antropometricos
eram similares em ambos 0s grupos. Um ano apds a introducdo do GH a aceleracédo
significante na velocidade de crescimento (p< 0,0001) ndo diferiu entre 0s grupos.

Conclusdo: o uso do GH promoveu padrdo de crescimento similar em portadores de DGH

com e sem ELP, diferente de dados de estudos anteriores.

Descritores: ectopia, lobo posterior hipofisario, deficiéncia do horménio do crescimento,

tratamento, GH.
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Introducéo

O diagnbstico de DGH ndo adquirida baseia-se na associacdo de critérios
antropométricos e auséncia de pico do GH apds testes de estimulo farmacolégicos (Rosenfeld
et al., 1995; Rosenfeld, 1997; GH Research Society, 2000). Entretanto, o valor desses testes
de estimulo tem sido questionado, uma vez que 0s pontos de cortes sdo arbitrarios, 0s exames
sdo caros e os resultados ndo sdo reprodutiveis (Rosenfeld et al., 1997; GH Research Society,
2000). Diante da inexisténcia de teste considerado “padrao-ouro” e consequente incapacidade
de se estabelecer diagnostico definitivo de DGH, sdo tratados alguns pacientes cujo
diagndstico ndo é certeza e, alguns deles, apresentam pico de GH normal em testes de
estimulo realizados apos o final do crescimento (Cacciari et al., 1992; Tauber et al., 1997;
Maghnie et al., 1999). Nos ultimos anos, RNMH tem sido utilizada na investiga¢do de casos
de DGH ndo tumoral, permitindo a identificacdo de alteracbes da regido hipotalamo-
hipofisaria, especialmente a sindrome de interrupcéo da haste hipofisaria (PSIS, pituitary stalk
interruption syndrome) (Fusijawa et al., 1987). Neuro-hipdfise (NH) ectopica, associada ou
ndo a hipoplasia da adeno-hipofise (AH) e interrupcdo da haste hipofisaria, tem sido
considerada marcador de DGH permanente (Ultmann et al., 1993; Maghnie et al., 1996;
Genovese et al., 1997; Léger et al., 2005). Por outro lado, o achado isolado de AH hipoplasica
é sinal inespecifico, podendo estar presente em pacientes com DGH isolada (DGHI) ou
associada a outras deficiéncias hormonais (DHHC, deficiéncia hormonal hipofisaria
combinada) (Kornreich et al., 1998; Bozzola et al., 2000). Além disso, em pacientes com
DGHI a AH pode aumentar espontaneamente ap0s o final do desenvolvimento puberal
(Bozzola et al., 1996; Maghnie et al., 1999).

Estudos recentes demonstraram que a presenca de malformacdes cerebrais congénitas
a RNMH é mais importante preditor da resposta terapéutica que o pico de GH apos testes de
estimulo (Coutant et al., 2001; Zenaty et al., 2005; Louvel et al., 2009). Pacientes com as
referidas alteracbes apresentariam velocidade de crescimento mais acentuada que oS
portadores de DGH com RNMH normal, grupo que responderia ao tratamento de forma
similar aos individuos com baixa estatura idiopatica (Coutant et al., 2001). Assim, o objetivo
do presente estudo foi comparar a resposta no primeiro ano de tratamento com GH nos

pacientes com e sem ELP.
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Pacientes e Métodos

Pacientes

Estudo longitudinal retrospectivo que incluiu 84 pacientes (60 do sexo masculino) pré-
puberes e com idade cronoldgica no inicio do tratamento inferior a 16 anos, portadores de
DGH néo adquirida, tratados num mesmo centro de referéncia (CEDEBA) de 1998 a 20009.
Foram excluidos pacientes com doencas cromossdmicas, sindromes malformativas e doencas
cronicas. Os pacientes foram divididos em dois grupos em funcdo dos achados a RNMH:
Grupo A (n=58): pacientes com NH ectopica, com (n=9) ou sem (n=49) malformacbes
associadas e Grupo B (n=26): pacientes com RNMH normal (n=16), com apenas uma
malformagdo associada (n=1) ou hipoplasia hipofisaria (n=9). GH recombinante foi
administrado por via subcutanea, na dose de 0,5Ul/kg/semana (0,16 mg/kg/semana), em seis
ou sete injecdes/semana, sendo a dose reajustada a cada seis meses em funcdo do peso.
Pacientes com deficiéncias hormonais combinadas receberam tratamento substitutivo.

O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do CEDEBA e da
FIOCRUZ e a inclusdo no mesmo foi feita pela assinatura do Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido pelos pacientes ou seus responsaveis.

Métodos

Avaliacdo antropométrica: A estatura foi aferida com estadibmetro e o seu desvio-padréo
(DP) foi calculado utilizando-se referéncias-padrdo (Tanner et al., 1966). Estatura-alvo foi
calculada a partir das estaturas parentais (Tanner et al., 1970), exceto para sete pacientes, um
deles adotado. O indice de massa corpérea (IMC, peso em kg/estatura em m?) e a velocidade
de crescimento (VC) foram expressos em DP para a idade cronoldgica (Sempe et al., 1979;
Rolland-Cachera et al., 1991).

Avaliacdo laboratorial: 0 GH foi mensurado antes e 60 e 90 minutos apos estimulagdo com
clonidina (0,15 mg/m?) ou L-DOPA (10 mg/kg); ou antes e 20, 45, 60, 75 e 90 minutos apos a

estimulacdo com insulina (0,1 Ul/kg). Pico de GH foi considerado diminuido quando inferior

a 7 ng/ml. Dosagem de IGF-1 foi realizada por radioimunoensaio (RIE) ou
quimioluminescéncia (QM) em 60 pacientes. Para avaliagdo do restante da funcéo hipofiséaria
foram realizadas dosagens basais de T4 livre, TSH e prolactina, além de cortisol basal ou ap6s

estimulo com insulina ou ACTH. Deficiéncia de horménio antidiurético (ADH) foi
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diagnosticada na presenca de osmolaridade urinaria diminuida e diurese superior a 3 litros/24

horas em adolescentes e adultos e superior a 2 I/m? de superficie corporal em criancas.

RNMH: Foram obtidas imagens 8 RNMH em cortes finos de 3 mm de espessura nos planos
sagital e coronal. A haste hipofisaria foi definida como normal, ausente ou afilada apds
administracdo de gadolinio. A altura méaxima da hipdfise foi calculada através da medida
perpendicular da maior distancia entre a base e o topo da glandula. Considerou-se hipoplasia
hipofisaria quando a altura da glandula para a idade foi menor que - 2 DP quando comparada
com os controles normais descritos na literatura (Argyropolou et al., 1991). Malformacdes
cerebrais associadas foram também observadas. Todos 0s exames foram revisados pelo

mesmo neurorradiologista pediatrico.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + DP. Varidveis continuas foram
comparadas pelo teste Mann-Whitey. Comparacdes de proporcdes intergrupos foram
realizadas utilizando o X? ou teste exato de Fisher. Correlagdes foram realizadas pelo teste de

Spearman. P < 0,05 foi considerado significante.
Resultados

Caracteristicas dos pacientes do Grupo A (n=58)

Quarenta e um pacientes (70,7%) eram do sexo masculino. Teste de estimulo
farmacoldgico de GH foi realizado em 55 pacientes, estando o pico de GH normal em quatro
deles e diminuido nos restantes. Trinta e nove pacientes (67,2%) apresentavam DHHC, sendo
TSH isolada (n=6), ACTH isolada (n=1), GnRH isolada (n=1), TSH e ACTH (n=11), TSH e
GnRH (n=2), ACTH e GnRH (n=8) e pan-hipopituitarismo (n=10). Diabetes insipidus foi
descrito em um paciente. Malformacbes a RNMH foram descritas em nove pacientes:
angioma venoso (n=2), agenesia ou hipoplasia do corpo caloso (n=2), agenesia do septo
peldcido (n=1), leucomalacia associada a colpocefalia (n=1), auséncia da artéria cerebral
média (n=1), malformacdo de Chiari 1 (n=1) e gliose e desmielinizacdo (n=1). A idade ao
inicio de tratamento foi de 9,3 + 3,4 (2,7 - 15,9) anos. Na Tabela 1 estdo dispostos os dados

antropométricos antes e apos o tratamento com GH.
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Tabela 1. Pardmetros antropométricos dos 58 pacientes com DGH e ELP (Grupo A) antes e
um ano apos tratamento com GH

Antes do Apobs P
tratamento  tratamento
Estatura (DP) -4,2+16 -3,3+16 <0,0001
Velocidade de crescimento (DP) (n=42) -24+18 48+34  <0,0001
Estatura alvo - estatura pré-tratamento (DP) 33x14 24+15 <0,0001
IMC (DP) -04+18 -06+1,6 0,6

Caracteristicas dos pacientes do Grupo B (n=26)

Dezenove pacientes (73,1%) eram do sexo masculino. Vinte e cinco pacientes
realizaram teste de estimulo farmacoldgico, estando o pico de GH diminuido em todos eles,
resultado que foi confirmado nos 16 que realizaram o segundo teste. O diagnostico de DGH
nos pacientes restantes baseou-se no pico de GH ndo responsivo em um teste de estimulo
associado a niveis diminuidos de IGF-1 (n=3) ou AH hipoplasica 8 RNHM (n=6). Um
paciente ndo realizou teste de estimulo farmacoldgico, sendo o diagnostico de DGH
presumido diante de niveis diminuidos de IGF-1, associados a AH hipoplasica. Dois pacientes
com pico de GH diminuido apo0s dois testes de estimulo farmacoldgico apresentavam,
adicionalmente, AH hipoplasica. DHHC foi descrita em seis pacientes (23,1%), sendo TSH
isolada (n=3), TSH e ACTH (n=1), TSH e GnRH (n=2). Malformacéo de Chiari 1 foi descrita
em um paciente e os demais ndo apresentavam malformacgdes do SNC. A idade ao inicio de
tratamento foi de 9,9 + 2,6 (3,5 - 14,5) anos. Na Tabela 2 estdo dispostos os dados

antropometricos antes e apos o tratamento com GH.

Tabela 2: Parametros antropométricos dos 26 pacientes com DGH sem ELP (Grupo B) antes
e um ano apoés o tratamento com GH

Antes do Apos P
tratamento  tratamento
Estatura (DP) -3,8x 1,7 3016 < 0,0001
Velocidade de crescimento (DP) (n=19) -28+15 34+26 < 0,0001
Estatura alvo - estatura pré-tratamento (DP) 2219 14+18 < 0,0001
IMC (DP) -03+15 -04+15 0,2

Comparacéo dos Grupos Ae B

A Tabela 3 mostra a comparacdo das caracteristicas dos grupos A e B. Informacéo
referente ao tipo de parto sé ndo foi obtida em um paciente do grupo A. Parto vaginal foi
referido em 37 pacientes do grupo A e 18 pacientes do grupo B, sendo que, nesse tipo de

parto, apresentacdo pélvica foi descrita em 12 e dois pacientes, respectivamente, prevaléncia
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que ndo diferiu significantemente entre os grupos. Os grupos também ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes quanto a distribuicdo por género, idade ao inicio do
tratamento, estaturas pré e pos- tratamento, VC pré e pés-tratamento e IMC pré e pds-
tratamento. O pico de GH foi significativamente menor nos pacientes com ELP (p=0,02),
enquanto que a diferenca entre a estatura alvo e as estaturas pré e pos-tratamento diferiram

nos dois grupos (p= 0,002 e 0,02).

Tabela 3: Caracteristicas dos 84 pacientes com DGH com (Grupo A) e sem (Grupo B) ELP

Grupo A Grupo B P
Sexo masculino/feminino 41/17 19/7 NS
Parto pélvico (n) 12/37 2/18 NS
Idade inicio do tratamento (anos) 9,3+34 99+26 NS
Estatura pre-tratamento (DP) -42+16 -38+1,7 NS
Estatura pés-tratamento (DP) -33%+1,6 -3,0+1,6 NS
Pico de GH (ng/dl) 25+4,6 2,6+34 0,02
VC pré-tratamento (DP) -24+18 -28+15 NS
VC pos-tratamento (DP) 48+34 34+26 NS
Estatura alvo - estatura pré-tratamento (DP) 33+14 2219 0,002
Estatura alvo-estatura pés-tratamento (DP) 24+15 1,4+18 0,02
Variagao do crescimento sob tratamento (DP) 0,9+0,6 0,8+0,5 NS
IMC antes do tratamento (DP) -0,4+18 -0,3+15 NS
IMC ap6s tratamento (DP) -06+1,6 -04+15 NS

NS, néo significante.

Correlagdes
A velocidade de crescimento correlacionou-se negativamente com a idade ao inicio do
tratamento (p <0,0001, r=-0,1), ndo apresentando correlacdo com estatura no inicio do

tratamento, IMC pré-tratamento e pico de GH.

Discussao

N&o héa critérios inequivocos para diagndstico de DGH, que € realizado diante da
associacdo de baixa estatura com pico diminuido de GH em testes de estimulos. Entretanto,
desde 1987, a RNMH tem sido utilizada como adjuvante no diagndstico, sendo inicialmente o
achado de PSIS (Fusijawa et al., 1987) considerado marcador de DGH permanente.
Posteriormente, observou-se que a ELP, um dos componentes da sindrome, era o preditor mais
importante de DGH (Ultmann et al., 1993; Maghnie et al., 1996; Genovese et al., 1997).

Entretanto, alguns autores observaram que mesmo pacientes com essa alteragdo quando
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retestados ao final do tratamento apresentavam pico responsivo de GH ap0s testes de estimulo
(Cacciari et al., 1992; Tauber et al., 1997; Maghnie et al., 1999). Desde entdo, buscam-se 0s
parametros mais importantes para a predicdo de graus mais acentuados de DGH, que estariam
associados a melhor resposta terapéutica.

A resposta ao tratamento com GH é muito varidvel e os principais parametros
responsaveis por essa variagdo sdo: etiologia da deficiéncia hormonal, idade e estatura no
inicio do tratamento, estatura no inicio da puberdade e frequéncia das injecdes (Ranke et al.,
1999; Cutfield et al., 1999; Thomas et al., 2001; Saenger, 2002; Tanaka et al., 2002).

Nos Ultimos anos, trés estudos retrospectivos foram realizados com o objetivo de
comparar 0 padrdo de crescimento em pacientes com e sem alteragdes morfoldgicas da regido
hipotalamo-hipofisaria. Todos evidenciaram melhor resposta terapéutica nos pacientes com
alteracdes radiologicas, quando comparados aos sem as referidas alteracfes (Coutant et al.,
2001; Zenaty et al., 2005; Louvel et al., 2009), os quais se assemelhariam aos portadores de
baixa estatura idiopatica (Coutant et al., 2001). A diferenca nos padrdes de crescimento foi
observada no primeiro ano de tratamento em todos os estudos. O presente estudo, entretanto,
evidenciou que, a despeito das caracteristicas pré-tratamento serem similares em ambos 0s
grupos, exceto por niveis menores de GH nos pacientes com ELP, as velocidades de
crescimento e estaturas ap0s um ano de tratamento com GH ndo diferiram entre eles. A
divergéncia entre o estudo atual e os trés anteriores pode ser secundaria a inclusdo no mesmo
de pacientes mais velhos. E possivel que o catch-up growth em portadores de ELP seja tanto
maior no primeiro ano quanto mais precoce seja iniciado o GH. Outra possibilidade é que
mais tempo de tratamento seja necessario para que as diferencas entre os dois grupos sejam
evidenciadas. N&o se pode desconsiderar, entretanto, que a inexisténcia de diferenca entre 0s
grupos deva-se a maior casuistica de portadores de ELP no estudo atual quando comparada a
dos dois dos trabalhos prévios, que avaliaram, respectivamente, 15 (Coutant et al., 2001) e 37
(Zenaty et al., 2005) pacientes.

Em concluséo, a velocidade de crescimento foi similar nos pacientes com e sem ELP e
DGH. Dessa forma, a presenca de ELP néo foi preditor de melhor resposta ao GH no trabalho
atual. Estudos prospectivos sdo necessarios para esclarecer a relacdo entre ELP e reposta

terapéutica.
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Muitos foram os marcos importantes no conhecimento do funcionamento do eixo
hipotalamo-hipofisario. Em meados de 1900, identificou-se a existéncia de um fator bioldgico
- GH- fundamental para o crescimento linear, ausente em algumas criangas com baixa estatura
(Hartog, 1964). Com a disponibilidade de extratos de hip6fise de cadaveres, foi possivel tratar
pacientes com nanismo e observar que a resposta ndo ocorria em todos os casos. O segundo
marco foi o desenvolvimento do método de radioimunoensaio para dosagem de GH, que
possibilitou constatar que os niveis hormonais ndo eram constantes ao longo do dia (Rose,
2007), sendo necessario utilizar estimulos para que o referido horménio fosse liberado. O
conhecimento de que o GH aumentava apds a administracdo de determinados estimulos
fisiolégicos ou farmacolégicos levou a avaliagdo mais precisa dos niveis hormonais (Rose,
2007). Desde entdo, foi iniciada a busca por um teste padrdo-ouro para o diagnéstico de DGH,
questdo até o momento ndo completamente elucidada (GH Research Society, 2000).

Em 1987, foi descrita, 8 RNMH, a PSIS (Fusijawa et al., 1987), associada ou ndo a
malformacdes do SNC, em pacientes com hipopituitarismo e comegou-se a associar a sua
presenca ao diagndstico definitivo de DGH. Posteriormente, sugeriu-se que a ELP seria o
elemento da sindrome capaz de predizer a DGH. O teste padrdo-ouro para diagndstico de
DGH parecia definido. Associado a isso, a partir de estudos em roedores, a embriogénese
hipofisaria comecou a ser elucidada e mutacdes em genes envolvidos na mesma foram
associadas a presenca de malformacdes hipotalamo-hipofisarias, com e sem ELP (Kelberman
et al., 2009). Entdo, PSIS, anteriormente relacionada a trauma perinatal, ja que ocorria com
maior frequéncia em pacientes com apresentacdo pélvica (Kikuchi et al., 1988), passou a ter
etiologia congénita mais cogitada (Maghnie et al., 1996; Genovese et al., 1997), o que levou,
inclusive, a se considerar o termo “interrupcdo de haste” inadequado. Entretanto, a etiologia
da DGH s6 estava definida para numero limitado de pacientes. A identificacdo da contribuicdo
de genes codificantes de fatores transcricionais (genes homeobox) nas diversas etapas do
desenvolvimento hipofisario possibilitou a definicdo preliminar dos fendtipos que se
associariam as mutac6es nos referidos genes (Kelberman et al., 2009). O primeiro gene no
qual se identificou mutacdo ligada a alteraces morfoldgicas na regido hipotalamo-hipofisaria
foi o HESX1 (Dattani et al., 1998; Brickman et al., 2001; Thomas et al., 2001; Carvalho et al.,
2003; Cohen et al., 2003; Tajima et al., 2003; McNay et al., 2007; Corneli et al., 2008).
Entretanto, estudos em grandes séries evidenciaram baixa prevaléncia de mutacdes nesse gene
nessas populagdes. Seguiu-se o estudo de outros genes, como o LHX4, SOX3 e, mais
recentemente, OTX2. Contudo, a prevaléncia de mutacdes em todos o0s genes estudados até o

momento é baixa. Além disso, hd grande heterogeneidade fenotipica, mesmo em pacientes
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apresentando mutacdes no mesmo gene e ainda quando exibem a mesma mutacdo (Machinis
et al., 2001; Tajima et al., 2007; Castinetti et al., 2008; Pfaeffle et al., 2008; Dateki et al.,
2010; Tajima et al., 2010; Woods et al., 2005; Diaczoc et al., 2008; Tajima et al., 2009;
Ashkenazi-Hoffnung et al., 2010; Dateki et al., 2010). Isso sugere que outros genes e outras
moléculas sinalizadores podem estar envolvidos na embriogénese hipofisaria. Além disso,
fatores ambientais podem contribuir para as varia¢des fenotipicas.

O presente estudo avalia as caracteristicas da maior coorte de portadores de DGH e
ELP ja descrita. Os pacientes foram acompanhados num mesmo centro de referéncia ao longo
de 11 anos. As principais limitages do estudo sdo: a) trata-se de estudo retrospectivo; b) ao
longo do periodo, algumas metodologias para dosagens hormonais modificaram-se; ¢) no que
tange ao estudo molecular, as técnicas utilizadas tém limitages. Além disso, 0 SOX3, um dos
quatro genes ja associados a ELP, ndo foi estudado. Entretanto, as limitagdes descritas néo

invalidam os principais achados do trabalho, sumarizados a seguir:

Fenotipo Clinico/Biologico e Radioldgico

Similar ao descrito em outras casuisticas, houve predominancia do sexo masculino,
cuja causa, ainda ndo completamente esclarecida, poderia estar ligada ao fato da baixa
estatura ter maior impacto nos pacientes daquele género. A apresentacdo pélvica foi mais
frequente, mas nao esteve relacionada ao maior numero de deficiéncias hormonais. Embora
mais provavelmente essa seja uma consequéncia e ndao causa da ELP, podera decorrer de
outros elementos ainda desconhecidos. Importante ainda notar que, como evidenciado no
artigo 3, a prevaléncia de tal achado foi similar no grupo de pacientes com e sem ELP,
embora esse estudo tenha incluido pequeno nimero de pacientes, o que pode ter introduzido
algum viés.

A DHHC foi mais frequente que a DGHI, estando mais comumente associada a nao
visualizacdo da haste. Entretanto, a prevaléncia das deficiéncias hormonais foi diferente de
outros estudos, dado que nao surpreende, uma vez que os trabalhos anteriores ndo sdo
conclusivos quanto a frequéncia das deficiéncias hormonais, mostrando DHHC em
combinacdes e prevaléncias diversas. Essa questdo sO podera ser elucidada quando a) forem
realizados estudos prospectivos, em longo prazo, com grandes coortes; b) critérios de

avaliacdo dos eixos hormonais padronizados sejam utilizados universalmente.
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MutacGes em Genes Codificadores de Fatores Transcricionais

O estudo molecular identificou mutacdo (transicdo de A>G), levando a troca de
asparagina por serina, nos éxons 6 do LHX4 e 3 do HESX1. Essas mutacGes podem ser
polimorficas e ndo causadoras de doenga, mas avaliacdo de individuos ndo portadores de ELP
sera realizada e poderé sugerir se a mutacdo contribui para o fenotipo da doenca.

A associacdo gendtipo/fenotipo em portadores de DGH e ELP s6 poderd ser bem
estabelecida quando: a) a caracterizacdo clinica, laboratorial e radioldgica for precisa; b)
houver evolucdo do conhecimento da embriogénese hipofisaria, com conhecimento de grande
parte dos genes e fatores transcricionais relacionados a mesma. Sé assim sera possivel definir
algoritmo de investigacdo mutacional desses pacientes. Essa estratégia ira possibilitar a
elucidacéo diagnostica de alguns casos de DGH.

Resposta ao Tratamento com GH

Os resultados encontrados nesse subgrupo foram os mais surpreendentes, pois
diferiram de trés estudos prévios (Coutant et al., 2001; Zenaty et al., 2005; Louvel et al.,
2009), os Unicos que compararam, especificamente, 0 crescimento em pacientes com e sem
ELP. Esses estudos indicaram que a ELP é marcador de DGH mais grave, o que levaria a
melhor resposta ao uso do GH. No nosso trabalho o crescimento sob tratamento foi similar
nos pacientes com e sem ELP. Apesar de inesperado, esse resultado € mais uma evidéncia da
heterogeneidade da populacdo portadora de DGH e indica a necessidade de desenvolver
estudos prospectivos para responder a essa e muitas outras questdes referentes a evolucdo da
DGH com e sem ELP.

A variabilidade fenotipica apresentada pelos pacientes no que diz respeito a dados
clinicos, bioldgicos, radioldgicos e resposta terapéutica sugerem que outros genes, ainda ndo
identificados, além de influéncia do ambiente e penetrancia das mutacdes estariam

relacionados.
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No presente estudo:

- Pacientes com ELP exibiram grande variabilidade fenotipica clinica, hormonal e
radiolégica. Em 5,9 % dos casos o pico de GH foi normal apds teste de estimulo
farmacol6gico. DHHC ocorreu em 61,5% dos casos, com diversos padrdes de deficiéncias
hormonais combinadas. AH hipoplasica, descrita em 90% dos pacientes, ndo diferiu nos
grupos DGHI e DHHC. Malformagdes cerebrais foram descritas em 12 pacientes (9,2%).

- Mutagéo (Transicdo de A>G) ocorreu nos éxons 3 do HESX1 e 6 do LHX4 dos
pacientes com ELP. Avaliacdo adicional sera realizada em individuos ndo portadores de ELP
para avaliar a relacé@o das referidas mutagdes com a génese da ELP.

- A velocidade de crescimento no primeiro ano de tratamento com GH foi similar nos
portadores de DGH com e sem ELP, ndo sendo, portanto, o achado de malformacéo congénita
da regido hipotalamo-hipofisaria preditor da resposta terapéutica. Esse dado requer
confirmacdo através de estudos prospectivos, sobretudo em funcdo dos resultados divergentes,

quando comparado aos trés trabalhos previamente publicados.
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APENDICES



1) IDENTIFICACAO:

APENDICE A - FICHA CLINICA

Nome: Sexo: [ M [JF
D.N: / / Naturalidade: Procedéncia:
Endereco:
Telefone:
Pai: Estatura:
Mée: Estatura:

Histdria de Consanguinidade(especificar)

2) DADOS PESSOAIS:

Local do nascimento:
Assisténcia ao parto:

Tipo de parto:

Peso:

Hospitalar [ Domiciliar [
Meédico [ Parteira [ ] Curiosa []

Cefalico [ Pélvico [ ] Forceps![ | Cesareo [

Comprimento Idade gestacional:

Complicacdes:
. Gestacionais: [ | ndo
. Obstétricas: [] ndo

. Neonatais: [] ndo

[] sim Precisar:

[] sim Precisar:

Llsim hipoglicemia [ infeccdo [
micropénis [ ictericia [
criptorquidia L] convulséo [

hipoxiall outras:
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3) DADOS CLINICO-LABORATORIAIS:

122

12 consulta 22 consulta Ultima consulta
DATA
ESTATURA
PESO
IDADE
|. OSSEA
Estagio Puberal
(Tanner)
Dados adicionais
e Desenvolvimento neuropsicomotor:
e Patologias associadas:
® Alteragdes ao exame fisico:
EXAMES LABORATORIAIS:
7.2. Auvaliacdo somatotrofica:
Teste | Data | Método |Estimulo | GH Pico GH [Menor |IGF1 |IGF BP-3
basal Glicemia
1
2
3
4
7.3. Avaliacdo tireoidiana:
T4 livre: TSH:
c) Avaliacdo gonadotrofica (em idade puberal):
LH FSH Testosterona (M) Estradiol (F) d) Avaliagéo

corticotréfica:

e) Dosagem de prolactina:



123

4) EXAMES DE IMAGEM
Data:

Local:

Resultado:

5) DIAGNOSTICO

A) Deficiéncia de GH

0 familial. Quem mais ?

0 parcial [T completa

0 isolada [ associada: 0 tireotrofica
O corticotrofica
O gonadotrofica
O diabetes insipido

B) Etiologia

| idiopética

| orgénica: congénita [] Qual?

adquirida [] Qual?
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Paciente)

O (a) seu (sua) filho (a) ou tutelado (a) esta sendo convidado (a), como voluntério (a),
a participar da pesquisa “Estudo Molecular em uma Coorte de Portadores de Deficiéncia de
Hormdnio do Crescimento na Bahia”, sob a coordenacdo da Dra. Angelina Xavier Acosta e
Dra. Ana Claudia Couto Santos da Silva. Esta pesquisa tem como objetivo identificar se seu
(sua) filho (a) ou tutelado (a) tem alguma mutacédo (alteracdo no DNA - molécula responsavel
pela informagdo genética, ou seja, molécula que define as caracteristicas dos individuos)
responsavel pela deficiéncia de horménio do crescimento (DGH). Os portadores de DGH néo
produzem o hormoénio do crescimento (GH) em quantidade suficiente, por isso ndo
conseguem crescer adequadamente e apresentam baixa estatura. Em alguns pacientes a DGH
é causada por mutagdes, sendo assim uma doenca genética. Essas mutacGes podem ou nao ser
transmitidas pelos pais. O trabalho atual tem como objetivo o defeito genético. A participacéo
do (da) seu (sua) filho (a) ou tutelado (a) ndo é obrigatdria e a qualquer momento o (a) mesmo
(a) pode abandonar o estudo, sem que haja prejuizo ao seu atendimento ou tratamento. Os
dados do (a) seu (sua) filho (a) ou tutelado (a) serdo mantidos em sigilo, sendo utilizados,
resguardando a sua identificacéo, para fins de publicacdo cientifica em revistas especializadas
e de relatorios técnicos dirigidos para organizacdes de salde e instituicbes de pesquisa, ou
seja, os dados serdo publicados em revista medica sem constar 0 nome do (a) seu (sua) filho
(a) (ou iniciais do seu nome) e o seu endere¢co. Caso vocé concorde com a participacdo do seu
(sua) filho (a) nesse estudo, o (a) mesmo (a) sera submetido (a) a coleta de 10 ml de sangue
(cerca de uma colher das de sopa) da veia do braco, para realizagdo do exame laboratorial.
Algumas pessoas podem “perder os sentidos” ou desmaiar quando veem sangue. Outras
pessoas ainda podem ter hematoma (ou “calombo de sangue”) no local de retirada do sangue
no braco, devido ao sangue que saiu da veia, mas que esse problema é passageiro na grande
maioria das pessoas que 0 tem e que pode ser mais rapidamente resolvido colocando
compressas com agua gelada de quatro a seis vezes por dia. Caso sejam identificadas
mutacoes, vocé e seu (sua) filho (a) serdo orientados quanto a possibilidade das mesmas

serem transmitidas a outras geracoes.
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Eu, , pai (mé&e) ou responsavel

pelo (a) menor , declaro que entendi os

objetivos, riscos e beneficios da participacdo do meu (minha) filho (a) ou tutelado (a) na
pesquisa e concordo com a participacdo do (a) mesmo (a). Autorizo a retirada de 10 ml de
sangue do (a) meu (minha) filho (a) ou tutelado (a), para que possam ser realizadas analises
laboratoriais. Autorizo, ainda, que as amostras colhidas sejam armazenadas e possam ser
utilizadas em andlises futuras, desde que os estudos adicionais sigam 0s aspectos éticos
determinados nas resolucGes 196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de Salde e possam
contribuir para novos conhecimentos relacionados a doenca. Estou ciente de que esse material
coletado serd processado e analisado no Laboratério de Biologia Molecular do
LASP/CPqGM/FIOCRUZ (Laboratério Avancado de Saude Pablica do Centro de Pesquisa
Goncalo Moniz da Fundagcdo Oswaldo Cruz), para se identificar as mutagfes causadoras da

doenca.

Nome do Genitor ou Responsavel (letra de forma):

Assinatura:

ou

Assinatura a rogo

Endereco:

NiUmero de Identidade:
Data (dd/mm/aaaa) /| [/

Investigadores

Dra. Ana Claudia Couto Santos da Silva Dra. Angelina Xavier Acosta
CEDEBA LASP/CPqGM/FIOCRUZ

Avenida Antonio Carlos Magalhaes, SN, 3° Rua Waldemar Falcdo 121, Brotas.
andar. lguatemi. Salvador-Bahia Tel: (71) 3270- | Salvador-Bahia. Tel: (71) 3176-2255.
5683.
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Paciente Maior que 18 Anos)

Vocé esta sendo convidado (a), como voluntario (a), a participar da pesquisa “Estudo
Molecular em uma Coorte de Portadores de Deficiéncia de Hormdnio do Crescimento na
Bahia”, sob a coordenagdo da Dra. Angelina Xavier Acosta e Dra. Ana Claudia Couto Santos
da Silva. Esta pesquisa tem como objetivo identificar se vocé tem alguma mutacéo (alteracéo
no DNA - molécula responsavel pela informacdo genética, ou seja, molécula que define as
caracteristicas dos individuos) responsavel pela deficiéncia de horménio do crescimento
(DGH). Os portadores de DGH ndo produzem o hormonio do crescimento (GH) em
quantidade suficiente, por isso ndo conseguem crescer adequadamente e apresentam baixa
estatura. Em alguns pacientes a DGH é causada por mutacdes, sendo assim uma doenca
genética. Essas mutagcdes podem ou ndo ser transmitidas pelos pais. O trabalho atual tem
como objetivo o defeito genético. A sua participacdo ndo é obrigatéria e a qualquer momento
vocé pode abandonar o estudo, sem que haja prejuizo ao seu atendimento ou tratamento. Os
seus dados serdo mantidos em sigilo, sendo utilizados, resguardando a sua identificacdo, para
fins de publicacdo cientifica em revistas especializadas e de relatorios técnicos dirigidos para
organizacdes de salde e instituicdes de pesquisa, ou seja, 0s dados serdo publicados em
revista médica sem constar seu 0 nome (ou iniciais do seu nome) e o seu endereco. Caso vocé
concorde em participar nesse estudo, sera submetido (a) a coleta de 10 ml de sangue (cerca de
uma colher das de sopa) da veia do braco, para realizacdo do exame laboratorial. Algumas
pessoas podem “perder os sentidos” ou desmaiar quando veem sangue. Outras pessoas ainda
podem ter hematoma (ou “calombo de sangue”) no local de retirada do sangue no brago,
devido ao sangue que saiu da veia, mas que esse problema € passageiro na grande maioria das
pessoas que o tem e que pode ser mais rapidamente resolvido colocando compressas com
agua gelada de quatro a seis vezes por dia. Caso sejam identificadas mutacfes, vocé sera
orientado quanto a possibilidade das mesmas serem transmitidas aos seus filhos.

Eu, , declaro que entendi 0s

objetivos, riscos e beneficios da minha participacdo na pesquisa e concordo em participar.
Autorizo a retirada de 10 ml de sangue para que possam ser realizadas analises laboratoriais.
Autorizo, ainda, que as amostras colhidas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em
andlises futuras, desde que os estudos adicionais sigam 0s aspectos éticos determinados nas
resolucbes 196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de Salde e possam contribuir para novos

conhecimentos relacionados & doenca. Estou ciente de que esse material coletado serd
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processado e analisado no Laboratorio de Biologia Molecular do LASP/CPqGM/FIOCRUZ
(Laboratdrio Avancado de Salde Publica do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz da Fundacgao

Oswaldo Cruz), para se identificar as mutagdes causadoras da doenca.

Nome (letra de forma):

Assinatura;

ou

Assinatura a rogo

Endereco:

NuUmero de Identidade:
Data (dd/mm/aaaa) /[

Investigadores

Dra. Ana Claudia Couto Santos da Silva Dra. Angelina Xavier Acosta
CEDEBA LASP/CPqGM/FIOCRUZ

Avenida Antonio Carlos Magalhaes, SN, 3° Rua Waldemar Falcéo 121, Brotas.
andar. lguatemi. Salvador-Bahia Tel: (71) 3270- | Salvador-Bahia. Tel: (71) 3176-2255.
5683.
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APENDICE D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Genitores)

Vocé esta sendo convidado (a), como voluntario (a), a participar da pesquisa “Estudo
Molecular em uma Coorte de Portadores de Deficiéncia de Hormonio do Crescimento na
Bahia”, sob a coordenagdo da Dra. Angelina Xavier Acosta e Dra. Ana Claudia Couto Santos
da Silva. Esta pesquisa tem como objetivo identificar se seu (sua) filho (a) tem alguma
mutacdo (alteracdo no DNA - molécula responsavel pela informacdo genética, ou seja,
molécula que define as caracteristicas dos individuos), responsavel pela deficiéncia de
hormdnio do crescimento. Caso seja identificada uma mutacdo no seu (sua) filho (a), serd
investigado se a mesma foi transmitida pelos genitores. Os portadores de DGH ndo produzem
0 hormonio do crescimento (GH) em quantidade suficiente, por isso ndo conseguem crescer
adequadamente e apresentam baixa estatura. Em alguns pacientes a DGH é causada por
mutacOes, sendo assim uma doenca genética. Essas mutaces podem ou ndo ser transmitidas
pelos pais. O trabalho atual tem como objetivo o defeito genético. A sua participacdo nédo é
obrigatéria e a qualquer momento vocé pode abandonar o estudo, sem que haja prejuizo ao
atendimento ou tratamento do seu (sua) filho (a). Os seus dados serdo mantidos em sigilo,
sendo utilizados, resguardando a sua identificacdo, para fins de publicacdo cientifica em
revistas especializadas e de relatorios técnicos dirigidos para organizacdes de salde e
instituices de pesquisa, ou seja, 0s dados serdo publicados em revista médica sem constar seu
0 nome (ou iniciais do seu nome) e o seu endereco. Caso vocé concorde em participar nesse
estudo, serd submetido (a) a coleta de 10 ml de sangue (cerca de uma colher das de sopa) da
veia do brago, para realizagdo do exame laboratorial. Algumas pessoas podem “perder os
sentidos” ou desmaiar quando veem sangue. Outras pessoas ainda podem ter hematoma (ou
“calombo de sangue”) no local de retirada do sangue no brago, devido ao sangue que saiu da
veia, mas que esse problema é passageiro na grande maioria das pessoas que o tem e que pode
ser mais rapidamente resolvido colocando compressas com agua gelada de quatro a seis vezes
por dia. Caso sejam identificadas mutacdes, vocé sera orientado quanto a possibilidade das
mesmas serem transmitidas aos seus filhos e netos.

Eu, , declaro que entendi os objetivos,

riscos e beneficios da minha participacdo na pesquisa e concordo em participar. Autorizo a
retirada de 10 ml de sangue para que possam ser realizadas analises laboratoriais. Autorizo,
ainda, que as amostras colhidas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em analises

futuras, desde que os estudos adicionais sigam 0s aspectos éticos determinados nas resolugdes
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196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de Salde e possam contribuir para novos
conhecimentos relacionados a doenca. Estou ciente de que esse material coletado sera
processado e analisado no Laboratorio de Biologia Molecular do LASP/CPqGM/FIOCRUZ
(Laboratdrio Avancado de Salde Publica do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz da Fundacgao

Oswaldo Cruz), para se identificar as mutacgdes causadoras da doenca.

Nome (letra de forma):

Assinatura;

ou

Assinatura a rogo

Endereco:

NuUmero de Identidade:
Data (dd/mm/aaaa) /[

Investigadores

Dra. Ana Claudia Couto Santos da Silva Dra. Angelina Xavier Acosta
CEDEBA LASP/CPqGM/FIOCRUZ

Avenida Antonio Carlos Magalhaes, SN, 3° Rua Waldemar Falcdo 121, Brotas.
andar. lguatemi. Salvador-Bahia Tel: (71) 3270- | Salvador-Bahia. Tel: (71) 3176-2255.
5683.
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ANEXO A - Sequéncia de primers e temperatura de pareamento utilizados na amplificacdo dos éxons dos genes HESX1,

LHX4 e OTX2

Forward (5-3”)

Reverse (5-37)

TP (°C)

HESX1 (Dattani et al., 1998)

El AGCTGTTGCTCTGTGCAGACCACGAGA ACAAAGAATTGAAACAATTAAGCTGTGGCA | 65
E2 TGGAACATAAGATTGACCATCTAAGACA AGCCTTTATATTATCATTATTGGGTGAA 55
E3 AGCTCATTTTTGGAGACATACTGAATA TAACATTTCAACATCATGAATAACAACT’ 60
E4 GAATAATAAAATAATGTTTCTGAGACCTAT TCATGCTCTGCAATTAGAAGATAATTTCAC 60
E1l | ATCTCCGTAGACTGCGACT TTGGGCTGGAGATGCGGGGT 63
E2 | TAGCAGGGCTGTGTGGAAG CTTGGGGAGAGGCAGAGAC 62
E3 | AGATCCCTTGCTCCCTGTGT AAACAAAGGCCTGGAGAGG 62
E4 | CAGATAGGCCGAAGCCAGTA AGGATACCTTCCACCCCTGT 60
E5 | GGCTTTGGGTTTGTGGTG CCCAGGGGACTTTCCTAAG 60
E6 | TCCTGGCAGCTGACAATAAA TTGGCGTACTTTCGATCCTT 60
OTX2 (Ragge et al., 2005)

E1l | TTTAAAAGCCTCTGCCTCG GAACAGGGTGTTGCA TCC 55
E2 | GAGAGCATTGGTAGGCTCC TCTCCACAGTCCCATACTCG 55
E3A | GAGCCATTCTTGTCCTTAAGG GAAGCTGGTGATGCATAG G 55
E3B | CCACTGTCAGATCCCTTGT 55

AATGCCTGGCTAAAACTGG

E, éxon; TP, temperatura de pareamento.
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ANEXO B - Aprovagdo CEP FIOCRUZ

Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacido Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
f squi 'gGM/FIOCRL

PARECER N° 134/2007
Protocolo: 225

Projeto de Pesquisa: "Estudo Molecular em uma Coorte de Portadores de
Deficiéncia de Horménio do Crescimento na Bahia".

Pesquisadora Responsével: Dr* Angelina Xavier Acosta

Instituicdo ou Departamento: LASP — Laboratério Avancado de Satide
Publica

Consideragodes:

Apos analise ética do projeto, o CEP/CPqGM considera que o projeto atende
aos principios éticos de autonomia, beneficiéncia, ndo maleficiéncia, equidade e
justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz da Fundagao Oswaldo Cruz (CEP-CPqGM/FIOCRUZ), conforme
atribuigdes conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97), com base na
Resolugéo 196/96, julga aprovado o projeto supracitado.

Salvador, 28 de maio de 2007.
//'4“
/ S /
Dr? Matilda-de Souza Gongalves
Coordenadora do Comité d& Etica em Pesquisa

CPqGM/FJOCRUZ
1
v

Comité de Etica em Pesquisa - Rua Waldemar Falcao, n® 121, Candeal, Salvador, Bahia, CEP
40296-710, Brasil
Tel: (71) 3176-2285 ramal: 285 Fax: (71) 3176-2327
e-mail: mramos@cpagm.fiocruz.br




133

ANEXO C-Aprovacdo CEP CEDEBA

GOVERNO ESTADO DA BAHIA

SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DA BAHIA
CENTRO DE DIABETES E ENDOCRINOLOGIA DA BAHIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Formulirio de Aprovagio do CEP

Data de aprovagao: 27 de julho de 2007

Titulo: “Estudo Molecular em uma Coorte de Portadores de
Deficiéncia do Hormdnio de Crescimento na Bahia.”

Nome do investigador principal: Dr* Angelina Xavier Acosta

Aprovacio do CEP

O CEP avaliou e aprovou

(X) Protocolo

(X) TCLE

Membros do Comité:

ADRIANA COIMBRA

EDNA RESENDE

JEANE MEIRE SALES DE MACEDO
JUDITH CARRERA POUSADA
RAUL CHAVES FILHO

ZOLANDIA OLIVEIRA CONCEICAO

\/ :
JEANE MEIRE &:EDE MACEDO
Coordenadora do CEP

Centro de Ref. Est. p/ Assist. ao Diabetes e Endocrinologia da Bahia
End.: Av ACM-S/N - Ignatemi — Salvador — Bahia - CEP 40.275 — 350
Telefax: 3353 — 3298/ E-mail: cedeba@yahoo.com.br




