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Resumo 

 
 



 

Macedo FDB. Mutações inativadoras no gene MKRN3 são causa de 
puberdade precoce central familial [tese]. São Paulo: Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo; 2016. 
 
A maioria dos casos de puberdade precoce central (PPC) em meninas 
permanece idiopática. A hipótese de uma causa genética vem se 
fortalecendo após a descoberta de alguns genes associados a este fenótipo, 
sobretudo aqueles implicados com o sistema kisspeptina (KISS1 e KISS1R). 
Entretanto, apenas casos isolados de PPC foram relacionados à mutação na 
kisspeptina ou em seu receptor. Até recentemente, a maioria dos estudos 
genéticos em PPC buscava genes candidatos selecionados com base em 
modelos animais, análise genética de pacientes com hipogonadismo 
hipogonadotrófico, ou ainda, nos estudos de associação ampla do genoma. 
Neste trabalho, foi utilizado o sequenciamento exômico global, uma 
metodologia mais moderna de sequenciamento, para identificar variantes 
associadas ao fenótipo de PPC. Trinta e seis indivíduos com a forma de 
PPC familial (19 famílias) e 213 casos aparentemente esporádicos foram 
inicialmente selecionados. A forma familial foi definida pela presença de 
mais de um membro afetado na família. DNA genômico foi extraído dos 
leucócitos do sangue periférico de todos os pacientes. O estudo de 
sequenciamento exômico global realizado pela técnica ILLUMINA, em 40 
membros de 15 famílias com PPC, identificou mutações inativadoras em um 
único gene, MKRN3, em cinco dessas famílias. Pesquisa de mutação no 
MKRN3 realizada por sequenciamento direto em duas famílias adicionais 
(quatro pacientes) identificou duas novas variantes nesse gene. O MKRN3 é 
um gene de um único éxon, localizado no cromossomo 15 em uma região 
crítica para a síndrome de Prader Willi. O gene MKRN3 sofre imprinting 
materno, sendo expresso apenas pelo alelo paterno. A descoberta de 
mutações em pacientes com PPC familial despertou o interesse para a 
pesquisa de mutações nesse gene em 213 pacientes com PPC 
aparentemente esporádica por meio de reação em cadeia de polimerase 
seguida de purificação enzimática e sequenciamento automático direto 
(Sanger). Três novas mutações e duas já anteriormente identificadas, 
incluindo quatro frameshifts e uma variante missense, foram encontradas, 
em heterozigose, em seis meninas não relacionadas. Todas as novas 
variantes identificadas estavam ausentes nos bancos de dados (1000 
Genomes e Exome Variant Server). O estudo de segregação familial em três 
dessas meninas com PPC aparentemente esporádica e mutação no MKRN3 
confirmou o padrão de herança autossômica dominante com penetrância 
completa e transmissão exclusiva pelo alelo paterno, demonstrando que 
esses casos eram, na verdade, também familiares. A maioria das mutações 
encontradas no MKRN3 era do tipo frameshift ou nonsense, levando a stop 
códons prematuros e proteínas truncadas e, portanto, confirmando a 
associação com o fenótipo. As duas mutações missenses (p.Arg365Ser e 
p.Phe417Ile) identificadas estavam localizadas em regiões de dedo ou anel 
de zinco, importantes para a função da proteína. Além disso, os estudos in 
silico dessas duas variantes demonstraram patogenicidade. Todos os 
pacientes com mutação no MKRN3 apresentavam características clínicas e 



 

hormonais típicas de ativação prematura do eixo reprodutivo. A mediana de 
idade de início da puberdade foi de 6 anos nas meninas (variando de 3 a 
6,5) e 8 anos nos meninos (variando de 5,9 a 8,5). Tendo em vista o 
fenômeno de imprinting, análise de metilação foi também realizada em um 
subgrupo de 52 pacientes com PPC pela técnica de MS-MLPA, mas não 
foram encontradas alterações no padrão de metilação. Em conclusão, este 
trabalho identificou um novo gene associado ao fenótipo de PPC. 
Atualmente, mutações inativadoras no MKRN3 representam a causa 
genética mais comum de PPC familial (33%). O MKRN3 é o primeiro gene 
imprintado associado a distúrbios puberais em humanos. O mecanismo 
preciso de ação desse gene na regulação da secreção de GnRH necessita 
de estudos adicionais.  
 
Descritores: puberdade precoce/ genética; gene MKRN3; sequenciamento 
de nucleotídeos em larga escala; mutação genética; impressão genômica. 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summary 

 
 



 

Macedo FDB. Inactivating mutations in the MKRN3 gene are cause of familial 
central precocious puberty [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo”; 2016. 
 
Most cases of central precocious puberty (CPP) in girls remain idiopathic. 
The hypothesis of a genetic cause has been strengthened after the discovery 
of some genes associated with this phenotype, particularly those involved 
with the kisspeptin system (KISS1 and KISS1R). However, genetic defects in 
KISS1 and its receptor are rare and have been identified in only a few 
patients with CPP.over the past years. To date, most genetic studies in CPP 
was based mainly on a candidate gene approach, including genes selected 
in animal studies, human models of patients with hypogonadotropic 
hypogonadism or in genome wide association studies. In the present study, 
we used whole exome sequencing, a more advanced method of sequencing, 
to identify variants associated with CPP. Thirty-six patients with the familial 
form of CPP (19 families) and 213 apparently sporadic cases were initially 
selected. The familial form was defined by the presence of more than one 
member affected in the family. Genomic DNA was extracted from peripheral 
blood leukocytes in all patients. Whole exome sequencing performed by 
ILLUMINA technique in 40 members of 15 families with CPP, identified 
inactivating mutations in a single gene, MKRN3, in five out of these families. 
Analysis of MKRN3 mutations performed by automatic sequencing in two 
additional families (four patients) identified two novel mutations. MKRN3 is an 
introless gene located on chromosome 15, in the Prader Willi syndrome 
critical region, and it is expressed only by the paternal allele due to the 
maternal imprinting. Following the initial findings, we searched for MKRN3 
mutations in 213 patients with apparently sporadic CPP using polymerase 
chain reaction followed by direct enzymatic purification and automated 
sequencing (Sanger). Three new mutations and two previously reported, 
including four frameshifts and one missense variant was identified in six 
unrelated girls with CPP. All variants were not described in the two 
databases (1000 Genomes and Exome Variant Server). The familial 
segregation analysis performed in three out of these girls with apparently 
sporadic CPP and MKRN3 mutations confirmed the autosomal dominant 
inheritance with complete penetrance and exclusive transmission through the 
paternal allele, revealing familial inheritance in apparently sporadic cases. 
Most of these MKRN3 mutations were frameshifts or nonsense, leading to 
premature stop codons and truncated proteins, thus demonstrating positive 
genotype- phenotype correlation. The two missense mutations (p.Arg365Ser 
and p.Phe417Ile) identified were located within zinc finger motifs, regions 
predicted to be essential for the protein function. Besides that, all missense 
mutations were predicted to be pathogenic by in silico analysis. All patients 
carrying MKRN3 mutations exhibited typical clinical and hormonal features of 
premature activation of the reproductive axis. The median age of puberty 
onset was 6.0 years in girls (ranging from 3.0 to 6.5) and 8.0 years in boys 
(ranging from 5.9 to 8.5). In view of the imprinting phenomenon, methylation 
analysis was also performed in a subgroup of 52 patients with CPP by MS-
MLPA technique, but no methylation abnormalities were detected. In 



 

conclusion, our work has identified a new gene associated with CPP. 
Currently, inactivating mutations in MKRN3 represent the most common 
genetic cause of familial CPP (33%). MKRN3 is the first imprinted gene 
associated with pubertal disorders in humans. However, its precise 
mechanism of action in the regulation of GnRH secretion needs further 
studies. 
 
Descriptors: puberty, precocious/ genetics; gene MKRN3; high-throughput 
nucleotide sequencing; mutation, genetic; genomic imprinting. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 DESENVOLVIMENTO PUBERAL NORMAL 

A puberdade é um período de transição do desenvolvimento humano, 

correspondente à passagem da fase da infância para a adolescência, 

circunstanciada por alterações endócrinas, neurológicas e comportamentais 

1,2. Entre as modificações endócrinas, destacam-se o aparecimento dos 

caracteres sexuais secundários, o estirão do crescimento e a produção dos 

gametas maduros, resultando em maturação sexual e desenvolvimento da 

capacidade reprodutiva. 

No período fetal e nos primeiros meses após o nascimento, ocorre 

uma significativa secreção de GnRH decorrente da ativação do eixo 

hipotálamo- hipófise-gonadal. Essa fase é seguida por um longo período de 

relativa quiescência da produção hormonal até o início da adolescência. 

Nesse momento, a reativação do eixo hipotálamo- hipófise- gonadal e a 

subsequente reemergência da secreção pulsátil do hormônio decapeptídeo 

liberador de gonadotrofina (GnRH), de origem hipotalâmica, marcam o início 

da puberdade 3. Os pulsos de GnRH estimulam a produção de 

gonadotrofinas - hormônio luteinizante (LH) e hormônio folículo-estimulante 

(FSH) - pela hipófise anterior que, por sua vez, promovem a produção dos 

gametas maduros e a síntese dos esteroides gonadais: testosterona nos 

testículos e estradiol nos ovários. 
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Os mecanismos envolvidos na supressão relativa da secreção de 

GnRH durante a infância e subsequente reativação puberal ainda não são 

totalmente conhecidos. Atualmente, a hipótese mais aceita defende que o 

início da puberdade é dependente de um mecanismo central, marcado pelo 

aumento de estímulos excitatórios e concomitante redução dos aferentes 

inibitórios sobre a secreção pulsátil de GnRH, sendo este processo 

independente da inibição exercida pelos esteroides sexuais 2-4. 

Estudos experimentais e clínicos das décadas de 1980 e 1990 

identificaram vários neurotransmissores e neuromoduladores envolvidos no 

controle da secreção de GnRH 1,5,. O ácido gama-aminobutírico (GABA), 

neuropeptídeo Y (NPY), opioides endógenos, β-endorfinas, peptídeo 

intestinal vasoativo (VIP), hormônio liberador de corticotrofina (CRH) e a 

melatonina são os principais neurotransmissores inibitórios, e a glicina, 

glutamato, norepinefrina, dopamina, prostaglandinas, serotonina e fatores de 

crescimento derivados da glia, tais como o fator transformador de 

crescimento (TGF-α) e o fator de crescimento epidermal (EGF) são 

primariamente excitatórios 1,5. 

Além dos moduladores neuronais, diversos fatores endógenos, 

ambientais, étnicos, nutricionais e genéticos interagem entre si para 

determinar o início preciso da puberdade. A leptina, um hormônio secretado 

pelos adipócitos e também um dos primeiros responsáveis pela ligação entre 

o metabolismo e o eixo reprodutivo, tem desempenhado papel importante no 

controle metabólico da fertilidade 6-9. A leptina exerce seu efeito diminuindo a 

sinalização dos neurônios secretores de NPY e é, atualmente, considerada 
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um fator permissivo que informa o hipotálamo sobre os estoques periféricos 

de energia 1.  

Algumas evidências apontam também para o importante papel da 

genética na regulação do início da puberdade: 1. Correlação entre idade da 

menarca de mãe e filha; 2. Variação de início da puberdade entre diferentes 

grupos raciais demonstrada em estudos populacionais; 3. Maior 

concordância dos eventos puberais em gêmeos monozigóticos que 

dizigóticos 3,10. Nesses estudos, o cálculo de hereditariedade sugeriu que 

mais de 50- 80% da variação no início da puberdade podem ser controlados 

geneticamente. A ampla variação na idade de início da puberdade segue 

uma distribuição normal ou gaussiana que parece ser modulada por 

variações em múltiplos genes 3. Além disso, De Vries et al.11 analisando 156 

pacientes com PPC idiopática constataram uma prevalência de 27,5% de 

casos familiares, sugerindo um papel dos fatores genéticos na patogênese 

da PPC. Nestas famílias, a análise de segregação sugeriu um modo de 

herança autossômica dominante com penetrância incompleta, sexo-

dependente 11. Posteriormente, quatro estudos independentes de 

associação do genoma identificaram dois loci associados com a variação na 

idade da menarca: 6q21 (incluindo o gene LIN28B) e 9q31.2 12-15. Portanto, a 

puberdade resulta, provavelmente, de uma complexa interação de base 

genética com uma variedade de reguladores endócrinos e ambientais. 
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1.2 PUBERDADE PRECOCE  

Classicamente, a puberdade precoce é definida como o 

desenvolvimento de caracteres sexuais secundários antes dos 8 anos em 

meninas e 9 anos nos meninos 3,10,16. Esse intervalo normal para idade de 

início da puberdade corresponde ao período no qual 95% das crianças 

iniciaram o desenvolvimento dos caracteres sexuais 17,18. No entanto, esses 

limites cronológicos de idade vêm sendo objetos de intensa discussão. Uma 

diminuição na idade média da menarca foi observada nos Estados Unidos 

(EUA) e em alguns países da Europa entre os séculos XIX e XX 19. Um 

estudo com 17.000 meninas sugeriu um ajuste na média de idade da 

puberdade nos EUA, uma vez que 27,3% das meninas afro-americanas e 

6,7% das meninas caucasianas apresentaram início da puberdade aos 7 

anos de idade 20. A quantidade de gordura corporal e a exposição a 

desreguladores endócrinos têm sido sugeridos como importantes fatores 

associados com esta tendência de antecipação do início da puberdade no 

sexo feminino 21. Mais recentemente, uma modificação de idade de início da 

puberdade foi também observada nos meninos 22. Herman Giddens et al.22 

demonstraram que meninos americanos estão iniciando o desenvolvimento 

sexual, em média de 6 meses a 2 anos, antes do esperado. A menarca 

antes dos 9 anos em meninas pode também ser considerada um critério 

adicional de precocidade sexual. 

A idade de início da puberdade tem implicações substanciais para a 

saúde biológica, psicossocial e a longo prazo. A idade precoce da menarca é 

um fator de risco para câncer de mama, doenças cardiovasculares, 
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depressão, diabetes, obesidade e hipertensão 23-25. Em meninos, a 

puberdade precoce é um fator de risco para câncer de testículo 26. Algumas 

evidências sugerem também que crianças com puberdade precoce 

apresentam maior risco de alterações de comportamento e distúrbios 

psicológicos na vida adulta quando comparadas à poulação geral 27. 

A puberdade precoce tem prevalência estimada de 0,01 a 0,05% e é, 

aproximadamente, 10 vezes mais comum em meninas do que em meninos 

10. Na população dinamarquesa, a prevalência estimada de puberdade 

precoce é de cerca de 0,2% em meninas e menos de 0,05% em meninos 28. 

A precocidade sexual pode ocorrer como resultado da secreção de 

esteroides sexuais independentemente da ativação do eixo gonadotrófico 

(puberdade precoce independente de gonadotrofinas ou puberdade 

periférica- PPP) ou, mais comumente, por uma ativação prematura do eixo 

hipotálamo-hipófise-gonadal, de forma semelhante ao desenvolvimento 

fisiológico, porém, em idade cronológica inadequada (puberdade precoce 

dependente de gonadotrofinas ou puberdade precoce central - PPC). 

Clinicamente, as duas formas assemelham-se, sendo caracterizadas pelo 

desenvolvimento precoce dos caracteres sexuais secundários, aceleração 

do crescimento linear e avanço da idade óssea, com consequente prejuízo 

da estatura final 29,30. Na PPC, os caracteres sexuais secundários são 

concordantes com o sexo do paciente (isossexual). Ao contrário, a PPP 

pode levar ao padrão isossexual ou heterossexual (feminização de meninos 

ou virilização de meninas), além da progressão desordenada dos caracteres 

sexuais secundários, podendo a menarca ser a primeira manifestação. Em 
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ambas as formas de puberdade precoce, iso ou heterossexual, os esteroides 

sexuais determinam a aceleração da velocidade de crescimento e da 

maturação esquelética, culminando com a fusão prematura das epífises 

ósseas e o comprometimento da estatura final. A avaliação laboratorial é útil 

no diagnóstico diferencial das formas de precocidade sexual. Os valores de 

LH em condição basal e após estímulo (teste com GnRH exógeno ou 

análogo de GnRH) confirmam a ativação do eixo gonadotrófico, sendo 

fundamental para a distinção entre PPC e PPP e na escolha correta do 

tratamento. 

 

1.2.1 Puberdade precoce central 

A PPC é uma condição rara, com incidência estimada de 1:5.000 a 

1:10.000, mais frequente no sexo feminino, em uma proporção de 3-23 

meninas: 1 menino 29,31. Várias alterações neurológicas podem levar à PPC, 

incluindo tumores, trauma, infecções, irradiação do SNC ou malformações. 

O hamartoma hipotalâmico- uma malformação congênita não-neoplásica, 

representa a causa orgânica mais comum de PPC em ambos os sexos. 

Exposição crônica a esteroides sexuais, de fonte exógena ou endógena 

como resultado de algumas doenças com produção periférica de esteroides, 

pode também causar ativação prematura do eixo hipotálamo- hipófise- 

gonadal 32,33. No entanto, a maioria das causas de PPC em meninas e cerca 

de 50% dos casos em meninos não apresentam alterações detectáveis no 

SNC e são descritas como idiopáticas 32,33. Independentemente da etiologia 

da PPC, orgânica ou idiopática, a base do tratamento é o bloqueio da 
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secreção de gonadotrofinas com os análogos de GnRH, sendo a cirurgia 

reservada para alguns tumores ou malformações volumosas, com sintomas 

neurológicos de difícil controle 33.  

 

1.2.2 A genética na puberdade precoce central 

Ao longo dos últimos anos, diversos genes (GNRH1, GNRHR, FSHR, 

LHR, LIN 28B, GABRA-1, NPY-1, KISS1, KISS1R, TAC3, TACR3, EAP1, 

TTF-1) foram implicados na regulação e função do eixo reprodutivo, mas 

poucos foram os defeitos moleculares, incluindo polimorfismos e mutações, 

que mostraram associação ao fenótipo de PPC (Tabela 1). Nessa área, as 

principais descobertas estão relacionadas ao sistema da kisspeptina, cujo 

papel como estimulador da secreção de GnRH na puberdade foi 

demonstrado nos últimos anos 34. Inicialmente descoberto como um gene 

supressor tumoral, o gene KISS1 é composto por três éxons, mapeado no 

cromossomo 1q32-q41 e codifica a síntese de uma proteína de 154 

aminoácidos, a kisspeptina, que atua por meio de ligação a seu receptor 

(KISS1R ou GPR54). O KISS1R é um receptor com sete domínios 

transmembrana, composto por 398 aminoácidos e está acoplado à proteína 

G. O sistema kisspeptina- KISS1R vem sendo implicado na patogênese da 

PPC desde 2008, quando Teles et al. 35 descreveram uma mutação 

(p.Arg386Pro) no KISS1R, resultando em ativação não constitutiva do 

receptor, em uma menina brasileira adotada com PPC. Outros polimorfismos 

foram encontrados no KISS1R, envolvendo crianças chinesas e uma menina 
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coreana com PPC, porém apenas uma dessas alterações foi correlacionada 

positivamente com o fenótipo 36,37. Posteriormente, Silveira et al. 38 

descreveram duas variantes na kisspeptina (KISS1), p.Pro74Ser e 

p.His90Asp, em três crianças brasileiras não relacionadas com PPC. A 

mutação ativadora p.Pro74Ser foi identificada, em heterozigose, em um 

menino com início muito precoce do desenvolvimento puberal (1 ano de 

idade). Análises funcionais mostraram que, após uma pré-incubação com 

soro humano, a capacidade do vetor mutante em estimular a transdução de 

sinal foi significativamente maior quando comparado ao vetor não mutado, 

sugerindo uma maior resistência da kisspeptina mutada à degradação in 

vitro e consequente aumento da biodisponibilidade dessa proteína 38. Por 

outro lado, a variante p.His90Asp foi descrita em homozigose em duas 

meninas não relacionadas com PPC. No entanto, estudos in vitro dessa 

variante não mostraram alterações na atividade ou na resistência à 

degradação quando comparada à kisspeptina selvagem 38. Embora a 

identificação desses casos tenha contribuído para elucidar o papel do 

sistema kisspeptina na regulação do desenvolvimento puberal, nenhum 

outro caso de mutação ativadora no KISS1R ou KISS1 foi descrito em 

pacientes com PPC desde então, sugerindo que alterações nesses genes 

são raras 37.  

Em 2009, diferentes estudos de associação do genoma identificaram 

variações genéticas no cromossomo 6q21, envolvendo o gene LIN28B ou 

próximo a seu locus, associadas à idade de início da menarca 12-15. Esse 

fato despertou o interesse pelo LIN28B em estudos do desenvolvimento 
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puberal. O LIN28B é um homólogo humano do lin28 do nematódeo 

Caenorhabtidis elegans 39. Mutações deletérias no lin28 resultam em 

desenvolvimento precoce (passagem de larva para adulto) e transformação 

parcial do fenótipo sexual em Caenorhabtidis elegans 39. As proteínas da 

família LIN28 são potentes repressores pós-transcricionais da biogênese dos 

micro-RNAs let7, os quais são microRNAs expressos de forma tempo-

específica e que controlam o início do desenvolvimento sexual. Em 2010, 

Silveira-Neto et al. 40 descreveram uma variante nova no LIN28B 

(p.His199Arg), em heterozigose, em uma menina brasileira de 4 anos com 

PPC esporádica, porém o estudo funcional in vitro demonstrou que essa 

variante não alterou a função do gene na regulação da expressão do let-7 

miRNA.  

Posteriormente, um outro sistema foi também implicado na regulação 

do eixo reprodutivo: o sistema da neurocinina B (NKB). A neurocinina B é 

membro da família das taquicininas, que são peptídeos neurotransmissores 

excitatórios. Em humanos, a NKB e seu receptor (NK3R) são codificados 

pelos genes TAC3 e TACR3, respectivamente. O papel do NKB no controle 

da secreção de gonadotrofinas e início da puberdade foi enfatizado a partir 

da descrição de mutações inativadoras nos genes TAC3 e TACR3 em 

pacientes com hipogonadismo hipogonadotrófico normósmico isolado, 

representando atualmente 6% dos casos de hipogonadismo 41. No entanto, 

os mecanismos pelos quais esse sistema exerce seus efeitos no controle da 

função reprodutiva ainda não são bem conhecidos. Em 2012, estudando o 

papel desses genes na PPC, Tusset et al. 42 identificaram uma nova variante 
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(p.Ala63Pro) na neurocinina B, em heterozigose, em uma menina brasileira 

com PPC. Essa variante estava ausente nos controles e nos pacientes com 

hipogonadismo hipogonadotrófico estudados. Entretanto, sua mãe, também 

heterozigota para a mutação, apresentou desenvolvimento puberal em idade 

cronológica adequada, sugerindo falta de correlação genótipo-fenótipo 42. 

Mais tarde, Cukier et al.43 estudaram dois fatores de transcrição 

moduladores da expressão de GnRH- Thyroid transcription fator (TTF1, 

também conhecido como NKX2-1) e enhanced at puberty (EAP1; também 

chamado IRF2BPL, interferon regulatory factor 2 binding protein-like) em 71 

pacientes com PPC idiopática. Nenhuma mutação germinativa foi 

identificada nesse grupo de pacientes. Entretanto, estudos in silico, 

utilizando programas computacionais de interação gênica, sugeriram que 

TTF1 e EAP1 são componentes importantes de uma rede de genes 

envolvidos com o controle da menarca 43. 

Dessa forma, a etiologia da maioria dos casos de PPC permanece 

desconhecida (idiopática), sugerindo que outros genes e/ou mecanismos, 

ainda não conhecidos, possam estar envolvidos. Na Tabela 1 estão 

sumarizados os principais genes implicados com a PPC e as variantes 

encontradas. 
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1.3  NOVAS METODOLOGIAS NA DETERMINAÇÃO DAS BASES 

GENÉTICAS DA PPC  

Fenótipos específicos e complexos podem ser causados por 

alterações cromossômicas, como deleções e duplicações, em determinadas 

regiões do genoma. O desenvolvimento de técnicas de bandeamento 

cromossômico na década de 1970, seguido posteriormente pelos métodos 

de hibridização in situ nos anos 1980 e 1990, permitiram o mapeamento de 

genes e a detecção de rearranjos citogenéticos e aneuploidias. Exemplos 

clássicos dessas descobertas são as aneuplodias do cromossomo 21 

(síndrome de Down), do cromossomo 18 (síndrome de Edwards), do 

cromossomo 13 (síndrome de Patau), do cromossomo X (síndrome de 

Turner e Klinefelter) e do cromossomo Y (síndrome de Jacobs), além da 

translocação 9/22, responsável pela fusão dos genes BCR/ABL, relacionado 

ao Linfoma de Hodgkin 44,45. Nesse contexto, foi também desenvolvida a 

técnica de hibridização genômica comparativa (CGH), baseada na 

comparação direta de dois genomas por diferenças no conteúdo do DNA 46. 

No entanto, a baixa resolução (detecta alterações de, aproximadamente, 5-

10Mb), a necessidade de confirmação pela técnica de hibridização in situ e o 

intenso trabalho laboratorial limitavam o uso do CGH. Para reduzir essas 

dificuldades, técnicas de microarray genômico foram desenvolvidas para 

aplicação por esse método. O CGH array baseia-se nos mesmos princípios 

do CGH convencional, exceto que sua análise envolve fragmentos de DNA, 

como modelos para hibridização 47. As aplicações clínicas do CGH array são 

inúmeras: câncer de mama, glioblastoma, rabdomiossarcoma, carcinoma 
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nasofaríngeo, câncer de ovário, tumores de bexiga, tumores adrenocorticais, 

além de detecções de rearranjos no 1p36 e anormalidades em locus 

selecionados do genoma. Esta técnica apresenta várias vantagens em 

relação às descritas anteriormente: alta resolução, boa sensibilidade, fácil 

compreensão e rapidez 48. 

Outra metodologia que vem sendo desenvolvida e tem evoluído desde 

a decodificação completa do genoma humano, permitindo avanços na área 

da genética é o sequenciamento exômico 49. O sequenciamento exômico é 

uma forma altamente eficaz de análise genética, em que > 90% do DNA 

codificador de um indivíduo (1% de todo o genoma) é sequenciado ao 

mesmo tempo 50. Enquanto no sequenciamento exômico, também conhecido 

como “target exome capture”, sequencia-se toda a região codificadora do 

genoma, utilizando-se sondas específicas para cobrir todos os éxons do 

genoma; no sequenciamento exômico avançado, sequencia-se além da 

região codificadora as regiões não traduzidas próximas aos éxons (UTRs), 

permitindo assim o estudo das regiões promotoras dos genes e regiões 

intrônicas intragênicas envolvidas na expressão genética. Comparado ao 

sequenciamento completo do genoma (whole genome sequencing), o 

sequenciamento exômico permite uma abordagem mais custo-efetiva para 

identificação de mutações e apresenta a vantagem de uma interpretação 

menos complexa 51. No sequenciamento exômico, a região codificadora do 

DNA é sequenciada, usando tecnologias de nova geração e a sequência do 

paciente é comparada com a sequência referência do genoma humano, 

permitindo a identificação de variantes genéticas e possíveis genes 
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candidatos pela análise de substituições de nucleotídeos, rearranjos 

estruturais e variação nos números de cópias 52. 

Em um estudo de sequenciamento exômico de oito indivíduos 

controles (que fazem parte do projeto Hap Map) e quatro pacientes 

portadores da síndrome de Freeman-Sheldon, que é uma doença rara com 

herança autossômica dominante, foi demonstrado ser possível identificar um 

gene candidato associado a doenças monogênicas estudando um pequeno 

número de pacientes 53. Neste mesmo estudo, foi sugerido que, em doenças 

mais complexas como doenças oligogênicas, a mesma estratégia pode ser 

utilizada com um número maior de pacientes. No campo da Endocrinologia, 

o sequenciamento exômico levou a grandes avanços na compreensão de 

muitas doenças, incluindo os tumores adrenais em pacientes com síndrome 

de Cushing, hiperaldosteronismo primário, distúrbios do crescimento e 

Diabetes mellitus tipo 2, bem como uma infinidade de raras síndromes 

genéticas com envolvimento endócrino importante 52. O principal benefício 

da exoma, em relação ao estudo de gene candidato, consiste na 

investigação simultânea de 20.000 genes 49. No entanto, essa magnitude de 

genes estudados resulta em um grande número de variantes genéticas que 

necessitam ser avaliadas cuidadosamente quanto à sua associação positiva 

ou negativa com o fenótipo. 
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Tabela 1 - Genes candidatos relacionados à PPC e as variantes encontradas 

Gene Locus Variantes raras na PPC Referências 

GABRA1 5q34 7 SNPs - nenhum relacionado com PPC 
(156T>C; 1323 G>A; IVS2-712(GT)n; 
IVS3+12A>T; IVS8+45T>G; IVS9+76T>G; 
IVS10+15G>A.) 

Brito et al. JCEM (2005) 

NPY-1R 7p15.3 p.K374T Freitas et al. Fertil and Steril (2007) 

KISS1 1q32.1 p.P74S 

p.H90D 

Silveira et al. JCEM (2010) 

GPR54 ou KISS1R 19p13.3 p.R386P Teles et al. NEJM (2008) 

LIN28B 6q16-q21 p. H199R Silveira-Neto et al. Horm Res Pediatr 
(2012)  

NKB 12q13.3 p.A63P Tusset et al. ABEM (2012) 

NK3R 4q24 p.A449S  

TTF -1 9q34.13 - Cukier et al. Horm Res (2013) 

EAP1 14q23 p.E87E, p.A163A, p.Y415Y e  p.C758C  
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1.4 HIPÓTESE 

Pacientes com PPC, de origem familial e esporádica, poderiam 

apresentar defeito em um ou múltiplos genes, ainda não estudados em 

humanos, que exerceriam papel preponderante na regulação do eixo 

reprodutivo e na determinação do início da puberdade. O uso de técnicas 

mais modernas de biologia molecular poderiam ser úteis na detecção de 

deleções, duplicações e substituições de nucleotídeos e, possivelmente, na 

identificação de genes, ainda não conhecidos, relacionados à PPC.  

A abordagem desta hipótese compreende inicialmente a identificação 

de possíveis genes envolvidos na regulação do início da puberdade por 

sequenciamento exômico em um grupo selecionado de PPC familial. Caso 

algum gene candidato seja identificado, os resultados serão confirmados por 

sequenciamento automático, e o estudo ampliado para a população com 

PPC forma esporádica. 

Com isso, visamos a um melhor entendimento da fisiologia do GnRH 

e da regulação do eixo reprodutivo, tornando possível um aconselhamento 

genético e acompanhamento mais adequado para esses pacientes. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Análise clínica e genética de pacientes com PPC idiopática: 

2.1A-  Analisar potenciais anormalidades no genoma de crianças 

com PPC de origem familial por meio de sequenciamento exômico 

global; 

2.1B-  Ampliar o estudo com a análise de genes selecionados em 

pacientes com PPC esporádica; 

2.1C-  Correlacionar as novas variantes eventualmente encontradas 

com o fenótipo dos pacientes com PPC; 

2.1D-  Estabelecer o provável mecanismo de ação das proteínas 

codificadas pelos genes selecionados. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

Este estudo foi aprovado pela Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa (CONEP), aprovação parecer nº 974.135. Consentimento Livre e 

Esclarecido, por escrito, foi obtido de todos os pais ou responsáveis e 

pacientes entre 6 e 10 anos (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, 

desenvolvido de acordo com sexo e faixa etária), assim como 

assentimento, por escrito, dos pacientes entre 2 e 6 anos.  

 

3.2 PACIENTES 

A casuística de pacientes com PPC foi subdividida em dois grupos: 

PPC- forma familial e PPC- forma aparentemente esporádica. Selecionamos 

19 famílias com PPC- forma familial (36 pacientes) e 213 pacientes com 

PPC aparentemente esporádica. Os pacientes com PPC familial foram 

selecionados no Ambulatório de Endocrinologia do Desenvolvimento do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo (HC-FMUSP), além de alguns casos provenientes de outros serviços 

(Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo- SP, Hospital 

das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais - MG e Nemours 

Children’s Clinic, Jacksonville, Florida). Os heredogramas das 19 famílias 

pré selecionadas estão ilustrados no Anexo B. Os pacientes com PPC 
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esporádica foram selecionados dos Serviços de Endocrinologia do Hospital 

das Clínicas da Universidade de São Paulo em São Paulo (HCFMUSP- SP, 

médico responsável Dr. Vinícius Nahime Brito) ou Ribeirão Preto 

(HCFMUSP-RP, médico responsável Dr. Sonir Roberto R. Antonini), do 

Hospital das Clínicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP, 

médico responsável Dr. Gil Guerra Júnior) e do Medical Faculty Skopje - 

Macedônia.  

Os critérios clínicos e laboratoriais considerados para inclusão dos 

pacientes com PPC no presente estudo foram: início dos caracteres sexuais 

secundários antes dos 8 anos nas meninas e antes dos 9 anos nos meninos, 

concentrações de LH em condição basal e/ou após estímulo com GnRH 

exógeno ou com análogo de GnRH depot (Lupron ®) em níveis puberais, 

ressonância magnética (RM) do SNC sem anormalidades. A presença de 

mais de um membro da família com história de desenvolvimento sexual 

precoce caracterizou a forma familial de PPC. 

A idade cronológica (IC) média do início do aparecimento dos 

caracteres sexuais secundários foi de 5,65  2,2 anos (variando do 

nascimento a 9,7 anos), e a IC média da primeira consulta foi 7,6  1,8 anos 

(variando de 1,3 a 10,75 anos). O estádio de desenvolvimento mamário 

variou entre 2 e 5 e o estádio dos pelos pubianos variou entre 1 e 5, de 

acordo com os critérios de Tanner e Marshall 17,18. Os dez pacientes do sexo 

masculino apresentavam diâmetro testícular superior a 2,5 cm ou volume 

testicular maior que 4 mL ao diagnóstico. A idade óssea (IO) média foi 10  

2,2 anos (1 – 13,5 anos), conforme os critérios de Greulich e Pyle 54. Os 
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pacientes apresentavam em média um avanço de IO de 1,7 anos em relação 

à IC. Três pacientes tinham características sindrômicas. Os achados clínicos 

e hormonais dos 213 pacientes com PPC estão resumidos no Anexo C. 

Dois grupos controles foram utilizados em diferentes etapas deste estudo. 

Para o sequenciamento exômico global, utilizamos como controles 50 

amostras do 1000 Genomes, e, na análise de mutações na região promotora 

do gene MKRN3, foi usado um grupo controle constituído de 50 indivíduos 

adultos de ambos os sexos, que não apresentaram anormalidades no 

desenvolvimento puberal.  

 

 
 
Figura 1 - Estratificação dos pacientes 
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3.3 AVALIAÇÃO HORMONAL 

O diagnóstico laboratorial dos distúrbios do desenvolvimento puberal 

foi baseado nas dosagens das gonadotrofinas (LH e FSH) e dos esteroides 

sexuais (estradiol e testosterona). No período do estudo, foram utilizados 

dois métodos de dosagens para as gonadotrofinas séricas: os ensaios 

imunofluorométrico (IFMA) (Perkin Elmer, Wallac, Finlândia) e 

eletroquimioluminométrico (ECLIA) (Roche Diagnostics, Cobas e601 

analyzer, Indianapolis, USA). 

O teste de estímulo com GnRH de ação curta foi realizado pela 

administração de 100 μg de gonadorelina intravenosa no tempo zero e 

coleta de sangue nos tempos -15, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos. O teste de 

estímulo com GnRH de ação prolongada (depot) foi realizado pela 

administração de 3,75 mg de acetato de leuprolide (Lupron ®), intramuscular 

ou subcutâneo, no tempo zero e coleta de sangue após 2 horas. Os valores 

de referência de esteroides sexuais e de LH e FSH basais e após estímulo 

com GnRH ou análogos de GnRH depot estão descritos nas Tabelas 2 e 3. 

Para o diagnóstico de PPC, foram consideradas concentrações 

puberais no sexo feminino: LH basal > 0,6 U/L ou após estímulo com GnRH> 

6,9 U/L e estradiol > 13 pg/mL para o IFMA 55, LH basal> 0,2 U/L ou após 

estímulo com GnRH >5 U/L e estradiol > 15 pg/mL para o ECLIA 56. No sexo 

masculino, foram consideradas concentrações puberais: LH basal > 0,6 U/L 

ou após estímulo com GnRH> 9,6 U/L e testosterona > 14 ng/dL para o 

IFMA 55; LH basal > 0,2 U/L ou após estímulo com GnRH> 5 U/L e 
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testosterona >12 ng/dL para o ECLIA 56. Adicionalmente, LH > 10 U/L (IFMA) 

ou LH > 5,0 U/L (ECLIA), dosado 2 horas após a administração da primeira 

ampola de acetato de leuprolida 3,75 mg, via subcutânea, também foi 

considerado como resposta puberal para ambos os sexos 30. 

 

Tabela 2 -  Valores normais de testosterona e LH no sexo masculino, 
obtidos nos ensaios IFMA e ECLIA em crianças pré-púberes 

 

 Testosterona

ng/dL 

LH basal 

U/L 

LH pico* 

U/L 
Ensaio 

Pré-púberes < 14  0,6 < 9,6 IFMA 

Pré-púberes < 12 < 0,2 <5,0 ECLIA 

*após 100 µg de gonadorelina i.v. 

 

Tabela 3 -  Valores normais de estradiol e LH no sexo feminino, obtidos nos 
ensaios de IFMA e ECLIA em crianças pré-púberes 

 

 Estradiol 

pg/mL 

LH basal 

U/L 

LH pico* 

U/L 
Ensaio

Pré-púberes < 13 ≤ 0,6 < 6,9 IFMA 

Pré-púberes < 15 < 0,2 < 5,0 ECLIA 

*após 100 µg de gonadorelina i.v. 
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3.4 AVALIAÇÃO MOLECULAR 

3.4.1 Extração de DNA genômico de leucócitos de sangue periférico 

DNA genômico foi extraído de 12mL de sangue periférico colhido em 

tubo com EDTA. O sangue foi incubado em solução para lise de glóbulos 

vermelhos (114 mM cloreto de amônia; 1 mM carbonato de amônia) durante 

30 minutos a 4oC. Após este período, a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm 

durante 15 minutos a 4oC. O sobrenadante foi descartado e o botão de 

células ressuspenso em solução tampão constituída de 100 mM NaCl; 10 

mM Tris-HCl 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 37oC. No dia seguinte, a amostra 

foi submetida a duas extrações com fenol: clorofórmio: álcool isoamílico 

(25:24:1) e a uma extração com clorofórmio e álcool isoamílico (24:1). O 

DNA foi precipitado com acetato de sódio 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-HCl pH 8,0; 0,1 

mM EDTA pH 8,0). 

A concentração do DNA foi estimada com base na leitura da 

densidade óptica por espectrofotometria com luz ultravioleta (Ultrospec III – 

Pharmacia Biotech, EUA); o grau de pureza foi avaliado pela relação 

A260/280. A integridade do material foi verificada com eletroforese em gel de 

agarose 1% e visualização por transiluminação com luz ultravioleta, após 

coloração com solução de brometo de etídio. As amostras foram 

armazenadas a 4ºC até sua utilização. 
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3.4.2 Sequenciamento exômico global  

Neste estudo, o sequenciamento exômico foi realizado no Broad 

Institute (Cambridge, MA), usando a tecnologia de clonagem molecular 

Illumina HiSeq 2000 (Illumina Inc, San Diego, CA). Por esta técnica, o DNA 

genômico extraído de leucócitos do sangue periférico dos pacientes 

selecionados foi inicialmente quebrado em fragmentos com tamanhos 

predeterminados e separados em fitas simples, por meio de enzimas 

polimerases. Em seguida, adaptadores com sequências de 

oligonucleotídeos universalmente conhecidas foram acrescentados às 

terminações dos fragmentos de DNA. Esses adaptadores são 

complementares aos primers de PCR e oligonucleotídeos imobilizados na 

matriz sólida para a amplificação do DNA – amplificação em ponte. Durante 

cada ciclo de sequenciamento, a adição de quatro bases de nucleotídeos 

marcadas (citosina, adenina, tiamina e guanina) e enzimas à matriz seguida 

da estimulação com laser permitiu a leitura das bases complementares aos 

diversos fragmentos de DNA dispersos na matriz sólida. As sequências 

complementares obtidas foram alinhadas e comparadas com bancos de 

dados de referência (Human Genome version 19), usando o Burrows-

Wheeler Aligner (http://bio-bwa.sourceforge.net/) para a detecção de 

variantes genéticas (Figura 2). Posteriormente, foram aplicados o Genome 

Analysis Toolkit (http://broadinstitute.org/gatk), o escore de qualidade de 

recalibração de cada base e o realinhamento indel. Os polimorfismos e as 

variantes indel identificados foram genotipados comparando todas as 

amostras simultaneamente, usando o escore de qualidade de recalibração 
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de cada variante. Para avaliação do efeito funcional das variantes, foi usado 

o SnpEff 2.0.5 (http://snpeff.sourceforge.net/). 

Todas as variantes identificadas na região codificadora do MKRN3 

durante o estudo de sequenciamento exômico global foram confirmadas pelo 

método de amplificação por reação em cadeia de polimerase seguida de 

sequenciamento automático convencional (Sanger). 

 

 

Figura 2 -  Representação esquemática do sequenciamento exômico 
(ILLUMNA). A. Extração do DNA de leucócitos do sangue 
periférico; B. Fragmentação do DNA e ligação de adaptadores 
específicos. Os adaptadores possuem sequência 
complementar aos primers dipostos na matriz; C. Lavagem dos 
fragmentos não codificadores; D. Amplificação dos éxons em 
ponte.; E. Sequenciamento com tecnologia de alto rendimento; 
F. Comparação das leituras do paciente com a sequência 
referência. 
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3.4.3 Amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) 

O DNA genômico dos pacientes selecionados foi utilizado como 

substrato para a amplificação das regiões codificadora e promotora proximal 

do gene MKRN3, por meio de reação em cadeia da polimerase (PCR), 

utilizando-se pares de oligonucleotídeos específicos (Tabelas 4 e 5). A 

região promotora do MKRN3 compreende 1000pb, incluindo 750 pb da 

região 5’ a montante do sítio de início de transcrição 57. As reações foram 

realizadas em um volume final de 25 µL. Para cada reação, foram utilizados 

100 a 200 ng de DNA genômico, 100 μM de cada desoxinucleotídeo (dNTP), 

10 pmol de cada oligonucleotídeo, 1,0 U de enzima Go Taq DNA polymerase 

(Promega, Madison, WI, EUA) e 5,0 µL do tampão 5X Green Flexi Reaction 

Buffer (Promega, Madison, WI, EUA). A reação de amplificação foi realizada 

em um termociclador Veriti ®96- Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EUA) e consistiu das seguintes etapas: 1) Região 

codificadora do gene MKRN3 - desnaturação inicial a 95oC por 5 minutos, 

seguida por 35 ciclos de desnaturação a 94oC por 30 segundos, anelamento 

a 58oC por 30 segundos e extensão a 72oC por 1 minuto e extensão final a 

72oC por 10 minutos; 2) Região promotora do gene MKRN3 - desnaturação 

inicial a 95oC por 10 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturação a 95oC 

por 30 segundos, anelamento a 62oC por 30 segundos e extensão a 72oC 

por 1 minuto e extensão final a 72oC por 10 minutos. Todos os produtos de 

PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1% e 

visualizados por transiluminação em luz ultravioleta.  
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3.4.4 Sequenciamento automático direto (Sanger) 

A concentração de DNA dos produtos gerados pela PCR foi 

determinada com base na comparação da intensidade de sinal emitido pelos 

fragmentos de um marcador de peso molecular de concentração conhecida 

em gel de agarose. Posteriormente, os produtos de amplificação foram 

submetidos à pré-purificação enzimática, utilizando-se o produto comercial 

EXO-SAP, contendo as enzimas Shrimp Alkaline Phosphatase e 

exonuclease I (Affymetrix, USB Products, Cleveland, Ohio, EUA). As reações 

de sequenciamento foram realizadas utilizando o produto comercial ABI 

PrismTM Big DyeTerminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). 

Para estas reações, utilizamos também pares de oligonucleotídeos internos, 

tendo em vista o grande número de pares de bases nos fragmentos 

estudados (Tabelas 4 e 5). Os produtos destas reações foram submetidos à 

eletroforese em sequenciador automático ABI Prism Genetic Analyzer 

3130xL automatic DNA sequencer (Applied Technologies, Foster City, CA). 

As sequências obtidas foram comparadas com as sequências depositadas 

na base de dados do National Center for Biotechnology and Information 

(NCBI). 
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Tabela 4 -  Oligonucleotídeos usados para amplificação e sequenciamento 
automático da região codificadora do gene MKRN3 

 

Oligonucleotídeos (PCR) 
Oligonucleotídeos internos 
(sequenciamento) 

1F:5´GCCTCAAGCCCATAAAGAAA3’ 

3R:5´GGGAAAACAGGCAATAGCAG3´ 

1F:5´GCCTCAAGCCCATAAAGAAA3´ 

1R:5´AGCCATCTGCTTCCTCTCAG3´ 

 2F:5´GGCATTTGGACAAAGCAGA3´ 

 2R:5´CACTGGGAATGACCAATTC3´ 

 3F:5´CCAATTGCAACCATTCCTTC3´ 

3R:5´GGGAAAACAGGCAATAGCAG3 

 

 

Tabela 5 -  Oligonucleotídeos usados para amplificação e sequenciamento 
automático da região promotora do gene MKRN3 

 

Oligonucleotídeos (PCR) Oligonucleotídeos internos (sequenciamento) 

P1F: 5´GAA ACA AAG GGC TGC CAT GA 3´ 

P2R: 5´ATC TGG AGC AGC AGA TTC CC 3´ 

P1F: 5´GAA ACA AAG GGC TGC CAT GA 3´ 

P1R: 5´GGC AGT CCC TAA GTC CCT TC 3´ 

P2F: 5´CGC GAT CGG GCA TTA AAA GA 3´ 

P2R: 5´ATC TGG AGC AGC AGA TTC CC 3´ 

 

 

3.4.5 Análises In Silico 

Todas as variantes missenses identificadas foram submetidas a 

análises de predição in silico. Para avaliação das substituições nucleotídicas 

quanto ao impacto functional, foram utilizados os programas PolyPhen2 

(Polymorphism Phenotyping, version 2), PANTHER (Protein Analysis through 

Evolutionary Relationship) e/ou SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant). Para 

os programas PolyPhen2 e PANTHER, a variação de escores é de 0 a 1,0, 
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sendo 0 (zero) indicativo de efeito neutro e 1,0, provavelmente deletério. Já 

no SIFT, escores < 0,05 são preditores de promover alteração na função da 

proteína. Todos os algoritmos desses programas estão baseados na 

homologia das sequências dos aminoácidos de proteínas contendo o mesmo 

domínio functional, no grau de conservação dessas sequências de 

aminoácidos durante a evolução, e nas propriedades físicas de cada 

aminoácido. Assim, o impacto da alteração do aminoácido sobre a estrutura 

da proteína e, consequentemente, sobre sua função é avaliado, e esta é 

classificada como potencialmente deletéria ou não. 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Para comparar as frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo 

c.663C>T (rs2239669) no gene MKRN3 entre pacientes com PPC e 

controles, foram considerados apenas indivíduos não relacionados. Para 

esta análise, utilizamos o grupo controle do banco de dados do Ensemble. A 

distribuição genotípica e a frequência alélica entre pacientes com PPC e o 

grupo controle foram avaliadas em tabelas de contingência, pelo teste exato 

de Fisher ou pelo teste Qui-quadrado (2). Para a análise dos dados, foi 

utilizado o programa SigmaStat v3.5 (San Jose, CA, EUA). Foram 

considerados significantes os valores de p < 0,05.  
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3.6  AMPLIFICAÇÃO DEPENDENTE DE HIBRIDIZAÇÃO COM 

MÚLTIPLAS SONDAS PARA ANÁLISE DE METILAÇÃO (MS-

MLPA): METHYLATION-SPECIFIC MULTIPLEX LIGATION-

DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION) 

Cinquenta e duas pacientes com PPC idiopática (familial e 

esporádica) foram selecionadas aleatoriamente para este estudo. Este 

método permite avaliar o estado de metilação de múltiplos genes, 

simultaneamente com a detecção do número de cópias 58. Baseia-se em 

reação por PCR e permite a detecção semiquantitativa de alterações no 

DNA, na região promotora de vários genes, em uma única reação 58. A 

discriminação entre as sequências metiladas e não metiladas foi efetuada 

por meio de hibridização de sondas contendo o local de reconhecimento 

para a enzima sensível à metilação, HhaI (Promega, Leiden, Holanda). 

Todas as sondas de MS-MLPA são sequências de cópia única e foram 

desenhadas e preparadas, como descrito por Schouten et al. 59. Neste 

estudo, utilizamos o kit comercial: SALSA MS-MLPA Kit ME028, MRC 

Holland, Amsterdam, Netherlands. Este produto comercial é constituído por 

32 sondas para o locus 15q11, região crítica para a síndrome de Prader 

Willi. Cinco dessas sondas são capazes de reconhecer dinucleotídeos CpG 

na região promotora dos genes SNRPN (quatro sondas) e NDN (uma 

sonda). Este produto comercial continha ainda 14 sondas referência e três 

fragmentos controle. 

O protocolo de MS-MLPA foi consituído de cinco passos (Figura 3):  

1) Desnaturação de 20ng de DNA genômico de cada paciente, 2) Reação de 
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ligação e hidrólise realizada overnight por 16h, 3) Reação de PCR, 4) 

Separação dos produtos de amplificação por eletroforese capilar no 

Sequenciador ABI 3130 genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA), usando o LIZ® size standard e 5) Análise dos resultados obtidos.  

A análise dos dados foi efetuada usando o Gene Mapper Analysis 

software V.5 (Life Technologies). Para compensar a diferença na eficiência 

do PCR de amostras individuais, a fração de cada pico foi normalizada pela 

divisão do valor de pico de cada sonda amplificada, pelo valor combinado de 

sondas de referência dentro da amostra. Desta forma, a porcentagem de 

metilação foi calculada pela divisão das áreas dos picos normalizados das 

amostras metiladas (sujeitas à hidrólise pela enzima), pela área dos picos 

normalizados das amostras não metiladas (não sujeitas à hidrólise pela 

enzima de restrição). 

Uma redução relativa de 35-50% no valor de pico (ou área) de uma 

amostra não digerida de uma sonda específica era indicativo de uma 

deleção heterozigótica da região correspondente do DNA genômico. Os 

padrões de metilação foram determinados por comparação do valor de pico 

da amostra digerida de uma sonda específica pela amostra não digerida - a 

ausência de uma redução do valor de pico, após a digestão indicava que 

ambas as cópias de DNA correspondentes a essa sonda foram metiladas (e, 

assim, resistentes à digestão pela enzima HhaI), enquanto que uma redução 

de ~ 50% no valor do pico indicava que uma cópia foi metilada, e uma perda 

completa de um pico indicava que nenhuma cópia foi metilada 60. Amostra 

de DNA de um paciente com síndrome de Prader Willi causada por dissomia 
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uniparental materna (confirmado por análise de microssatélites) foi usada 

como controle positivo para detectar anormalidades de metilação. 

 

 

Figura 3 -  Esquema ilustrativo do procedimento de MS-MLPA (Nygren et 
al., 200558) 

 

 

As sondas específicas para cada gene, que continham um local de 

reconhecimento para enzima de restrição HhaI, foram hibridizadas com o 

DNA-alvo. Posteriormente, ocorreu ligação e hidrólise com esta enzima, 

sensível à metilação. As sequências não digeridas (metiladas) foram 
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amplificadas. Nas regiões CpG não metiladas, o complexo DNA/sonda foi 

digerido e, consequentemente, não ocorreu amplificação. Para cada amostra 

de DNA, o MS-MLPA foi realizado com e sem a hidrólise pela enzima HhaI. 

 

3.7 HIBRIDIZAÇÃO GENÔMICA COMPARATIVA (CGH ARRAY)  

Duas pacientes com PPC e características sindrômicas foram 

submetidas ao estudo de CGH array (Anexo C, Tabela C 1, Pacientes 61 e 

71). Nessa etapa, o DNA genômico extraído das pacientes selecionadas foi 

misturado com uma amostra de DNA controle, ambos marcados com 

diferentes fluorocromos. O DNA misturado foi colocado em uma placa de 

microarray, contendo diversos clones de cromossomos humanos. A placa de 

array está disposta de modo que a localização exata de cada fragmento 

dentro de todo o genoma pode ser identificado. Após hibridização, imagens 

de computador revelaram a proporção do DNA (controle versus paciente) 

para cada clone, tendo por base a fluorescência obtida, e estes dados foram 

analisados por um software específico e apresentados na forma gráfica. 

Para sequências onde houve uma duplicação na amostra do paciente, 

haverá mais verde do que a fluorescência vermelha e uma emissão verde 

global. Por outro lado, deleções irão resultar em um nível reduzido de 

fluorescência verde em relação à fluorescência vemelha da amostra controle 

e uma emissão vermelha global (Figura 4). Este estudo foi realizado em 

colaboração com a Prof. Carla Rosenberg no Instituto de Ciências Biológicas 

da Universidade de São Paulo. 
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Figura 4 -  Representação esquemática do CGH array. A. DNA controle 
(vermelho) e DNA do paciente (verde) marcados com diferentes 
corantes fluorescentes. B. Placa de microarray imobilizada com 
fragmentos de DNA clonados ou sintetizados, representativos 
de todo o genoma. C. DNA controle e DNA do paciente co-
hibridizados em uma placa de microarray D. Scanner com 
software específico. E. Gráfico mostrando região de duplicação 
(verde) e deleção (vermelho). 

 

 

Para a execução desta técnica, foram utilizados os dados de 

hibridização e leitura do Agilent 2x 400K CGH + SNP array, obtidos da 

Agilent Technologies. A variação no número final de cópias foi obtida por 
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relatórios gerados no Agilent Genomic Workbench 6.5 software package 

(Agilent Technologies, Santa Clara CA, United States). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Puberdade precoce central familial 

4.1.1 Sequenciamento exômico global 

Sequenciamento exômico realizado em 40 membros de 15 famílias 

com diagnóstico de PPC idiopática identificou 304.930 variantes. Rigorosos 

critérios foram usados como filtros para selecionar as mutações, 

provavelmente, causadoras do fenótipo de PPC (Figura 5). Cinco famílias 

apresentaram mutação no gene MKRN3, incluindo duas mutações do tipo 

frameshift (p.Arg213Gly*73, p.Ala162Glyfs*14), uma mutação nonsense 

(p.Tyr391*) e uma mutação missense (p.Arg365Ser). Uma mutação 

(p.Ala162Glyfs*14) foi comum a duas famílias. Todas as variantes foram 

confirmadas por sequenciamento automático.  
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Figura 5 - Filtros usados para seleção de variantes associadas ao fenótipo 



Resultados  
  

 

41

4.1.1.1  Variantes identificadas no sequenciamento exômico 

global 

4.1.1.1.1 Variante Frameshift c.637delC p.Arg213Gly*73  

A mutação frameshift em heterozigose no MKRN3, c. 637delC p. 

Arg213Gy*73, foi identificada em três irmãos com PPC pertencentes a uma 

família dos EUA de origem caucasiana (Família B, Figura 6). Seu pai, 

assintomático, também era portador da mutação. O DNA da avó paterna não 

estava disponível para a análise molecular. No entanto, sua história de 

menarca precoce sugere que o indivíduo II.1, pai das crianças afetadas, 

possa ter herdado a mutação de sua mãe, mas não tenha manifestado o 

fenótipo de PPC por este gene ser expresso apenas pelo alelo paterno. O 

caso índice (III.1) apresentou história de telarca aos 5,7 anos e pubarca aos 

6,6 anos. Sua irmã (III.3) teve telarca aos 6,6 anos e seu irmão (III.2) 

apresentou desenvolvimento puberal aos 8 anos. Todos os três irmãos 

afetados possuíam LH basal e/ou após estímulo em níveis puberais e idade 

óssea avançada ao diagnóstico (Tabela 6). A deleção de uma citosina na 

posição 637 do MKRN3 resultou em uma mutação frameshift no aminoácido 

213 da proteína e em um stop códon prematuro, gerando uma proteína 

truncada com 286 ao invés de 507 aminoácidos. 
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4.1.1.1.2 Variante Nonsense c.1171_1172insA p.Tyr391* 

A inserção de uma adenina na posição 1171 do gene MKRN3, 

c.1171_1172insA p.Tyr391*, foi encontrada em duas irmãs brasileiras com 

PPC (III.1 e III.2), no pai afetado (II.2), na tia paterna (II.3) e no avô paterno 

(I.1) (Família F Figura 6). As duas irmãs afetadas apresentaram telarca aos 

6,2 e 5,7 anos, respectivamente, além de níveis púberes de LH estimulado. 

A inserção de uma adenina na posição 1171 do gene MKRN3 resultou em 

um stop códon nessa posição, gerando uma proteína de 391 aminoácidos, 

com perda do último dedo de zinco. 

 

4.1.1.1.3 Variante Missense c.1095G>T  p.Arg365Ser 

Uma mutação missense nova, c.1095G>T p.Arg365Ser, foi 

identificada em todos os três irmãos com fenótipo de PPC de uma família 

caucasiana da Bélgica (Família G, Figura 6). O caso índice teve telarca aos 

6,2 anos (III.1) e sua irmã (III.3) apresentou telarca e pubarca aos 5,4 anos. 

Ao diagnóstico, ambas apresentavam avanço na idade óssea e LH púbere 

após estímulo. O irmão (III.2) apresentou avaliação médica aos 9,7 anos 

com aumento peniano, IO avançada e pelos pubianos no estadiamento 3 de 

Tanner. A data precisa do início das manifestações puberais no indivíduo 

III.2 não é clara. A mutação foi herdada do pai, que é carreador 

assintomático da mesma alteração. A mãe não apresenta a mutação 

descrita. O aminoácido arginina (Arg) está localizado na estrutura de anel de 

zinco da proteína, que é altamente conservada entre as espécies.  
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4.1.1.1.4 Variante Frameshift c.475_476insC  p.Ala162Glyfs*14 

A inserção em heterozigose de uma citosina na posição 475 do gene 

MKRN3 gerou uma proteína truncada de 176 aminoácidos em membros de 

duas famílias com PPC de diferentes origens (Famílias K e P, Figura 6). 

A Família K, de origem brasileira, apresenta dois irmãos com PPC. O 

paciente III.2 teve história de aumento peniano e pubarca aos 5,9 anos. Na 

primeira avaliação aos 8,1 anos, apresentava IO de 10 anos, volume 

testicular 10 mL bilateral (Tanner 3) e comprimento peniano de 9,5 cm. Os 

exames laboratoriais eram compatíveis com puberdade: LH basal e após 

estímulo púberes e testosterona elevada. O irmão (III.3) também teve 

história de desenvolvimento sexual prematuro, apresentando estadiamento 3 

de Tanner para pelos pubianos e genitália aos 9,6 anos. Ambos os irmãos 

herdaram a mutação do pai, que é carreador assintomático. A história clínica 

e o DNA da mãe não estavam disponíveis para esse estudo. 

A outra família (Família P) identificada com essa mesma mutação, de 

origem caucasiana e proveniente dos EUA, apresenta dois irmãos com 

história de PPC. O caso índice (III.1) teve aumento testicular e peniano aos 

8,5 anos. Sua irmã (III.2) apresentou telarca aos 5 anos. Ao diagnóstico, 

ambos tinham IO avançada e LH basal púbere. O pai, não afetado, é 

carreador da variante em heterozigose e a mãe assintomática não é 

portadora da mutação.  
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Figura 6 -  Análise de segregação familiar das cinco famílias com mutação 
no gene MKRN3 identificadas no estudo de sequenciamento 
exômico global. O caso índice está indicado pela seta. NM 
significa alelo não mutado, círculo sexo feminino, quadrado sexo 
masculino, símbolo cheio membro afetado, símbolo com X 
falecimento, símbolo com ponto de interrogação genótipo 
desconhecido e símbolo com ponto no interior carreador 
assintomático. O asterisco (*) indica que o individuo foi estudado 
apenas por sequenciamento direto. 
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4.1.2 Sequenciamento Automático (Sanger) 

Pesquisa de mutação no MKRN3 foi realizada pela técnica 

convencional (sequenciamento direto) em duas famílias (Famílias R e S, 

Figura 7). Duas novas variantes frameshift foram encontradas: 

p.Pro161Argfs*10 (Família R) e p.Pro161Argfs*16 (Família S).  

 

4.1.2.1 Variantes identificadas no sequenciamento direto  

4.1.2.1.1 Variante Frameshift c.482_483delC p.Pro161Argfs*10  

A deleção de uma citosina na posição 482 do gene MKRN3, 

c.482_483delC p.Pro161Argfs*10, foi encontrada em duas irmãs brasileiras 

com PPC (II.1 e II.2) e em seu pai (I.1), carreador assintomático (Família R, 

Figura 7). O caso índice (II.2) apresentou telarca e pubarca aos 6,4 anos, 

avanço de idade óssea e LH em condição basal púbere. Foi tratada com 

análogo de GnRH por 1,9 anos, com boa resposta, atingindo altura final de 

168,5 cm (z-score: 1,05) e menarca aos 11,8 anos. Sua irmã (II.1), não 

tratada, apresentou menarca aos 8,5 anos e tem altura final de 158 cm (z-

score: -0,7). A deleção de uma citosina na posição 482 do gene MKRN3 

resultou em um stop códon prematuro, gerando uma proteína truncada com  

171 aminoácidos. 
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4.1.2.2 Variante Frameshift c.482_483 p.Pro161Argfs*16 

Uma mutação frameshift, c.482_483 p.Pro161Argfs*16, foi identificada 

na região codificadora do MKRN3 em uma paciente brasileira com fenótipo 

de PPC (III.1), em seu pai (II.2) e tia paterna (II.1) (Família R, Figura 7). O 

caso índice teve telarca aos 6 anos e pubarca aos 6,3 anos (III.1). Seu pai 

(II.2) e tia paterna (II.1) apresentaram também história de puberdade 

precoce, embora a data precisa do início das manifestações puberais no 

individuo II.2 não seja clara. Por sua vez, a mãe da paciente (II.3) 

apresentou menarca aos 12 anos e não apresenta a mutação descrita.  

A inserção de uma citosina na posição 482 do MKRN3 resultou em 

uma mutação frameshift no aminoácido 161 e em um stop códon prematuro, 

gerando uma proteína truncada com 177 em lugar de 507 aminoácidos. 

 

Figura 7 -  Análise de segregação familiar de duas famílias com mutação 
no gene MKRN3 identificadas por meio do sequenciamento 
direto. O caso índice está indicado pela seta. NM significa alelo 
não mutado, círculo sexo feminino, quadrado sexo masculino, 
símbolo cheio membro afetado, símbolo com ponto de 
interrogação genótipo desconhecido 
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4.1.3  Correlação genótipo- fenótipo 

Todos os 19 pacientes (11 mulheres e oito homens) com PPC 

causada por mutações no MKRN3 apresentaram características clínicas e 

hormonais típicas de ativação prematura do eixo reprodutivo, incluindo sinais 

de precocidade sexual, como desenvolvimento das mamas e pelos pubianos 

e aumento testicular, crescimento linear acelerado, idade óssea avançada, 

níveis púberes de LH basal e/ou após estímulo. A mediana de idade de 

início puberal foi de 6 anos nas meninas (variando de 5 a 6,5 anos) e 8 anos 

nos meninos (variando 5,9- 8,5 anos). O tempo exato de início da puberdade 

não ficou claro em dois meninos, mas a avaliação clínica e laboratorial 

confirmou o diagnóstico de PPC. A paciente índice da Família B e seu irmão 

apresentavam esotropia, que é um critério menor de diagnóstico para a 

síndrome de Prader Willi. Nenhuma outra característica da síndrome de 

Prader Willi fo identificada. Nos dados da Tabela 6 estão sumarizadas as 

principais características clínicas e laboratoriais, bem como as mutações 

encontradas nas cinco famílias estudadas por sequenciamento exômico 

global e nas duas famílias avaliadas exclusivamente por sequenciamento 

direto. 
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Tabela 6 - Caracterização clínica, laboratorial e molecular dos pacientes com PPC familial causada por mutação no MKRN3.  

Diagnóstico LH 
IU/L Família 

e 
origem 

Membros 

Manifestação 
clínica inicial 

(idade em 
anos) 

Idade 
Anos 

Mamas/ 
Genitália
Estádio 
Tanner 

IO 
anos Basal Pós 

LHRH 

FSH 
IU/L 

Basal

E2 
pg/mL

T 
ng/dL

Mutação 
DNA 

MKRN3 
Proteína 

B I Telarca (5,7) 6,5 2 7,7 0,8 13,6 3,8 25 - 637delC Arg213Glyfs*73 
EUA II Gonadarca (8) 8,7 3 11 2,9 20 2,5 - 78 637delC Arg213Glyfs*73 

 III Telarca (6,5) 6,7 2 7,8 1,1 17 4,5 <15 - 637delC Arg213Glyfs*73 
F I Telarca (6,2) 7,0 3 7,0 <0,6 36 1,1 13 - 1171_1172insA Tyr391* 

Brasil II Telarca (5,7) 6,0 3 6,0 <0,6 37 1,1 11 - 1171_1172insA Tyr391* 
G 

Brasil 
I 

Gonadarca e 
pubarca (5,9) 

8,1 3 10 1,2 6,7 1,5 - 116 475_476insC Ala162Glyfs*14 

 
II 

Gonadarca e 
pubarca 

desconhecidos
9,7 3 9,7 1,6 11 0,8 - 548 475_476insC Ala162Glyfs*14 

K 
EUA 

I 
Gonadarca e 
pubarca (8,5) 

8,8 3 11 4,1 - 3,1 - 216 475_476insC Ala162Glyfs*14 

 II Telarca (5,0) 6,5 2 8,3  7,4 13 -  475_476insC Ala162Glyfs*14 
P 

Bélgica I 
Gonadarca e 

pubarca 
desconhecidos

9,7 3 12 2 19 4,4 - 67 1095G>T Arg365Ser 

 II Telarca (6,2) 6,4 2 9,4* <0,1 7,3 7 49 - 1095G>T Arg365Ser 
 III Telarca (5,4) 5,7 2 8,5 0,5 12 3,6 <15  1095G>T Arg365Ser 

Q 
Brasil 

I Menarca (8,5)         482_483delC Pro161Argfs*10 

 
II 

Telarca e 
pubarca (6,4) 

7,8 3 11 1,0 12 2,9 15  482_483delC Pro161Argfs*10 

R 
Brasil 

I 
Telarca (6,0) e 
pubarca (6,3) 

6,9 3 9,3 2,7 16,6 6,5 47  482_483insC Pro161Argfs*16 

IO: idade óssea; E2: estradiol; T: testosterona; * IO aos 7,4 anos. 



Resultados  
  

 

49

4.1.4 Análise in silico da variante missense c.1095G>T  p.Arg365Ser 

O possível efeito da substituição de uma arginina por uma serina na 

posição 365 da proteína MKRN3 foi avaliado por diferentes programas de 

predição in silico (escore no PolyPhen2: 1,0 e escore no PANTHER: 0,95), e 

sugeriu que essa variante poderia afetar a estrutura e, consequentemente, a 

função da proteína. 

 

4.2 Puberdade Precoce Central Esporádica 

4.2.1 Pesquisa de mutações no gene MKRN3 

A identificação do MKRN3, como novo gene candidato relacionado à 

PPC familial por meio de sequenciamento exômico global, despertou o 

interesse em buscar novas mutações em pacientes com a forma 

aparentemente esporádica de PPC. O DNA genômico dos 213 pacientes 

selecionados foi usado para amplificação do único éxon do gene MKRN3. 

Todos os produtos de PCR foram analisados pós-sequenciamento 

automático.  

No grupo de PPC aparentemente esporádica, três mutações novas e 

duas já identificadas anteriormente no grupo de PPC familial 

(p.Pro161Argfs*10, p.Pro161Argfs*16) foram encontradas no gene MKRN3, 

em heterozigose, em seis meninas não relacionadas. Estas variantes, 

incluindo quatro frameshifts e uma missense, estavam ausentes nos bancos 

de referência 1000 Genomes e NHLBS EVS (National Heart, Lung, and 
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Blood Institute Exome Variant Server). Todas as mutações frameshifts 

(p.Pro161Argfs*10, p.Pro161Argfs*16, p.Gln226Thrfs*6, p.Glu256Glyfs*36) 

estavam localizadas na região aminoterminal da proteína MKRN3, ao passo 

que a mutação missense (p.Phe417Ile) localizava-se em um dedo de zinco 

na região carboxiterminal. 

 

4.2.2- Correlação genótipo-fenótipo 

As seis pacientes com PPC aparentemente esporádica causada por 

mutações no MKRN3 apresentavam quadro clínico e hormonal típico de 

ativação prematura do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, incluindo 

aparecimento precoce e progressivo de caracteres sexuais secundários, 

aceleração da velocidade de crescimento, idade óssea avançada e níveis 

puberais de LH basal ou pós-estímulo com GnRH. Uma paciente (Paciente 

5, Tabela 7) apresentava características sindrômicas inespecíficas, tais 

como palato arqueado, anormalidades dentárias, clinodactilia e hiperlordose. 

A idade de início puberal nas pacientes com mutação no MKRN3 

variou de 3 a 6 anos (média: 5,1 anos; mediana: 5,7 anos). As medianas do 

LH basal e LH pós-estímulo com GnRH foram 1,7 U/L (variando de 0,3 a 6,1) 

e 35 U/L (variando de 7,5 a 62,5), respectivamente. As meninas afetadas 

foram tratadas com análogos de GnRH depot por um período médio de 3,4 

anos. Um controle clínico e hormonal adequado foi obtido em quatro das 

seis meninas, as quais atingiram altura final próxima à altura alvo prevista e 

tiveram menarca em idade apropriada. Duas pacientes não aderiram ao 
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tratamento. A caracterização clínica e hormonal bem como o seguimento 

das pacientes com PPC aparentemente esporádica e mutação no MKRN3 

estão sumarizadas na Tabela 7.  
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Tabela 7 -  Características clínicas e laboratoriais de seis meninas com PPC aparentemente esporádica causadas por 
mutação no MKRN3 

 

Diagnóstico 
LH  

(IU/L) 
FSH 

(IU/L) 
S   

Seguimento 

Paciente 

Manifestação 

Clínica Inicial 

(Idade em anos) 
Idade 

(Anos) 

Estágio 

Tanner 
Mamas 

Estágio 
Tanner 

Pelos 
pubianos 

IMC 

(Z) 

IO 

(Anos) 
Basal 

Pós-
GnRH 

Basal 

E2 

(pg/mL) Menarca 

(anos) 

1 Telarca (5,4) 6,1 3 1 0,2 8,8 1,3 - 5 36 11,9 

2 Telarca (6) 7,9 4 3 2,0 11 3,4 - 10 80 ND 

3 
Telarca (3) e  
pubarca (6) 

6,7 3 1 1,5 8,8 1,8 62,5 4,9 60 
ND 

4 Telarca (4) 6,8 4 3 1,3 12 6,1 - 4,7 62 10 

5 Telarca e pubarca (6) 6,6 3 2 1,4 7,8 1,6 - 4,6 20 12 

6 Telarca (6) 7,1 3 1 0,2 8,8 0,3 7,5 4,4 44 12 

IMC: índice de massa corpórea, IO: idade óssea; E2: estradiol; ND: não disponível 
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4.2.3  Análise de segregação familiar 

Análise genética foi realizada em nove parentes de primeiro-grau de 

três das seis meninas com mutação no MKRN3, incluindo todos os pais (seis 

indivíduos), dois irmãos (Famílias 1 e 3) e uma filha (Família 6). Os 

parentes das outras três pacientes não estavam disponíveis para o estudo 

genético. A segregação familiar demonstrou que o alelo mutado foi 

transmitido pelo lado paterno em todas as famílias avaliadas, sendo os pais 

carreadores da mesma mutação de suas filhas afetadas, enquanto as mães 

não apresentaram mutação. A irmã mais nova (4 anos) da Paciente 1 

também apresentou mutação no MKRN3 (p. Pro161Argfs*16), porém, no 

momento do estudo genético, ainda não apresentava sinais de 

desenvolvimento puberal. O seguimento clínico desta paciente revelou 

aumento da velocidade de crescimento aos 6 anos, seguido de nível basal 

púbere de LH (0,4 mUI/ml) e telarca rapidamente progressiva (estágio 

Tanner 1 a 3), entre 6,3 e 6,7 anos. Os heredogramas das três famílias com 

PPC aparentemente esporádica e mutação no MKRN3 disponíveis para 

estudo de segregação estão representados na Figura 8 . 
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Figura 8 -  Análise de segregação familiar de três das seis meninas não 

relacionadas com PPC aparentemente esporádica e mutação no 
MKRN3. O caso índice está indicado pela seta. NM significa 
alelo não mutado, círculo sexo feminino, quadrado sexo 
masculino, símbolo cheio membro afetado, símbolo com ponto 
de interrogação genótipo desconhecido e símbolo com ponto no 
interior carreador assintomático 
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4.2.4 Análise in silico da variante p.Phe417Ile  

A substituição de uma fenilalanina por uma isoleucina na posição 417, 

localizada dentro de um dedo de zinco da proteína MKRN3, foi considerada 

patogênica em quatro diferentes programas de predição in silico (Mutation 

Taster, PolyPhen-2, SIFT e Panther). 

 

4.2.5 Polimorfismos 

Três variantes polimórficas exômicas, sinônimas (c.663C>T, 

c.402G>A, c.798C>T) foram encontradas no gene MKRN3. Os 

polimorfismos exômicos encontrados haviam sido previamente descritos 

(SNP ID: rs2239669, rs149344478, rs145255803, ref seq CONTIG 

NM_005664 www.ncbi.nlm.nih.gov). O polimorfismo rs2239669 foi frequente 

na população estudada, porém não houve diferença estatística nas 

frequências genotípica e alélica dessa variante comparadas aos controles do 

1000 Genomes (Tabelas 8 e 9). 

 

Tabela 8 -  Frequência genotípica do polimorfismo c.663C>T (rs2239669) 
no gene MKRN3 em pacientes com PPC e controles 

 

 

 Frequência Genotípica 

 CC CT/TT 
Total 

PPC 157 (66,2%) 73/7 (33,8) 237 

Controle 668 (61,2%) 368/56 (38,8%) 1092 
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Tabela 9 -  Frequência alélica do polimorfismo c.663C>T (rs2239669) no 
gene MKRN3 em pacientes com PPC e controles 

 

 

4.3  PESQUISA DE MUTAÇÕES NA REGIÃO PROMOTORA DO GENE 

MKRN3 

A região promotora do gene MKRN3 é reconhecida por ser sítio de 

ligação de potenciais fatores de transcrição (PEA3, SRE, SRF, C/EBP, AP2, 

testis-R). Sendo assim, variantes nessa região poderiam modular a 

expressão gênica e levar à PPC ou ao atraso constitucional do crescimento 

e da puberdade (ACCP).  

Com base nessa hipótese, nós selecionamos 61 pacientes com PPC 

idiopática e 28 pacientes com ACCP para a pesquisa de mutações na região 

promotora do MKRN3. O grupo de ACCP foi constituído por pacientes 

acompanhados no Ambulatório de Desenvolvimento do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da USP.  

História familiar de precocidade ou atraso puberal estavam presentes 

em 28% e 32% dos pacientes, respectivamente. Mutações inativadoras na 

região codificadora do MKRN3 foram excluídas em todos os pacientes com 

PPC.  

 Frequência Alélica 

 C T 
Total 

PPC 387 (81,4%) 87 (18,6%) 474 

Controle 1.704 (78%) 480 (22%) 2184 
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Uma variante rara, -150_-147TCAGdel, foi identificada na região 

promotora do MKRN3 em uma paciente com PPC que apresentou início do 

desenvolvimento sexual aos 7,6 anos. Sua mãe, com história de menarca 

aos 10 anos, não apresenta a variante. O pai e os dois irmãos não estavam 

disponíveis para o estudo genético. Essa variante não está descrita no 

banco de dados do 1000 Genomes e também não foi encontrada em 150 

exomas estudados pelo pesquisador Antônio Lerário, na Universidade de 

Michigan. 

 

 

Figura 9 -  Segreção familiar da paciente com mutação na região 
promotora do MKRN3 e eletroferograma mostrando a variante -
150_-147TCAGdel, em heterozigose, na região promotora do 
gene MKRN3 
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4.3.1  Análise in silico da variante -150_-147TCAGdel na região 

promotora do MKRN3 

O efeito da deleção de quatro nucletídeos na posição -147 a -150 em 

relação ao sítio de início da transcrição (ATG) foi avaliado pelo programa in 

silico Genomatix software suite. Nesse programa, a comparação da 

sequência deletada com a sequência referência demonstrou a perda da 

ligação de um fator de transcrição chamado DREAM (downstream 

responsive element antagonist modulator). 

 

4.4  VARIAÇÃO DO NÚMERO DE CÓPIAS E ANÁLISE DE METILAÇÃO 

NO LOCUS 15q11-13 

Dos 207 pacientes com PPC esporádica e 25 pacientes com PPC 

familial, sem mutação no MKRN3, foram selecionados 52 pacientes para 

estudo do número de cópias e anormalidades de metilação no locus 15q11 

por meio da técnica de MS-MLPA. Nenhuma anormalidade foi encontrada 

nos casos analisados (Figura 10).  
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Figura 10 -  Representação esquemática dos padrões de pico obtidos no 
estudo de MLPA do locus 15q11, com e sem digestão com a 
enzima HhaI (coluna esquerda). Histogramas com dados 
representativos de um indivíduo, normalizado para os resultados 
de três indivíduos (controles) e controles internos (coluna da 
direita). Valores relativos normalizados dentro de um intervalo 
de confiança de 0.7 a 1.3, correspondem à presença de duas 
cópias do gene 
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Figura 10 - legenda 

a. Quatro sondas SNRPN. b. Sonda MKRN3 (éxon 1; não digerido por HhaI). c. Sonda 
NDN. O sítio reconhecido por esta sonda tem uma tendência para ser ‘overdigested', e 
pode, por conseguinte, ser apenas 30% metilado.  

Controles positivos de digestão pela enzima HhaI.  

A0. Indivíduo normal (não digerido). A1. Indivíduo normal (digerido com HhaI). Este exemplo 
mostra uma redução de cerca de 50% da altura (ou área) dos picos correspondentes às 
quatro sondas SNRPN (a) e à sonda NDN (c), indicando a metilação de apenas um alelo, 
como esperado. B. Paciente com a síndrome de Prader Willi, causada por dissomia 
uniparental materna (digerido com HhaI). Esse indivíduo não apresentou uma redução da 
altura do pico das quatro sondas SNRPN, indicando que ambos os alelos foram metilados. 
C. Indivíduo com PPC, sem mutação no MKRN3 (digerido com HhaI), apresentando uma 
altura de pico semelhante ao indivíduo controle.  

 

 

4.5 Hibridização genômica comparativa (CGH array) 

Duas pacientes com PPC idiopática associado a manifestações 

sindrômicas foram selecionadas para a pesquisa de deleções e duplicações 

por CGH array. O estudo de hibridização genômica não detectou ganhos ou 

perdas de regiões cromossômicas nas pacientes estudadas.  
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 PUBERDADE PRECOCE CENTRAL  

A puberdade precoce central idiopática é um problema endócrino 

comum, especialmente, entre as meninas. Quando não tratada de forma 

adequada, a puberdade precoce pode resultar em baixa estatura, distúrbios 

psicológicos e comportamentais, além de risco aumentado para câncer de 

mama e endométrio, doenças cardiovasculares, obesidade, Diabetes 

mellitus e síndrome dos ovários policísticos 23,61,62.  

Fatores ambientais, socioculturais e metabólicos parecem 

desempenhar papel importante na regulação do início puberal, mas as 

evidências sugerem que estes fatores encontram-se sob influência de uma 

base genética 3,11,63.  

Dessa forma, a busca por genes candidatos envolvidos no controle da 

transcrição gênica durante o processo puberal vêm despertando o interesse 

de vários pesquisadores dedicados ao estudo do eixo reprodutivo. A seleção 

dos genes candidatos baseou-se primariamente nos resultados de estudos 

em pacientes com hipogonadismo hipogonadotrófico isolado congênito, em 

genes envolvidos nos processos fisiológicos de regulação da secreção de 

GnRH em modelos animais, ou ainda, nos estudos de associação ampla do 

genoma. 
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Apesar dos vários genes estudados na última década, apenas raros 

defeitos genéticos no KISS1 e em seu receptor, KISS1R, foram identificados 

em pacientes com PPC até o momento 35,38. 

Neste estudo, nós usamos uma abordagem baseada no emprego de 

novas metodologias como o sequenciamento exômico global para identificar 

variantes genéticas relacionadas à PPC. Utilizando-se dos avanços nas 

técnicas de sequenciamento e de uma criteriosa seleção de pacientes com 

PPC, especialmente das formas familiares, nós identificamos mutações 

inativadoras em único gene, MKRN3, em cinco das 15 famílias com PPC 

inicialmente estudadas. Mutações no MKRN3 foram também encontradas 

em duas famílias analisadas posteriormente por sequenciamento 

automático.  

Das mutações encontradas, 5 variantes eram do tipo frameshift ou 

nonsense levando a stop códon prematuro e, consequentemente, resultando 

em proteínas truncadas e uma mutação era do tipo missense, localizada em 

uma região de anel de zinco, importante para a função da proteína. 

A análise de segregação familiar demonstrou um padrão de herança 

autossômica dominante, com penetrância completa e transmissão apenas 

pelo alelo paterno, de acordo com o fenômeno de imprinting materno 

esperado para este gene. 

Em seguida, nós identificamos ainda mais três novas mutações no 

MKRN3, incluindo duas variantes frameshifts e uma missense, em seis 

meninas não relacionadas com a forma aparentemente esporádica de PPC. 
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O estudo de segregação familiar realizado em três dessas pacientes revelou 

que esses casos ditos inicialmente esporádicos eram, na verdade, também 

familiares, indicando que, muito frequentemente, a natureza familiar da 

precocidade sexual não é reconhecida. 

Todos os pacientes com PPC causada por mutação no MKRN3 

apresentaram características clínicas e hormonais típicas de ativação 

prematura do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal. A mediana de idade de 

início da puberdade foi de 6 anos nas meninas (variando de 3,0 a 6,5) e de 8 

anos nos meninos (variando de 5,9 a 8,5) 64,65. Considerando-se o limite 

inferior de idade para início da puberdade (8 anos nas meninas e 9 anos nos 

meninos), observamos que os meninos com mutação no MKRN3 

apresentam puberdade precoce em uma idade mais borderline quando 

comparados às meninas, sugerindo que a deficiência do MKRN3 tem um 

impacto menor no início da puberdade no sexo masculino. Possíveis 

explicações para esses achados podem ser: a dificuldade na determinação 

da idade precisa de início da puberdade no sexo masculino, uma vez que o 

aumento testicular não é tão evidente quanto a telarca e a menarca nas 

meninas e a possibilidade de fatores ambientais, nutricionais, étnicos 

desempenharem impacto maior na puberdade em meninas que em meninos.  

Posteriormente a nossos achados, outros investigadores também 

reportaram mutações no MKRN3 em pacientes com PPC familial de 

diferentes origens 66-73, contribuindo assim para expandir o espectro de 

mutações nesse gene.  
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Além disso, o importante papel do MKRN3 no início da puberdade em 

humanos foi reforçado, mais recentemente, pelos estudos de associação 

ampla do genoma e ensaios de genotipagem em 182.416 mulheres de 

origem europeia (57 estudos), que evidenciaram 123 sinais em 106 loci 

genômicos associados com a idade da menarca 74. Três desses loci 

estavam localizados em regiões de imprinting, incluindo o gene MKRN3 74.  

Atualmente, mutações no MKRN3 representam a causa genética mais 

comum de PPC, sendo responsável por 33-46% dos casos familiares 72,75. 

 

5.2 Um Novo Gene Candidato Associado à PPC: Gene MKRN3 

O MKRN3 representa o primeiro gene imprintado associado com 

distúrbios da puberdade. 

O gene MKRN3, inicialmente denominado ZNF 127 (zinc finger 127), 

foi clonado pela primeira vez em 1999 por Jong et al. 57 enquanto estudavam 

a região crítica da síndrome de Prader Willi (SPW). O MKRN3 está 

localizado no cromossomo 15q11–13 em humanos (cromossomo 7C em 

ratos) em uma região que contém diversos genes imprintados associados 

com duas diferentes doenças neurocomportamentais: SPW e síndrome de 

Angelman (SA) 76,77. Mutações ou perda de expressão em genes de 

transmissão exclusivamente materna, como o UBE3A levam à SA, enquanto 

a SPW parece ser causada por uma perda da expressão de múltiplos genes 

contíguos com herança exclusiva pelo alelo paterno, incluindo o MKRN3 78. 
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Apesar da localização do MKRN3 em uma região crítica para a SPW, o 

papel desse gene para a síndrome não é conhecido. 

O relato de dois pacientes com SPW e deleção no locus 15q11–13, 

não incluindo o MKRN3, sugerem que este gene não é essencial para o 

desenvolvimento da síndrome, mas não exclui que ele tenha papel em 

algumas características clínicas da SPW 79.  

A expressão monoalélica diferencial do MKRN3 ocorre por meio do 

silenciamento do alelo materno, que está associado à metilação de ilhas 

CpG localizadas nesse locus 57,80. A explicação pela qual determinados 

genes sofrem expressão diferencial não é conhecida, mas é sabido que este 

processo é estabelecido ainda na fase do desenvolvimento das células 

germinativas em óvulos e espermatozoides e passa por várias alterações ao 

longo da vida do organismo, incluindo metilação, demetilação e metilação de 

novo 81. 

A metilação do MKRN3 e de outros genes imprintados localizados na 

região crítica da SPW/SA no cromossomo 15 estão sob regulação de um 

centro de imprinting (CI) que é subdividido em duas partes, o CI-SPW e o CI-

SA, relacionados à SPW e SA, respectivamente 78. O CI-SPW é formado por 

uma sequência de nucleotídeos envolvendo o promotor do gene SNPRN, 

enquanto o CI-SA compreende uma sequência de 880 pb localizada a 

montante do gene SNRPN 78,82. O mecanismo molecular do CI não é bem 

conhecido, mas estudos animais e em humanos sugerem que o CI-SPW é 

regulado positivamente e ativa a expressão do alelo paterno 83,84, enquanto o 
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CI-SA atua inibindo o CI-SPW, permitindo a expressão do alelo materno 57, 

85-87.  

Com base nesses conceitos, neste estudo, nós realizamos a análise 

de metilação do locus 15q-11 por meio da técnica de MS-MLPA em um 

subgrupo de pacientes com PPC idiopática. O produto comercial utilizado 

incluía cinco sondas para o estudo de metilação, sendo 4 delas destinadas à 

metilação do gene SNPRN, importante componente do centro de imprinting 

desse locus. Nenhuma alteração de metilação foi encontrada no subgrupo 

de pacientes analisados. No entanto, em razão da ausência de uma sonda 

específica para metilação do MKRN3, não podemos excluir que uma 

metilação restrita a esse gene possa existir.  

A participação de um mecanismo de regulação epigenética na 

determinação do início da puberdade foi sugerida também por Lominiczi et 

al. 88. Em 2013, esses autores identificaram um complexo proteico de 

silenciamento transcricional conhecido como Polycomb, que reprime a 

expressão do Kiss1 no núcleo arqueado do hipotálamo de ratas pela ação 

de dois genes principais, Eed e Cbx7. A expressão hipotalâmica dos genes 

Eed e Cbx7 diminui antes do início da puberdade, e esta alteração está 

relacionada a um aumento da metilação do promotor desses genes, 

resultando no aumento da transcrição do Kiss1, um dos principais 

estimuladores da secreção de GnRH 88. A participação desse mecanismo 

repressor de regulação epigenética no controle neuroendócrino da 

puberdade fornece um nova visão sobre o início da puberdade em 
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mamíferos 88. Entretanto, até o momento, alterações de metilação e/ou 

expressão nesses genes não foram identificadas em pacientes com PPC. 

 

5.3 ESTRUTURA GÊNICA E PROTEICA DO MKRN3 

A região codificadora do MKRN3 possui 2711pb e um éxon único 

(Figura 11). A tradução de seu RNAm gera um peptídeo de 507 

aminoácidos denominado Makorin ring finger 3, pertencente à família 

Makorin, que se caracteriza pela presença de 2 ou 3 dedos de zinco C3H na 

região aminoterminal, um arranjo específico Cys-His e um anel em dedo de 

zinco (Figura 12) 57. A família Makorin possui nove loci distribuídos ao longo 

do genoma, mas apenas três deles possuem função e foram identificados 

em vertebrados até o momento- MKRN1, MKRN2 e MKRN3. 89,90. O MKRN1, 

descoberto há 80-90 milhões de anos, é o precursor dessa família e parece 

desempenhar papel na ubiquitinação, induzindo à degradação proteínas do 

capsídeo viral, reguladores do ciclo celular p21 e p53, trancriptases reversas 

da telomerase humana, além de regular a transcrição da RNA polimerase 

tipo II, enzima essencial para expressão gênica 89. O alto grau de homologia 

nas sequências de aminoácidos entre as proteínas da família Makorin, 

particularmente nos domínios em dedos de zinco, permite inferir que os 

outros membros dessa família, como o MKRN2 e o MKRN3, possam ter 

mecanismos regulatórios semelhantes 89. 

Por sua vez, a região promotora do MKRN3 consiste em 1000pb  

(-750 a + 350pb em relação ao sítio de início da transcrição) e é 
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reconhecidamente uma região de ligação de potenciais fatores de 

transcrição 57 (Figura 11) que podem desempenhar papel importante na 

modulação da expressão gênica. Sendo assim, nós investigamos também 

mutações na região promotora do MKRN3 em um subgrupo de pacientes. 

Uma variante rara, -150_-147 TCAGdelC, foi encontrada em uma menina 

com PPC idiopática. Sua mãe, com história de menarca aos 10 anos, não 

apresenta a mutação, o que está de acordo com o padrão de herança 

esperado para esse gene (alelo materno silenciado e transmissão apenas 

pelo alelo paterno). Estudo de segregação não foi possível no pai e dois 

irmãos não afetados. Interessantemente, o estudo in silico dessa variante 

revelou a perda da ligação de um fator de transcrição conhecido como 

DREAM. O DREAM (downstream responsive element antagonist modulator) 

é um fator de transcrição de ligação ao cálcio e presente no SNC, músculos, 

coração, sistema imune e órgãos reprodutores. Tradicionalmente, o DREAM 

é um fator de repressão transcricional, porém, em alguns genes, pode 

desempenhar também um papel de ativação, como na regulação da 

expressão do GnRH 91. Leclerc GM et al.91 demonstraram que o DREAM 

exerce um papel na ativação do promotor do GnRH, permitindo uma 

pulsatilidade na expressão e, consequentemente, na secreção do GnRH, 

evento fundamental para o início da puberdade. Dessa forma, nós 

especulamos que o fator de transcrição DREAM possa também 

desempenhar um papel de ativação no promotor do MKRN3 e, portanto, a 

perda de sua ligação, levaria a uma diminuição na expressão do MKRN3, 
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resultando no início precoce da puberdade. Entretanto, estudos funcionais 

adicionais serão necessários para comprovar esta hipótese. 

 

 

Figura 11 -  Representação esquemática do gene MKRN3. Retângulo verde 
representa a região codificadora do gene; retângulo em preto 
indica ilha CpG na extremidade 5'; em laranja, estão 
representados possíveis fatores de transcrição; região 
promotora do gene está representada pelos nucleotídeos entre 
as posições – 750 e + 350 em relação ao ATG.  
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Figura 12 -  Representação esquemática da proteína MKRN3, contendo 507 aminoácidos e constituída de dois dedos de 
zinco C3H na região aminoterminal, um arranjo Cys-His específico, um anel de zinco C3HC4 e um dedo de 
zinco na porção carboxiterminal. Zn, zinco; NH3, amino, COOH, carboxi 
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5.4 PAPEL DO MKRN3 NA REGULAÇÃO DO EIXO REPRODUTIVO 

Até o presente estudo, nenhuma associação do MKRN3 com o eixo 

hipotálamo- hipófise- gonadal havia sido descrita, e o mecanismo preciso 

pelo qual a deficiência desse gene leva à reativação precoce da secreção de 

GnRH ainda não é totalmente conhecido. A presença de resíduos de 

cisteína (Cys or C) e histidina (His or H) em arranjos característicos nos 

dedos de zinco C3H vêm sendo identificada em proteínas de ligação ao RNA 

92,93,94. Além disso, evidências sugerem que o anel de zinco C3HC4 é um 

domínio de reconhecimento para E3 ligases, enzimas importantes no 

processo de ubiquitinação proteica 95. Uma análise recente de purificação 

por afinidade de células HEK293T co-transfectadas com MKRN3 e ubiquitina 

marcada (UB-His) detectou o MKRN3 no complexo proteico (Ub-His) 

imunoprecipitado, sugerindo um papel do MKRN3 no processo de 

ubiquitinação 96.  

Uma outra hipótese sugere que o MKRN3 poderia atuar como fator de 

transcrição, regulando diretamente a secreção de GnRH ou indiretamente 

por meio da inibição de fatores estimulatórios, tais como kisspeptina, 

neurocinina, etc (Figura 13). A evidência de uma significativa redução dos 

níveis de RNAm do mkrn3 no núcleo arqueado de camundongos 

imediatamente antes da puberdade 64, corroborado pela demonstração 

recente da coexpressão do mkrn3 em neurônios de Kiss1 e GnRH no núcleo 

arqueado de camundongos em estudos de RT-PCR 96, fortalecem os 

achados de que o MKRN3 parece atuar como um fator inibitório da secreção 

de GnRH durante a infância.  
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Estudos adicionais, in vitro e in vivo, são fundamentais para 

esclarecer a função desse gene na regulação do eixo hipotálamo-hipófise-

gonadal. 

 
 

 
 
Figura 13 -  Representação esquemática do mecanismo de ação do 

MKRN3 (adaptado de Abreu AP et al. J Mol Endocrinol, 2015). 
Estudos em humanos e camundongos sugerem que o MKRN3 
seja um fator inibitório da secreção de GnRH durante a infância 
(diagarama A) e que a redução de sua expressão esteja 
associada com o aumento de fatores estimulatórios 
(kisspeptina, neurocinina B, etc) e/ou GnRH, resultando no 
início da puberdade (diagrama B). NKB: neurocinina B; - 

inibição; + estimulação;  aumento;  diminuição. 
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6 CONCLUSÕES 

 

1.  Mutações inativadoras no gene MKRN3 representam atualmente a 

causa genética mais comum de PPC familial, respondendo por um 

terço dos casos estudados (33%); 

2.  Pela primeira vez, alterações nesse gene foram associadas ao 

quadro de precocidade sexual; 

3.  O MKRN3 é o primeiro gene imprintado relacionado a distúrbios 

puberais; 

4.  A análise de segregação familiar demonstrou um padrão de 

herança autossômica dominante, com penetrância completa e 

transmissão apenas pelo alelo paterno; 

5. A mediana de idade de início da puberdade foi de 6 anos nas 

meninas e 8 anos nos meninos. Diferenças clínicas e hormonais 

significativas entre pacientes com PPC com e sem mutação no 

MKRN3 não foram observadas; 

6. Uma variante rara, -150_-147TCAGdel, em heterozigose, foi 

identificada na região promotora do MKRN3 em uma menina com 

PPC idiopática. O papel dessa variante na etiologia da PPC 

necessita de estudos adicionais; 



Conclusões  
  

 

76

7. Com base em um estudo de expressão do mkrn3 em hipotálamos 

de camundongos, o MKRN3 parece desempenhar um papel 

inibitório na secreção de GnRH, mas o mecanismo preciso pelo 

qual a deficiência do MKRN3 leva ao fenótipo de PPC permanece 

indeterminado. 
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU 
RESPONSÁVEL LEGAL 

 
1.NOME: .:.................................................................................................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO : .M □ F □  
DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO.....................................................................Nº........................APTO:...... 
BAIRRO:.................................................................CIDADE......................................... 
CEP:...................................TELEFONE:DDD(............)................................................ 
  
2.RESPONSÁVEL LEGAL........................................................................................... 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)................................................. 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO: M □ F □  
DATA NASCIMENTO.: ....../......./......  
ENDEREÇO: .................................................................Nº...................APTO: ........... 
BAIRRO: ..................................................................CIDADE: ..................................... 
CEP: ...................................TELEFONE: DDD (............)............................................ 
 
 

DADOS SOBRE A PESQUISA 
 

1.TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: NOVAS PERSPECTIVAS NO 

ESTUDO GENÉTICO DA PUBERDADE PRECOCE CENTRAL 

IDIOPÁTICA. 

PESQUISADOR : Dra Francisca Delanie Bulcão de Macedo 

CARGO/FUNÇÃO: Médica Pesquisadora INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº 

130982 

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratório de Hormônios e Genética Molecular/ 

Disciplina de Endocrinologia e Metabologia 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA:  

RISCO MÍNIMO x     RISCO MÉDIO □  

RISCO BAIXO □       RISCO MAIOR □  

4.DURAÇÃO DA PESQUISA : 4 anos 

Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________  
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE 
DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 
Você está sendo convidado a participar deste estudo que tem como objetivo 

tentar esclarecer a causa de você ter desenvolvido mamas e/ou pelos pubianos (se 

for menina), aumento dos testículos, barba e/ou pelos pubianos (se for menino) 

antes do tempo (ou seja, antes dos 8 anos nas meninas e antes dos 9 anos nos 

meninos). Quando este quadro ocorre é dito que a puberdade está se iniciando 

precocemente (puberdade precoce). Essas alterações quando não tratadas 

adequadamente podem interferir com a função reprodutiva, estatura final e 

comportamento psicológico. Algumas poucas alterações em genes (que são 

estruturas presentes em todas as células do corpo e que dão as características às 

pessoas) foram identificadas como causa desta doença. Entretanto, suspeita-se 

que outros genes, ainda desconhecidos, possam também participar como causa. 

Por favor, leia este termo e pergunte ao seu médico qualquer dúvida que você tiver. 

A decisão de participar neste estudo é sua. 

Você será acompanhado em consultas e vai realizar os exames de rotina 

necessários ao seu tratamento, nenhum deles é experimental. Este estudo implica 

na coleta adicional de 3 tubos pequenos de sangue (± 12 mL) através de uma 

picada na veia do antebraço com agulha estéril e descartável para a obtenção do 

material genético (DNA). Essa coleta será realizada por um profissional treinado e 

devidamente habilitado para sua realização. Não é preciso estar em jejum e não é 

necessária a ingestão de nenhum medicamento para a coleta de sangue. Os riscos 

e desconfortos desses procedimentos serão mínimos. O desconforto da coleta de 

sangue é a dor da picada e eventualmente o aparecimento de um pequeno 

hematoma (mancha arroxeada em torno da picada) que desaparecerá em menos 

de 7 (sete) dias. Este estudo também inclui a coleta de informações contidas no seu 

prontuário hospitalar (ou registro médico). 

Este estudo pode não trazer benefícios diretos para você, mas o seu 

resultado pode ajudar outros pacientes e seus familiares a terem um diagnóstico 

mais precoce. Uma melhor compreensão das causas da puberdade precoce pode 

também conduzir ao desenvolvimento de novos tratamentos no futuro. 

Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________  
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Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, 

incluindo exames e consultas. Também não há compensação financeira 

relacionada à sua participação. No entanto, este estudo assegura ao participante de 

pesquisa e ao seu acompanhante (quando necessário) o ressarcimento de 

despesas, tais como transporte e alimentação nos dias em que for necessária sua 

presença para consultas ou exames.  

Você tem acesso aos profissionais responsáveis pela pesquisa para 

esclarecimento de eventuais dúvidas em qualquer fase do estudo. A principal 

investigadora é a Dra. Ana Claudia Latronico que pode ser encontrado no endereço 

Av. Dr. Enéas de Carvalho 255, 2º. Andar, Bloco 6, Telefone(s) (0xx11-2661.7512). 

Esse estudo foi revisado e aprovado pela Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa. Os comitês de Ética são órgãos oficiais e independentes que 

asseguram que seus direitos sejam respeitados.  

Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, 

entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Ovídio Pires de 

Campos, 225 – 5º andar – tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442 

ramal 26 – email: cappesq@hcnet.usp.br. Horário de funcionamento: das 7:00 as 

17:00h. 

O material biológico e as informações obtidas nesse estudo poderão ser 

analisadas por grupo especializado no exterior (Universidade de Harvard, Boston, 

MA, Estados Unidos) e serão estudadas em conjunto com outros pacientes, não 

sendo divulgada a identidade de nenhum paciente. Você será mantido atualizado 

sobre os resultados parciais e finais da pesquisa.  

Você, ou seu representante legal, podem retirar o consentimento de guarda 

e utilização do material biológico armazenado pelo pesquisador a qualquer tempo e 

sem quaisquer ônus ou prejuízos, valendo a desistência a partir da data de 

formalização desta. A retirada do consentimento será formalizada por manifestação, 

por escrito e assinada, pelo participante da pesquisa ou seu representante legal, 

cabendo-lhe a devolução das amostras existentes.  

 

Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________  
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O seu material genético (DNA) poderá ser armazenado para futuras 

pesquisas, pois com o surgimento de novas tecnologias poderemos 

continuar estudando o seu caso e descobrir a causa genética da sua 

doença. No entanto, para realização de uma nova pesquisa com o seu 

material genético, você será obrigatoriamente contactado e, se você desejar 

participar, um novo termo de consentimento livre e esclarecido será 

necessário, bem como será realizada uma nova análise por meio do sistema 

de Comissão de Ética em Pesquisa (CEP). O tempo de armazenamento do 

material será de acordo com o cronograma da pesquisa (2 anos), sendo que 

o prazo máximo é de 10 anos.  

Informamos também que este termo de consentimento será elaborado 

em duas vias igualmente válidas, assinadas e rubricadas em todas as suas 

páginas, sendo uma retida com o pesquisador responsável e outra com o 

participante da pesquisa. 

 

 

                                                                                    

 

 

 

                                                                                      

 

 

 

Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________ 
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das 

informações que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo 

”NOVAS PERSPECTIVAS NO ESTUDO GENÉTICO DA PUBERDADE 

PRECOCE CENTRAL IDIOPÁTICA“.  

Fui bem orientado pela Dra. Ana Claudia Latronico e a Dra. Francisca 

Delanie Bulcão de Macedo e declaro a minha decisão em participar nesse estudo. 

Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a 

serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e 

de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participação é 

isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando 

necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o 

meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem 

penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, 

ou no meu atendimento neste Serviço. 

 

 

Assinatura do participante/ representante legal  

 

 

________________________________________________ 

Assinatura da testemunha                              

 

        Data      /      / 

 

 

       Data      /     / 

 

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores 
de deficiência auditiva ou visual.  
(Somente para o responsável do projeto)  
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido 
deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo.  
 

_____________________________________       

Pesquisador responsável 

                            Data       /     /  
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DO ESTADO 
DE SÃO PAULO 

 
INFORMAÇÕES AO PARTICIPANTE DE PESQUISA E TERMO DE 

ASSENTIMENTO 
PARTICIPANTES DE PESQUISA DE 2 A 6 ANOS INCOMPLETOS 

_______________________________________________________________  

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU 
RESPONSÁVEL LEGAL 

1. NOME: .............................................................................................................. 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ..................................SEXO :    .M □   F  □ 
DATA NASCIMENTO: ......../......../...... 
ENDEREÇO.....................................................Nº.....................APTO:.................. 
BAIRRO:............................................CIDADE:...................................................... 
CEP:........................................TELEFONE: DDD (............) ................................ 

 

2. RESPONSÁVEL LEGAL.................................................................................... 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, cuidador, etc): ...................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ..................................SEXO :    .M □   F  □ 
DATA NASCIMENTO: ......../......../...... 
ENDEREÇO.....................................................Nº.....................APTO:................. 
BAIRRO:.........................................CIDADE:......................................................... 
CEP:.....................................TELEFONE: DDD (............) .................................... 

DADOS SOBRE A PESQUISA 
 

1.TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: NOVAS PERSPECTIVAS NO 

ESTUDO GENÉTICO DA PUBERDADE PRECOCE CENTRAL IDIOPÁTICA. 

PESQUISADOR: Dra Francisca Delanie Bulcão de Macedo 

CARGO/FUNÇÃO: Médica Pesquisadora   

INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº 130982 

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratório de Hormônios e Genética Molecular/ 

Disciplina de Endocrinologia e Metabologia 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA:  

RISCO MÍNIMO x     RISCO MÉDIO □  

RISCO BAIXO □       RISCO MAIOR □  

4.DURAÇÃO DA PESQUISA : 4 anos 



Anexos  
  

 

84

CONFIDENCIAL 

 

INFORMAÇÕES AO PARTICIPANTE DE PESQUISA 

PARTICIPANTES DE PESQUISA DE 2- 6 ANOS INCOMPLETOS  

(AMBOS OS SEXOS) 

 

 

 

 

 

 

 

O médico vai perguntar se você quer participar de 
um estudo. O papai e a mamãe já sabem disso. 

O médico vai examinar você. 

O que vai acontecer? 
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O participante da pesquisa é incapaz de ler o Termo de Assentimento, 

porém, as informações foram verbalmente explicadas a ele, que forneceu 

verbalmente sua aceitação para participar do estudo.  

 

 

Você vai coletar exames de sangue. 
Para isso, vai ser uma agulha 
pequenininha na veia de seu braço (ou 
mão). Isso pode deixar uma manchinha 
roxa pequena e pinicar um pouco. Você 
vai sentir apenas o desconforto da 
picadinha da agulha, mas isso vai ser 
bem rápido. Esse é o único exame que 
você vai fazer para esta pesquisa. 

Depois disso, vamos estudar o seu 
sangue para descobrir a causa de você 
estar se desenvolvendo antes que seus 
coleguinhas. Os resultados desse estudo 
poderão também ajudar outras crianças! 
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE 
DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

 
DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU 

RESPONSÁVEL LEGAL 
 

1.NOME:.:..................................................................................................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO : .M □ F □  
DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO.......................................................................Nº..................APTO:.........
BAIRRO:........................................................CIDADE................................................ 
CEP:........................... TELEFONE:DDD(............)...................................................... 

2.RESPONSÁVEL LEGAL  ......................................................................................... 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)................................................. 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO: M □ F □  
DATA NASCIMENTO: ....../......./......  
ENDEREÇO:..............................................................Nº................APTO: .................. 
BAIRRO:...................................................................CIDADE:..................................... 
CEP:........................................TELEFONE:DDD (............).......................................... 
 
 

DADOS SOBRE A PESQUISA 
 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: NOVAS PERSPECTIVAS NO 

ESTUDO GENÉTICO DA PUBERDADE PRECOCE CENTRAL IDIOPÁTICA. 

PESQUISADOR: Dra Francisca Delanie Bulcão de Macedo 

CARGO/FUNÇÃO: Médica Pesquisadora      

 INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº 130982 

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratório de Hormônios e Genética Molecular/ 

Disciplina de Endocrinologia e Metabologia 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA:  

RISCO MÍNIMO x      RISCO MÉDIO □  

RISCO BAIXO □        RISCO MAIOR □  

 

4. DURAÇÃO DA PESQUISA : 4 anos 

 
Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________  
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CONFIDENCIAL 

 
INFORMAÇÕES AO PARTICIPANTE DA PESQUISA 

PARTICIPANTES DE PESQUISA DE 6 A 10 ANOS COMPLETOS  

(SEXO FEMININO) 

 

O médico irá perguntar se você quer participar de uma pesquisa que 

pode ajudar a entender a causa de você ter desenvolvido aumento dos 

testículos (“bolinhas”) e/ou “pelinhos” antes dos seus colegas e outros 

meninos da sua idade. Seus pais já foram informados sobre isso. 

       

O QUE ACONTECERÁ COMIGO SE EU RESOLVER PARTICIPAR DO 
ESTUDO? 

Seu médico irá examinar você. 

 

 

 

Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________  
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Você precisará colher exames de sangue com uma agulha 

pequenininha na veia de seu braço (ou mão). Isso pode deixar uma 

manchinha roxa pequena e pinicar um pouco. Você vai sentir apenas o 

desconforto da picadinha da agulha, mas isso vai ser bem rápido.  

 

 

O QUE ACONTECERÁ DEPOIS? 

Se você concordar com o estudo, o médico irá utilizar o seu sangue 

para fazer pesquisas e descobrir a causa de você ter desenvolvido aumento 

dos testículos (“bolinhas”) e/ou “pelinhos” antes do tempo. Esse estudo 

poderá também ajudar outras crianças com o mesmo problema. 

 

 

 

 

 

Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________  
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VOCÊ NÃO PRECISA ACEITAR O QUE SEU MÉDICO ESTÁ OFERECENDO. 

Um grupo de pessoas chamado Comitê de Ética aprovou esse estudo e vai 

conferir tudo que vão fazer durante o estudo para garantir que tudo seja feito com 

muito cuidado e que seu médico tome conta de você. 

Caso você tenha qualquer dúvida, seu médico está pronto para lhe ouvir e 

responder o que quiser saber. Você decide se vai participar ou não e sua decisão 

será respeitada. 

Caso você queira participar, escreva seu nome aqui: 

 

 

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DÚVIDAS? 

Você pode procurar seu médico ou alguém da equipe da Unidade de 

Desenvolvimento da Disciplina de Endocrinologia, Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC- FMUSP). Av. Dr Éneas 

Carvalho Aguiar, 44, Cerqueira César, São Paulo, Brasil. CEP: 05403-000. 

Telefone: (11) 2661-7512. 

Você pode procurar também o comitê que aprova as pesquisas em Comissão de 

ética para análise de Projetos de Pesquisa (Av. Dr Éneas de Carvalho Aguiar, 255 

Cerqueira César- 05403-000/ São Paulo – Brasil) pelo telefone (11) 2661-6442 

Ramais 16/17/18/20. 

 

----------------------------------------------------------------------------------  

Assinatura do representante legal Data         /       /        

 

----------------------------------------------------------------------------------  

Assinatura do responsável pelo estudo Data         /       /        
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

 
DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU 

RESPONSÁVEL LEGAL 
 

1.NOME:.:.....................................................................................................................
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO : .M □ F □  
DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO.....................................................................Nº.......................APTO:......
BAIRRO:....................................................................CIDADE......................................
CEP:...................................TELEFONE:DDD(............).......................................... 
  
2.RESPONSÁVEL LEGAL  ......................................................................................... 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)................................................. 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO: M □ F □  
DATA NASCIMENTO: ....../......./......  
ENDEREÇO:...............................................................Nº................APTO: ................. 
BAIRRO:..................................................................CIDADE:...................................... 
CEP:........................................TELEFONE:DDD (............)......................................... 
 
 

DADOS SOBRE A PESQUISA 
 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: NOVAS PERSPECTIVAS NO 

ESTUDO GENÉTICO DA PUBERDADE PRECOCE CENTRAL IDIOPÁTICA. 

PESQUISADOR: Dra Francisca Delanie Bulcão de Macedo 

CARGO/FUNÇÃO: Médica Pesquisadora      

 INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº 130982 

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratório de Hormônios e Genética Molecular/ 

Disciplina de Endocrinologia e Metabologia 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA:  

RISCO MÍNIMO x   RISCO MÉDIO □  

RISCO BAIXO □     RISCO MAIOR □  

4. DURAÇÃO DA PESQUISA: 4 anos 

 

Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________  
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CONFIDENCIAL 
 

INFORMAÇÕES AO PARTICIPANTE DA PESQUISA 
PARTICIPANTES DE PESQUISA DE 6 A 10 ANOS COMPLETOS (SEXO 

FEMININO) 

 

O médico irá perguntar se você quer participar de uma pesquisa que 

pode ajudar a entender a causa de você ter desenvolvido “peitinho” e/ou 

“pelinho” antes das suas colegas e outras meninas da sua idade. Seus pais 

já foram informados sobre isso.  

 
 

O QUE ACONTECERÁ COMIGO SE EU RESOLVER PARTICIPAR DO 
ESTUDO? 

 

Seu médico irá examinar você. 

 

 

 

 

Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________  
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Você precisará colher exames de sangue com uma agulha 

pequenininha na veia de seu braço (ou mão). Isso pode deixar uma 

manchinha roxa pequena e pinicar um pouco. Você vai sentir apenas o 

desconforto da picadinha da agulha, mas isso vai ser bem rápido.  

 

 

O QUE ACONTECERÁ DEPOIS? 

Se você concordar com o estudo, o médico irá utilizar o seu sangue para 

fazer pesquisas e descobrir a causa de você ter desenvolvido “peitinho” e/ou 

“pelinho” antes do tempo. Esse estudo poderá também ajudar outras crianças 

com o mesmo problema. 

 

 

 

 

Rubrica do participante de pesquisa ou responsável________ 

Rubrica do pesquisador________  
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VOCÊ NÃO PRECISA ACEITAR O QUE SEU MÉDICO ESTÁ OFERECENDO. 

Um grupo de pessoas chamado Comitê de Ética aprovou esse estudo e vai 

conferir tudo que vão fazer durante o estudo para garantir que tudo seja feito com 

muito cuidado e que seu médico tome conta de você. 

Caso você tenha qualquer dúvida, seu médico está pronto para lhe ouvir e 

responder o que quiser saber. Você decide se vai participar ou não e sua decisão 

será respeitada. 

Caso você queira participar, escreva seu nome aqui: 

 

 

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DÚVIDAS? 

Você pode procurar seu médico ou alguém da equipe da Unidade de 

Desenvolvimento da Disciplina de Endocrinologia, Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC- FMUSP). Av. Dr Éneas 

Carvalho Aguiar, 44, Cerqueira César, São Paulo, Brasil. CEP: 05403-000. 

Telefone: (11) 2661-7512. 

Você pode procurar também o comitê que aprova as pesquisas em Comissão de 

ética para análise de Projetos de Pesquisa (Av. Dr Éneas de Carvalho Aguiar, 255 

Cerqueira César- 05403-000/ São Paulo – Brasil) pelo telefone (11) 2661-6442 

Ramais 16/17/18/20. 

----------------------------------------------------------------------------------  

Assinatura do representante legal Data         /       /        

----------------------------------------------------------------------------------  

Assinatura do responsável pelo estudo Data         /       /        
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ANEXO B - Heredograma das 19 famílias estudadas. 
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ANEXO C (1-3). Dados clínicos e hormonais dos pacientes com PPC provenientes de diferentes centros 

C 1 - Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, São Paulo (HCFMUSP- SP) 
 

continua 

Paciente Sexo 
IC início  

puberdade 
IC início  

tratamento 
E 

(cm) 
IO  

(anos) 
IE  

(anos) 
DP 

peso 
(kg) 

Mamas/ 
pênis# 

PP 
EA  

(cm) 
LH 

(U/L) 
FSH 
(U/L) 

E2  
(pg/mL) 

T  
(ng/dL) 

LH pós 
GnRH 

LH 2h pós  
lupron 

1 F 6 7,3 129,5 9 8,7 1,31 38,2 3 3 157,5 <0,6 1,4 <13  8,1  
2 F 4 5,2 116,5 6,8 6,3 1,8 19,6 3 1 158,5 <0,6 2 <13  16,9 13,4 
3 F 6 8,7 141,5 12 10,7 2,3 33,2 4 4 153,5 1,2 3,7 19,8    
4 F 0 2,7 100,5 6,8 4 ND 18,3 3 2 168,7 2,6 4,5 26  41 28 
5 F 0,7 1,6 83 2 1,7 0 12,4 3 3 144,5 1,1 4,3 60,4 <14 21* 13,1 
6 F 3,1 3,4 106 7,6 5 2,26 19,1 4 1 149 5 9,8 <13  89.7  
7 F 6,25 6,66 124 10 8 1,43 25,7 2 1 ? 0,7  45  7,5  
8 F 2,33 7,25 136,4 11 10 3,13 37,7 3 2 155,5 0,9  <13    
9 F 2,33 4,75 118,8 8,8 7 3,3 24,7 4 1 160 0,7 1,5 19,1  18,8  

10 F 6 6,42 123,1 8,8 7,2 0,73 26,6 2 2 adotiva <0,6 5,5 <13  9,5  
11 F 5,8 9,66 134 12 9,7 0,08 38,5 4 3 153,5 <0,6 1,7 <13   13,2 
12 F 6,5 8,08 136,8 12 10 2,05 33,6 3 3 159 <0,6 3 45  7,5 31 
13 F 6,4 7,83 141,5 11 10,5 3,05 32,8 3 4 161,5 1 5,9 15  12  
14 F 3,2 5,17 129,4 12 8,8 3,5 30 4 3 148 4,9*  14*  23,7*  
15 F 6,8 7,3 125,5 10 9,5 0,9 35,4 3 2 156,5 1,4 1,8 <13  20 23 
16 F 6,8 7,8 125,5 8,8 8,2 -0,1 27,9 3 3 153,5 3,8* 1,6 <10*  41*  
17 F 4 6,8 136 12 9,5 3,22 31,3 4 3 153 6,1 4,7 62    
18 F 2,3 7,6 140,3 12 10,5 3,23 34,4 2 3 161,5 2,2 6 21  9,8  
19 F 2 4,8 115 8 5,7 2,4 23,3 3 1 ? 3,8* 16.3* 23*  28,8*  
20 M 2,3 5,1 129 13 8,5 4,36 27,9 4 4 178,5 1,1 1,1  92  17,7 
21 F 6 8,7 157,2 12 10,5 1,86 39,7 5 4 157,2 1,5 5,9 62,2  13,5  
22 F 6 8,25 128,6 12 8,7 -1,5 30,7 3 2 152,2 <0,6 2,7 13,4  5,3 12 
23 F 7 8 136 12 10 1,9 35 4 3 157,5 1,2 4,1 20,5   50,4 
24 F 7 8,7 135,4 11 9,8 0,9 32,6 4 4 154,5 1,2 1,8 13,1  19  
25 F 7 8,9 135,3 11 9,8 0,78 29 3 4 155,5 <0,6 2 40  8  
26 F 6,8 7,1 130,8 8,8 9 1,9 33,8 2 2 167 0,9 3 <13    
27 F 7 8,4 146,7 12 11,8 2,1 51,5 4 5 155,5 5,4 4,4 53,4    
28 f 2,8 4,25 106,6 6,8 4,8 1,16 19,5 4 1 156,2 0,6 4,2 18,2  13,5  
29 f 6 9,8 129 11 8,8 -1 27 4 3 147 0,8 3,5 22,2    
30 f 7,5 8,5 141,8 12 10,8 2,38 42 3 3 adotiva 1,1 5,6 35   10,3 
31                  
32 f 6,8 7,5 129,5 8,8 8,8 1,3 30,8 3 1 157,3 1,2 3,9 15  27,6  
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C 1 - Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, São Paulo (HCFMUSP- SP) 
(continuação) 
 

continua 

Paciente Sexo 
IC início  

puberdade 
IC início  

tratamento 
E 

(cm) 
IO  

(anos) 
IE  

(anos) 
DP 

peso 
(kg) 

Mamas/ 
pênis# 

PP 
EA  

(cm) 
LH 

(U/L) 
FSH 
(U/L) 

E2  
(pg/mL) 

T  
(ng/dL) 

LH pós 
GnRH 

LH 2h pós  
lupron 

33 f 5 7,5 133,7 11,5 9,5 2,1 27,1 4 1 148,5 1,6 2,8 26,8  29,4  
34 f 6 7,8 143 11 11 3,5 30,2 3 3 168 <0,6 1,2 <13  6,9 7,7 
35 m 8 10,8 150 13,5 12,5 1,4 43,2 3 4 166,5 1,7 1,8  312   
36& f 6 6,7 120,1 8,8 7,2 0,5 27,1 3 2 156,5 1,6 4,6 20    
37 f 7 9,7 135 11 9,8 0 28,9 4 3 160 3,7 3,6 16    
38 f 6 8,25 142,6 12 11 2,7 36,5 3 3 174,5 2,1 1,2 15    
39 f 5 9,1 143,2 12 11,1 1,92 39,6 3 3 170,5 0,9 4,1 22   27,8 
40 f 6 8,5 141 10 10,8 2,24 30 4 3 158,2 <0,6 3 <13  24  
41 f 6 7,5 129 11 8,5 0,32 28,6 3 2 149 <0,6 <1,0 14,4  3,3 4,4 
42 f 7,6 7,75 132,2 8,8 9,3 1,42 33,6 3 2 163,5 1 5,3 69,9    
43 f 3 7,5 133,3 11,5 9,5 2 33,3 2 2 160,5 0,8 5,4 33  4,1 8,6 
44 f 8 8,5 121 7,8 7,3 -1,1 24 3 1 149,2 <0,6 3,1 24,2   16,3 
45 f 7 9,1 142,5 11 11 1,8 43,6 4 2 163,2 0,7 3,6 30  5,1 9,7 
46 f 7,4 8,1 129,5 11,5 8,8 0,7 27,8 3 1 ? 0,6 3,5 46    
47 f 0 7,4 126 7,8 8,2 0,74 24,1 4 1 158,5 1,3 3 14,6  15,1  
48 f 6,5 10,2 151 12 12,7 2,1 42,2 4 4 163,5 2,6 2,4 92    
49 f 7,9 7,9 139,3 11 10,5  42,2 3 1 160,5 <0,6 2,8 22  20,4 8,3 
50 f 2,5 3,9 106,1 6   20,8 3 1 ? 3,8 7,8 <13  15,3  
51 f 7,3 7,8 142 11 10,9 3,14 40,7 3 3 160,5 2 6,8 13    
52 f 6 7,9 137,5 11 10,2 2,3 27,8 2 3 161 <0,6 1,4 <13  11,3  
53 f 7,2 7,9 138,5 11 10,3 2,52 41 3 3 166,5 1,2 3,4 35,2    
54 f 0 5,1 113,7 4,1 6 1,14 18 4 1 149 0,57 4,5 15,9  11,37  
55 f 5,5 7,4 135,1 11 9,8 2,3 33,2 4 3 160,5 2,1 4,8 16    
56 f 1,3 2,3 92,7 2,5 3 1,5 13,2 4 1 168 1,7 2,3 12  8,8  
57 f 6,5 6,9 125,6 7,8 8,1 1,15 26,8 4 3 160,5 0,7 4,2 34,6  6,9 15 
58 f 6 7,6 144 10 11,2 3,7 32 4 4 157,5 2,07* 4,5 14,6   36,2 
59 f ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND    
60 f 5 7,6 135,5 11 9,8 2,19 33 3 3 ? 0,1 1 <13  9,4  
61& F 7,4 8,9 125,8 8,8 8,1 -0,6 23 4 4 152,5 0,4 3,6 18  15,3 13 
62 F 6 9 146 11 11,5 2,56 38 3 3 153 3,9 6,2 38    
63 F 5 7 126,5 7,8 8,2  28 2 2 153 <0,6 1,6 13  21,1  
64 F 8,4 9,9 145 12 11,3 1,8 48 4 4 163 2,8 6,1 17    
65 F 7,5 9,6 137,1 11 10  30,6 4 3 163 ND ND 42   19,6 
66 F 6 9 133 11 9,3 0,4 35,5 4 3 158 ND ND 24  6,5  
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C 1 - Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, São Paulo (HCFMUSP- SP) 
(conclusão) 

IC: idade cronológica; E: estatura; IO: idade óssea; IE: idade estatural; DP: desvio padrão de estatura; PP: pelos pubianos (estádio segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2: 
estradiol, T: testosterona, # mamas: estádio segundo critérios de Tanner, pênis: comprimento em cm; ND: não disponível; &: Pacientes com características sindrômicas. * Exames 
realizados por radioimunoensaio (RIE). Os demais exames foram realizados por IFMA ou ECLIA 

Paciente Sexo 
IC início  

puberdade 
IC início  

tratamento 
E 

(cm) 
IO  

(anos) 
IE  

(anos) 
DP 

peso 
(kg) 

Mamas/ 
pênis# 

PP 
EA  

(cm) 
LH 

(U/L) 
FSH 
(U/L) 

E2  
(pg/mL) 

T  
(ng/dL) 

LH pós 
GnRH 

LH 2h pós  
lupron 

67 F 8 8,8 137,8 10,5 10,1 1,36 33,3 3 3 152,5 1,5 5,5 69   30,1 
68 F 1 5,3 126,2 8,8 8,3 3,47 30,6 3 3 167 4 8 ND   45,3 
69 F 7,9 8,4 131,5 10 9,1 0,6 30,4 3 1 160,5 0,7 6,7 46  40,6  
70 F 6,7 7,8 133 12 9,5 1,75 37,3 3 3 ND 1 5,8 50  5 18 
71& F 1 2,8 94 3,5 3,2 ND 13 3 1 ND 0,2 6,9 15  9,1  
72 F 6 ND ND 8 ND ND ND 4 4 146,5 1,8 6,4 41,6  11,5  
73 F 6,5 7,2 ND 11,5 ND ND ND 2 2 152 2 4,3 ND    
74 F 3 4,9 126,6 8,3 7,8 3,72 25 3 3 160 5,8 8,8 ND    
75 F 5,9 7,5 132,2 10,8 8,7 1,24 37,3 3 3 153 6,5 1,4 47  16,3  
76 F 2 4 ND 6,8 ND ND ND 3 1 158,6 ND ND ND  35,1  
77 F ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND    
78 F ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND    
79 F ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND    
80 F 7,5 8,5 135 10 9,7 1,22 27,8 4 1 164,5 0,4 4,4 32,5    
81 F 6 7,7 129,6 11 8,8 1,15 30 4 3 155 2,4 9,2 53  26,9  
82 F 6 6,1  8,8    3 1    30,3  13,2  
83 F 6,5 7  10    3 2    48  37,5  
84 F 6,2 7  11    3 1    20  48,4  
85 F 7,1 7,8  11    3 2    23,6  25,7  
86 F 7,5 7,9  9    3 1    14,3  18,9  
87 f 5 5,3 119 7 7 2,25 25,5 3 2 159,5 2,9 5,7 34   30 
88 F 7 7,6 125,5 9  0,58 25 2 1 174 0,13 0,85 0,99  9,3  
89 F 5,6 5,8 116,6 6,7 6,7 0,72 21,7 3 1 159,5 <0,1# 1,5 <15    
90 F 6 9,5  12 11,7 2,19 37,3 4 4 158,5 1,2 2,1 <15    
91 F 7 8,5 134,4 11 9,7 1 36,7 4 4 152,5 0,5 2,4 70  12,1  
92 F 7,1 8 130 8,8 9 0,86 40,8 3 1 160 3,6 6,3 45,7    
93 F 1 5,3 126,2 8,8 8,3 3,47 30,6 3 3 167 4 8   40,6  
94 f 7,5 8,6 136 11 10 1,39 40,7 3 4 160 2,7 4,5 46    
95 f 7 8 128,2 12 8,7 0,71 41,1 5 4 161 6,6 5,6 17    
96 f 7,5 8,9 147 11 12 2,57 40,7 3 3 168,5 1,8 6,4 49  13,7  
97 f 6,1 6,2 119 9,8   22,3 2 1 164,5 0,69 1,75 20    
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C 2 - Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto (HCFMUSP- RP) 

Paciente Sexo 
IC início 

 puberdade 
IC início 

 tratamento 
E 

(cm) 
IO  

(anos) 
IE  

(anos) 
DP 
(E) 

peso 
(kg) 

Mamas/  
pênis# 

PP 
EA 

(cm) 
LH  

(mU/mL) 
FSH  

(mU/mL) 
E2  

(pg/mL) 
T  

(ng/dL) 
LH pós 
 GnRH 

1 F 4,8 5,2  9  1,6  2 1  0,1 2,2 <20  8 
2 F 7,9 8,1  10  0,5  2 3  1 4,2 <20  26,3 
3 F 7,8 8,4  10  1,6  3 1  0,1 5,8 131  23,3 
4 F 7,5 8,5    2,2  4 3   2,7   9,4 
5 F 2 5,8  8,8  1,1  4 1  1 1,6 24   
6 F 7 8,5  12  1,6  3 3  1 2,3 <20   
7 F 7 8  10  0,8  3 2  0,4  26,8  17,2 
8 F 7 9  12  1,7  3 2  2,2 5 23,3  10,3 
9 F 6,8 6,9  9  2,1  2 2  4,8 3,4 66,1   
10 F 5 6,1  11  3  3 1  0,1 4 <20  21 
11 F 6 8,2  11  1  4 2   5 39,9  42 
12 F 0,5 0,8    -0,3  3 2  0,1 2 33,6  5,5 
13 F 6,9 7,2  7,8  -0,4  3 3  1,9 3 <20   
14 F 6 7,9  11  1,2  4 1  1,7 3,2 139   
15 F 6,4 7,1  8,8  0,5  3 2      4,7 
16 F 6 7  10  2,1  4 1  0,1 2,5 24,5  8 
17 F 1,2 1,9  2,5    3 1  0,1 4,7 25  4,7 
18 F 7,5 8,5  12  0,5  3 3   5,7   11,9 
19 F 7,5 8  11  0,7  3 1  0,1 1,2 57,5  5,6 
20 F 4 5,1  ND  2  2 2  0,9 1,9 48,9  3,2 
21 F 7,5 7,9  9,8  1,2  3 2  0,7  <20  7,9 
22 F 5,4 6,1  ND  1,6  3 1  1,3 5 36,4   
23 F 3 4,2  5,7  3,5  3 1  0,1 2 78  3,7 
24 F 7,3 8,3  13  1,5  4 2  1,2 1,1 48   
25 F 7 8,9  12  1,1  3 3  2,7 5,5 <20   
26 F 6 7,5  8,8    4 1   3,4   17,2 
27 F 7,3 8,3  8,8  -2  2 1  0,7 1,2 <20   
28 F 7,8 8,6  11  0,2  3 3  0,3 7,6 47,3  6,5 
29 F 7 8,7  11  2,7  4 3  3,5 8,5 147   
30 F 7,2 7,6  10  -0,1  3 1  0,5 4,6 22  14 
31 F 7,3 7,4  8,8  2,1  3 3  0,1 1 108  5,6 
32 F 7,5 8  8,8  0,9  3 3   4,9 41,2  23,8 

continua 



Anexos  
  

 

100 

C 2 - Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto (HCFMUSP- RP) 
(continuação) 
 

Paciente fSexo 
IC início 

 puberdade 
IC início 

 tratamento 
E 

(cm) 
IO  

(anos) 
IE  

(anos) 
DP 
(E) 

peso 
(kg) 

Mamas/  
pênis# 

PP 
EA 

(cm) 
LH  

(mU/mL) 
FSH  

(mU/mL) 
E2  

(pg/mL) 
T  

(ng/dL) 
LH pós 
 GnRH 

33 F 5,8 6,3  7  0,8  3 1  2,2 6 73  13,4 
34 F 7,7 8,7  11  0,8  3 3  5,6 7,4 43,9   
35 F 5,5 8  10  0,2  3 2  0,1 1,2 61,6  17,7 
36 F 5 5,4  8,8  1,7  2 4  25,9* 17   48,5* 
37 F 7,5 8,2  11  1,7  2 1  0,9 9,3 <20  7,5 
38 M 9 9,8  ND  0,7  2 3  0,7 1  75,7 18 
39 F 0,4 3,3  7  2,7  4 4  1,3* 4 52,4  200,9 
40 F 6,7 7  11  2,4  2 2  1,5 2 78,4   
41 F 6 7,1  ND  0,9  3 1  0,2 4,4 42,9  6,9 
42 F 6 7,9  8,8  -0,4  2 2  0,3 3,9 25  23,7 
43 F 2 2,7  2,5  -0,4  3 1  1,3 3,8 52  6,7 
44 F 6,5 7  11  2,1  3 2  2,9 4 45  48,5 
45 M 8 10,4  13  0,6  3 4  2,5 1,3    
46 F 1 3  ND  -0,5  3 1  2,8 8 <20  17,1 
47 F 6,5 7,5  8,8  1,7  4 2  1,7 2,8 30,9   
48 F 6 6,5  7,8  1,4  2 1  1,3 2 76,1  3,3 
49 F 7 7,7  10  1,5  3 2  0,7 5,7 42,2  6 
50 F 7 11,7  ND  -0,5  4 4       
51 F 8 7,1  7,8  0,9  1 2  0,6 2 <20  6,7 
52 F 6,7 7  8,8  2  3 1  1,3 3 29,2   
53 F 5,5 7,2  8,8  -0,5  3 1  0,3 5,6 29,6  13 
54 F 8 8,8  11  0,9  3 3  0,6 5,4 33  42,8 
55 F 0,7 4,2  5  2,2  2 2  0,7 0,6 <20  7 
56 F 8 9,3  10  1,8  4 4  3,4 4,1 28,6   
57 F 4 8,3  10    3 4      7,5 
58 F 6 7,9  ND  2,3  4 3  3,4 10 80   
59 F 7,4 7,8  ND  0,4  2 2  0,1 8,9 27,7  29,6 
60 F 5 8,4  12  2,1  4 3  7 6,0 131,5   
61 F 7,5 8,5  11  0,6  3 2  0,6 7,5 <20  10 
62 F 1,0 1,6  2,5  1,1  3 1  0,1 3 33,8  6,8 
63 F 7 9,2  11  0,6  4 3  1,4 3,4 31  14,8 
64 F 7,4 8,1  11  0,3  1 2  0,1 2,8 <20  9,3 

continua 
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C 2 - Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto (HCFMUSP- RP) 
(conclusão) 
 

Paciente fSexo 
IC início 

 puberdade 
IC início 

 tratamento 
E 

(cm) 
IO  

(anos) 
IE  

(anos) 
DP 
(E) 

peso 
(kg) 

Mamas/  
pênis# 

PP 
EA 

(cm) 
LH  

(mU/mL) 
FSH  

(mU/mL) 
E2  

(pg/mL) 
T  

(ng/dL) 
LH pós 
 GnRH 

65 F 7,5 7,7  10  3,4  2 2  0,6 7,9   14,8 
66 F 6 8,5  11  1,4  3 3  0,6 3,2 56,2  3,9 
67 F 7 9,5  13  1,5  4 4  4,5 7,3 105   
68 F 5 8  11  1,1  3 2  2 7,2 43,7   
69 F 6 8,9  11,5  1,4  4 3  1,9 1,4 40,4   
70 F 6,8 7,2  8,8  1,2  3 2  1 4,2 <20  9,4 
71 F 8 8,4  11  0,8  2 1  1,5 3 20   
72 F 8 8,7  ND  0  4 3  29,7* 6,2 20,7  47,9* 
73 F 2 5,1  6,8  1,1  3 1  0,2 2,3 31,3  14,6 
74 F 5,4 6,3  9,5  0  2 1  0,1 4,5 <20  9 
75 F 8 10,4  13,5  0,3  4 5  2,9 2,9 69,7   
76 F 5,9 6,9  7,8  -0,2  3 3  0,7 1,3 50,9  39,2 
77 f 6,5 8,7  11  2,3  4 1  1,7 2,3 31,6   
78 f 7 8,3  11  1,3  3 2  0,1 2,5 38,1  10,6 
79 f 7,4 7,2  7,8  0,1  2 3  0,1 3,2 <20  32 
80 f 6,9 7,9  10  0,9  3 2  0,1 4 36,1  17,8 
81 f 5 8,4  11  1,6  3 3  0,4 2,5 32,7  33 
82 f 6,1 6,3  5,7  0,3  2 1  0,2 4,5 64,7  9,5 
83 m 7 8,7  8  2,4  2 1  1,2 2,5  91 33,4 
84 f 5 8,5  12  1,5  4 2    <20  16 
85 F 6 6,2  8,8  1,5  2 3  2,4 1,2 39,9  22 
86 F 7,8 8  10  2,5  4 1  0,1 2 29,1  6,6 
87 F 3 6,7  ND  1,6  3 2  1,8 4,9 59,6  62,5 
88 F 0,7 1,7  2,5    2 1  0,8 2,5 38,4  23,4 
89 F 6 7,9  11  2,7  3 4  0,2 2 20,5   

IC: idade cronológica; E: estatura; IO: idade óssea; IE: idade estatural; DP: desvio padrão de estatura; PP: pelos pubianos (estádio segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2: 
estradiol, T: testosterona, # mamas: estádio segundo critérios de Tanner, pênis: comprimento em cm; ND: não disponível. Exames realizados por IFMA ou ECLIA 
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C 3 - Medical Faculty Skopje (Macedônia) 

Paciente Sexo 
IC início 

puberdade 
IC início 

tratamento 
E 

(cm) 
IO 

(anos) 
IE 

(anos) 
DP 

peso 
(kg) 

Mamas/ 
pênis# 

PP 
EA 

(cm) 
LH 

(U/L) 
FSH 
(U/L) 

E2 
(pg/mL) 

T 
(ng/dL) 

LH pós 
GnRH 

1 F 6,2 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND  6,1 
2 F 6,4 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND   
3 F 2 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND  9,9 
4 F 5,9 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND  9,4 
5 F 4,1 ND ND ND ND ND ND 3 1 ND ND ND ND   
6 F 4,6 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND  13,5 
7 F 7,9 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND  10,6 
8 F 6,9 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND   
9 F 8,8 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND  13,8 
10 F 0,9 ND ND ND ND ND ND 3 1 ND ND ND ND  13,6 
11 m 6 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND   
12 f 5 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND  17,4 
13 f 6,2 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND  4,1 
14 f 1,3 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND   
15 f 4,1 ND ND ND ND ND ND 3 1 ND ND ND ND   
16 f 5 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND  6,1 
17 f 6,2 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND  10,3 
18 f 6,2 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND  27,6 
19 f 1,6 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND   
20 f 2,3 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND   
21 f 6,9 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND  5,1 
22 f 7,7 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND   
23 f  ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND   
24 f 8,9 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND   
25 f 6,2 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND  13,1 
26 f 8,5 ND ND ND ND ND ND 3 1 ND ND ND ND   
27 f 9 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND   

IC: idade cronológica; E: estatura; IO: idade óssea; IE: idade estatural; DP: desvio padrão de estatura; PP: pelos pubianos (estádio segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2: 
estradiol, T: testosterona, # mamas: estádio segundo critérios de Tanner, pênis: comprimento em cm; ND: não disponível. Exames realizados por IFMA ou ECLIA 
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