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Cukier, P. Estudo dos genes TTF-1 e EAP1 em pacientes com disturbios
puberais centrais e avaliagcdo neuroldgica e neurocognitiva de pacientes
com hamartoma hipotalamico. [tese]. Sdo Paulo. Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2010. 84 p.

O mecanismo de controle da secrecdo de GnRH inclui diversas vias neuronais.
Estudos em modelos animais identificaram genes que codificam fatores de
transcrigao, tais como TTF-1 (thyroid transcription factor 1) e EAP1 (enhanced
at puberty), que atuam no controle transcricional de genes codificadores de
fatores excitatérios (KiSS1 e GnRH) e inibitérios (preproencefalinas) regulando
a secrecdo de GnRH. Em primatas, a expresséao de EAP1 e TTF-1 aumenta, no
inicio da puberdade, nas regifes hipotalamicas envolvidas na secre¢do de
GnRH. Nos modelos animais, a delecdo pos-natal de TTF-1 e o silenciamento
do EAP1 provocam atraso puberal e prejuizo na funcao reprodutiva. TTF-1
também esta envolvido na morfogénese diencefélica, por meio da via de
sinalizacdo da familia Sonic-Hedgehog. Anormalidades na secrecdo de GnRH
resultam em distlrbios puberais, que variam de puberdade precoce central
(PPC) a hipogonadismo hipogonadotrofico. Hipotetizamos que anormalidades
genéticas no TTF-1 e EAP1 estejam envolvidas na patogénese dos disturbios
puberais centrais. A PPC pode ser idiopatica ou devido a causas organicas,
sendo o hamartoma hipotalamico, uma malformac&o congénita ndo neoplasica,
a mais conhecida. Os pacientes com PPC devido a hamartoma hipotalamico
podem cursar com alteracbes neuroldgicas e cognitivas. Nossos objetivos
foram: estudar as regibes codificadora do TTF-1 e do EAP1l e a regido
promotora do TTF-1 em pacientes com distarbios puberais centrais; estabelecer
a prevaléncia, taxa de penetrancia e modo de heranga da forma familial de PPC
e caracterizar as manifestacfes neuroldgicas e neurocognitivas de pacientes
com PPC devido a hamartoma hipotalamico. Foram selecionados 133 pacientes
com distarbios puberais centrais - PPC idiopética (n=71), PPC devido a
hamartoma hipotalamico (n=15) e hipogonadismo hipogonadotrépico isolado
normésmico (HHIN) (n=47) - e controles (n=53). Os genes TTF-1 e EAP1 foram
amplificados e submetidos a sequenciamento automético. Os tratos de
poliglutamina e polialanina no EAP1 foram estudados por software de analise
de tamanho de fragmento (GeneScan). A avaliacdo neurolégica e
neurocognitiva dos pacientes com PPC devido a hamartoma hipotalamico
consistiu de exame neuroldgico, eletroencefalograma, ressonancia magnética
de encéfalo e aplicacdo da escala de inteligéncia (WISC-III, WAIS-III, WPPSI-
R). Identificamos 25% de casos familiais de PPC, com modo de heranca
autossdmica dominante e taxa de penetrancia de 67,5%. Variantes alélicas no
TTF-1 ndo foram identificadas nos pacientes estudados. No gene EAP1 foram
identificadas quatro variantes alélicas sinbnimas: p.E87E, p.A163A, p.Y415Y e
uma nova variante alélica p.C758C, encontradas em pacientes com PPC e
HHIn. A distribuicdo das frequéncias alélica e genotipica das variantes alélicas
do EAP1 né&o diferiram entre pacientes com PPC, HHIn e controles (p >0,05).
Nas regides poliglutamina e polialanina 5’ distal foi identificada variacao similar



no namero de repeticbes glutamina e alanina em pacientes e controles. N&o
houve diferenca significativa da frequéncia alélica em relacdo ao numero de
repeticbes glutamina e alanina entre os grupos PPC e HHIn (p >0,05). A
avaliacdo neurolégica dos pacientes com PPC devido a hamartoma
hipotalamico revelou epilepsia gelastica e crises focais com generalizacdo em
3/15 (20%) pacientes. N&o houve diferenca significativa entre a mediana do
maior diametro dos hamartomas dos pacientes com PPC com e sem epilepsia
(13 e 10 mm, respectivamente). Quanto a forma, 10 hamartomas eram sésseis
e 5 pedunculados, sendo que a forma pedunculada foi detectada
exclusivamente em pacientes sem epilepsia. A avaliacdo neurocognitiva em 11
dos 15 pacientes com PPC devido a hamartoma hipotalamico detectou 2
pacientes com epilepsia com QI significativamente menor que o0 grupo sem
epilepsia (p <0,05). Em conclusédo, (i) a consideravel prevaléncia de casos
familiais de PPC reforca a influéncia dos fatores genéticos na puberdade
humana; (ii) mutacées germinativas no TTF-1 e no EAP1 ndo estdo envolvidas
na patogénese dos distlrbios puberais centrais; (iii) a fungcdo neurocognitiva
reduzida nos pacientes com hamartoma e epilepsia sugere um efeito deletério
das crises convulsivas no sistema nervoso central.

Descritores: puberdade precoce; hipogonadismo; hamartoma hipotalamico;
TTF-1; EAPL; manifestacdes neuroldgicas; neurocognitivo; epilepsia.
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Cukier, P. Analysis of TTF-1 and EAP1 genes in patients with central
pubertal disorders and neurologic and neurocognitive evaluation of
patients with hypothalamic hamartoma. [tese]. Sdo Paulo. Faculdade de
Medicina, Universidade de S&ao Paulo; 2010. 84 p.

GnRH secretion control involves multiple neuronal pathways. Animal studies
have identified genes which codifies transcription factors, such as TTF-1 (thyroid
transcription factor 1) and EAP1 (enhanced at puberty), that act in the
transcriptional control of genes that codifies excitatory (KiSS1 and GnRH) and
inhibitory factors (preproenkephalines) regulating GnRH secretion. In non-
human primates, expression of EAP1 and TTF-1 are increased at the
hypothalamic regions involved in GnRH secretion, at the beginning of puberty. In
animal models, post-natal TTF-1 deletion and silencing of EAP1 lead to pubertal
delay and damage of reproductive function. TTF-1 is also involved in
diencephalic morphogenesis, through signalization via Sonic-Hedgehog family.
Abnormalities in GnRH secretion are responsible for pubertal disorders, varying
from central precocious puberty (CPP) to hypogonadotropic hypogonadism. We
hypothesized that genetic anomalies at TTF-1 and EAP1 are involved in the
pathogenesis of central pubertal disorders. CPP may be idiopathic or due to
organic alterations and hypothalamic hamartoma, a non-neoplasic congenital
malformation, is the most frequent known organic cause. Patients with CPP due
to hypothalamic hamartoma may have neurological and cognitive disfunctions.
Our aims were: to evaluated the codifying region of TTF-1 and EAP1 and the
promoter region of TTF-1 in patients with central pubertal disorders; to establish
the prevalence, penetrance rate and inheritance mode of familial CPP and to
characterize neurologic and neurocognitive aspects of patients with CPP due to
hypothalamic hamartoma. We selected 133 patients with central pubertal
disorders — idiopathic CPP (n=71), CPP due to hypothalamic hamartoma (n=15)
and normosmic isolated hypogonadropic hypogonadism (nlHH) (n=47) - and
controls (n=53). TTF-1 and EAP1 genes were amplified and sequenced.
Polyglutamine and polyalanine tracts of EAP1 were studied by a fragment size
analyser software (GeneScan). Neurologic and neurocognitive evaluation of
CPP patients due to hypothalamic hamartoma consisted of neurologic exam,
electroencephalogram, brain magnetic resonance and application of intelligence
scale (WISC-IIl, WAIS-III, WPPSI-R). We identified 25% of familial CPP cases
with autosomal dominant mode of inheritance and penetrance rate of 67.5%. No
TTF-1 allelic variants were identified in the patients analysed. At EAP1 gene,
four synonimous allelic variants were identified: p.ES7E, p.A163A, p.Y415Y and
a new allelic variant p.C758C, found in CPP and nIHH patients. The allelic and
genotypic distribution of theses variants of EAP1 did not differ among patients
with CPP and nIHH, and controls (p >0.05). At polyglutamine and 5 distal
polyalanine region, similar glutamine and alanine repeats variation was found.
No significative difference of allelic frequency distribution regarding the number
of glutamines and alanines repeats was found among the studied groups (p
>0.05). Neurologic evaluation of CPP patients due to hypothalamic hamartoma



revealed epilepsy and focal crisis with generalization in 3/15 (20%) of the
patients. No significant difference between the median of the larger diameter of
hypothalamic hamartoma of CPP patients with and without epilepsy was found
(10 mm and 13 mm, respectively). Regarding the shape, 10 hamartomas were
sessile and 5 pedunculated, and the pedunculated shape was found only in non
epileptic patients. Neurocognitive evaluation performed in 11 of the 15 patients
with CPP due to hypothalamic hamartoma detected 2 patients with epilepsy
whose 1Q were significantly lower than the IQ found in the group without
epilepsy (p <0.05). In conclusion, (i) the considerable prevalence of familial CPP
cases reinforce the influence of genetic factors in human puberty; (ii)
germinative mutations in TTF-1 and EAP1 are not involved in the pathogenesis
of central pubertal disorders; (iii) reduced neurocognitive function in patients with
hypothalamic hamartoma and epilepsy suggests a deleterious effect of crisis at
the central nervous system

Key words: precocious puberty; hypogonadism; hypothalamic hamartoma; TTF-
1; EAPL; neurologic manifestations; neurocognitive; epilepsy.



1 - Introducao



Introducao

1- INTRODUCAO

1.1- Fisiologia da puberdade humana normal

A puberdade humana compreende o periodo de transicdo entre a
infancia e a vida adulta e é determinada pelo desenvolvimento dos caracteres
sexuais secundarios, aceleragcao da velocidade de crescimento e maturagao
das gbnadas para aquisigao das fungdes reprodutivas (1). Além destes eventos
fisiolégicos, esse periodo também se caracteriza por profundas modificagdes
psicologicas.

O evento hormonal determinante do inicio da puberdade € o aumento da
frequéncia e da amplitude da secrec¢ao pulsatil do decapeptideo hipotalamico
liberador de gonadotrofinas (GnRH) que, atuando no seu receptor especifico
(GnRHR) no gonadotrofo hipofisario, estimula a sintese e a secrecdo das
gonadotrofinas hipofisarias — horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo-
estimulante (FSH) que, por sua vez, ligando-se a seus receptores (LHR e
FSHR), estimulam a sintese e a secre¢ao dos esteroides sexuais, estradiol no
sexo feminino e testosterona no sexo masculino, pelos ovarios e testiculos,
respectivamente.

A compreensdo dos mecanismos regulatérios da secregédo pulsatil do
GnRH, assim como seu papel fundamental no inicio da puberdade tém sido
parcialmente elucidados nas ultimas duas décadas com importante contribuicao
de estudos em modelos animais (2, 3). A secregao do GnRH é elevada na fase
fetal e neonatal em decorréncia da imaturidade do sistema inibitério intrinseco
do sistema nervoso central (SNC) (3). Esta fase, também denominada
minipuberdade, é caracterizada pelo padrao de secre¢cao hormonal com valores
elevados de gonadotrofinas e esteroides sexuais, no entanto, sem as
manifestagdes clinicas da puberdade (3). A partir dos 6 meses de idade, no
sexo masculino e, em torno de 24 meses, no sexo feminino, passa a
predominar a inibicdo da secrecao de GnRH, que é realizada por peptideos

inibitérios, representados principalmente pelo sistema GABAérgico,
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Introducao

neuropeptideo Y e a familia de opioides, principalmente as preproencefalinas
(3). Este periodo de quiescéncia do eixo gonadotréfico é caracterizado por
pulsos de GnRH com baixa frequéncia e amplitude, mantendo a liberacéo de
esteroides sexuais em valores pré-puberais, o que determina o periodo da
infancia (1). O processo puberal resulta da reemergéncia dos pulsos do GnRH
hipotalamico que ocorre em idade variavel em ambos os sexos. Considera-se
normal a puberdade que se inicia entre 8 e 13 anos no sexo feminino e entre 9
e 14 anos no sexo masculino (1).

A secrecado de GnRH hipotalamico é coordenada por uma rede neuronal
complexa, constituida ndo sé de neurdnios estimulatérios e/ou inibitérios mas
também pela ativacéo reciproca de mecanismos de comunicag¢ao glia-neurénio
(3-5). Além do sistema GABAérgico e dos opioides, o peptideo intestinal
vasoativo (VIP), o horménio liberador de corticotrofina (CRH) e a melatonina
também pertencem ao sistema inibitorio da secre¢cdo de GnRH. Em
contrapartida, o sistema excitatério tem como principal elemento a kisspeptina
que, ligando-se a seu receptor denominado KiSS1R (também chamado
GPR54), estimula a secrecdo de GnRH (6). Participam também outros
neurotransmissores excitatorios tais como glutamato, glicina, norepinefrina,
dopamina e serotonina (3, 6). Ao neuropeptideo Y (NPY) sdo atribuidas tanto
uma atividade excitatéria quanto inibitéria sobre a secrecdo de GnRH (7). As
células da glia e os fatores de crescimento tais como fator de crescimento
transformante alfa e beta (TGFa e B), fator de crescimento epidermal (EGF),
citoquinas e interleucinas (IL-1 e IL-6) também estado presentes neste complexo
mecanismo regulatério da secrecdo de GnRH (4, 5). A leptina, hormdnio
secretado principalmente pelos adipécitos, tem sido envolvida no inicio da
puberdade humana. No entanto, as evidéncias obtidas por meio de estudos em
modelos animais e em humanos apontam para um papel permissivo deste
horménio no eixo reprodutivo (8). A leptina atua como moduladora do ténus

excitatorio de GnRH, e ndo como desencadeadora do processo puberal (8).
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Os esteroides sexuais atuam nos tecidos periféricos, estimulando o
aparecimento dos caracteres sexuais secundarios, mas eles também agem no
hipotalamo (9, 10). Em fémeas, o feedback positivo do estrégeno induz o pico
pré-ovulatério de LH (11), enquanto o feedback negativo do estrégeno e da
testosterona inibe a secrecéo de GnRH (10, 11). Este fenbmeno ocorre desde a
infancia, quando ja estdo presentes esteroides sexuais em valores indosaveis
(12, 13). Embora sejam contestadas, ha teorias de que, no momento do inicio
da puberdade, ocorra menor sensibilidade hipotalamica ao esteroide sexual
com posterior secrecao de GnRH (14, 15). A regulagcdo hipotalamica pelos
esteroides sexuais €, no entanto, fundamental para a modulagdo do inicio

puberal bem como para a reproducéo (11, 14).

1.2 — Distarbios puberais e defeitos genéticos em humanos

Fisiologicamente, a idade de inicio da puberdade humana varia
amplamente e segue uma distribuicdo normal ou Gaussiana (1). Tal
variabilidade é determinada pela interagdo de um conjunto de fatores que inclui
aspectos genéticos, étnicos, nutricionais, ambientais e socioeconémicos (1).
Reforgam o papel dos fatores genéticos na modulagdo do eixo gonadotréfico o
padrao familiar da variagao etaria do inicio da puberdade (16 — 19), a idade da
menarca semelhante entre maes e filhas e a maior concordéancia do
desenvolvimento puberal entre gémeos monozigéticos quando comparados a
dizigoticos (20, 21), sendo que evidéncias sugerem que 50% a 95% da
variabilidade na idade de inicio da puberdade seja controlada geneticamente
(20, 21). De acordo com estudos populacionais europeus da década de 1960, a
puberdade normal ocorre entre 8 anos e 13 anos na menina, e entre 9 anos e
14 anos no menino (1).

Na ultima década, diversos elementos incluindo receptores hormonais,
proteinas de matriz, neurotransmissores e fatores de transcrigdo foram
estudados e anormalidades génicas foram identificadas em condi¢cdes de

precocidade e de atraso puberal (22 - 24). Essas descobertas propiciaram um
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grande avango na compreensao da fisiologia e da fisiopatologia do eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal nesta importante fase de transicdo da vida, além

de contribuirem positivamente para a pratica clinica da medicina reprodutiva.

1.2.1 — Puberdade Precoce

Classicamente, a puberdade € considerada precoce quando se inicia
antes dos 8 anos nas meninas e dos 9 anos nos meninos (dois desvios-padrao
abaixo da média populacional). A menarca antes dos 9 anos € considerada
critério adicional no sexo feminino (25, 26).

A puberdade precoce pode ser central (GnRH-dependente) ou periférica
(GnRH-independente). Denomina-se puberdade precoce central (PPC) quando
o desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios € consequéncia da
ativacao prematura do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, e puberdade precoce
GnRH-independente quando o aparecimento dos caracteres sexuais
secundarios € uma consequéncia da producdao dos esteroides sexuais nao
controlada pelo GnRH, como produgédo autbnoma pelas génadas, adrenal ou
tumores (25). Clinicamente, ambas sado caracterizadas por desenvolvimento
precoce dos caracteres sexuais secundarios, aceleragao do crescimento linear
e avancgo da idade 6ssea, com consequente prejuizo da estatura final (25).

A prevaléncia estimada de PPC é de 0,01% a 0,05% (27). A PPC é
aproximadamente dez vezes mais prevalente em meninas do que em meninos,
sendo que na populagdo dinamarquesa a prevaléncia estimada € de cerca de
0,2% em meninas e menos de 0,05% em meninos (28). No Brasil ndo ha dados
disponiveis sobre a incidéncia e prevaléncia desta doenca. Nas meninas, a
grande maioria dos casos de puberdade precoce € de origem central, € mais de
90% dos casos ndo apresentam causas organicas detectaveis e sao
considerados idiopaticos (1, 29). Em contraste, até dois ter¢cos dos meninos
com PPC apresentam lesdes do SNC. As causas organicas de PPC incluem
hamartomas hipotaldmicos (a mais conhecida e frequente), lesbes tumorais,

infeccdes, traumas e irradiacédo do SNC (10, 29).
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Recentemente, de Vries e cols. (19) estudaram retrospectivamente um
grande numero de criangas israelenses com puberdade precoce. De 453
pacientes estudados, 156 apresentavam puberdade precoce central. Destas,
147 eram do sexo feminino e 9, do sexo masculino. Quarenta e trés criancas
(27%) preenchiam os critérios para puberdade precoce familial (19). Apos
analise de segregacao dessas familias, foi possivel estabelecer um padrao de
heranca autossbmico dominante com penetrancia incompleta e sexo-
dependente (19), sugerindo que fatores genéticos tenham papel determinante

no inicio da puberdade, mesmo em situac¢des patologicas.

1.2.2 — Atraso puberal e hipogonadismo hipogonadotrofico

O atraso puberal é caracterizado pela auséncia dos caracteres sexuais
secundarios apdés os 13 anos nas meninas e 14 anos nos meninos (dois
desvios-padréo acima da média populacional) (1, 30).

Etiologicamente, o atraso puberal pode ser classificado em trés grupos:
1- atraso constitucional do crescimento e desenvolvimento (ACCD),
caracterizado pelo inicio tardio da puberdade normal ou pela atenuacéo da sua
progressao, seguido de maturagdo completa, sendo esta a causa mais comum
de atraso puberal (31, 32); 2- hipogonadismo hipogonadotrofico, caracterizado
pela diminuicdo da sintese e da secregcédo dos esteroides sexuais associados a
secrecao baixa ou inapropriada de gonadotrofinas para os baixos niveis de
esteroides sexuais e 3- hipogonadismo hipergonadotrofico, definido pela
disfungdo gonadal primaria, com consequente elevagdo das gonadotrofinas
(30).

O hipogonadismo hipogonadotréfico deve-se a varias causas organicas e
genéticas (tabela 1), podendo a deficiéncia de gonadotrofinas ser combinada a
outros horménios ou isolada. Na auséncia de condi¢des patoldgicas associadas
ao hipogonadismo, e de lesbes organicas centrais ou mutag¢des nos diferentes
genes envolvidos na secrecao e agao do GnRH, esta condicdo é denominada

idiopatica. O diagnéstico diferencial entre hipogonadismo hipogonadotréfico
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isolado idiopatico e ACCD pode ser dificil, pois nas duas situagdes ocorre a
superposigao de achados clinicos e laboratoriais (30), sendo necessario o
seguimento prolongado para a apropriada distingdo das duas condigoes.
Recentemente, casos reversiveis de hipogonadismo hipogonadotréfico tém sido
descritos, abrindo novas perspectivas para a compreensao dos mecanismos
envolvidos (33 — 36).

1.2.3 — Base genética dos disturbios puberais

Inimeras mutagdes inativadoras em genes que interferem no eixo
gonadotrofico foram relacionadas ao hipogonadismo hipogonadotrofico (tabela
1). Tais alteragbes podem ser classificadas em genes que interferem na
migragado neuronal do GnRH, na sintese de GnRH e, finalmente, na agéo do
GnRH. Mutacbes inativadoras relacionadas a sindrome de Kallmann
(hipogonadismo hipogonadotrofico associado a alteragdes olfatorias) foram
inicialmente identificadas nos genes KAL1 e FGFR1 (37, 38). Esses dois fatores
sd0 essenciais para a adequada migracdo dos neurbnios de GnRH para o
hipotalamo. Mutagcdes nos genes KAL1 e FGFR1 causam, respectivamente,
sindrome de Kallmann de heranga ligada ao X e autossémica dominante (37 -
39). Mais recentemente, mutagdes no receptor acoplado a proteina G, PROKR2
e seu ligante, proquineticina-2 (PROK2) e no gene FGF8 também foram
relacionadas a sindrome de Kallmann (40 - 43). Mutagdes no gene CHD7 que
levam a sindrome CHARGE, caracterizada por anormalidades congénitas como
coloboma, defeitos cardiacos, atresia cloanal, atraso do desenvolvimento e
crescimento, hipoplasia genital, malformagdes da orelha, surdez, paralisia
facial, palato fendido e fistula traqueoesofagica podem também causar o
fendtipo da sindrome de Kallmann (44).

No entanto, um estudo de associagdo entre variantes génicas no KAL1,
FGFR1, PROK2 e PROK2R e idade de menarca ndo demonstrou efeito destes

polimorfismos sobre a época da menarca (45), sugerindo que, apesar de
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importantes para o inicio da puberdade, estes genes ndo tém papel crucial na
modulagao da puberdade normal.

As primeiras mutagdes inativadoras relacionadas ao hipogonadismo
hipogonadotréfico isolado normdsmico (HHIn) foram descritas no gene do
receptor do horménio liberador de gonadotrofinas, GnhRHR (46) e,
posteriormente, no gene do receptor acoplado a proteina G, KISS1R (GPR54),
gene associado a secre¢ao do GnRH (47 - 50). Mais recentemente foi descrita
mutagcdo em frameshift no gene GhnRH em uma familia com HHIn (51).

Mutacbes inativadoras no gene do receptor FGFR1 também foram
descritas nos pacientes com HHIn (52).

Mutacgbes inativadoras nos genes que codificam as subunidades beta
das gonadotrofinas, FSH e LH, relacionadas a defeitos na agdo das
gonadotrofinas, também constituem uma causa rara de HHIn (53, 54). Os genes
TAC3 e TACR3 que codificam a neurokinina B e seu receptor, respectivamente,
foram também envolvidos no HHIn (55). No entanto, atualmente, apenas 30%
dos pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico isolado tém sua base

genética esclarecida (56).
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Tabela 1 - Defeitos genéticos associados ao hipogonadismo hipogonadotréfico

Funcao no eixo

Gene Locus Produto génico . Heranca Fendtipo
reprodutivo
. Migracao dos .
KAL1 Xp22.3 Anosmina neurdnios de GnRH Ligada ao X S. Kallmann
FGES 10025 Fator de crescimento Migracao dos AutossOmica S. Kallmann ou
9 de fibroblasto 8 neurdnios de GnRH dominante HHIn
Receptor 1 do fator de . ~ A
FGER1 8p12 crescimento de Mjgragao dos Autos_som|ca S. Kallmann ou
) neurénios de GnRH dominante HHIn
fibroblasto
Fator LHRH Migracao dos Autossbmica
NELF 9934.3 embridnico nasal neurdnios de GnRH dominante? S. Kallmann
L Migracao dos Autossdmico S. Kallmann ou
PROK2 3p21.1 Prokinecitina 2 neurdnios de GnRH recessivo HHIn
Receptor da Migragao dos Autossdmico S. Kallmann ou
PROKR2  20p12.3 Prokinecitina 2 neurdnios de GnRH recessivo HHIn
GNRHR  4q13.2-3  Receptorde GnRH  Sinalizagiio do GnRH ~ \utossomico HHIn
recessivo
GNRH 8p21 GnRH Sintese de GnRH ~ Autossomico HHIn
recessivo
KISS1R 19p13.3 Receptor do KISS1 Secregéo de GnRH Autossom|co HHIn
recessivo
TAC3 12913- Neurokinina B Desconhecida Autossomco HHIn
12 recessivo
TACR3 4925 Recep_tqr da Desconhecida Autossomco HHIn
Neurokinina B recessivo
Proteina de ligagéao
CHD7 8012.1 ao DNA do Desenvolvimento do Autossbmico S. CHARGE, S.
qile. cromodominio neurdnio de GnRH dominante Kallmann, HHIn
helicase 7
Outros genes causadores de hipogonadismo hipogonadotréfico

associado a outras deficiéncias hormonais incluem fatores de transcricao
hipofisaria (HESX1, LHX3, PROP-1), receptores nucleares orfaos (DAX-1,
associado com hipoplasia adrenal ligada ao X, e SF-1) e genes envolvidos no
metabolismo energético (LEP, LEPR e PC-1) (57).

Outro estudo de associagdo com variantes génicas e haplotipos dos

genes GnRHR e GnRH em pacientes com atraso constitucional do

desenvolvimento em uma coorte multiétnica do Havai e Califérnia, com
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representantes de todas as faixas de puberdade, ndo confirmou o papel destes
polimorfismos no atraso puberal (58). Além disso, a idade de menarca também
foi analisada e ndo se correlacionou a polimorfismos nestes dois genes, em
dois estudos independentes (50, 59).

A identificacdo de genes envolvidos no controle do principio da
puberdade representa uma etapa importante na compreensao dos mecanismos
que iniciam a puberdade humana (1, 3). Entretanto, até o momento, séo
rarissimas as alteragdes estruturais em genes que afetam o eixo gonadotréfico
causando PPC, ao contrario do que ocorre no hipogonadismo. Em 2008, Teles
e cols. (60) identificaram uma mutagdo no gene GPR54 (p.R386P) que resulta
em uma ativacdo nao constitutiva do receptor, associada ao fenétipo de PPC
em uma menina brasileira adotada. Estudos in vitro demonstraram que a
mutacado p.R386P, localizada na cauda carboxiterminal do GPR54, resulta em
um atraso na dessensibilizagdo do receptor (60) e, consequentemente, leva a
ativagdo prolongada da via de sinalizagdo intracelular em resposta a
kisspeptina, que é sabidamente um potente ativador dos neurénios de GnRH
(61 —69).

Silveira e cols. (70) identificaram uma nova mutagdo missense no gene
KISS1, p.P74S, em heterozigose, em um menino que desenvolveu PPC
idiopatica no primeiro ano de vida, e o estudo funcional desta mutagdo mostrou
que esta variante aumenta a resisténcia da kisspeptina a degradacao (70).

No Laboratério de Hormonios e Genética Molecular LIM 42 ja foram
realizados outros estudos envolvendo o gene que codifica a subunidade alfa do
receptor tipo A do acido gama-amino butirico (GABRAL) e o receptor do NPY
(NPYR1 e 5) que nao revelaram mutagbes funcionais ou polimorfismos

relacionados ao fenétipo de PPC (71, 72).

1.2.4 - Puberdade precoce central causada por hamartoma hipotalamico
O hamartoma hipotalamico é a causa organica mais frequente de PPC

em ambos os sexos (25, 73), € uma malformagao congénita ndo neoplasica
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rara, localizada no sistema nervoso central, que apresenta em sua constituicao
tecido hipotalamico maduro em localizacédo heterotopica (74 — 76). Os
hamartomas hipotalamicos estdo geralmente localizados na base do hipotalamo
(tuber cinéreo), adjacente a este ou inflitrando-o (74 — 76). Estas lesbes nao-
neoplasicas sao constituidas de elementos neurais, incluindo neurdnios
produtores de GnRH presentes em alguns hamartomas hipotaldamicos ou
astrécitos que expressam fatores de crescimento de transformagao alfa (TGF-
a) e seu receptor erbB-1, envolvidos na mediagdo do controle regulatério
exercido pelas células da glia na rede neuronal que leva a produgao de GnRH
(76, 77).

Os hamartomas hipotaldmicos podem ser assintomaticos (18%) (74) ou
apresentar manifestagbes clinicas endocrinolégicas e/ou neurolégicas.
Puberdade precoce GnRH-dependente, cujo inicio ocorre geralmente antes dos
quatro anos de idade, é a manifestagado enddcrina presente em 50% dos casos
(78). As manifestagbes neuroldgicas incluem epilepsia gelastica (79),
caracterizada por crises de riso imotivado, e epilepsias focais e generalizadas.
Transtornos cognitivos e de comportamento, como deficit de atencgao,
hiperatividade, alteragbes de memoria podem estar associados (79) e
relacionados a deterioragdo da condi¢cao epilética, uma vez que o tratamento
cirargico, que resulta na cessagao das convulsdes, ocasiona a melhora dos
aspectos comportamentais e cognitivos (78). Alteragcdes cognitivas subclinicas
devem ser avaliadas por exame neurolégico e neurocognitivo adequados (80 —
82). Nao estd elucidado o mecanismo fisiopatolégico pelo qual alguns
hamartomas hipotalamicos causam puberdade precoce sem manifestacdes
neurolégicas, ou por que outros hamartomas hipotaldmicos levam a
manifestacdes neurolégicas sem puberdade precoce e, finalmente, por que
alguns levam as duas manifestagbes (83). A localizagdo e o tamanho do
hamartoma hipotaldmico parecem ter algum papel nessas manifestagdes
clinicas. Hamartomas hipotalamicos de maior volume e aqueles sésseis estao

associados a presencga de epilepsia (83). Supde-se que o proprio hamartoma
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produza substancias neurotoxicas responsaveis pela neuroexcitabilidade
exacerbada. Para causar puberdade precoce € necessario o envolvimento da
rede neuronal que atua na ativag&o do eixo gonadotrofico (83).

O diagndstico do hamartoma hipotalamico é confirmado pela ressonéancia
magnética (RM) que indica lesdo com isossinal em T1 e sem realce ao
gadolineo geralmente préximo ao tuber cinéreo (74, 75).

Pouco se conhece sobre os mecanismos moleculares envolvidos na
génese dos hamartomas hipotalamicos. Uma teoria € a de que os hamartomas
hipotalamicos se desenvolvem devido a defeitos leves do processo normal de
desenvolvimento embrionario hipotalamico. Evidéncia para esta teoria é a
identificacdo de mutagdes no gene GLI3 em pacientes com sindrome de
Pallister-Hall, cujo fenétipo inclui hamartomas hipotalamicos associado a outras
alteragdes (hipopituitarismo, polidactilia, unhas displasicas, epiglote bifida e
anus imperfurado) (76, 84 — 86).

Raramente existe indicagdo cirurgica, exceto quando as crises
convulsivas sao intrataveis clinicamente (87). O tratamento da PPC é
medicamentoso com analogos de GnRH e uma boa resposta clinica e

laboratorial é relatada em diversos trabalhos (73, 88).

1.3 — Hierarquia génica que regula a secrecdo de GnRH

Diversas vias neuronais e tipos celulares estdo envolvidos no controle da
puberdade (3, 89 — 92). Esta complexa rede deve ser coordenada por uma
hierarquia de genes regulatérios que atuam conectando bidirecionalmente
células neuronais e gliais (93). Neste mecanismo proposto por Ojeda e cols.
(94), alguns genes controladores, enhanced at puberty (EAP1) e thyroid
transcription factor 1 (TTF-1), chamados de master genes, sao
hierarquicamente superiores e orquestram genes subordinados que s&o
necessarios para a interagdo neuronal e glial, como GnRH, KiSS1, e
preproencefalinas, levando ao inicio puberal e a manutencdo das funcdes

reprodutivas (94).
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Utilizando técnicas de DNA microarray (94) e de expressao de RNA de
hipotalamo meédio basal (regido sabidamente envolvida no controle da
puberdade) e cortex cerebral de macacas Rhesus em trés diferentes periodos
do desenvolvimento (juvenil, puberdade inicial e meio de puberdade), foi
constatado aumento da expressdao de genes (master genes), dentre eles,
C140RF4 (EAP1) e TTF-1, no hipotalamo médio basal no inicio da puberdade e
no periodo intermediario. No cértex ndo houve aumento da expressao destes
genes. Estudos realizados em ratas confirmaram este resultado (94).

Genes superiores — controladores (master genes)
TTF-1, EAP1

\

Regulacao transcripcional

v

Genes subordinados
Comunicacao ceélula-célula
Gabaeérgicos (GABRA1 e outros), Glutamatérgicos, opioides, Kisspeptina/GPR54, NPY
(NPYY1 e NPYY5), TEG-a, neurorregulinas

v

Integracao funcional neuronal e glial

Neurbnios ' Células da glia
&~ g

controladores Neurénios de GnRH

\

Aumento sincronizado na secrecao de GnRH

Figura 1. Hierarquia génica da secreg¢ao de GnRH (94)

EAP1 e TTF-1 estdo localizados no cromossomo 14 em uma regido que
pode ser afetada na dissomia uniparental materna deste cromossomo,

resultando em uma sindrome com fenétipo complexo caracterizada por retardo
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de crescimento pré e pés-natal, hipotonia, flexibilidade articular, retardo de
desenvolvimento, pés e maos pequenos, obesidade e puberdade precoce (95,
96).

1.3.1 -TTF-1e controle da secrecéo de GnRH

TTF-1 esta localizado no cromossomo 14913, é composto de trés exons
e codifica dois transcritos de 2,2 kb e 2,3 kb que resultam em dois fatores de
transcricdo distintos de 401 e 371 aminoacidos, respectivamente (97, 98). O
peptideo mais ativo e abundante é a isoforma de 371 aa. As sequéncias de
aminoacidos humano, de rato e de camundongo sao 98% idénticas, sendo
conservados os 60 aminoacidos que compdem a regido do homeodominio (97).
A regiao codificadora é constituida pelos exons 2 e 3. Uma regiado localizada no
intron 1, localizada a -350 pb do ATG com 98% de homologia entre
camundongo e humano, foi determinada como uma das regides promotoras

deste gene (99).
ATG ATG

Intronl

Exon1

Exon 3

1623 pb 3
Homeodominio  Dominio NKx2 especifico

5 159 pb 386 pb

Figura 2. Representagcdo esquematica do gene TTF-1 38 kB

O TTF-1 é um fator de transcricdo da familia homeobox, expresso em
tireoide, diencéfalo em desenvolvimento e pulmdes. Mais especificamente TTF-
1 é encontrado em neurdnios da area pré-optica que controla o eixo reprodutivo
pela liberacdo de GnRH (100), em neurdnios preproencefalinérgicos do nucleo

ventromedial lateral (100, 101) que inibem transinapticamente a liberagéo de
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GnRH (102), em neurénios do nucleo arqueado e em células ependimogliais do

terceiro ventriculo e da eminéncia média.

Recentemente, TTF-1 foi envolvido na regulagdo do eixo reprodutivo no
sexo feminino (103). Um incremento de RNA mensageiro (RNAm) de TTF-1 no
hipotalamo foi demonstrado, precedendo o inicio da puberdade (100). O modelo
animal com ablagdo do TTF-1 é inviavel pois é letal (104), porém a delegao
hipotalamica pos-natal do TTF-1 em camundongos, por meio da técnica de Cré-
loxP, resulta em puberdade atrasada, diminuicdo da capacidade reprodutiva e
auséncia de ciclos estrogénicos. Dados moleculares mostraram que estes
animais apresentavam aumento de preproencefalinas e diminuicdo de valores
de KiSS1 e GnRH (100, 102, 103). A diminuicdo de kisspeptina se faz por agao

direta do TTF-1 sobre regides motif especificas no promotor de KiSS1 (103).

Estudos funcionais com o promotor do TTF-1 demonstraram que o
estradiol em doses fisiologicas ou suprafisioldogicas ndo altera a atividade do
promotor do TTF-1, sugerindo que o incremento do TTF-1 hipotaldmico no inicio

da puberdade seja um evento primariamente central (103).

Em humanos, foi encontrada a diminuicdo da expressdo do TTF-1 em
trés pacientes com bdcio e hipotireoidismo primario (105, 106). Mutagbes de
ponto e delecdo do TTF-1 (haploinsuficiéncia) foram encontradas em seis
familias com coreia familiar benigna, indicando defeitos nos ganglios da base
(107 — 111). Delecdo e mutagdes do TTF-1 foram também encontradas em
criangas com tireoidopatias neonatais, insuficiéncia respiratéria, hipotonia,
coreoatetose e duplicagdo da haste hipofisaria (104, 110 — 116). No entanto,
nenhuma informacédo sobre o desenvolvimento puberal desses pacientes foi

descrita.

Além do efeito regulatério do TTF-1 sobre a produgcao de GnRH, sua
participacdo na morfogénese diencefalica € também confirmada em estudos
realizados em modelos animais. Camundongos com delecdo do TTF-1

apresentam estruturas diencefalicas pouco desenvolvidas, auséncia de

15



Introducao

desenvolvimento de neurbnios colinérgicos do diencéfalo, faléncia de migragao
de neurdnios GABAérgicos do globo palido para o striatum e coértex cerebral e
fusdo do terceiro ventriculo (103, 117, 118). Estas altera¢gdes sugerem que a
perda do TTF-1 possa resultar em deficiéncias cognitivas devido a auséncia dos
neurénios colinérgicos (119) e em alteragbes comportamentais atribuidas a
perda de neurdnios GABAérgicos no cértex (120). E sugerido que a formagao
de hamartomas hipotalamicos possa ocorrer devido a mutagdes somaticas
esporadicas em genes necessarios para a morfogénese, como o TTF-1 (121).
Em humanos, nenhum estudo do TTF-1 foi realizado em pacientes com

patologias do eixo reprodutivo de origem central, até o momento.

1.3.2 - EAP1 e controle da secrecédo de GnRH

EAP1 (enhanced at puberty), anteriormente conhecido como C140RF4,
€ um gene sem intron localizado no cromossomo 14q24.3, que codifica um fator
de transcricdo que, por atuar no sistema neuroenddécrino por meio de redes
neuronais ainda ndo bem estabelecidas, torna-se necessario para o inicio da

puberdade e manutencgao da ciclicidade reprodutiva (122).

5 &
S &
@ @ > n
o S ods o8 & &
‘ E & & & &S & 5 Poli AAA
5 3
Regiéo codificadora 4166pb

Cromossomo 14924.3

Figura 3. Representacdo esquematica do gene EAP-1

Utilizando técnicas de hibridizac&o in situ realizada em macacas Rhesus,

elevados niveis de RNAmM de EAP1 foram detectados em células dos nucleos
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hipotalamicos envolvidos no controle da secre¢cdo de GnRH como o nucleo
arqueado e a area medial pré-Optica do nucleo ventromedial (94).

Em cérebro de ratas de 28 dias de vida, EAP1 foi também expresso em
nucleos de neurbnios secretores de GnRH, bem como em neurdnios
preproencefalinérgicos, primariamente inibitérios da secrecdo de GnRH (122).
Utilizando microscopia confocal, seguida de deconvolugdo e reconstrugéo
tridimensional, foi observado que o EAP1 localiza-se em areas nucleares de
cromatina ndo condensada, que sdo areas transcricionalmente ativas,
sugerindo envolvimento do EAP1 na regulacdo da expressao génica,
aumentando a expressdao do GnRH e, concomitantemente, inibindo a de
preproencefalina (122).

O EAP1l contém um dominio coiled-coil que indica regulagdo de
expressao génica e um dominio RING finger C3CH4, localizado proximo a
regido C terminal, o que pode sugerir agdo do EAP1 na transcrigdo génica pela
interagdo com correpressores ou coativadores (figura 3).

Na sua estrutura, o EAP1 possui duas regides polialanina (poliAla) e uma
regido intermediaria poliglutamina (poliQ) (figura 3). Na sua forma selvagem
(wild type), a regido poliAla proximal é conservada e constituida de 15 alaninas,
a regido poliQ tem 25 repeticoes e a regido poliAla subsequente possui 12
alaninas. Rampazzo e cols. (123) avaliaram o numero de repeticbes de
glutamina em 50 individuos italianos saudaveis e identificaram variagao
consideravel, nesta regido, de 20 a 31 repeti¢cdes (123).

Estudos funcionais demonstraram que o EAP1 transativa o promotor do
GnRH, mas reprime o promotor da preproencefalina, indicando que a atividade
transcricional do EAP1 ocorre por meio de promotores destes genes (122). Para
este efeito é fundamental a conservagao da sequéncia RING finger intacta, uma
vez que tanto delecdo desta regido quanto substituicdo de um unico aminoacido
(troca da primeira cisteina por alanina) elimina esta atividade biologica (122).

Usando técnica de silenciamento de RNA e injetando o lentivirus com

EAP sh1 na area pré-optica de ratas, foi demonstrado que estas ratas
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apresentam inicio puberal atrasado em relagdo a ratas-controle. Os modelos
animais com knock-down do EAP1 também tiveram alteragcdo da ciclicidade
estrogénica e episddios prolongados na fase de estrus, além da diminui¢do dos
valores de LH, FSH e estradiol (122), demonstrando efeito fundamental do
EAP1 no controle do eixo reprodutivo.

O RNAm de EAP1 hipotalamico ou a atividade transcricional do gene
EAP1 ndo sofre alteracdo por esteroides ovarianos, dado comprovado pelo
incremento de EAP1 no inicio da puberdade em ratas ooforectomizadas e pela
auséncia de elementos responsivos ao estrogeno na regiao 5 ou 100 kb,
proxima ao EAP1. Além disso, estudos funcionais mostraram que estradiol
isolado ou associado a progesterona nédo levam ao aumento na transcricado do
EAP1 (124).

Até o momento ndo ha relatos cientificos sobre anormalidades
germinativas nos genes TTF-1 e EAP1 em humanos com disturbios puberais

centrais.
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2- OBJETIVOS

1-

Determinar a prevaléncia de casos familiais de puberdade precoce central e

analisar o modo de heranga e penetrancia.

Pesquisar mutagdes germinativas no gene TTF-1 e em seu promotor em
pacientes com disturbios puberais centrais: puberdade precoce central
idiopatica e causada por hamartoma hipotalamico e hipogonadismo

hipogonadotrofico isolado normosmico.

Pesquisar mutagdes germinativas no gene EAP1 em pacientes portadores
de disturbios puberais centrais: puberdade precoce central idiopatica e
causada por hamartoma hipotalamico e hipogonadismo hipogonadotréfico

isolado normdsmico.

Caracterizar as alteragdes neuroldgicas e neurocognitivas de pacientes com

puberdade precoce central causada por hamartoma hipotalamico.
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3 - PACIENTES E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMUSP/aprovagdo n® 983/06) e o consentimento pds-informagédo formal foi

concedido pelos pacientes ou responsaveis.

3.1 — Casuistica

Foram selecionados 133 pacientes portadores de disturbios puberais
centrais: 71 com PPC idiopatica, 15 com PPC devido a hamartoma hipotalamico
e 47 com HHIn. Os pacientes com puberdade precoce foram selecionados no
Ambulatério de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), além de
alguns casos isolados provenientes de outros servigos (Santa Casa de Séao
Paulo, Governador Valadares, Chile, Argentina, Estados Unidos e Bélgica). Os
pacientes hipogonadicos foram selecionados dos Servigos de Endocrinologia do
Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo, em Sao Paulo ou Ribeirdo
Preto, e do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Um grupo controle foi composto por 53 individuos adultos, de
ambos os sexos, que nao apresentaram anormalidades no desenvolvimento
puberal.

Os critérios clinicos e laboratoriais considerados para inclusdo dos
pacientes com PPC no presente estudo foram: inicio dos caracteres sexuais
secundarios antes dos 8 anos nas meninas e dos 9 anos nos meninos,
concentracdes de LH puberais em condigdo basal e/ou apdés estimulo com
GnRH exogeno, ressonancia magnética do SNC sem anormalidades na forma
idiopatica ou com imagem sugestiva de hamartoma hipotalamico e resposta
terapéutica satisfatéria ao tratamento com analogos de GnRH de acgao
prolongada (depot). Dos 71 pacientes com PPC idiopatica, 67 (94%) eram do

sexo feminino e 4 (6%), do sexo masculino. Cinquenta e quatro dos 71
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pacientes apresentavam a forma esporadica e 18 pacientes, pertencentes a 14
familias, apresentavam a forma familial de PPC, totalizando 25% de casos
familiares. A idade cronoldgica (IC) média do inicio do aparecimento dos
caracteres sexuais secundarios foi 5,4 anos + 1,9 ano (0 — 8,4 anos), e a IC
média da primeira consulta foi 7,3 anos + 2,3 anos (1,4 ano — 10,25 anos). O
estadio de desenvolvimento mamario variou de 2 a 5 e o estadio dos pelos
pubianos variou de 1 a 5, de acordo com os critérios de Marshall & Tanner (125,
126). Os quatro pacientes do sexo masculino apresentavam testiculos maiores
que 2,5 cm ao diagndstico. A idade éssea (I0) média foi 10 anos + 2,2 anos (2
anos — 13,5 anos), segundo os critérios de Greulich & Pyle (127). Os pacientes
apresentavam em média um avango de |10 de 2,7 anos em relacéo a IC. A

tabela 2 resume os achados clinicos dos pacientes com PPC.
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Tabela 2 - Dados clinicos € hormonais dos pacientes com PPC idiopatica

IC inicio IC inicio E DP DP 10 o LH (U/L) FSH (U/L) E2 T

Caso pu(t;(re]réjsa)de Sexo tra(t:rzr;ir)\to cm) | altic Peso (kg) peso/alt | (anos) EA (cm) | Estadio puberal Basal bico | Basal pico (pg/mL) (ng/dL)
1F1§ 5,8 F 6,6 129,5 | 2,46 30 0,53 11 166 M4PP2 1,9 31,5 6,2 12,6 53,3 NA
2F18§ 5 F 8,25 140 1,9 39,2 0,7 11 158,5 M4PP1 1,7 34,1# 3,9 ND 34,6 NA
3F1§ 4,5 F 6,9 129 1,97 26,3 -0,1 7,8 158,5 M3PP1 <0,6 11,4 1,6 12,7 <13 NA
4F1§ 5 F 6,8 127,2 1,6 28 0,34 10 166,5 M4PP3 1,6 23,5# 4,7 ND 29 NA
5F28§ 6 F 6,5 123,1 1,2 28 0,98 7,8 158 M2PP2 0,8 ND 3,1 ND <20 NA
6F3§ 7 F 8 135 1,7 25,5 -0,78 11 153 M3PP1 0,4 9,9 34 ND 38 NA
7F48§ 7,75 F 8,25 133,2 | 1,08 28,6 -0,11 11 167 M3PP3 <0,6 | 17.6# 4,2 ND 31 NA
8F58§ 5,56 F 8,2 132 1,21 28,2 -0,1 11 160,5 M3PP4 1 8,8# 1,9 ND 17,4 NA
9F6 § 5,75 F 5,75 116 0,94 22 0,16 6 149 M2PP3 <06 |[3737 | 1,13 | 17,92 11,01 NA
10F7 8§ 6,2 F 6,5 127 1,9 ND ND 71 165,4 M2PP1 <0,6 7,3 7 19,2 6,2 NA
11F88§ 4,5 F 10,25 131,7 | -041 37 1,62 11 153 M4PP5 4,2 ND 2,6 ND 98,8 NA
12F8 8§ 6,8 F 9,8 1414 0,7 34,8 0,03 11 153 M3PP4 2,2 ND 4,6 ND <13 NA
13F9 § 7,3 F 8 148,5 4 42,2 0,28 11 1715 M3PP3 1,5 45,8# 2,7 ND <13 NA
14F10§ 6,75 F 7,3 133,2 | 2,18 33,8 0,77 8,8 155,6 M4PP2 0,6 16,91 3,7 ND 20,9 NA
15F11§ 6 M 8,1 131 0,83 30,5 1 8,9 167 G2PP1 1,18 | 141# | 1,53 ND NA 116
16 F12§ 5,56 F 7,6 131,8 1,7 28 0 7,8 169,5 M3PP1 <0,6 ND 1,5 ND <13 NA
17 F13§ 6,9 F 6,9 1252 | 1,27 26,8 0,45 7,9 ND M3PP1 3,5 35 52 22 <13 NA
18 F14§ 3 F 6,5 136 3,96 304 -0,1 8,8 169,5 M4PP3 <0,6 9,8# 3,7 10,5 <13 NA
19 6 F 7,3 129,5 1,3 38,2 2,17 9 158 M3PP3 <0,6 8,1 ND 13 <13 NA
20 4 F 5,25 116,5 | 1,25 19,6 -0,6 6,8 158,5 M3PP1 <0,6 16,9 2 20,4 <13 NA
21 6,2 F 8,7 1415 | 21 33,2 -0,1 12 154 M4PP4 1,2 ND ND ND 19,8 NA
22 0 F 2,66 100,5 2,8 18,3 1 6,8 168,75 M3PP1 3 41 4,4 ND ND NA
23 0,75 F 1,66 83 0 12,4 0,5 2 144,5 M4PP3 1,1 21 43 ND 60,4 NA
24 3,2 F 3,4 106 2,26 19,1 0,5 7,5 149 M4PP1 5 89,7 9,8 ND <13 NA

F: familia; IC: idade cronoldgica; E: estatura; I0O: idade éssea; DP: desvio-padrdo de estatura e do peso; G: genitalia (estadio, segundo critérios de Tanner); PP: pelos
pubianos (estadio, segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2: estradiol, T: testosterona, M: mamas (estadio, segundo critérios de Tanner); ND: ndo disponivel;
NA: n&o aplicavel; Exames realizados por IFMA; # LH 2 horas pds acetato de leuprolide depot; § casos familiares
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Tabela 2 (continuagao) - Dados clinicos e hormonais dos

acientes com PPC idiopatica

IC inicio IC inicio E DP DP 0 . LH (U/L) FSH (U/L) E2 T
Caso pu(t;tre]réisa)de Sexo tre?tsrzr(;esr)\to cm) | altic Peso (kg) peso/alt | (anos) EA (cm) | Estadio puberal Basal bico Basal Pico a/mL) | (ng/dL)
25 6,2 F 6,6 124 1,2 25,7 0,25 10 ND M2PP1 0,7 7,5 ND ND 45 NA
26 4 F 7,25 136,4 | 3,13 37,7 0,99 11 155,5 M3PP2 0,9 ND ND ND <13 NA
27 2 F 4,75 118,8 3,3 24,7 0,76 8,8 160 M4PP1 0,7 18,8 1,5 10,1 19,1 NA
28 6,16 F 7,9 133,5 | 1,47 30,6 0,22 9 adotada M2PP2 <0,6 9,5 55 24 7 NA
29 5 F 9,8 135 0,25 39,3 1,38 12 153,5 M4PP3 <0,6 13,2 1,7 ND <13 NA
30 6 F 8 142,9 3 34,3 -0,1 10 161,5 M4PP4 1 12 59 18 15 NA
31 6,8 F 7,66 128,4 0,9 38,8 24 7,8 156,5 M3PP2 1,4 20 2 7,5 <13 NA
32 6,8 F 7,8 1255 | 0,24 27,9 24 8,8 153,5 M3PP3 2,8* 41* 4,5* ND <13 NA
33 4 F 6,8 136 3,22 31,3 0,03 9,5 153 M4PP3 6,1 ND 4,7 ND 62 NA
34 2 F 7,58 140,3 | 3,23 34,4 0,09 12 161,5 M2PP3 2,6 9,8 6 11 21 NA
35 2 F 4,8 115 24 23,3 0,7 8 ND M3PP1 3,8* 28,8 | 16,3* ND 23* NA
36 4 F 8,58 131,5 | 0,63 26,7 -0,2 11 adotada M4PP2 0,6 6,4 1 16,9 22 NA
37 2 M 5,1 129 4,36 27,9 0,66 13 178,5 G2PP4 1,1 17,7# 1,1 ND NA 92
38 1 M 1,4 85 0,5 14,3 1,55 2,6 165 G2PP2 11,5* 47,2* | 8,3* | 4,1* NA 600
39 7 F 8,4 133 0,88 30,5 0,2 11 157 M3PP2 0,7 2,3# <1,0 ND 13 NA
40 4 F 71 128,7 | 1,78 31,3 0,93 11 155,5 M3PP2 <0,6 4,2# <1,0 ND <13 NA
41 6 F 8,75 157,2 | 1,86 39,7 -0,81 12 157,2 M5PP4 1,5 13,5 59 10,7 62,2 NA
42 6 F 8 ND ND ND ND 11 162,6 M2PP2 1 ND 1,3 ND 20 NA
43 6 F 8,25 128,6 | 0,14 30,7 0,8 12 152,25 M3PP2 <0,6 5,3# 2,7 ND 13,4 NA
44 4,9 F 5 115,2 1,7 20,7 -0,13 6 161,8 M2PP1 <0,6 7,8 2,1 13 <13 NA
45 7 F 8 136 2 35 0,58 12 157,5 M4PP3 1,2 50,4# 4,1 ND 20,5 NA
46 7 F 8,75 1354 | 0,95 32,6 0,32 11 154,5 M3PP3 1,2 19 1,8 54 13,1 NA
47 7 F 8,9 135,3 | 0,78 29 -0,2 11 155,5 M3PP4 <0,6 8 2 ND 40 NA
48 2,8 F 4,25 106,6 | 1,16 19,5 0,7 6,8 158 M4PP1 0,6 13,5 4,2 ND 18,2 NA

IC: idade cronoldgica; E: estatura; |0: idade éssea; DP: desvio-padrdo de estatura e do peso; G: genitalia (estadio, segundo critérios de Tanner); PP: pelos pubianos
(estadio, segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2: estradiol, T: testosterona, M: mamas (estadio, segundo critérios de Tanner); ND: ndo disponivel; NA: ndo
aplicavel; *“Exames realizados por radioimunoensaio (RIE). Os demais exames foram realizados por IFMA; # LH 2 horas pds acetato de leuprolide depot
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Tabela 2 (continuagao) - Dados clinicos € hormonais dos pacientes com PPC idiopatica

Lo IC inicio
Cgs pL%g:gge ng tratacr)nent (clfn) a:?/lljc Peso (kg) pesDc::/aIt (all(gs) EA (cm) Ejgidrfl e e (ng/an L) (ng-}-d L)
(anos) (anos) Basal Pico Basal Pico
49 6 F 9,8 129 -1 27 0,04 11 147 M4PP3 0,8 ND 3,5 ND 22,2 NA
50 7,5 F 8,5 141,8 | 2,38 42 0,93 12 Adotada M3PP3 1,1 10,3 5,6 ND 35 NA
51 6,8 F 8,25 139 2,26 38,3 0,7 11,5 158,5 M4PP3 1,5 ND 5,6 ND 46,3 NA
52 6,8 F 7,5 1295 | 1,3 30,8 0,7 8,8 157,3 M3PP1 1,2 27,6 3,9 ND 15 NA
53 5 F 7,66 135,1 2,1 27 -0,54 11,5 148,5 M4PP1 1,6 29,4 2,8 ND 26,8 NA
54 6 F 7,8 1435 | 34 31,1 -0,57 11 168 M3PP3 <0,6 6,9 1,2 ND <13 NA
55 8 M 8 150 43 43,2 0,19 13,5 166 G2PP4 1,7 ND 1,8 ND NA 312
56 6 F 6,75 1209 | 05 27,1 1,17 7,8 156,5 M3PP2 1,6 ND 4,6 ND ND NA
57 7 F 9,75 135 0 28,9 -0,25 11 160 M4PP3 3,7 ND 3,6 ND 16 NA
58 6 F 8,25 142,6 | 2,69 36,5 0,15 11 174,5 M3PP3 <0,6 2,1 1,2 ND <13 NA
59 5 F 9,1 143,2 | 1,92 39,6 0,42 12 170,5 M3PP3 0,9 27,8# | 4.1 ND 22 NA
60 6 F 8,5 141 10,8 30 -0,56 10 158,2 M4PP3 <0,6 24 3 ND <15 NA
61 6 F 7,58 130 1 30,7 0,58 11 149 M3PP2 <0,6 3,1 <1,0 ND 14,4 NA
62 7,6 F 7,75 132,2 | 1,42 33,6 0,85 8,8 163,5 M3PP2 1 ND 53 ND 69,9 NA
63 3 F 7,5 133,3 2 33,3 0,68 11,5 160,5 M2PP1 <0,6 8,6# 1,4 ND <13 NA
64 8 F 9,4 1316 | -0,7 30 0,33 11 149,2 M3PP1 <0,6 16,3% | 2,1 ND <13 NA
65 7 F 9,1 1425 | 1,8 43,6 1 11 163,2 M4PP3 0,7 9,7# 3,6 ND 30 NA
66 3 F 3,3 106 2,9 21,2 1,47 ND 148 M3PP1 3,5 ND 7.4 ND 25 NA
67 8,4 F 9,4 146,7 | 21 51,5 1,4 12 155,5 M4PP5 5,4 ND 4,4 ND 53,4 NA
68 7,5 F 8,2 137,5 | 2,17 34,5 5 12 159 M3PP3 0,7 7,5 3,5 5,2 45 NA
69 7,3 F 7,9 142 3,14 31,6 -0,4 11 167,5 M3PP3 2 ND 6,8 ND 13 NA
70 6 F 8,3 140,3 | 2,29 28 -0,7 11 161 M2PP3 <0.6 11,3 1,4 ND <13 NA
71 7 F 7,8 138,5 | 2,52 41,1 1,25 11 166,5 M3PP3 1,2 179%# | 34 ND 35,2 NA

IC: idade cronoldgica; E: estatura; |O: idade 6ssea; DP: desvio-padrdo de estatura e do peso; G: genitalia (estadio, segundo critérios de Tanner); PP: pelos pubianos
(estadio, segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2: estradiol, T: testosterona, M: mamas (estadio, segundo critérios de Tanner); ND: ndo disponivel; NA:
nao aplicavel; Exames realizados por IFMA; # LH 2 horas pds acetato de leuprolide depot
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Dos 15 pacientes com PPC devido a hamartoma hipotalamico, 7 eram do
sexo feminino e 8, do sexo masculino. A idade cronoldgica (IC) média do inicio
do aparecimento dos caracteres sexuais secundarios foi 1,6 ano + 1,8 ano (0,4
ano — 7 anos), e a IC média da primeira consulta foi 3,1 anos + 2,6 anos (0,75
ano — 8,25 anos). O estadio de desenvolvimento mamario variou de 2 a 5 e o
estadio dos pelos pubianos variou de 1 a 5, de acordo com os critérios de
Marshall & Tanner (125, 126). Todos os meninos apresentavam genitalia
estadio 2 a 4. A idade 6ssea (I0) média foi 5,6 anos + 4,1 anos (0,75 ano — 14
anos), segundo os critérios de Greulich & Pyle (127). Os pacientes
apresentavam em média um avanco de 10 de 2,4 anos em relagéo a IC. Estes

dados estao na tabela 3.
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Tabela 3 - Dados clinicos e hormonais dos pacientes com PPC devido a hamartoma hipotalamico

IC inicio

IC inicio

Caso | puberdade | Sexo tratamento (cIrEn) Aﬁflc Peso (kg) penglaIt (ail?)s) EA (cm) | Estadio puberal Baszli_IH (U/L)Pico Basa'\:ISH (U/L)Pico (ng/ran) (ng}—dL)
(anos) (anos)
1 0,41 F 0,91 77 0,7 10,7 0,25 1 157 M1PP1 0,6 52* 0,8 ND <10 NA
2 0,75 F 1,83 95,5 3,21 16,8 1,1 6,8 164 M4PP3 1,7 23,4 2,4 8 15 NA
3 0,41 F 1,08 77 0,7 10,5 0 2 156,7 M2PP1 1,4 23,3 5,5 12,7 11 NA
4 0,5 F 3 106 3,39 22,1 1,87 8,8 ND M4PP1 9,5 254 6,6 254 <13 NA
5 1 F 2,7 94,3 1,1 15,6 0,6 4.1 154 M4PP1 1,1 49,7 # 2,4 ND 38,3 NA
6 0,5 F 2,6 106 47 21,2 1,4 6 156 M3PP2 12* 59* 8* 16* 40 NA
7 7 F 8,1 138 2,43 44 1,6 11 158,5 M3PP3 43 15 8,3 10,3 59,8 NA
8 2 M 3 95 0,27 13,7 -0,3 2,6 175 G2PP2 <0,6 13 <1,0 3,8 NA 34
9 0,6 M 2,8 107,8 | 3,34 21 1,6 2 174 G2PP2 <0,6 13 <1,0 2,3 NA 241
10 1,9 M 1,8 97,5 2,55 17 1,25 5 159 G2PP3 3 77,3 7,5 22,3 NA 283
11 0,5 M 1,16 80 0,2 12,6 1,22 1,5 169 G2PP2 74" 35,7* 3,8* ND NA 233
12 2 M 6,83 151 5,6 46,8 0,9 14 169,9 G4PP4 4,5 23 7,6 11 NA 565
13 0,66 M 0,75 76 1,3 10,3 1 0,75 169 G4PP1 1,4 30,8# 1,3 ND NA 138
14 5 M 8,25 142,6 | 2,93 35,5 0,4 12 177,5 G3PP3 1,1 ND 1,6 ND NA 473
15 2 M 2 98 3,6 16,3 0,87 4 175 G2PP3 0,6 19,1# <1,0 ND NA 98

IC: idade cronoldgica; E: estatura; |O: idade éssea; DP: desvio-padrdo de estatura e peso; G: genitalia (estadio, segundo critérios de Tanner); PP:
pelos pubianos (estadio, segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2: estradiol, T: testosterona, M: mamas (estadio, segundo critérios de

Tanner); ND: ndo disponivel; NA: ndo aplicavel; *Exames realizados por radioimunoensaio (RIE). Os demais exames foram realizados por IFMA; #

LH 2 horas pds acetato de leuprolide depot
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No grupo de 47 pacientes com HHIn, 34 (72%) individuos eram do
sexo masculino e 13 (28%), do sexo feminino. Os critérios clinicos e
laboratoriais utilizados para a inclusao dos pacientes com HHIn foram: a falta
de aparecimento ou desenvolvimento incompleto de caracteres sexuais
secundarios apos os 18 anos em ambos 0s sexos, concentracdes baixas de
esteroides sexuais (testosterona ou estradiol) para o sexo e idade,
associados a concentracbes séricas de LH baixas ou inapropriadamente
normais em condicdo basal e/ou apods teste de estimulo com GnRH
exogeno, olfato normal e RM do SNC sem evidéncias de anormalidade.
Trinta e seis dos 47 pacientes (77%) apresentavam a forma esporadica de
HHIn e 11 (23%) apresentavam a forma familial. Todos os pacientes do sexo
masculino apresentavam volume testicular reduzido, estadios 1 e 2.
Criptorquidia uni ou bilateral esteve presente em 17,5% dos casos.
Ginecomastia foi observada em 23% dos pacientes. A média de idade
cronoldgica da primeira consulta foi 24 anos = 9,3 anos e variou de 14 anos
a 54 anos. LH e FSH basais pré-puberes foram encontrados em 62% e 42%
dos pacientes, respectivamente, e apresentavam valores intrapuberes no
restante dos casos. Os achados clinicos dos pacientes com HHIn estdo

resumidos na tabela 4.
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Tabela 4 - Dados clinicos e hormonais de pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico isolado normésmico

Caso | Sexo colr?s%;ta (cIrEn) DoP Peso (kg) pgso (arlm?)s) Estadio puberal Criptorquidia BasLa|\-I| (U/LP)ico BaL:aSIH (U/IID)ico (ng/r?wL) (ng-/rdL)
1 M 17 160,1 -2,16 ND ND 13,5 G1PP3 Sim (direita) 1,7 6,5 35 6,3 NA 28,3
2 M 19 170,2 -0,7 ND ND 15 G2PP3 Né&o 0,7 9,8 1,4 2,7 NA 47
3 M 16 153,5 -2,6 ND ND 13,5 G2PP3 N&o 9,7 22,4 5,9 13,9 NA 31
4 M 18 180 0,9 ND ND ND G2PP2 Nao <0,6 ND <1,0 ND NA ND
5 M 29 166 -1,3 ND ND 17 G2PP3 Néo <0,6 6,6 <1,0 1,7 NA 54
6 M 19 167,6 -1,1 ND ND 18 G1PP3 Nao <0,6 7 <1,0 2,6 NA 24
7 M 22 178,6 0,5 ND ND 14,6 G1PP4 N&o <0,6 2,7 1 1,3 NA <14
8 M 26 ND ND ND ND ND ND ND <0,6 3,1 <1,0 3,6 NA <14
9 M 30 167,4 -1,1 56,5 0,47 17 G1PP3 Néo <0,6 0,8 <1,0 3,5 NA 35
10 M 25 152 -3,41 93 5 18 G1PP4 Sim (esquerda) <0,6 <0,6 <1,0 <1,0 NA 43
11 M 19 176,4 0,2 56 -0,8 15 G1PP3 N&o <0,6 2,3 <1,0 1,7 NA <14
12 M 33 189 2,15 80 0 ND G1ND Sim (direita) <0,6 ND <1,0 ND NA 126
13 M 20 167,2 -1,12 ND ND 13 G1PP3 Sim (direita) <0,6 1 1 2,8 NA 34
14 M 22 169,6 -0,7 80,4 2,9 15 G1PP4 Nao <0,6 17 <1,0 1,9 NA 26
15 M 49 182,5 1,17 102 1 ND G1PP3 Néo 0,6 ND <1,0 ND NA 94,6
16 M 34 ND ND 58,2 ND ND G1ND Sim (bilateral) <0,6 2 1 2,6 NA 70
17 M 19 164 -1,6 45,6 -0,3 16 G1PP2 Néo 1,1 11 2,1 4,9 NA 38
18 M 24 164 -1,6 62 1,3 ND G1PP1 Sim (bilateral) <0,6 44 2,3 6,4 NA 239
19 M 24 ND ND ND ND 16 G1ND Nao <0,6 ND <1,0 ND NA <14
20 M 28 180 0,8 ND ND ND G2ND Nao 1,5 44,5 2,9 11 NA 44
21 M 25 ND ND ND ND 16 G2ND Sim (direita) <0,6 ND <1,0 ND NA <14
22 M 27 ND ND ND ND ND G2ND Nao 12,5 33 2,2 ND NA 267
23 M 24 ND ND ND ND ND G2ND Sim (direita) 1,2 ND 1,2 ND NA 228,5

IC: idade cronoldgica; E: estatura; 10:

idade 6ssea; DP: desvio-padrdo de estatura e peso; G: genitalia (estadio, segundo critérios de Tanner); PP:
pelos pubianos (estadio, segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2: estradiol, T: testosterona, M: mamas (estadio, segundo critérios de
Tanner); ND: ndo disponivel; NA: ndo aplicavel.

Continua....

30




Pacientes e Métodos

Tabela 4 (continuagao) - Dados clinicos e hormonais de pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico isolado normésmico

IC 12 E DP 10 LH (U/L) FSH (U/L) E2 T
Sexo consulta (cm) DP Peso (kg) | peso | (anos) | Estadio puberal | Criptorquidia Basal Pico Basal Pico (pg/mL) (ng/dL)

24 M 27 ND ND ND ND 16 G1ND N&o <0,6 ND 1,2 ND NA 45,9
25 M 31 171 -0,55 64,8 1,05 16 G1PP3 N&o <0,6 7,51 1,39 4,53 NA <20
26 M 22 169 -0,85 71,7 1,9 ND G1PP3 Nao <0,6 9,51 1,63 6,14 NA 31

27 M 18 174,5 0 64,8 0,3 ND NAND Sim (bilateral) <0,6 ND <1,0 ND NA 140
28 M 20 163 -1,75 63 1,5 ND G2PP3 N&o 5 ND 9 ND NA 67

29 M 33 167 -1,15 53,5 0,16 ND NAND Sim (bilateral) 2,3 4,5 1,8 3,8 NA 106
30 M 24 188 2 87,9 0,2 ND G1PP1 Néo <0,6 ND 1,4 ND NA 60

31 M 34 164 -1,6 58 0,9 ND NDPP2 ND 9,28 2,02 1,08 2,34 NA 20

32 M 14,7 168,5 0,4 471 -0,6 13,5 G1PP2 Sim (bilateral) 0,9 ND 1,5 ND NA 30

33 M 16,3 170 -0,4 64,8 1,15 14,5 G2PP4 N&o <0,6 1,6 <1,0 2,6 NA 125
34 F 17 160,2 -0,3 ND ND 15 G1ND Nao <0,6 3,8 <1,0 2,8 <13 NA
35 F 22 158,5 -0,6 42,4 -0,7 11 M1PP2 NA <0,6 2,34 <1,0 6,16 <13 NA
36 F 21 146 -2,7 ND ND ND M1PP4 NA <0,6 1,5 <1,0 2,8 15 NA
37 F 20 159,8 -0,4 ND ND 14 M1PP3 NA <0,6 5,1 1,5 5,5 <13 NA
38 F 16 157 -0,8 40,8 -0,7 10 M1PP5 NA <0,6 4,7 <1,0 5,2 <13 NA
39 F 30 170,5 1,4 ND ND ND M5PP5 NA 1,7 12 3 6,4 <13 NA
40 F 19 154,9 -1,2 ND ND 11 M2PP2 NA <0,6 1,4 <1,0 1,7 <13 NA
41 F 14 144,3 -2,4 ND ND 11 M1PP1 NA <0,6 1,7 <1,0 2,4 <13 NA
42 F 28 159 -0,5 ND ND ND M4PP4 NA <0,6 0,9 <1,0 1,9 <13 NA
43 F 17 160,2 -0,3 ND ND 15 M3PP3 NA <0,6 3,8 <1,0 3,6 <13 NA
44 F 19 161 -0,2 ND ND 13 M1PP2 NA <0,6 6 3,8 10,6 <13 NA
45 F 32 165,5 0,55 110 6,8 ND M1PP1 NA 1 11,5 1,7 4,8 <13 NA
46 F 54 ND ND ND ND ND M5 ND NA <0,6 ND <1,0 ND <14 NA
47 F 18 ND ND ND ND ND M1PP2 NA 3,6 5,1 2,6 2,9 <13 NA

IC: idade cronologica; E: estatura; |O: idade 6ssea; DP: desvio-padrao de estatura e peso; G: genitalia (estadio, segundo critérios de Tanner); PP:
pelos pubianos (estadio, segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2: estradiol, T: testosterona, M: mamas (estadio, segundo critérios de
Tanner); ND: ndo disponivel; NA: ndo aplicavel.
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3.2 - Avaliagao hormonal

O diagnostico laboratorial dos disturbios do desenvolvimento puberal foi
baseado nas dosagens das gonadotrofinas (LH e FSH) e dos esteroides
sexuais (estradiol e testosterona). Gonadotrofinas hipofisarias e esteroides
sexuais foram dosados por radioimunoensaio (RIE) com duplo anticorpo
policlonal (Wallac, Turku, Finlandia) até 1991; apds este periodo o ensaio
utilizado foi imunofluorométrico (IFMA) (Perkin Elmer, Wallac, Finlandia), mais
sensivel e especifico, utilizando anticorpos monoclonais.

O teste de estimulo com GnRH de acado curta foi realizado pela
administragdo de 100 pg de gonadorelina intravenosa no tempo zero e coleta
de sangue nos tempos -15, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos. Os valores de esteroides
sexuais e de LH e FSH basais e apds estimulo com GnRH, considerados
normais, estao descritos nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Valores normais de testosterona e LH no sexo masculino, obtidos
nos ensaios IFMA e RIE em pré-puberes e adultos

Testosterona LH basal LH pico* Ensaio
ng/dL U/L U/L
Pré-puberes <14 <0,6 <9,6 IFMA
Adultos 300 — 950 1,4-9,2 12 - 29,7
Pré-puberes <30 A< 15 RIE
Adultos 350 - 1090 A= 15

*ap6s 100 yg de gonadorelina i.v.; A: delta
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Tabela 6 - Valores normais de estradiol e LH no sexo feminino, obtidos
nos ensaios de IFMA e RIE em pré-puberes e adultos

Estradiol LH basal LH pico* Ensaio
pg/mL U/L U/L
Pré-puberes <13 <0,6 <6,9 IFMA
Adultas fase folicular 30-94 1,0-8,4 7,6-317
Pré-puberes <10 A<15 RIE
Adultas fase folicular 10 - 80 A=15

* ap6s 100 ug de gonadorelina i.v.; A: delta

No diagndstico de PPC, consideram-se concentragdes puberais no sexo
feminino: LH basal > 0,6 U/L ou apd6s estimulo com GnRH > 6,9 U/L para o
IFMA (128); ALH apés estimulo com GnRH > 15 U/L para o RIE (129). No sexo
masculino, consideram-se concentragdes puberais: LH basal > 0,6 U/L ou apss
estimulo com GnRH > 9,6 U/L e testosterona > 14 ng/dL para o IFMA (128);
ALH apés estimulo com GnRH > 25 U/L e testosterona > 30 ng/dL para o RIE
(129). Adicionalmente, LH > 10 U/L, dosado 2 horas apdés administragao da
primeira ampola de acetato de leuprolida 3,75 mg via subcutanea, também foi
considerado como resposta puberal para ambos os sexos (130).

Valores de esteroides sexuais abaixo do limite normal associados a
concentragdes inapropriadamente normais ou baixas de LH e FSH, basais ou
apos estimulo com GnRH (tabelas 5 e 6), na auséncia de deficiéncias
combinadas dos hormdnios hipofisarios, foram os critérios hormonais adotados

para a determinagao do diagndéstico de HHIn (131).

3.3 - Modo de heranca e taxa de penetrancia dos pacientes com PPC
idiopatica

O critério de classificagao como forma familial foi a presenga de mais de
um caso de precocidade sexual na prole ou no heredograma. O valor da taxa
de penetrancia (K) de puberdade precoce central em familias com mais de um

membro afetado foi estimado a partir de um programa desenvolvido no
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Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo (132). Os individuos com idade pré-puberal foram excluidos para esta
analise, bem como os familiares sem dados da histéria pregressa de
precocidade sexual. Neste calculo admitiu-se que a PPC tem mecanismo
autossdbmico dominante com penetrancia incompleta, como previamente
demonstrado por de Vries e cols. (19).

Para a estimativa da taxa de penetrancia (K), levando em consideragao
as informagdes contidas nas 14 genealogias, utilizou-se a expressado: P = K*'(1-
K)'"°2-K)*[4+(1-K)(2-K)?|[8+(1-K)(2-K)’] e para o calculo da estimativa de
maxima verossimilhangca de K: dL/dK = 0, em que L = log(P). Foi calculado

também o intervalo de confianga de 95%.

3.4 — Estudo molecular
3.4.1 - Extragdo do DNA gen6mico de leucécitos periféricos

DNA gendmico foi extraido de 15 mL de sangue periférico colhido em
tubo com EDTA. O material foi incubado em solugéo para lise de glébulos
vermelhos (114 mM cloreto de amdnia; 1 mM carbonato de amdnia) durante 30
minutos a 4°C. Apods este periodo, a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o botdo de células foi
ressuspenso em solucdo tampao constituida de 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI
pH 8;0; 1 mM EDTA pH 8,0 contendo 1% SDS e 0,2 mg/mL proteinase K e
mantido durante a noite a 37°C. No dia seguinte, a amostra foi submetida a
duas extragbes com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e a uma
extracdo com cloroformio e alcool isoamilico (24:1). O DNA foi precipitado com
acetato de sédio 0,3 M em pH 7,0 e com dois volumes de etanol absoluto
gelado. Posteriormente, o DNA foi lavado em etanol 70% por 5 minutos e
ressuspenso em TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA pH 8,0).

A concentracdo do DNA foi estimada a partir da leitura da densidade
Optica por espectrofotometria com luz ultravioleta (Ultrospec Ill — Pharmacia

Biotech, EUA); o grau de pureza foi avaliado pela relagdo A260/280. A
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integridade do material foi verificada com eletroforese em gel de agarose 1% e
visualizacdo por transiluminacdo com luz ultravioleta apds coloracdo com
solugdo de brometo de etidio. As amostras foram armazenadas a 4°C até sua

utilizacao.

3.4.2 - Amplificacdo de DNA gendmico por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)

O DNA gendmico obtido foi utilizado como substrato para a amplificagao
dos trés exons e do intron 1 onde esta localizada a regido promotora do gene
TTF-1 e do unico exon do gene EAP1, por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando-se pares de oligonucleotideos especificos (tabelas
7 e 8).

Tabela 7 - Oligonucleotideos usados para amplificacdo do gene TTF-1

amR;)eI%;ggda ;ﬁrglgl::ﬁ:ga(gi fr-gzn%aerr]\rt]g (Otl)%) Oligo Sequéncia de oligonucleotideos (5'- 3')
Exon 1 56 298 F ACAGACTGACAGACACGTAGACCA
R CTGCTTTGCAACCAACTTGC
Exon 2 61 501 F GCTTCGCCTTCCCCCTCTCCCTTTT
R GACGGCTCTCGCCGCACCTCCTGAG
Exon 3A 51 809 F GGGGCTGTGAGCGCTCCAGTACAGCC
R CCTGGCTGGTGGCCCGGGTGTGCGCCAA
Exon 3B 54 459 F TGGCGGTGCCGGTCCTGGTGAAAGA
R CCAGGTTGTTAAGAAAAGTCG
Intronl 55 1309 F ACAGACTGACAGACACGTAGACCA
R GACGGCTCTCGCCGCACCTCCTGAG
S AAAGCACACGACTCCGTTCT

F: forward; R: reverse; S: oligo utilizado apenas para sequenciamento

35




Pacientes e Métodos

Tabela 8 - Oligonucleotideos usados para amplificacdo do gene EAP1

amFi)(Tﬁ‘ilggda giz]lg?‘nrzmga(g? frgzl::]ae?]?g (db%) Oligo Sequéncia de oligonucleotideos (5'- 3')
Fragmento 1 54 831 F AGACTCGCGTTCCCTCCAG

R CCGACGCCGCCGCTGAAGAAGAAT
Fragmento 2/1 55 695 F GGAACCCGTATGCCGCG

R TAAGCAGCGTCTGCGGTAG
Fragmento 2/2 56 682 F AGCCCCAATTCTTCTTCAGC

R ACATCTGCTTGGCCACACC
Fragmento 3 56 1894 F CGTCTCCAAGCCCGGCATG

R CCGTGCATCAATAAAGCAAAAACA

S CAAGAGAAAGGCCTCTCCG

S TAACGGGGACCTGAATTTACA

S ACCAGCTCCTCTCCAATCCT

F: forward; R: reverse; S: utilizado somente para sequenciamento

As reacgdes para amplificagdo do gene TTF-1 foram realizadas em um
volume final de 50 uL. Para cada reagéo foram utilizados 100 ng a 200 ng de
DNA genbmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo (dNTP), 15 pmol de cada
oligonucleotideo, 2,5 U de enzima GoTaq polimerase (Promega, Madison, WI,
EUA), 10 ul 5X GoTaqg Reaction Buffer (Promega, Madison, WI, EUA) e 5 pl
DMSO4 10%. Para a amplificagdao do exon 3 foram utilizados 1 U da enzima
Platinum® Taq PCRx DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),
especifica para amplificacdo de regides ricas em GC e 5 uL do tampao 10X
PCRx Amplification Buffer (Promega, Madison, WI, EUA). A reagdo de
amplificagdo foi realizada em um termociclador MJ Research PTC-200 (GMlI,
Inc., Ramsey, Minessota, EUA) e consistiu das seguintes etapas: desnaturagao
inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagéo a 94°C por
30 segundos, anelamento, variando de 51°C a 61°C por 30 segundos, extensdo
a 72°C por 45 segundos a 1 minuto e extensao final a 72°C por 15 minutos,

apos o ultimo ciclo.

As reacgbes para amplificacdo do gene EAP1 foram realizadas em um

volume final de 50 L. Para cada reagao foram utilizados 100 ng a 200 ng de
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DNA genémico, 200 uM de cada desoxinucleotideo (dNTP) e 15 pmol de cada
oligonucleotideo, 2,5 U de enzima GoTaq polimerase (Promega, Madison, WI,
EUA), 10 ul 5X GoTaqg Reaction Buffer (Promega, Madison, WI, EUA) e 5 pl
DMSO4 10%. As reagdes de amplificagao foram realizadas em um termociclador
MJ Research PTC-200 (GMI, Inc., Ramsey, Minessota, EUA) e consistiram das
seguintes etapas: desnaturagio inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 35
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento variando de 54 °C
a 56°C por 30 segundos a 45 segundos, extensdo a 72°C por 60 segundos a 90
segundos e extens3o final a 72°C por 15 minutos, apds o ultimo ciclo.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizados por

transiluminacado em luz ultravioleta.

3.4.3 - Sequenciamento automatico

A concentragdo de DNA dos produtos gerados pela PCR foi determinada
a partir da comparagao da intensidade de sinal emitido pelos fragmentos de um
marcador de peso molecular de concentracdo conhecida em gel de agarose.
Posteriormente, os produtos de amplificacdo foram submetidos a pré-
purificacdo enzimatica, utilizando-se o produto comercial EXO-SAP que contém
as enzimas Shrimp Alkaline Phosphatase.e exonuclease | (Amersham Science,
USB, Cleveland, Ohio, EUA). A reacdo de sequenciamento foi realizada,
utilizando o produto comercial ABI Prism™ BigDye Terminator (Perkin Elmer,
Foster City, CA, EUA). Os produtos desta reagdo foram submetidos a
eletroforese em sequenciador automatico ABI Prism Genetic Analyzer 3100
automatic DNA sequencer (Perkin Elmer, Foster City, CA, EUA). As sequéncias
obtidas foram comparadas com as sequéncias depositadas na base de dados

do National Center for Biotechnology and Information (NCBI).
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3.4.4 — Estudo das regides de poliglutamina (poliQ) e polialanina (poliAla)
do EAP1

Analisamos o tamanho dos fragmentos amplificados para as regides
poliQ e poliAla pelo programa GeneScan (Applyed Biosystems, Foster City, CA,
EUA). A regiao do EAP1 que codifica a regiao poliQ foi estudada, utilizando um
par de nucleotideos iniciadores, sendo o oligonucleotideo sense marcado com
fluorescéncia FAM na extremidade 5 CGTCGGGGTCAAGACAGT e o oligo
antisense GTAGCGCTCCAGGCCAGA. A regiao do EAP1 que codifica a
segunda regido poliAla foi também estudada utilizando um par de nucleotideos
iniciadores, sendo o oligonucleotideo sense marcado com fluorescéncia FAM
na extremidade 5 AACCACGTTGATGGTTCCAG e o oligo antisense
CCTCCTCTGGTGTTGGTTTG.

Em um volume final de 50 pl, foram adicionados 100 ng de DNA
genbmico, 200 uM de cada desoxinucleotideo (dNTP), 15 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador, 2,5 U de enzima GoTaq polimerase (Promega,
Madison, WI, EUA), 10 yl 5X GoTaqg Reaction Buffer (Promega, Madison, WI,
EUA) e 5 pyl DMSO4 10%. A reagcdo de amplificacdo foi realizada em um
termociclador MJ Research PTC-200 (GMI, Inc., Ramsey, Minessota, EUA) e
consistiu das seguintes etapas: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a
56°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos e extensdo final a
72°C por 15 minutos, apds o ultimo ciclo. O produto resultante destas reagdes
foi submetido a eletroforese capilar em sequenciador automatico ABI Prism
Genetic Analyzer 3100 automatic DNA sequencer (Perkin Elmer, Foster City,
CA, EUA).

Uma amostra controle, de tamanho conhecido previamente, foi incluida
em todas as eletroforeses, a fim de corrigir possiveis variagbes na analise do
tamanho dos fragmentos. Com o objetivo de correlacionar o tamanho do
fragmento ao numero de repeticdes de CAA e CAG, na regiao poliglutamina, e

GCT e GCC, na regiao polialanina, uma amostra de individuo homozigoto,
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identificado pela presenga de um unico sinal na representacao grafica fornecida
pelo GeneScan, teve a regido dessas repeticdes analisada por sequenciamento

automatico.

3.5 - Avaliacdo neuroldégica e neurocognitiva dos pacientes com PPC
devido a hamartoma hipotalamico

Os pacientes com PPC devido a hamartoma hipotalamico foram
submetidos a avaliagdo neuroldgica e neurocognitiva realizadas no Servigo de
Neurologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo, sob a coordenagdo do Dr. Luiz Henrique Castro Martins. A
avaliagdo neuroldgica incluiu exame neurolégico completo, com énfase nas
etapas de aquisicdo de desenvolvimento neuromotor e cognitivo, status
cognitivo no momento da avaliagdo e ocorréncia de convulsdes isoladas ou
recorrentes. Quando presentes, as convulsbes foram classificadas em
gelasticas ou dacristicas, de inicio como crise parcial ou primariamente
generalizada (ténico-clénica, tdnica ou atbnica). Eletroencefalograma (EEG)
digital durante sono e vigilia apds deprivagdo de sono com procedimentos de
ativagao padrao (fotoestimulo e hiperventilagdo) também foi realizado.

Para a avaliagdo neurocognitiva foram investigados os quoeficientes de
inteligéncia total (QIT), de inteligéncia verbal (QIV) e de execugao (QIE). O QIV
inclui raciocinio abstrato sobre material verbal, formacdo de conceitos,
conhecimento de regras sociais, memoria imediata e capacidade de calculo. O
QIE engloba habilidade construtiva, raciocinio sobre material visual,
funcionamento visoperceptivo, raciocinio sequencial lbégico, resisténcia a
distracdo, rapidez grafomotora e planejamento. Esta avaliagado foi realizada em
duas sessbes de aproximadamente 60 minutos cada. As respostas de cada
paciente foram comparadas com normas para criancas de mesma idade e,
assim, calculados os quoeficientes de inteligéncia verbal (QlV), de execugao
(QIE) e o quoeficiente de inteligéncia total (QIT). Para esta andlise, a escala de

inteligéncia de Wechsler para criancas (WISC-IIl) foi utilizada para os pacientes
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entre 6 anos e 16 anos; dois pacientes com idade superior a 16 anos foram
avaliados pela escala de inteligéncia de Wechsler para adultos (WAIS-III) e uma
crianga com menos de 6 anos foi avaliada pela escala de inteligéncia de
Wechsler para pré-escolares revisada (WPPSI-R) (80 — 82). Os dados foram
classificados, segundo a escala, como limitrofe, médio baixo, médio, médio alto,
alto e muito alto. QIV, QIE e QIT foram comparados entre os pacientes com e
sem epilepsia.

Todos os pacientes com PPC devido a hamartoma hipotalamico
realizaram pelo menos uma ressonancia magnética cerebral em T1 nos planos
sagital e coronal e sequéncias T2 pelo menos no plano coronal com cortes de 3
mm. Outra sequéncia T1 foi realizada apos injegao de contraste paramagnético
intravenoso (Gd-DTPA). Hamartoma hipotalamico foi confirmado pelo achado
de massa de sinal isointenso em T1 e sem realce pelo contraste, e com sinal
iso ou levemente hiperintenso em T2 na RM, localizada proxima ao tuber
cinéreo. Os hamartomas hipotalamicos foram classificados de acordo com suas
caracteristicas morfologicas (tamanho e forma). Quanto a forma, o hamartoma
foi classificado como pedunculado, quando conectado por estreita ligagao ao
tuber cinéreo ou ao angulo entre o tuber cinéreo e os corpos mamilares, ou
séssil, quando apresentasse ampla base de ligacdo a base do terceiro
ventriculo e corpos mamilares (133, 134). A classificagdo quanto a forma e
tamanho do hamartoma foi realizada no servigco de Radiologia, com auxilio da

Dra. Claudia da Costa Leite.

3.6 - Anédlise estatistica

Os dados numéricos foram apresentados em média e DP para as
variaveis com distribuicdo normal determinada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov, ou mediana e intervalo, para aquelas com distribuicdo nao-normal.
Para comparagcao da média ou da mediana das variaveis numéricas entre 2
grupos foi utilizado o teste t de Student ou teste de Mann-Whitney,

respectivamente. Correlacdo de Pearson foi utilizada para variaveis numéricas.
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As variaveis categoricas foram analisadas em tabela de contingéncia 2X2 pelo
teste exato de Fisher ou qui-quadrado, ou por regressdo logistica. Para
comparagdes multiplas diminuimos o limiar de significancia estatistica utilizando
a corregao de Bonferroni. Foi utilizado o software SigmaStat Versdo 3.5 para
Windows, Systat, Inc., 2006. Significancia estatistica foi considerada quando p
<0,05
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4 - RESULTADOS

4.1- Puberdade precoce central forma familial

Modo de heranca e taxa de penetrancia: a investigagdo sistematica
dos pacientes permitiu a detecgcdo de 18 pacientes com histéria familiar de
precocidade sexual pertencentes a 14 familias, representando 25% da
casuistica. Os heredogramas destas familias estdo representados na figura 4.
Com excegao das familias 1, 7, 8, 9, 13 e 14, os demais heredogramas
sugerem heranga autossOmica dominante. A taxa de penetrancia foi 67,5% [K
(constante de penetrancia)= 0,675 (Cl 95% [0,55 — 0,79])].

1
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Figura 4. Heredogramas de 14 familias de pacientes com PPC idiopatica. A
seta indica o caso indice.
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4.2 - Estudo molecular

42.1-TTF-1

A amplificagcdo e o sequenciamento dos exons e regides intrbnicas
adjacentes as regides codificadora e promotora do TTF-1 foram realizados com
sucesso em toda a casuistica e ndo foi encontrada nenhuma variante alélica
nos pacientes com PPC idiopatica, PPC devido a hamartoma hipotalamico e
HHIn.

4.2.2 - EAP1

A amplificacdo e o sequenciamento da regido codificadora do EAP1
foram realizados com sucesso nos pacientes com PPC (idiopatica e devido a
hamartoma hipotalamico, n=86) e nos pacientes com HHIn (n=47).

Quatro variantes alélicas sinbnimas do EAP1 foram identificadas, sendo
trés ja descritas no banco de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov): p.E87E (rs
71428775), p. A163A (rs 61991619) e p.Y415Y (rs879027); e uma nova variante
alélica sinbnima p.C758C (localizada na regido RING finger). O estudo em
controles foi realizado para avaliar a ocorréncia da nova variante p.C758C. A
distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas das variantes alélicas

sinbnimas do EAP1 esta apresentada na tabela 9.
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Figura 5. Eletroferograma das variantes alélicas identificadas no EAP1. A —
p.ES7E; B - p.A163A; C - p.Y415Y; D - p.C758C e E - representacéo

esquematica desses polimorfismos no EAP1
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Tabela 9 - Frequéncia alélica e genotipica das variantes alélicas sinbnimas do

EAP1
PPC HHIn P
(n=86) (n=47)
p.E87E (rs 71428775)
A 132(76,7%) 57 (60,6%) 0.009
G 40 (23,3%) 37 (39,4%) ’
AA 56 (65,1%) 3 (49%)
GA 20 (23,2%) 11 (23,4%) 0,1
GG 10 (11,7%) 13 (27,6%) 0,03
p. A163A (rs 61991619)
T 135 (78,5%) 77 (82%) 06
C 37 (21,5%) 17 (18%) '
1T 56 (65,1%) 31(66%)
CT 23 (26,7%) 15 (31,9%) 0,9
CC 7 (8,2%) 1(2,1%) 0,3
p.Y415Y (rs879027)
C 106 (61,6%) 53 (56,4%) 05
T 66 (38,4%) 41 (43,6%) ’
CC 38 (44,2%) 18 (38,3%)
TC 30 (34,8%) 17 (36,1%) 0,6
1T 18 (21%) 12 (25,6%) 0,7
p.C758C*
C 171(99,3%) 93 (98,9%) 07
T 1(0,7%) 1(1,1%) '
CC 85(98,8%) 46 (97,8%)
CT 1(1,2%) 1(2,2%) 0,7
1T 0 0

* variante sem descrigao prévia em bancos de dados

Nao houve diferenca estatisticamente significativa das frequéncias alélica

e genotipica dos polimorfismos do EAP1 entre os grupos de PPC e HHIn,

exceto da frequéncia alélica e genotipica da variante p.E87E (p=0,009 e 0,03).

No entanto, apds a corregcéo do valor de p para multiplos testes (Bonferroni),

com p corrigido de 0,004, este resultado ndo permaneceu estatisticamente

significante.

O sequenciamento do fragmento 2 do EAP1, contendo as regides poliQ e

poliAla revelou dificuldade de leitura em alguns pacientes, sugerindo uma

possivel variagdo em heterozigose no numero de repetigdes trinucleotideas.
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Para avaliar esta hipotese, optamos por analisar esta regido pelo software de
analise de tamanho de fragmento GeneScan.

O estudo da regido poliQ e poliAla 5 distal revelou variagdo no numero
de repeti¢cdes glutamina (CAA e CAG) e alanina (GCT e GCC).

Pela analise de tamanho de fragmento e sequenciamento de uma
amostra homozigota, foi estabelecido que o fragmento de 229 pb correspondeu
a 25 repeticdes de glutamina (figura 6). Desta forma, o numero de repeti¢coes de
glutamina estudada nos pacientes com disturbios puberais variou de 22 a 25 no
grupo com PPC, sendo que apenas 2 pacientes com PPC idiopatica
relacionadas (P1 e P2) apresentaram 22 repeti¢gbes de glutamina em um alelo e
25 repeti¢gdes no outro alelo. No grupo com HHIn foram detectados somente

homozigotos portando 25 repetigdes de glutamina.
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Figura 6. Estudo do numero de repeticbes glutaminas (regido poliglutamina) do
EAP1. Resultados obtidos pelo programa GeneScan (A e B) e pelo
sequenciamento automatico (C). A - fragmento de 229 pb em homozigose; B —
fragmentos de 229 e 220 pb em heterozigose; C — sequenciamento automatico
do fragmento de 229 pb estabelecendo a sua correspondéncia com 25
repeticoes de glutaminas.

Da mesma forma, estabelecemos que o fragmento de 230 pb

corresponde a 12 repeticdes de alanina (figura 7). Dos 172 alelos estudados,
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pertencentes a 86 pacientes com PPC, 168 apresentaram 12 alaninas (Alaq); 2
alelos com 11 repeti¢cdes alaninas (Ala{1) e 2 alelos com 9 repeti¢cdes alaninas
(Alag). Desta forma, 4 pacientes com PPC idiopatica apresentaram o gendtipo
com variagcdo em heterozigose no numero de alaninas: 2 pacientes nao
relacionados com um alelo com 12 alaninas e o outro alelo com 11 alaninas
(Alasz/Alat4) e 2 pacientes da mesma familia (pacientes 1 e 2) com 12
repeticbes de alaninas em um alelo e 9 repeticdes no outro alelo (Alaiz/Alag).
No grupo com HHIn todos os alelos apresentaram 12 repeticbes de alanina
(Alasz). O estudo desta variante no grupo controle (n=53, 106 alelos) detectou
104 alelos com 12 repeticbes de alanina (Alaq2), 1 alelo com 11 repeti¢cdes de
alanina (Ala11) e outro com 16 repeticdes de alanina (Alasg) (tabela 11).

Nao houve diferenga significativa da frequéncia alélica em relagdo ao

numero de repeticdes alaninas entre os grupos PPC e controle (p>0,05).
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Figura 7. Estudo do numero de repeticdes alaninas (regidao polialanina 5’ distal)
no EAP1. Resultados obtidos pelo programa GeneScan (A e B) e pelo
sequenciamento automatico (C). A - fragmento de 230 pb em homozigose; B —
fragmentos de 230 e 221 pb em heterozigose; C — sequenciamento automatico
do fragmento de 230 pb estabelecendo a sua correspondéncia com 12
repeticdes de alaninas
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Tabela 10 - Distribuicao alélica das variantes da regido poliAla 5 distal nos
disturbios puberais centrais

Al any* (A| a)16 (A|a)12 (A| a)ll (A|a)9
PPC (n=172) 0 168 2 2
HHIn (n=94) 0 94 0 0
Controles (n=106) 1 104 1 0

*numero de repeticbes de alanina; p=0,85 (PPC vs. controles); p=0,33 (PPC vs HHIn); p=0,53
(HHIn vs controles)

4.3 - Avaliacdo neuroldégica e neurocognitiva dos pacientes com PPC
devido a hamartoma hipotalamico

Uma avaliagdo neurolégica foi realizada nos 15 pacientes com PPC
devido a hamartoma hipotaldmico. A mediana da idade cronolégica na
avaliacao neurologica foi 13,2 anos, variando de 4 anos a 24 anos. Nestes
pacientes a PPC manifestou-se na idade mediana de 0,9 ano (5 meses a 7
anos). A historia perinatal destes pacientes ndo apresentava fatos relevantes e
o desenvolvimento neuropsicomotor foi normal.

Dez dos 15 pacientes estudados (67%) tiveram avaliagédo neuroldgica e
cognitiva normal. Nesse grupo de pacientes todos tiveram bom desempenho
escolar e nenhum apresentava relato de alteragdes comportamentais ou
psiquiatricas. Nao apresentavam histéria de epilepsia nem convulsdes isoladas.
Nove pacientes realizaram tracado eletroencefalografico em sono e vigilia o
qual n&o evidenciou anormalidades.

Anormalidades neurolégicas foram evidenciadas em 5 dos 15 pacientes
(33%). Dois (12,5%) (pacientes 13 e 15) tiveram um evento de convulsao
isolada ndo provocada: um paciente (paciente 13) teve evento rapido de
auséncia, com duracdo de aproximadamente um minuto, aos 20 meses,
durante o qual o paciente permaneceu arresponsivo, sem qualquer movimento
ou automatismo. Este evento ocorreu uma unica vez e na auséncia de febre.
Hoje o paciente tem 17 anos e ndo apresenta qualquer comprometimento social

ou académico. O outro paciente (paciente 15), hoje com 6 anos, apresentou
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convulsao generalizada afebril que foi precedida por espasmo das pernas na
idade de 9 meses. O evento ocorreu logo apos vacinagado e nao recorreu. Este
paciente ndo apresenta alteragdes neurolégicas ou comportamentais. O EEG
de ambos os pacientes € normal.

Trés pacientes apresentavam epilepsia: (1) paciente 11, idade atual de
19 anos, apresenta crises gelasticas desde os 8 meses de vida que n&o alteram
a consciéncia, duram de 15 segundos a 40 segundos e sdo precedidas por uma
sensacao peculiar na cabeca e abdome. Aos 12 anos apresentou duas
convulsdes tonico-clénicas que ocorreram durante o sono, mas que cessaram
apdés a introdugdo de medicacdo anticonvulsivante; no entanto, as crises
gelasticas ainda ocorrem diariamente. O paciente terminou a oitava série, mas
parou de frequentar a escola ou trabalho; apresenta isolamento social
importante e raramente sai de casa, seu EEG mostra atividade epileptiforme no
hemisfério cerebral posterior esquerdo. (2) Paciente 8, 14 anos, apresentou trés
eventos de epilepsia generalizada ténico-cldénica que foram precedidos por uma
sensagao vaga nao especifica; o tratamento com medicagao anticonvulsivante
(carbamazepina) foi introduzido apds esta avaliagdo neurolégica. Seu EEG
interictal € normal. O paciente apresenta, também, dificuldade escolar: ele
frequenta a sexta-série, apos ter repetido duas vezes o ano. (3) Paciente 7, 15
anos, apresenta crises gelasticas desde os 3 meses de idade e, a partir dos 3
anos, crises parciais complexas com generalizagdo. Seu EEG mostra atividade
epileptiforme no lobo esquerdo com projecéo para a regido centro-anterior.

Dois pacientes sem epilepsia (5 e 6) e um paciente com um evento
convulsivo isolado (13) tém parentes de primeiro ou segundo grau com
epilepsia. Nenhum paciente com epilepsia tem historia familiar de epilepsia.
Além disso, nenhum paciente tem histéria ou exame neurolégico compativel
com coreoatetose.

A andlise da RM da regido hipotalamo-hipofisaria revelou que os
hamartomas hipotalamicos variaram de 4 mm a 30 mm, com mediana de 10

mm. A mediana do maior diametro dos hamartomas dos pacientes com PPC e
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manifestacdes neurolégicas foi 13 mm, variando de 10 mm a 20 mm e o
daqueles sem manifestagdo neuroldgica foi 10 mm, variando de 4 mm a 30 mm
(p =0,039). Quanto a forma e localizagdo, 10 hamartomas foram classificados
como seésseis e 5, como pedunculados. No grupo com manifestagcoes
neuroldgicas, todos eram sésseis €, no grupo sem manifestagdes neuroldgicas,
havia 5 hamartomas hipotalémicos sésseis e 5 pedunculados. Houve influéncia
da forma do hamartoma sobre a ocorréncia de epilepsia neste estudo (p =
0,02).

Onze pacientes (73%) foram submetidos a avaliagdo neurocognitiva.
Nove dos onze pacientes apresentam QI que variou de médio baixo a muito
alto. Quatro dos cinco pacientes com convulsdo realizaram avaliagao
neurocognitiva e o QI de dois dos trés pacientes com epilepsia foi limitrofe, os
outros dois pacientes com eventos convulsivos isolados tinham QI médio alto e
muito alto. O QI verbal dos pacientes com PPC sem epilepsia foi 107 £ 14,3 e
79,5 £ 2,1 para aqueles com epilepsia (p <0,05). O QI de execugdo médio dos
pacientes com PPC sem epilepsia foi 110,5 + 16 e 82 + 11,3 para aqueles com
epilepsia (p =0,06). O QI total médio dos pacientes com PPC sem epilepsia foi
109,5 £+ 14,6 e 78,5 + 4,9 para aqueles com epilepsia (p <0,05). Para esta
analise, os 2 pacientes com evento convulsivo isolado foram inseridos no grupo
sem epilepsia. Estes dados estédo representados na figura 8.

Nao houve correlagdo significativa entre tamanho do hamartoma
hipotalamico e QIV, QIE e QIT (r =-0,07, p =0,8) ou diferengca na média dos
quoeficientes entre os pacientes com hamartoma hipotalamico pedunculado e
séssil (p >0,05).

Os dados clinicos, radioldgicos e neurologicos dos pacientes estédo

resumidos na tabela 11.
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Figura 8. Quoeficiente de inteligéncia nos pacientes com hamartoma
hipotalamico com e sem epilepsia. Quoeficiente de inteligéncia avaliado por
quoeficiente de inteligéncia verbal (QIV), quoeficiente de inteligéncia de
execucgao (QIE) e quoeficiente de inteligéncia total (QIT) no grupo de pacientes
com PCC devido a hamartoma hipotalamico sem epilepsia (barra cinza; n= 9) e
com epilepsia (barra branca; n= 2). * p <0,05
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Tabela 11 - Dados neurolégicos e neurocognitivos dos pacientes com PPC devido a
hamartoma hipotalamico

Caracteristica da

Classificagéo

Caso | Sexo RM ; : EEG interictal
epilepsia se presente de QI
Tamanho | Forma
(mm)
1 8 P N Normal Média®
2 7 P N Normal Médio
Médio
3 F 4 P N Normal )
superior
11 S N Normal ND
10 S N Normal Média*
13 S N Normal ND
Paroxismos em hemisfério o
7 F 13 S Gel - CPC - TC esquerdo com projecdo para Limitrofe
regido frontocentral
8 M 10 CPS - CPC—>TC Normal Limitrofe
9 M 11 P N Normal Superior
Médio
10 M 6 S N Normal o
inferior
Paroxismos em hemisfério
11 M 20 S Gele TC posterior esquerdo durante ND
sono
12 M 10 S N ND ND
Muito
13 M 19 S CPS isolada Normal .
Superior
Médio
14 M 30 S N Normal . s
inferior
Médio
15 M 5 P CPS isolada Normal ]
superior

P: pedunculado; S: séssil; CPS: convulsdo parcial simples; CPC: convulsdo parcial complexa; TC:
convulsdo tonico-clénica; Gel: convulsdo gelastica; ND: ndo disponivel; N: normal; ¥ avaliada pela
escala de Wechsler de inteligéncia para adultos — 3% edigédo (WAIS-III); *avaliada pela escala Wechsler
Preschool and Primary Scale of Intelligence-Revised (WPPSI-R)
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5 - DISCUSSAO

A elucidacdo dos mecanismos responsaveis pelo desencadeamento da
puberdade humana € um dos grandes desafios de nosso século. A rapida
evolugcdo no conhecimento dos mecanismos genéticos que determinam o inicio
da puberdade humana, principalmente a contribuicdo de pesquisas em modelos
animais e os avangos em metodologias de biologia molecular, permitiu a
identificacdo de potenciais genes candidatos envolvidos no desenvolvimento
puberal, na espécie humana.

O amplo espectro dos disturbios puberais, variando de telarca precoce
isolada a puberdade precoce completa e de atraso puberal a hipogonadismo
hipogonadotréfico, sugere uma modulagdo multifatorial (ambiental, nutricional,
metabdlica, psicossocial e genética) complexa. Atualmente, ndo ha duvidas de
que os fatores genéticos influenciam o inicio da puberdade (16 — 19). Até o
presente momento apenas de Vries e cols. (19) documentaram, em uma
casuistica de 156 pacientes com puberdade precoce central, a forma familial
em 27,5% dos casos (19). No presente estudo, pela pesquisa sistematica de
casos familiais, identificamos 25% de casos familiares, prevaléncia semelhante
aquela descrita na literatura; no entanto, este valor pode estar subestimado
devido a dificuldade de acessarmos dados dos ancestrais, principalmente
quanto ao inicio da puberdade no sexo masculino uma vez que, no sexo
feminino, a ocorréncia da menarca constitui um evento marcante. O padrao de
heranga autossémica dominante na maioria dos heredogramas analisados, bem
como uma taxa de penetrancia reduzida (67,5%), estdo em congruéncia com o
estudo anterior de de Vries e cols. (19).

A teoria da hierarquia génica no controle da secre¢ao de GnRH proposta
por Ojeda e cols. (94) demonstra uma interagdo entre substratos neuronais e
gliais, bem como categoriza os genes em escaldes hierarquicos de acordo com
a sequéncia de eventos primarios até a producdo e a secrecdao do GnRH.

Embora isto auxilie a compreensdo desses mecanismos, € importante
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considerar que a simultaneidade, a pluralidade e a heterogeneidade temporal e
espacial dos eventos moleculares, em termos de localizagdo no sistema
nervoso central, dificultam a identificagdo de um unico gene ou fator
responsavel pelo comprometimento da regulacdo da secregdo pulsatil de
GnRH.

Neste estudo, nenhuma mutagéo ou polimorfismo foi identificado no TTF-
1. A grande heterogeneidade fenotipica dos pacientes portadores de mutag¢des
neste gene, descritos na literatura, estd de acordo com a variavel expressao do
TTF-1 nos diferentes tecidos (tireoide, pulmao e diencéfalo) (106 — 117). Sao
descritas mutagbes no TTF-1 em pacientes com fendtipo de bécio e
hipotireoidismo (106, 107); coreia familiar benigna (99 - 111); tireoidopatias
neonatais, insuficiéncia respiratéria, hipotonia e coreoatetose (106, 111 — 117);
no entanto, os dados sobre o desenvolvimento puberal, bem como a histéria de
fertilidade, ndo sao relatados nestas descricdes. Uma vez que a associagao do
TTF-1 com o eixo reprodutivo foi reportada recentemente, € admissivel a
possibilidade de ampliacdo do espectro fenotipico decorrente de anormalidades
genéticas no TTF-1. Além disso, nenhum paciente estudado em nossa
casuistica apresentava anormalidades tireoidianas ou pulmonares. Do ponto de
vista neurologico, embora somente os pacientes com hamartoma hipotalamico
tenham sido avaliados sistematicamente, os demais n&o apresentavam
manifestacdes neuroldgicas evidentes. Em particular, o diagndstico de coreia e
coreoatetose ndo pode ser excluido definitivamente nesses pacientes, uma vez
que formas subclinicas somente podem ser identificadas com exames mais
refinados. Por outro lado, o alto grau de conservagdo do TTF-1 e a falta de
evidéncias de mutagdes germinativas em nossa casuistica ndao excluem
anormalidades em sua expressao hipotalamica ou defeitos somaticos, que
poderiam estar envolvidos tanto na etiologia dos disturbios puberais, até entédo
considerados idiopaticos, como na base molecular dos hamartomas

hipotalamicos esporadicos e nao sindrémicos que cursam com PPC. A grande
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limitacdo para estudos de expressédo e pesquisa de mutagdes somaticas € a
indisponibilidade do tecido hipotalamico.

Assim como o TTF-1, EAP1 também parece ser um fator primordial no
processo, pois o aumento de sua expressdo hipotaldmica ocorre antes do
aumento dos niveis de esteroides sexuais (124). Em nossa casuistica, embora
tenham sido identificadas quatro variantes alélicas sinbnimas no EAP1 (p.E87E,
p.A163A, p.Y415Y e p.C758C), em pacientes com PPC e HHIn, a auséncia de
associacdo com o fenotipo afasta um possivel efeito funcional destas variantes
na fisiopatologia dos disturbios puberais centrais.

Estudamos também os tratos poliglutamina e polialanina no gene EAP1.
Sabe-se que a expansao no numero de trinucleotideos € causa comum de
doengas, em sua maioria, neuroldgicas (atrofia dentatorubropalidoluisiana,
doencga de Huntington, atrofia muscular espinobulbar e ataxia espinocerebelar
tipos 1, 2, 3, 6, 7 e 17). As repeticdbes CAG ou CAACAG, que formam na
sintese proteica o trato poliQ sdo as mais frequentes (135). Outras repeticbes
trinucletideas, como alanina, também podem causar doencas. Pelo menos nove
genes com expansao da regido polialanina foram descritos, dos quais oito sao
fatores de transcrigdo, como causadores de doengas (sindactilia blefarofimose-
ptose-epicanto inverso, holoprosencefalia, hipoventilagdo congénita central,
sindrome de West, retardo mental com deficiéncia de horménio de crescimento,
displasia cleidocranial, sindrome cabeca-pé-genital e simpolidactilia) (136). Os
estudos in vitro sugerem que a expansao destas regides altera a estrutura da
proteina, levando a maior agregacado e subsequente degradacgédo (136). S&o
doencas de carater autossdOmico dominante que apresentam fenémeno de
antecipagao, cujo numero maior de repeticdbes estd associado a maior
precocidade ou maior agressividade da manifestagao (135). No nosso estudo, é
notavel que o numero de repeticdbes Q na regido poliQ e de Ala na regido
poliAla apresentou pequena variabilidade nos grupos com disturbios puberais,
contrastando com os achados de Rampazzo e cols. na populagéo italiana (123).

A falta de associacao significativa do numero de repeticbes de glutamina e

57



Discussao

alanina com o fenétipo PPC ou HHIn também pode afastar um potencial papel
funcional da variabilidade no numero de repeti¢des trinucleotideas do EAP1 na
génese dos disturbios puberais.

EAP-1 é um gene de dificil amplificacédo e sequenciamento, devido a sua
riqueza em nucleotideos guanina-citosina (GC), a presenga de repeticao de
varias sequéncias com mono, di ou trinucleotideos e ao grande numero de
polimorfismos nesta regido poliQ, exigindo fragmentar, utilizar enzimas
DNApolimerase especificas e confeccionar varios oligonucleotideos para
sequenciamento, bem como a utilizagdo de metodologia para analise de
tamanho de fragmento. Além disso, EAP1 é um gene polimorfico e, até o
momento, cerca de 70 variantes alélicas foram depositadas no banco de dados
(www.ncbi.nim.nih.gov).

A falta de associacido entre variantes alélicas germinativas no EAP1 e
disturbios puberais centrais, como ocorre no TTF-1, ndo exclui o papel deste
gene na patogénese dos disturbios puberais centrais, uma vez que alteragbes
de expressao e/ou mutagdes somaticas hipotaldmicas nao puderam ser
avaliadas no presente estudo pela falta de tecido de hipotalamo disponivel.

Os genes TTF-1 e EAP1 foram também estudados nos pacientes
portadores de hamartoma hipotalamico e, da mesma forma que nos pacientes
com PPC idiopatica, somente polimorfismos no EAP1 foram identificados. Em
relagdo a base molecular dos hamartomas hipotalamicos, pouco ainda é
conhecido. A sindrome de Pallister-Hall determinada por mutagdes no GLI3, um
regulador da via morfogénica controlada por proteinas sonic-hedgehog que
controlam em parte o desenvolvimento hipotalamico por meio da ativagao
transcricional de genes da familia homeodominio como o TTF-1 (137), € o
modelo classico de atuacdo de um fator de transcricdo na génese de
hamartomas. Anormalidades cromossémicas na regido do GLI3 ja foram
identificadas em tecidos de hamartoma hipotalamico esporadico e néo
sindrédmico (138), no entanto, a maioria dos casos esporadicos de hamartoma

hipotalamico nado € decorrente de mutagdes somaticas no GLI3, e outros

58



Discussao

mecanismos, como mutagdes em outros genes ou regides, devem estar
envolvidos (137). Outros genes tém sido responsabilizados na patogénese de
hamartomas hipotalamicos associados a outras anormalidades de
desenvolvimento. Mutacdes inativadoras no SOX2, um fator de transcricao da
familia SOX que utiliza o dominio de ligagdo ao DNA HMG-box, foram
associadas com anomalias do desenvolvimento, como malformacgdes oculares,
hipoplasia hipofisaria anterior e defeitos cerebrais de linha média. Um trabalho
recente demonstrou a associagdo de mutagdes germinativas no SOX2 em 25%
dos casos de pacientes com hamartoma hipotalamico sem epilepsia (139). No
entanto, ndo é possivel afastar mutagbes somaticas no SOX2 em casos
esporadicos, nédo sindrbmicos de hamartoma hipotaldmico. Finalmente, foi
identificado outro locus susceptivel para hamartomas hipotaldmicos em uma
regido que inclui o gene FOXC1, fator de transcricdo da familia forkhead, que
também pode representar um gene candidato na patogénese dos hamartomas
hipotalédmicos (140). Além disso, estudos comparando a expressao génica em
tecidos de hamartomas de pacientes com e sem PPC identificaram a expressao
diferencial de dez genes cuja expressao foi aumentada em hamartomas
hipotalamicos associados a PPC que codificam proteinas envolvidas em trés
processos celulares chave: regulagao transcricional, sinalizagao célula-célula e
adesividade celular, incluindo IA-1 e MEF2A, dois fatores de transcricao
necessarios para o desenvolvimento neuronal; mGIluR1 e VILIP-1 que codificam
proteinas envolvidas na comunicagdo neuronal; e TSG6 que codifica proteina

envolvida na adesividade celular (141).

Outro aspecto investigado em nosso estudo foi a caracterizagao
neurolégica e neurocognitiva dos pacientes com PPC devido a hamartoma
hipotalamico, causa organica mais frequente de PPC (25, 73). Quando a
primeira manifestagdo clinica destes pacientes portadores de hamartoma
hipotalamico é a puberdade precoce central, eles sdo encaminhados para o
endocrinologista pediatrico, enquanto as manifestagdes neuroldgicas, quando

presentes, direcionam o paciente para o neurologista. No subgrupo de
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pacientes com PPC, os sintomas neuroldgicos podem estar pouco evidentes, a

menos que uma sintomatologia tipica seja relatada.

Além disso, uma alta prevaléncia de disturbios cognitivos e psiquiatricos
(dificuldades cognitivas leves, deficit de atengcdo e hiperatividade) ¢é
demonstrada nos pacientes com epilepsia devido ao hamartoma hipotalamico
(142). Nenhum estudo de avaliagdo neurocognitiva de pacientes com PPC
devido hamartoma hipotalamico com e sem epilepsia esta disponivel até o

momento.

O hamartoma hipotalamico é responsavel por diferentes formas de
epilepsia, incluindo a epilepsia gelastica, um tipo caracteristico e sugestivo de
hamartoma. Uma extensa analise de 277 pacientes com hamartoma
hipotalamico demonstrou que 63% destes manifestaram PPC, 61%
apresentaram epilepsia e a associacao entre PPC e epilepsia foi encontrada em
apenas 27% neste grupo (78, 143). Em nosso estudo, epilepsia foi
diagnosticada em 3/15 (20%) pacientes e 2/15 (13%) apresentaram apenas um
evento convulsivo isolado que nao pode ser atribuido exclusivamente ao
hamartoma hipotalamico. De fato, nés ndo podemos desconsiderar o fato de
nossa amostra ser constituida de pacientes atendidos pela manifestagdo inicial

de puberdade precoce.

Epilepsia gelastica € amplamente associada ao hamartoma hipotalamico,
embora nao seja patognomoénica, e é causada por uma lesdo subcortical. Das
outras formas de epilepsia, apenas dois subtipos foram encontrados em nossa
casuistica: crises convulsivas parciais complexas e crises tdnico-clonicas
generalizadas. Neste estudo, dois dos trés pacientes apresentaram inicialmente
epilepsia gelastica e progrediram para crises parciais complexas e/ou tbénico-
clénicas, em concordancia com outros relatos (144, 145). A fisiopatologia da
epilepsia devido ao hamartoma hipotalamico é complexa e controversa. Varias
hipoteses sdo sugeridas, dentre elas a disgenesia cortical e a compresséo

mecéanica do hipotalamo e dos corpos mamilares (142). Descargas ictais
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recorrentes que se propagam por redes neuronais até o cortex cerebral estao
envolvidas nas alteragdes da alga talamo-cortical e originam as alteragdes na
atividade eletroencefalografica (ondas e espiculas lentas) (146). A forma do
hamartoma hipotalamico (pedunculado ou séssil) parece ser um fator relevante
na génese das convulsbes (147). A frequéncia e intensidade das crises
convulsivas estdo associadas a um declinio na fungcdo cognitiva e
comportamental (148). As descargas excitatorias recorrentes causadas pela
dispersdo da atividade convulsiva originada no hamartoma hipotalamico pela
via mamilo-talamica e area cerebral associada poderia ser responsavel pela

deterioragdo cognitiva (144, 145, 149).

Neste estudo, ficou evidente que o subgrupo de pacientes com PPC e
epilepsia apresentou QIT, QIV e QIE significativamente menor do que os
pacientes com PPC sem epilepsia, reforcando a teoria de que os disturbios
cognitivos possam estar associados a severidade da encefalopatia epilética
(142). Os pacientes sem epilepsia apresentaram QIT dentro do intervalo de
normalidade ou acima deste. A limitacdo principal do nosso estudo consiste no
pequeno numero de pacientes, porém considerando que a incidéncia e a
prevaléncia de hamartoma hipotalamico é relativamente baixa (< 0,001%),
nossos dados correspondem a uma série representativa de pacientes com
hamartoma hipotaldamico que manifestaram inicialmente PPC. Limitamos a
analise a escala de Ql, uma vez que qualquer disturbio comportamental que
pudesse potencialmente ser detectado por outras ferramentas poderia também
ser atribuido a propria ocorréncia de puberdade precoce.

Quanto a forma do hamartoma hipotaléamico, é sugerido que os sésseis,
ao contrario dos pedunculados, poderiam causar diversos disturbios das
funcgdes integrativas cerebrais e, consequentemente, a fungdo cognitiva pior
(83, 134, 143, 150). Em nossa analise, a avaliacdo cognitiva baseada nas
médias dos quoeficientes ndo apresentou diferengca entre os pacientes com
hamartomas sésseis comparados com os pedunculados. Além disso, houve

influéncia da forma do hamartoma sobre a ocorréncia de epilepsia neste estudo
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(p =0,02): todos os pacientes com PPC e epilepsia apresentavam hamartoma
séssil, no entanto os pacientes com PPC sem epilepsia apresentaram
hamartomas sésseis (n= 5) e pedunculados (n= 5), confirmando que a forma
pedunculada estd menos associada a manifestagdes neurologicas (134, 143,
150, 151).

Finalmente, novas metodologias tém sido utilizadas para elucidar o papel
genético no controle da secre¢cdo de GnRH e, consequentemente, dos
disturbios puberais. Estudos de genome-wide association (GWAS) tém sido
uma estratégia de investigacdo genética em evidéncia, abrindo perspectivas
para novas descobertas. Estudos de associagdo de idade de menarca e/ou
menopausa, utilizando GWAS, identificaram um locus no cromossomo 6921,
onde se localiza o gene LIN28B (152). LIN28B é um gene que medeia a
regulacédo de um precursor do microRNA let-7, criando um novo mecanismo
que envolve os microRNAs, uma classe de RNAs enddgenos, de
aproximadamente 22 nucleotideos; estes atuam como silenciadores poés-
transcricionais e inibem a traducdo de RNAs mensageiros-alvo. Desta forma
microRNAs podem estar envolvidos no controle da secrecao de GnRH e,
consequentemente, no desenvolvimento puberal.

Concluindo, o nosso estudo adicionou a investigacdo de dois genes
candidatos (TTF-1 e EAP1) para elucidar a base genética dos disturbios
puberais centrais, embora mutagdes germinativas nestes genes nao tenham

sido associadas ao fendtipo dos disturbios puberais centrais.
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6- CONCLUSOES

1.

A forma familiar de PPC foi identificada em 25% da nossa casuistica com
modo de heranca autossOmica dominante e penetrancia incompleta,

reforcando o papel de fatores genéticos na etiologia da PPC.

. Variantes alélicas germinativas no gene TTF-1 e em seu promotor ndo foram

identificadas em pacientes com disturbios puberais centrais idiopaticos nem
em pacientes com PPC devido a hamartoma hipotalamico. TTF-1 € um gene
altamente conservado e ndo esta envolvido na etiologia dos disturbios

puberais centrais.

EAP-1 é um gene polimoérfico, porém as variantes alélicas germinativas
identificadas n&o foram associadas aos disturbios puberais centrais

idiopaticos nem em pacientes com PPC devido a hamartoma hipotalamico.

Anormalidades neurolégicas foram diagnosticadas em 20% dos pacientes
com PPC devido a hamartoma hipotalamico, caracterizadas principalmente
por epilepsia gelastica e epilepsia focal e generalizada. Avaliagao
neuroldgica deve ser realizada em todos os pacientes com PPC devido a

hamartoma hipotalamico.

Pacientes com PPC devido a hamartoma hipotaldamico e sem epilepsia
apresentaram desenvolvimento neurocognitivo normal, enquanto aqueles
com epilepsia revelaram fungéo neurocognitiva prejudicada, sugerindo que o
efeito das crises convulsivas sobre as estruturas cerebrais seja deletério.
Recomendamos que a avaliagdo neurocognitiva seja realizada em pacientes

com PPC devido a hamartoma hipotalamico com epilepsia.
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