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Schnoll C. Novas abordagens na investigacdo genético-molecular no
hipogonadismo hipogonadotréfico congenito. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2022.

RESUMO

Introducao: O Hipogonadismo Hipogonadotroéfico Isolado congénito (HHC) é causado
por um defeito na producao ou secrecdo de GnRH pelo hipotdlamo ou pela resisténcia
hipofisaria a acdo do GnRH. O HHc é uma condicéo rara, clinica e geneticamente
heterogénea; cerca de 50 a 60% dos individuos afetados apresentam anosmia
associada, caracterizando a sindrome de Kallmann. Com o avanco das técnicas de
biologia molecular na tltima década, um nimero cada vez maior de defeitos genéticos
tem sido implicado na patogénese molecular do HHC congénito. No entanto,
atualmente somente cerca de 40 a 50% dos casos de HHC apresentam diagnostico
molecular definido. O estudo das CNVs é indicado para investigagdo molecular de
fendtipos sindrdmicos complexos, porém até o presente momento, essa analise ainda
ndo havia sido utilizada em uma grande coorte de pacientes com HHC. O Single
Nucleotide Polymorphism Array (SNP-array) € uma técnica de citogenémica que
permite avaliar, com uma maior resolucdo a deteccdo de variagdo no numero de
copias (copy number variation - CNV). Objetivos: Detectar dele¢bes ou duplicacdes
submicroscopicas em um grupo selecionado de pacientes de HHC com apresentacéo
sindrémica sem causa definida. Identificar novas regides cromossémicas e/ou novos
genes possivelmente relacionados a etiologia da HHC. E estabelecer a correlagdo
entre o genotipo mutante e o fendtipo observado nesses pacientes. Pacientes e
Métodos: A coorte foi constituida por 50 individuos, dos quais: 35 homens e 15
mulheres; 21 com sindrome de Kallmann e 29 com HHC normosmico. Onze deles
apresentavam alguma caracteristica clinica adicional ndo relacionada ao quadro
reprodutivo, como defeitos da linha da média, malformac¢des renais, surdez,
anormalidades esqueléticas, alteracdes neurologicas ou disturbios psiquiatricos. Os
achados foram comparados com CNVs descritas em bancos de dados de controles
normais compilados pelo Database of Genomic Variants, e também pelos estudos de
CNV em individuos com fendétipos alterados, depositados no banco de dados do
DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using
Ensemble Resources). Resultados: Foram identificadas 21 CNVs em 19 pacientes e

entre os resultados mais importantes, destacamos trés CNVs identificadas em regides



cromossOmicas com genes codificantes e associados a sindromes conhecidas. Duas
foram classificadas como patogénicas. Ambas delecdes: uma de 515 kb, localizada
no cromossomo 16 associada a sindrome de microdelecdo 16pl11.2 e a outra, de 598
kb localizada no cromossomo 15 abrangendo o gene SIN3A causador da sindrome
Witteveen-Kolk. A terceira CNV foi uma VUS de destaque por ser uma duplicacéo de
40,6 kb do tipo intragénica envolvendo o gene KMT2C, causador da Sindrome de
Kleefstra tipo 2 possivelmente associada ao HHC em alguns casos. Concluséo: Os
resultados obtidos sugerem a associacao de sindromes complexas ao HHC colocando
principalmente os genes SIN3A e o KMT2C como possiveis genes candidatos nas
proximas investigacbes de casos de HHC. Nossos resultados corroboram as
evidéncias atuais da importancia da andlise global do niumero de copias gendmicas
como um teste genético-clinico para elucidacdo diagnéstica em pacientes com HHC

especialmente os casos sindromicos.

Palavras-chave: Genes, Gendétipo, Hipogonadismo, Hormonio liberador

gonadotrofina, Sindrome de Kallmann, Técnicas de diagndstico molecular.
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Schnoll C. New approaches in molecular-genetic research in congenital
hypogonadotropic hypogonadism. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2022

Abstract

Congenital isolated hypogonadotropic hypogonadism (IHH) is a rare condition
caused by GnRH deficiency, due to defective hypothalamic gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) production or secretion, or by pituitary resistance to the GnRH
action. Congenital IHH is more prevalent in men and about 50% to 60% of affected
individuals present with associated anosmia or hyposmia, characterizing
Kallmann's syndrome. On the last years, with the advancing on the molecular
biology field, a growing number of genetic defaults have been linked to the CHH
molecular pathogenesis. On the other hand, nowadays, only 40% to 50% of the
CHH have a defined molecular diagnostic. The copy humber variation (CNV) study
is used to search for complex syndromic phenotypes, but until the present moment,
this analysis was not yet used in a large coort of patients with CHH. The Single
Nucleotide Polymorphism Array (SNP-array) is a citogenomic technique that allows
the evaluation, with better resolution, and the detections of CNV. Objective: The
present project was developed with the objective of detect submicroscopic
deletions or duplications in a selected group of CHH patients with syndromic
presentation that have no defined cause. ldentify new chromosomic regions and/or
new genes possibly related to the CHH etiology. And to establish correlations with
the genotypes and the phenotype observed in these patients. Patients and Method:
The coort has 50 individuals, been 35 men and 15 women; 21 with Kallman
syndrome and 29 with normosmic CHH. Eleven of then present some additional
clinical feature not related to the reproductive phenotypes, like defaults on the
midline, kidney malfrormations, deafness, skeleton malformation, neurologic
disorders or psychiatric disturbance. The findings were analyzed and compared to
CNV founded from normal controls previously described and compiled by the
Database of Genomic Variants, and also by the previous studies of CNV from
individuals with some phonetical feature, from the DECIPHER (Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensemble Resources).

Results: Twenty-one CNVs were identified in 19 patients and, among the most



important results, three of them stand out, located in chromosomic regions with
codifying genes and associated with already known syndromes. Two of them were
deletions and classified as pathogenic: one with 515 kb on the 160 chromosome,
linked to the 16p11.2 microdeletion syndrome, and other one, also a deletion, with
598 kb, sited on the 150 chromosome, compassing the SIN3A gene liked to the
Witteveen-Kolk syndrome. The third CNV is a VUS (variant of unknown
significance), highlighted by been a type intragenic duplication with 40.6 kb,
compassing the KMT2C gene, responsible for the Kleefstra Syndrome 2, possibly
associated to CHH in some cases. Conclusion: The results founded suggest an
association between these complex syndromes and CHH, and emphasize specially
the SIN3A and KMT2C genes as possible candidates in future assays for patients
with CHH. Our results enhance the actual evidences that elevate the importance of
the CNV analysis as a genetic-clinic test to diagnostic elucidation in CHH patients,

specially the syndromic cases.

Keywords: Genes, Genotype, Hypogonadism, Gonadotropin-releasing hormone,

Kallmann syndrome, Molecular genotype techniques.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Hipogonadismo Hipogonadotréfico Isolado congénito

O hipogonadismo hipogonadotréfico isolado congénito (HHC) é caracterizado pela faléncia da
funcdo gonadal secundéria a deficiéncia na secrecdo de gonadotrofinas que ocorre por uma
falha na producéo, secrecao ou acao do GnRH. Tipicamente o diagndstico do HHC congénito
é realizado na segunda ou terceira década da vida, quando os pacientes se apresentam com
gueixas de auséncia ou atraso de desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios,
amenorreia primaria ou infertilidade. Os pacientes podem apresentar micropénis e testiculos
pré-puberes ou reduzidos para a faixa etaria. Criptorquidia é observada em até 50% dos
pacientes. O diagndstico clinico do CHH é caracterizado por baixas concentracdes de
esteroides sexuais (testosterona ou estradiol) associados a valores baixos ou
inapropriadamente normais de gonadotrofinas (LH e FSH), com o restante da funcé&o

hipofisaria normal, sem lesdes anatbmicas da regido hipotalamica hipofisaria (1).

O HHC é dividido em dois grandes grupos baseado na presenga ou auséncia de disfuncéo
olfatéria. Cerca de 50-60% dos individuos afetados apresentam anosmia ou hiposmia em
associacdo com o CHH definindo a sindrome de Kallmann (SK). O HHC sem alteragbes
olfatérias é conhecido como hipogonadismo hipogonadotrofico congénito normésmico (HHCn)
(2, 3). Durante o desenvolvimento embrionario, 0s neurbnios produtores de GnRH se originam
fora do sistema nervoso central, na placa olfatéria e migram juntamente com 0s neurdnios
olfatérios através da placa cribiforme em dire¢cdo ao bulbo olfatério em formacéo, para em
seguida migrarem para o hipotalamo. A associacao do HHC com anormalidades olfatérias na
sindrome de Kallmann decorre de defeitos nesse processo migratério (4). A maioria dos
portadores de sindrome de Kallmann apresenta hipoplasia ou agenesia dos sulcos e bulbos
olfatérios, uni ou bilateralmente (5). Outras alteracdes fenotipicas poder estar presentes na
sindrome de Kallmann, como a surdez neurossensorial, defeitos de linha média como a fenda
labial e/ou palatina, palato ogival, hipertelorismo ocular, agenesia dentaria, sincinesia
bimanual (movimentos em espelho), malformacdes renais (hipoplasia ou agenesia renal
unilateral, rim em ferradura), anomalias digitais esqueléticas como a clinodactilia, sindactilia,

campilodactilia, além de alteragdes neuroldgicas como ataxia (6).

O HHC é uma condicao é geneticamente heterogénea, que pode ser herdada de forma
autossdmica dominante, autossémica recessiva ou ligada ao X. A prevaléncia do HHC é
estimada em 1:4.000 a 1:10.000 homens e 1:50.000 mulheres. A razao para essa discrepancia

entre 0os géneros € desconhecida, provavelmente sendo subestimada em mulheres. A
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preponderancia masculina é explicada apenas parcialmente pela contribuicdo das formas
ligadas ao X. Outros fatores, como penetrancia incompleta e a tendéncia do sexo feminino ser
avaliado principalmente por médicos ginecologistas devido a apresentacdo clinica de

amenorreia priméria, também devem ser considerado (4, 7).
1.2 - Genética no HHC

Classicamente, os defeitos moleculares relacionados ao HHC estéo relacionados a diferentes
momentos de atuacdo do hormdnio liberador de gonadotrofinas. Os genes relacionados ao
desenvolvimento e migracdo dos neurbnios GnRH e olfatérios estdo associados
principalmente a sindrome de Kallmann e defeitos de linha média, mas alguns deles estéo
associados também ao HHC normdésmico. J& os genes envolvidos na cascata de acéo, sintese

e secrecao do GnRH causam essencialmente HHC normosmico (Figura 1) (8, 9).

Desenvolvimento, migragdo e secre¢do dos

pois Hipotdlamo
neurdnios GnRh Neuronios GnRH
GNRH
WOR11 5}
AXL
NSMF
. P
Desenvolvimento e gg:,f
migragdo dos neurdnios GnRh FGF17 Secre¢dodo GnRh

ANOS1 (KALL)
FGF8 /FGFR1
HS6ST1
PROX2 / PROKR2 i
SEMA3A - .y

GNRH1
LEP
LEPR
KisS1

SEMATA 4 ) KISSIR
FEZF1 | Placa Nasal : TAC3
cHo? 4

RI7RD N 4 Agdo do GnRh TACR3
.y _ PCK1
NELF (NSFM) ——— GNRHR

NROBI

CCDC141 DAX1

Desenvolvimento embrionario
CHD7
SOX10

Hipdfise

Figura 1 — Representacéo esquematica dos principais genes causadores do HHC congénito. Os genes
podem ser classificados entre os que participam no desenvolvimento e migracao dos neurfnios
produtores de GnRH, e os envolvidos na sintese, secrecdo e acdo do GnRH no eixo reprodutivo.
(Adaptado de Bianco & Kaiser. 2009) (10)
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Com o avanco das técnicas de biologia molecular na udltima década, um namero cada vez
maior de defeitos genéticos tem sido implicado na patogénese molecular do HHC. Genes
candidatos foram identificados por abordagens diversas, como caracterizagéo de delegdes e
translocacg@es equilibradas, analogia com fenotipos de modelos animais, clonagem posicional
de grandes familias consanguineas com HHC e genes pertencentes a vias de sinalizacao
relacionadas ao eixo gonadotréfico (11). A identificacdo de anormalidades genéticas
relacionadas com ao HHC tem proporcionado grandes esclarecimentos sobre os mecanismos

moleculares envolvidos no desenvolvimento, maturagéo e funcéo do eixo gonadal.

Atualmente mais de 30 genes ja foram descritos ao longo dos ultimos anos e implicados na
patogénese do HHC, explicando aproximadamente 40 a 50% dos casos totais (3, 6) (Figura
2). Estes genes codificam uma rede complexa de fatores de transcri¢do, proteinas de matriz,
neurotransmissores, enzimas e receptores hormonais cujas a¢des sédo fundamentais para a

aquisicdo e manutencdo de uma funcéo reprodutiva normal (12).
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Figura 2 — Linha do tempo mostrando o historico de identificagdo de genes causadores ou associados
ao HHC. Adaptado de Maione et al, 2018 (13)



21

1.3 - Relacéao fenotipo gendétipo no HHC

Uma relativa correlagéo gendétipo-fenétipo pode ser observada nas diferentes formas de CHH.
As formas de sindrome de Kallmann ligadas ao X, com ou sem muta¢des no gene ANOS1
(anteriormente conhecido como KAL1), costumam apresentar fenotipo reprodutivo mais
grave. O ANOS1 foi o primeiro gene implicado na etiologia da sindrome de Kallmann. Esta
localizado no cromossomo X (Xp22.3) e codifica a anosmina-1, uma proteina de matriz
extracelular envolvida nos processos de adeséo celular e direcionamento da migracdo dos
neurdnios olfatorios e secretores de GnRH (14) Mutacdes no ANOS1 em geral apresentam
penetrancia completa e estdo associadas a um fenétipo reprodutivo mais grave, sempre com
hipogonadismo completo, com menor volume testicular, maior frequéncia de criptorquidismo
e muitas vezes associado a alteracBes fenotipicas ndo reprodutivas como sincinesia

bimanual, agenesia renal unilateral e anormalidades visuais (15).

Mutacdes inativadoras de genes que afetam a sintese, secre¢éo ou acdo do GnRH nao estao
envolvidos no processo de migracdo neuronal, portanto o quadro clinico dos pacientes
afetados é sempre de HHC sem alteracdes olfatorias ou outras malformacdes associadas. O
gene mais comumente afetados € 0 GNRHR, que deve ser o primeiro a ser pesquisado em

pacientes com HHC normésmico (7, 16).

Engquanto certos genes estdo exclusivamente associados com HHC normédsmico ou com a
SK, alguns genes podem ser associados com ambas as condi¢cdes, como € o0 caso de
mutacfes no FGFR1 e seu ligante FGF8, com padrdo de heranca autossdbmica dominante,
entre outros. MutacBes no FGFR1 sdo uma das causas mais comuns tanto de SK quanto de
HHC normésmico.  Mutagcdes no FGFR1 também estdo associadas a condicdes
caracterizadas por anomalias distais de membros (polidactilia, sindactilia e camptodactilia)
com diferentes graus de gravidade, recebendo o nome de sindrome de Hartsfield, que faz
parte do grupo de sindromes de malformagdo de mao/pé fendidos (split hand/split foot
malformation, ou SHFM, de cédigo OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man, 183600).
Defeitos faciais da linha média, bem como agenesia dentaria, também s&o mais prevalentes

em individuos que abrigam variantes deletérias de FGFRL1 (3, 6, 17) .

Mutacdes no gene FGFR1 também estdo associadas a uma grande variabilidade fenotipica
inter e intrafamiliar (Figura 3), com uma penetrancia aparentemente incompleta (18). O
espectro fenotipico dos pacientes afetados varia de hipogonadismo parcial a completo, com
ou sem alterag@es olfatdrias, inclusive com casos de reversibilidade do hipogonadismo, além
de anosmia isolada (17). Essas observacdes sugerem a possibilidade de que a SK e o HHC

normdsmico possam fazer parte de um espectro amplo da mesma condicao (19) .
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Alguns genes estao relacionados com uma apresentacéo clinica especifica no HHC como por
exemplo, a presenca de deficiéncia auditiva congénita associada ao hipogonadismo, é o caso
dos genes: CHD7, IL17RD e SOX10 (3). As anomalias de fenda palatina e esquelética sédo
mais comuns nos casos de mutacées em genes que codificam componentes da via de
sinalizagdo FGF8 (por exemplo, FGFR1, FGF8, FGF17 e HS60ST1). Sincinesia bimanual ou
agenesia renal sdo importantes sinais clinicos sugestivos de muta¢cdes no ANOS1, como
falado anteriormente. Assim como a associacdo do HHC a hiperfagia e obesidade de inicio

na infancia sugere mutacdes em LEP, LEPR ou PCSK1. (6, 20)
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Figura 3 - Variagao na expresséo clinica no HHC.

Por outro lado, o HHC sempre foi classicamente descrito como um distarbio monogénico,
portanto o envolvimento de um Unico gene defeituoso seria o suficiente para explicar o
fendtipo da doenca. Porém, a enorme variabilidade de apresentagdo clinica torna dificil o
modelo de defeito de um Unico gene no HHC (13). Uma hipétese atualmente aceita é de que
0 modelo de heranca digénica ou oligogénica, bem como fatores epigenéticos ou ambientais
possam contribuir para a variabilidade fenotipica e penetrancia incompleta observadas em

determinadas familias.

Muito se discute sobre a prevaléncia da oligogenicidade no HHC. Estudos subsequentes que
vem rastreando cada vez mais genes no HHC demonstraram graus ainda maiores de
oligogenicidade, variando de 7-15% (7). No entanto, no contexto atual, em que estamos
presenciando um aumento massivo do uso do sequenciamento paralelo em larga escala
(SPLE), que permite 0 sequenciamento simultdneo de dezenas, centenas ou milhares de

genes ao mesmo tempo, o principal desafio seria diferenciar se realmente a oligogenicidade
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€ mais prevalente ou se essas diversas variantes raras que nao apresentam um efeito
fenotipico claro sdo identificadas ao acaso. Portanto, a avaliagdo da patogenicidade de uma

Unica variante e os efeitos sinérgicos entre as variantes permanece um desafio.

1.4 HHC sindromico

Muitos genes no HCC foram encontrados a partir do estudo de sindromes complexas
previamente descritas, nas quais o hipogonadismo hipogonadotréfico poderia fazer parte da
constelacdo de alteragBes fenotipicas. Um dos exemplos mais conhecidos € o HHC
sindrdmica é o HHC associado a hipoplasia adrenal congénita ligada ao X causada por
defeitos no gene DAX1 (NROB1)(2, 21).

O SOX10 é um gene amplamente estudado na sindrome de Waardenburg caracterizada pela
associacdo da surdez com hipopigmentacdo na pele, cabelos ou olhos, doenca de
Hirschsprung e neuropatia desmielinizante. No seguimento desses pacientes, foi notado em
suas ressonéancias de cranio a auséncia de bulbos olfatdrios e assim suposto a existéncia de
alguma relagdo com HHC, por sua associa¢cdo com altera¢g@es do trato olfatorio na SK, o que
mais tarde veio a se confirmar (22, 23). Depois disso foram descritos varios casos de defeitos

no SOX10 em casos de sindrome de Kallmann, em geral associado a surdez (3, 22, 24).

E o caso também do gene CHD7 (chromodomain helicase dna-binding protein 7) que codifica
uma proteina ligadora ao cromodominio helicase do DNA(25). Defeitos no CHD7 causam a
sindrome de CHARGE, acrénimo para coloboma da iris, cardiopatia congénita (heart defects),
atresia de coanas, retardo no crescimento e desenvolvimento, hipoplasia genital e/ou de vias
urinarias e anomalias dos pavilhfes auriculares/surdez (Ear abnormalities and deafness (26).
Essas caracteristicas ndo sdo mais utilizadas na construgdo do diagndstico de sindrome
CHARGE, que inclui outras anomalias além das descritas, mas 0 nome permanece. Mutacdes
no CHD7 foram identificadas em cerca de 5% dos casos de HHC normdsmico e sindrome de
Kallmann, principalmente quando associado a alguma outra caracteristica da sindrome, como
surdez, levantando a hipotese de que o HHC possa ser uma forma frustra da sindrome (25,
27, 28).

Genes como DMXL2 e SMCHD1 causam sindromes especificas com HHC como parte de um
fenétipo complexo e genes como OTUD4, RNF216, PNPLAG6, STUB1, POLR3A e POLR3B

gue causam sindromes neuroldgicas combinadas com CHH que serdo discutidos a seguir.

O HHC é descrito em associacdo com manifestacdes neurolégicas, como na sindrome de

Gordon Holmes caracterizada classicamente pela associacdo de ataxia cerebelar hereditaria
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autossdmica recessiva de inicio precoce associada a hipogonadismo hipogonadotréfico.(29)
A neurodegerenacgdo possui carater progressivo e inclui disartria, alteracdes do equilibrio e
coordenagdo motora, perda de memoria e disfungcdo cognitiva. A base genética desta
sindrome permaneceu desconhecida até a descricdo recente de mutacdes de perda de funcao
nos genes RNF216 e OTUD4. No mesmo espectro fenotipico, quando associada a distrofia
coriorretiniana, essa sindrome é denominada sindrome de Boucher-Neuhauser, em

associacdo com outros genes como o PNPLAG (30).

Outro disturbio neuroldgico em associacdo ao HHC é a leucodistrofia hipomielinizante com ou
sem oligodontia e/ou hipogonadismo hipogonadotréfico, descrita primeiramente sem
associacdo com altera¢des endocrinoldgicas, se manifesta com quadro de ataxia lentamente
progressiva, atraso da denticdo e hipomielinizacdo (ADDH - ataxia, delayed dentition and
hypomyelination) (31). Posteriormente descrita em associagdo com hipogonadismo
hipogonadotréfico passando a ser conhecida pelo acrdbnimo de Sindrome 4H:
hipomielinizac&o, hipogonadismo hipogonadotréfico e hipodontia, causada por defeitos nos
genes POLR3A E POLR3B (32-34).

Além disso, o0 HHC pode ocorrer também como parte de uma constelacdo de alteracbes em
diversas sindromes raras como a sindrome de Oliver-McFarlane, doenca congénita
caracterizada por uma caracteristica marcante que é o crescimento excessivo dos cilios
culminando com um aumento no comprimento final dos mesmos, denominado de tricomegalia
(35). O hipogonadismo ocorre em metade dos pacientes, e quase todos documentaram baixos
valores de gonadotrofinas durante a puberdade, com subsequente disfungéo reprodutiva. A

atrofia coriorretiniana é tipicamente observada nos primeiros 5 anos de vida (36).

Outra sindrome rara € a de Woodhouse-Sakati, doenca genética autossémica recessiva,
caracterizada por um espectro fenotipico que inclui hipogonadismo, invariavelmente
associada a reducdo do IGF1 e alopécia frontotemporal que comeca na infancia, com
gravidade variavel, surdez bilateral, distonia cervicofacial e dor nos membros (42% dos casos,
aumentando para 89% depois de 25 anos) e diabetes (66%, subindo para 96% depois de 25
anos) (37). O gene responsavel € o DCAF17 e até hoje somente nove mutagbes foram

relatadas na literatura (38).

Além dessa triade, alguns pacientes apresentaram deficiéncia intelectual com fen6tipo muito
semelhante a sindrome de Woodhouse-Sakati, a chamada sindrome ANE (alopecia,
neurologic defects, and endocrinopathy), relacionada ao gene RBM28, também associada a
perda capilar de gravidade variavel, variando de alopécia completa a cabelos quase normais,

com auséncia de pelos no corpo (39). Todos os pacientes apresentaram retardo mental
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moderado a grave e deterioracdo motora progressiva durante a segunda década de vida
associada ao HHC com relatos de puberdade atrasada ou ausente e em alguns casos,

insuficiéncia adrenal central (40).

Outro exemplo raro € uma sindrome complexa descrita recentemente, que inclui HHC
associado a hipotireoidismo central, polineuropatia desmielinizante periférica, retardo mental
e hipoglicemia com progresséao para diabetes mellitus insulinodependente, associado a uma

mutagdo em homozigose no DMXL2 (41).

Y

O HHC também é uma caracteristica de algumas sindromes associadas a obesidade,
incluindo a sindromes de Bardet-Biedl, e de Prader-Willi. A sindrome de Prader-Willi é a mais
frequente das sindromes que possui a obesidade como uma de suas caracteristicas, com
incidéncia de 1:25.000 nascimentos. E caracterizada pela associagdo com HHC além de uma
constelacdo de manifestacdes, como hipotonia neonatal com dificuldade de sucgéo, atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor, hiperfagia, obesidade, baixa estatura em adolescentes,
maos e pés pequenos, distlrbios do sono, caracteristicas faciais dismérficas, deficiéncia

intelectual leve a moderada e comportamento obsessivo-compulsivo (42).

A sindrome de Prader-Willi pode ser considerada uma doenca autossémica dominante e é
causada pela exclusdo ou interrupcdo de um gene ou de varios genes no braco longo proximal
do cromossomo 15 paterno ou dissomia uniparental materna 15, porque o (S) gene (s) no

cromossomo materno (s) 15 séo virtualmente inativos por meio de imprinting (43).

E por fim, recentemente descrita (44) em associacdo com o HHC, uma familia com sindrome
de Gorlin, também conhecida como sindrome do carcinoma basocelular nevoide, causada por
mutac¢des no gene PTCHL1, caracterizada pelo desenvolvimento de mdultiplos queratocistos

mandibulares e/ou carcinomas basocelulares (45, 46).

A Tabela 1 mostra um resumo das sindromes com as suas principais caracteristicas clinicas

e seus respectivos genes relacionados.
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Tabela 1 — Principais sindromes complexas hereditarias que incluem o hipogonadismo
hipogonadotrofico parte do fenétipo e respectivos genes associados seguindo

Sindrome Gene /regido Principais caracteristicas
cromossdmica
Sindrome CHARGE CHD7 HHC

Coloboma da iris

Cardiopatia congénita

Atresia de coanas

Retardo no crescimento e desenvolvimento
Hipoplasia genital e/ou de vias urinarias
Anomalias dos pavilhdes auriculares/surdez
Sindrome de SOX10 HHC

Waardenburg Surdez neurossensorial

Hipopigmentacgédo na pele, cabelos ou olhos
Doenca de Hirschsprung

Neuropatia desmielinizante periférica
Leucodistrofia desmielinizante

Sindrome de Oliver- PNPLAG6 HHC

McFarlane Tricomegalia

Atrofia coriorretiniana grave

Deficiéncias de hormbénios GH e TSH

Sindrome de Boucher- PNPLAG6 HHC

Neuhauser Ataxia espinocerebelar
Distrofia/degeneracao retino-coroidiana

Sindrome de Gordon RNF216 HHC

Holmes OTUD4 Distrofia coriorretina

Ataxia espinocerebelar
Atrofia cerebelar

Ataxia Espinocerebelar | STUB1 HHC
16 Ataxia cerebelar
Sindrome 4H POLR3A HHC
POLR3B Leucodistrofia hipomielinizante
Oligodontia
Sindrome da DMXL2 HHC
poliendocrinopatia- Polineuropatia desmielinizante periférica
polineuropatia Retardo mental

Hipotireoidismo central
Hipoglicemia com progresséo para diabetes mellitus
insulinodependente

Sindrome de Warburg RAB3GAP1 HHC
Micro RAB3GAP2 Microcefalia
Sindrome de Martsolf RAB18 Displasia cortical
TBC1D20 Alteracdes oculares

Sindrome de DCAF17 Alopecia
Woodhouse-Sakati HHC

Disturbios neuroldgicos
Sindome ANES RBM28 HHC

Alopecia

Defeitos neurolégicos
Endocrinolopatias
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Hipoplasia adrenal NROB1 HHC
congénita ligada ao X Insuficiéncia adrenal primaria
Sindrome de Bardet- BBS1-18 HHC
Bied| Obesidade

Distrofia retiniana

Polidactilia

Malformacg6es renais

Atraso do desenvolvimento neuropsicomotor
Sindrome de Prader- 15q11.2 HHC
Willi Obesidade, polifagia, hipotonia

Ma&os e pés pequenos

Caracteristicas faciais dismorficas,

Atraso do desenvolvimento neuropsicomotor
Sindrome de Gorlin- PTCH1, HHC
Goltz PTCH2, Carcinomas basocelulares multiplos,

SUFU cistos epidermoides da pele, foice do cérebro

calcificada, circunferéncia craniana aumentada,

anomalias das costelas (bifidas, fusionadas,

chanfradas, parcialmente ausentes), hipertelorismo
ocular leve, espinha bifida oculta das vértebras

cervicais ou toracica, fibroma ovariano

Tabela elaborada pelo autor.
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1.5 - Evolucéo da biologia molecular a no HHC

Nos ultimos anos, o Laboratério de Hormonios e Genética Molecular/LIM42 desenvolveu uma
linha de pesquisa caracterizada pelo estudo dos genes potencialmente relacionados aos
disturbios do desenvolvimento, incluindo o HHC. Inicialmente, a identificacdo das causas
genéticas dos pacientes com HHC era realizada por meio do rastreamento de genes
candidatos, empregando a metodologia de sequenciamento genético conhecida como técnica
de Sanger (47). Por meio dessa técnica, diversas variantes patogénicas foram descritas,
porém a manutencgdo desta metodologia na rotina diagnoéstica era dificil devido ao aumento
expressivo do numero de genes candidatos no HHC no decorrer dos anos e também pelo fato
de haver grande variabilidade na apresentacgéao clinica desses pacientes, podendo um mesmo

gene ser responsavel por fendétipos diferentes, como discutido anteriormente (8, 48-51).

Com a permanéncia da maior parte dos casos de HHC sem diagndsticos molecular, assim
como o avanco das tecnologias moleculares e maior conhecimento das bases genéticas
fisiopatogénicas da doenca, metodologias direcionadas a buscar alteracdes ndo detectaveis
por meio de sequenciamento simples passaram a ser utilizadas. Dessa maneira, ampliou-se
a direcdo da pesquisa molecular no LIM42 para alteragbes maiores como dele¢gbes e/ou

duplica¢des de um ou mais exons nos genes ja associados ao HHC.

Passou a ser empregado em alguns casos da casuistica, a técnica de amplificacdo de
multiplas sondas dependente de ligacdo (MLPA — Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification), considerada uma alternativa mais rapida e economicamente mais viavel que
outras técnicas moleculares (52). O MLPA permite a avaliacdo de aproximadamente 45
sequéncias do genoma em um Unico experimento, sendo capaz de detectar delecbes e
duplicacdes em diversos genes ou regides cromossdmicas (53). Por meio da MLPA,
identificaram-se alteracdes maiores como a delecdo completa de todos os exons do gene
FGFR1 em uma paciente do sexo feminino com HHC, bem como duas dele¢8es de multiplos
exons (exons 1-2 e 3—14) no ANOS1 em dois pacientes com sindrome de Kallmann (51, 54).
Com essa técnica é possivel avaliar diversas regides gendmicas, porém é necessario uma
suspeita clinica para direcionar a pesquisa para um kit especifico para direcionar a pesquisa
na regido gendmica suspeita (55). Além disso, € importante destacar que a principal limitagdo
da técnica de MLPA € que nao é possivel visualizar a localizagdo cromossdmica da alteracao,

assim como as translocac¢des nédo sdo detectadas.

Ao longo dos anos, novas metodologias de sequenciamento foram desenvolvidas visando o
sequenciamento simultaneo de diversas regiées do genoma, com maior velocidade e menor

custo como o uso do sequenciamento paralelo em larga escala (SPLE). Com essa
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metodologia, tornou-se possivel que varios genes fossem analisados em uma Unica reacao
com baixo custo relativo, viabilizando o uso dessas novas técnicas de sequenciamento na
rotina diagndstica de diversas doengas. Com as novas técnicas de sequenciamento genético
o diagnostico molecular vem aumentando para até 50% (3). Apesar do SPLE ser uma
ferramenta muito (til para o rastreamento de genes ja conhecidos no HCC, néo é tao eficiente
na identificacdo de novos genes associados ao HHC. A funcdo mais adequada para o painel
de genes seria a de fazer um rastreamento dentre genes ja conhecidamente associados a
uma doenga, que tipicamente tenha varios genes como causadores do fenétipo. Uma
pesquisa da literatura, bem como do OMIM (Online Mendelian Inheritance in Men;
http://HHCn.ncbi.nim.nih.gov/omim), mostra que condicbes que combinam fendotipos
sindrémicos e deficiéncia de gonadotrofinas sdo pouco frequentes. Porém, uma analise mais
profunda do fendétipo clinico revela que a deficiéncia mental é frequentemente observada
nessas sindromes, além de surdez, algumas manifestagdes neuroldgicas e oftalmolégicas.
Em alguns pacientes, a puberdade tardia € o primeiro sinal clinico de um distarbio

neurodegenerativo associado a deméncia em idade adulta (56).

Dessa maneira, 0 maior conhecimento do amplo espectro clinico possivel no HHC é
importante tanto para a identificacdo de novos genes ou regides genémicas importantes que
possibilitem maior conhecimento dos mecanismos biolégicos dessa doenca, assim como a
identificacdo do hipogonadismo hipogonadotréfico pode ser a primeira manifestacdo de um
complexo sindrdmico, como discutido acima, que pode auxiliar ndo apenas no diagnostico
etiolégico como no tratamento mais precoce que pode contribuir para menor morbidade e

melhor qualidade de vida desses pacientes.
1.6 - Variagdes do numero de copias (Copy number variation — CNV)

As formas de variagfes genéticas envolvem desde mutagdes em ponto, que alteram um Unico
par de bases, pequenas duplicacdes, insercbes ou dele¢cdes (mutacbes indel) até grandes
rearranjos cromossbmicos que podem ser detectados citogeneticamente usando um
microscopio. O termo variagcado do nimero de copias ou copy number variation (CNV) se refere
a uma mudanca no numero de copias de um determinado segmento gendmico de escala
intermediaria, muito grandes para ser identificados no sequenciamento génico, mas
submicroscdpicos, ou seja, pequenas para derem identificadas com técnicas de hibridizacéo
in situ ou cariotipagem, englobando em geral segmentos maiores que 1Kb, mas tipicamente
menores que 5 Mb. As CNVs incluem tantocdpias adicionais de sequéncia (duplicacdes)
guanto perdas de material genético (delecées) (56). A pesquisa de CNVs é bastante utilizada
na investigagdo molecular de fenotipos sindrébmicos complexos como o atraso de

desenvolvimento neuropsicomotor, transtornos do espectro do autismo, bem como o retardo
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mental e deficiéncia intelectual (57-59).

As CNVs sdo geralmente herdadas e sua frequéncia varia dependendo do tamanho
considerado na alteragdo, mas estimativas sugerem que mais de 12% do genoma de qualquer
individuo pode envolver alteragcdes em numero de cépias, ou seja, individuos normais e
saudaveis também sdo portadores de CNVs (52, 57, 58) Com 0 uso progressivo da
citogenética molecular, as CNVs tém surgido como fonte significativa de variabilidade
genética, sendo implicadas em aspectos da diversidade populacional, bem como em etiologia

ou predisposicdo de doencas individuais (59).

A implicacdo das CNVs em manifestacdes clinicas relevantes depende da regido envolvida,
podendo representar desde variantes polimérficas benignas, até tracos mendelianos ou
esporadicos, ou estar associados a doencas complexas devido a diversos mecanismos
moleculares como: dosagem génica, ruptura de genes, fusdo génica ou ainda efeito posicional

(60). Assim, uma caracterizacdo clinica detalhada é de extrema importancia.

1.7 - Interpretacdo das CNVs: relevancia clinica

A patogenicidade das CNVs pode ser resultante de alteragdo no balanco da dosagem génica
ou por uma disfuncéo do gene. As CNVs intragénicas ou que envolvem um Unico gene podem
ter efeitos semelhantes a mutagdes de ponto, apresentando caracteristicas de uma heranca
mendeliana. De outra forma, CNVs maiores, compreendendo diversos genes, podem criar um

grande espectro fenotipico, sendo denominadas “desordens genémicas” (61).

Ainda existem dificuldades na interpretacdo das CNVs para distingui-las entre aquelas que
retratam a diversidade genética humana ou as que estdo relacionadas a um quadro clinico
especifico. Na interpretacdo das CNVs, foca-se na relevancia clinica dos achados, com a
tentativa de classificar as CNVs encontradas em patogénicas ou clinicamente relevantes,
provavelmente patogénicas, de significado incerto ou benignas. Diferentes ferramentas
podem ser utilizadas para investigar as CNVs no genoma, determinando os pontos de quebra
e avaliando o numero de copias presentes por individuo (62). Dessa forma, podemos
classificar as CNVs relacionando-as com as caracteristicas fenotipicas do paciente e com as
informacfes reunidas em diversos bancos de dados, como por exemplo, o Database of
Genomic Variants (DGV), no qual descreve variantes estruturais presentes em individuos
saudaveis, e o Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using
Ensembl Resources (DECIPHER), que lista alterag6es gendbmicas associadas a um fenoétipo

clinico, dentre outros bancos de dados (58).
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O SNP Array é a ferramenta mais indicada pela Academia Americana de Genética (American
College of Medical Genetics -ACMG) para o estudo de sindromes genéticas causadas por
alteracdes cromossdmicas, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, autismo e anomalias
congénitas de causa desconhecida. Trata-se de uma metodologia capaz de identificar CNVs
como microdele¢cBes e microduplicacbes, que ndao sdo detectaveis pelo exame de cariétipo
com banda G, além de possibilitar a avaliacdo de grandes regides de perda de heterozigose

(LOH) e dissomia uniparental (63).

Recentemente identificamos uma dele¢do em heterozigose de toda a regido codificadora do
gene SOX10 em uma paciente com sindrome de Kallmann e surdez associada que ja havia
sido submetida a pesquisa de mutacdes pelo painel dos genes de HHC por SPLE sem
resultados. Esse diagndstico somente foi possivel, pois ap0s a realizacao do sequenciamento,
adotamos um protocolo de rastreio de possiveis pequenas CNVs realizado por meio da
ferramenta CONTRA (Copy Number Analysis for Targeted Resequencing) (3).

A partir de entdo, vimos a importancia da avaliacdo desses pacientes sem diagndéstico
molecular definido por Sanger ou pelo SPLE, por uma técnica capaz de detectar grandes
delecdes ou duplicacdes haja vista que uma importante limitacdo destas metodologias se
encontra na necessidade de escolha de uma regido especifica previamente identificada e a
incapacidade de detectar grandes perdas ou ganhos, restringindo a abrangéncia destas

analises no estudo do genoma humano.

Muitos estudos tém descrito a associacdo de CNVs com quadros clinicos especificos. No
campo da Endocrinologia, a cariotipagem molecular tem sido usada como ferramenta na
identificacdo de causas genéticas para diversas condi¢des, incluindo faléncia ovariana
prematura, obesidade severa de inicio precoce, hipotireoidismo congénito e disgenesia
tireoideana, desordens da diferenciacdo sexual, defeitos esqueléticos com déficit de

crescimento e sindrome de Silver-Russell (64).

No campo especifico do HHC, h& poucas descricbes de alteragdes causadas por CNVs na
literatura. Izumi et al (2014) pesquisaram 58 pacientes com HHC, incluindo HHC normdésmico,
SK, deficiéncia hipofisaria multipla e sindrome CHARGE e encontraram uma delecéo de 5,1
Mb englobando todos os exons do FGFR1, além de exons de 29 outros genes e pseudogenes

ndo associados ao HHC em um paciente com SK (65).

Até o presente momento, o estudo de CNVs ainda nao foi utilizado em uma grande coorte de
pacientes com HHC. Acreditamos que o0 uso dessas metodologias possibilitard o diagnéstico

etiolégico em parte desses paciente
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2- OBJETIVOS
2.1 Objetivo principal

Pesquisar a presenca de dele¢cdes ou duplicacdes submicroscOpicas em um grupo
selecionado de pacientes com HHC sem diagnéstico molecular estabelecido.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a frequéncia de variagbes no nimero de copias patogénicas em um grupo de
pacientes HHC sem causa definida.

e Estabelecer a correlacdo entre o gendétipo mutante e o fendtipo observado nesses
pacientes e segrega-los entre os outros membros da familia.

¢ Identificar novas regifes cromossdmicas e/ou hovos genes possivelmente relacionados
a etiologia do HHC.
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3- METODOS
3.1 - Consideracbes éticas

Este estudo foi conduzido de acordo com a Resolugcdo do Conselho Nacional de Saude
466/2012. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo. O Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido foi assinado por todos os pacientes ou seus responsaveis legais (Anexo 1).

3.2 - Pacientes

Foram selecionados 50 pacientes ndo relacionados, portadores de HHC, atendidos no
ambulatério da Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP - Sdo Paulo (HCFMUSP).

Os critérios clinicos para definicdo de HHC foram: falta de aparecimento ou desenvolvimento
incompleto de caracteres sexuais secundarios apos 0s 16 anos nas meninas e 18 anos nos
meninos, concentracdes baixas de esteroides sexuais, associadas a concentragdes baixas ou
inapropriadamente normais de LH e FSH, auséncia de deficiéncias hipofisarias combinadas e
ressonancia magnética da regiao hipotalamo-hipofisaria sem evidéncias de anormalidades. A
presenca de anomalias olfatérias nos pacientes foi avaliada por meio do Teste Olfatérios
desenvolvido pela Universidade da Pensilvania (UPSIT - University of Pennsylvania Smell
Identification Test), teste mundialmente utilizado e considerado por muitos como o padréo-

ouro da avaliacao olfatoria.

Os pacientes foram selecionados a partir de uma grande coorte de 295 pacientes portadores
de HHC estudados pelo laboratorio LIM42. Todos os pacientes incluidos nesse estudo ja
haviam sido anteriormente submetidos ao estudo molecular por meio do sequenciamento dos
genes classicamente associados ao HHC pelo método de Sanger, ou pelo sequenciamento
paralelo em larga escala por meio de um painel de 36 genes selecionados relacionados ao

HHC enumerados na Tabela 2.
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Tabela 2: Genes relacionados ao HHC avaliados nos pacientes por meio do sequenciamento

paralelo em larga escala

Gene GeneCards ID
ANOS1 GCO0XM008528
FGFR1 GC08M038411

FGF8 GC10M101770
GNRH1 GC08M025419
GNRHR GC04M067737

TAC3 GC12M057009
TACR3 GC04M103586

KISS1 GC01M204190
KISS1R GC19P000917
PROK2 GC03M071820

PROKR2 GC20M005301

CHD7 GC08P060678

FGF17 GC08P022042
SEMA3A GC07M083955
SEMAT7A GC15M074409

ILA7RD GCO03M057124
HS6ST1 GC02M128236
RNF216 GC07M005661

DUSP6 GC12M089347

WDR11 GC10P120851
POLR3A GC10M077969
POLR3B GC12P106357

FLRT3 GC20M014322

SPRY4 GC05M142272

SOX10 GC22M039963

NSMF GC09M137447
MKRN3 GC15P024015

MSX1 GC04P004861

OTX2 GC14M056799

EBF2 GC08M025841

GHSR GC03M172443

IGSF1 GC0XM131273
DMXL2 GC15M051447
IGSF10 GC03M151425
IGFALS GC16M001790
PNPLAG GC19P007534

Adaptado Amato et al., 2019 (3)

Reference
Legouis et al.1991 (66)
Dodé et al. 2003 (67)
Falardeau et al. 2008 (68)
Bouligand et al. 2009 (69)
de Roux et al. 1997 (70)
Topaloglu et al. 2009 (9)
Topaloglu et al. 2009 (9)
Topaloglu et al. 2012 (71)

de Roux et al. 2003/
Seminara et al. 2003 (72, 73)
Dodé et al. 2006 (74)

Dodé et al. 2006 (74)
Kim et al. 2008 (25)
Miraoui et al. 2013 (75)
Young et al. 2012 (76)
Kansakoski et al. 2014 (77)
Miraoui et al. 2013 (75)
Tornberg et al. 2011 (78)
Margolin et al. 2013 (79)
Miraoui et al. 2013 (75)
Kim et al. 2010 (80)
Saitsu et al. 2011 (81)
Saitsu et al. 2011 (81)
Miraoui et al. 2013 (75)
Miraoui et al. 2013 (75)
Pingault et al. 2013 (22)
Miura et al. 2004 (82)
Abreu et al. 2013 (83)
Xie et al. 2013 (84)
Diaczok et al. 2008 (85)
Trarbach et al. 2005 (86)
Howard et al. 1996 (87)
Sun et al. 2012 (88)
Tata et al. 2014 (89)
Howard et al. 2016 (90)
Domene et al. 2004 (91)
Topaloglu et al. 2014 (29)
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Da coorte inicial de 295 pacientes, 200 foram excluidos inicialmente devido a defini¢cao prévia
do diagnostico molecular, falta de material biol6gico ou perda de seguimento ambulatorial.
Entre os 95 pacientes restantes, 50 foram selecionados para serem avaliados no presente
estudo, sendo, 35 homens e 15 mulheres; 21 com sindrome de Kallmann e 29 com HHC
normésmico. Doze casos eram familiares ou provenientes de familias consanguineas,
totalizando 24% dos pacientes (Figura 4). A média da idade de diagndstico dos pacientes foi
de 18 anos com idade maxima de diagnostico aos 32 anos. As caracteristicas clinicas dos

pacientes estudados estéo vao ser descritas na sessao de resultados.

Na selecdo os pacientes foram priorizados aqueles com apresentacao clinica mais variada
com outros fenétipos associados, seja uma manifestacédo clinica sabidamente do préprio HHC
ou ndo. Onze deles apresentavam alguma caracteristica clinica adicional ndo relacionada ao
quadro reprodutivo, como defeitos da linha da média, malformacbes renais, surdez,

anormalidades esqueléticas, alteracdes neuroldgicas ou distlrbios psiquiatricos.

Excluid ; i i
Xelulaos a4 pacientes com diagnostico molecular

Total de 295 pacientes com HHC - 107 pacientes com falta de DNA
47 pacientes com perda de seguimento

95 pacientes sem diagnostico molecular

!

50 pacientes selecionados para pesquisa de CNVS

! !

12 pacientes com alguma outra

38 pacientes com HHC o . - .
P caracteristica clinica ndo associada ao HCC

Figura 4 — Algoritmo da selecéo dos pacientes analisados
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3.3 - Extragdo de DNA gendmico

As amostras de DNA foram obtidas a partir de leucdcitos de sangue periférico dos individuos
incluidos na pesquisa. O DNA foi extraido e armazenado de acordo com procedimento
padronizado no Laboratério de Hormonios e Genética Molecular/LIM42 da Unidade de
Endocrinologia do Desenvolvimento, Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,

baseado no método de Miller e colaboradores (92).

A concentracdo do DNA foi estimada a partir da leitura da densidade o&ptica por
espectrofotometria (Biophotometer, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha); no comprimento de
onda de 260 nm (1 unidade DO 260 = 50 pg/mL). O grau de pureza foi avaliado pela relagéo
A260/280, sendo superior a 1,75. A integridade do material foi verificada com eletroforese em
gel de agarose (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) a 1% em TAE (Tris 0,004 M,;
Acido Acético Glacial; EDTA 0,001 M pH 8,0) contendo SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) na concentracdo de 0,1 yL/mL de gel com
posterior visualizacdo por transiluminagéo com luz ultravioleta para verificar sua integridade.
Foram utilizados 500 ng do marcador de peso molecular A DNA-HindlIl digest (250 ng/WL) e
20 ng do A DNA (10 ng/WL) (ambos Thermo Fisher Scientific, Waltham, 34 MA, EUA) como
padrdo de massa. Em seguida, as amostras foram mantidas congeladas a menos 20° C até
seu uso. A concentracdo do DNA extraido foi obtida por leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 260 nm (1 unidade DO 260 = 50 ug/mL). A relacdo ideal entre as
leituras em 260 e 280 nm para a caracteriza¢do da pureza do material € superior a 1,75. As

amostras serdo mantidas congeladas a — 20 °C até seu uso.
3.4 - Técnica de SNP array

A técnica de bead array foi realizada utilizando o Infinium CytoSNP-850K BeadChip® da
plataforma Illumina® (https://HHCn.illumina.com). Esse BeadChip compreende um painel de

triagem do genoma contendo aproximadamente 850.000 sondas de oligonucleotideos de 50
pb, com um espacamento médio de 1,8 kb entre elas, abrangendo todo o genoma. As sondas
sdo estrategicamente localizadas em todas as regibes de importancia citogenética
conhecidas, incluindo regides subteloméricas, pericentroméricas e dos Ccromossomos
sexuais. Segundo informagfes do fabricante a média da resolu¢cao minima de detecgéo de
CNVs para este array utilizando o BeadChip CytoSNP-850K® ¢é de cerca de 18 kb.

Os experimentos foram realizados de acordo com instru¢bes do fabricante (Figura 5),
utilizando-se 4 uL de DNA em uma concentracao final de 200 ng. As amostras extraidas foram
transferidas para uma placa MSA3 especifica para que o DNA pudesse ser desnaturado

guimicamente e em seguida neutralizado por reagentes especificos fornecidos no kit. Em


https://www.illumina.com)/
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seguida, foi realizada a etapa de amplificacdo genbmica, na qual as amostras foram
incubadas a 37 °C por 20-24 horas. Na etapa seguinte, p6s-PCR, o DNA foi fragmentado por
acado de uma enzima (reagente FMS) e em seguida precipitado utilizando-se os reagentes 2-
propanol e PM1. A placa com as amostras foi mantida invertida por pelo menos uma hora em
temperatura ambiente para que o pellet pudesse secar. Em seguida, o DNA precipitado foi
ressuspendido com um reagente denominado RA1 e aplicado no BeadChip. Este foi incubado
a 48°C por aproximadamente 16 horas para que ocorresse a hibridagdo das amostras nas
sondas especificas. Terminada a etapa da hibridagéo, o BeadChip foi lavado e preparado para
0 processo de coloracdo. Nesta etapa o DNA ndo hibridado foi removido e os nucleotideos
(A, T, C e G) foram adicionados, seguindo para a etapa de coloragdo dos nucleotideos
hibridados com fluorocromos especificos (A e T — marcacdo em vermelho; C e G — marcacao
em verde) (Figura 6). Apds a lavagem, a intensidade dos sinais foi medida por um laser
scanner por meio do equipamento iScan System® (lllumina®), e os arquivos GTC gerados
foram analisados com o auxilio do software especifico disponibilizado, BlueFuse Multi 4.3®

(BlueGnome®)
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Figura 5. Técnica de array da plataforma lllumina®: A amostra de DNA é isotermicamente amplificada
overnight (passos 1 e 2). O produto amplificado € entdo fragmentado por um processo enzimatico
controlado (passo 3), seguindo para os passos de precipitacdo alcodlica e ressuspensdo do DNA
(passo 4). Apés, o BeadChip é preparado para a hibridacdo (passo 5), as amostras sédo aplicadas e
incubadas overnight. Estas, durante o passo de hibridacédo, se anelam as sondas especificas de 50-
mers presentes na superficie das beads de silica (passo 6). Cada bead apresenta em sua superficie
varias sondas iguais correspondentes a uma regido genémica especifica. Apds a hibridacéo, o alelo
especifico é determinado por extensdo de base com subsequente coloragdo fluorescente (passo 7). As
intensidades da fluorescéncia das beads sdo detectadas pelo scanner (passo 8) e os dados sao
analisados por softwares especificos (passo 9)
Referéncia:https://support.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/
workflows/workflow_infinium.pdf.
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Figura 6. Metodologia de SNP-array: DNA do paciente € marcado usando um fluorocromo e
subsequentemente hibridado a uma Iamina de microarray. Cada spot na lamina representa um alelo A
ou B para um locus especifico no genoma. O DNA hibrida nas sondas com sequéncia complementar.
Ap6s a hibridagéo, a lamina é escaneada por um aparelho que mede a fluorescéncia de cada sonda.
A intensidade da fluorescéncia para cada locus e para cada alelo em um determinado locus é calculada.
Um locus heterozigoto (AB) mostrara intensidade igual para ambos os alelos. Um alelo homozigoto (AA
ou BB) mostrard maior intensidade para o alelo presente (A ou B). Informag8es sobre o nimero de
cOpias podem ser extrapoladas destes dados. O software de analise compara os dados a um arquivo
de referéncia in silico e plota cada sonda ao longo do comprimento do cromossomo dependendo da
sua localizacgdo e intensidade de fluorescéncia; também plota separadamente a frequéncia do alelo B
(B Allele Frequency - BAF), de acordo com a proporc¢do das intensidades de fluorescéncia dos alelos
A e B. (Modificado de Karampetsou et al 2014) (93).
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3.5 - Analise de bioinformética
A andlise dos dados brutos do array foi realizada por meio do software BlueFuse Multi® 4.3
(BlueGnome®), assim as amostras foram normalizadas e parametros foram selecionados para

gue as alteracdes pudessem ser identificadas.

As CNVs e as regibes de homozigose (ROH - copy neutral runs of homozygosity) foram
identificadas a partir dos graficos B Allele Frequency (BAF) e Log R Ratio (LRR). Deste modo,
os graficos de BAF representaram a frequéncia alélica e possuiam valores que variavam de
0 a 1, sendo que regides diploides normais apresentavam sondas distribuidas em 0, 0,5 e 1,
regibes de homozigose exibiam sondas com valores de BAF em O e 1, e areas de alteragéo
alélica apresentavam valores intermediarios (delecdo — valores das sondas em 0 e 1; e
duplicacdo — valores das sondas em 0, 0,25, 0,75 e 1). J& os graficos de LRR representaram
0 numero de cOpias gendmicas, sendo que valores em 0 referiram-se a duas copias, valores
menores a dele¢des e valores maiores a duplicacbes (Figura 7) (LaFramboise, 2009). Foram
consideradas as delecdes e as duplicagbes que envolviam pelo menos 10 sondas
consecutivas, e as ROHs que envolviam pelo menos 500 sondas consecutivas e 3 Mb de
tamanho (Figura 8). Além disso, todas as alteracdes foram checadas para que fossem obtidas

apenas as CNVs e as ROHs verdadeiras.
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Figura 7 — Representacéo gréfica dos resultados obtidos por meio da técnica de array. CN=2 refere-
se ao resultado normal (duas cépias gendmicas), CN=1 representa a delecdo (uma copia genémica),
e CN=3 equivale a duplicacado (3 cépias gendmicas).

Referéncia: https://HHCn.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_cytogenetics.pdf.
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Array Parameters

Microarray Type

Hlurmina CytoSMP-850K w1, 1 - |

Reqgion Sizes

Minimum Del Size - exdusively backbone (Kb) 0
Minmimum Del Size - induding disease (Kh) 0
Mimimum Dup Size - exdusively backbone (Kb) 0
Minimum Dup Size - induding disease (Kb) 0

Minimum LOH Region Size {Mb) 3

Significant Clones

Minirmurn Mumber of Clones - CGH region 10
Minimum Mumber of Clones - LOH region 500
Smoothing

Smoothing Parameter - backbone (dones) 3

Y&

Smoothing Parameter - disease (dones)

Figura 8 — Parametros utilizados no software BlueFuse® para analise das CNVs e das ROHs por meio
da técnica de array

3.6 — Interpretacao das CNV’s

As coordenadas gendmicas dos segmentos cromossdmicos considerados CNVs na analise
do SNP-array foram dispostas de acordo com o Human Genome Building de referéncia
GRCh37/hg19 disponiveis no site do Genome Reference Consortium Human Genome a

seguir: http://HHCn.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/ assembly/qrc/ .

Como exposto, as CNVs sdao comuns e também presentes em individuos da populacdo em
geral (94). Dessa maneira, 0 primeiro passo ho processo de interpretacdo das CNVs, é saber
se existe evidéncia da patogenicidade daquela CNV em bancos de dados publicos e realizar
a exclusdo de CNVs comuns, provavelmente benignas e que nédo estédo envolvidas no fenétipo

clinico (95). Outro critério importante para classificacdo da CNV é se a regido comprometida


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/%20assembly/grc/
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se sobrepde a uma coordenada gendmica ja anteriormente publicada ou bem reconhecida
com certo desequilibrio cromossémico associado com alguma doenga ou sindrome. Além
disso, devem ser consideradas as caracteristicas morfolégicas da CNV, como tamanho e tipo
de CNV, com perda ou ganho de numero de cépias, assim como contetdo génico, incluindo
0 comprometimento de um gene importante, o0 numero de genes envolvidos, o
comprometimento de uma regiao génica que seja fundamental para codificacdo de proteinas,
ou quaisquer elementos conhecidos funcionalmente importantes. Por outro lado, o
envolvimento de uma regido com genes/regides gendmicas sabidamente benignas ou uma
regido de haploinsuficiéncia estabelecida/prevista ja direciona para uma classificacdo de
benignidade. E por fim, a ocorréncia da CNV nos genitores (segregacao familiar) também é

um dado avaliado para considerar a patogenicidade (96, 97).

Para a analise do significado clinico das variantes, a primeira etapa neste estudo foi a
comparacgado das CNVs com dados de individuos sem doencas genéticas referidas (controles),
presentes na plataforma Database of Genomic Variants (DGV). Portanto, CNVs foram
classificadas como benignas quando CNVs similares foram encontradas com frequéncia >1%
em controles ndo afetados. (98) Apoés ter excluido as CNVs comuns, as restantes foram
consideradas candidatas a patogenicidade. Uma vez constatado que a CNV identificada é
rara, bancos de dados publicos estéo disponiveis e contém informacdo de CNVs patogénicas.
Portanto, o segundo principio usado foi a busca das CNVs em individuos com fenétipos
alterados, depositados no banco de dados Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans Using Ensembl Resources (DECIPHER) (99), banco de dados que
descreve desequilibrios cromossémicos e seus fendétipos associados, assim como pelo OMIM

(Online Mendelian Inheritance in Men; http://HHCn.ncbi.nim.nih.gov/omim).

Os fendtipos descritos para tais pacientes portadores de CNVs foram sobrepostos as de
Nnossos pacientes para verificar uma possivel sobreposicdo com o fenétipo do presente
estudo. Avaliamos se as CNVs apresentavam sobreposicdo em regides genémicas que sédo
definidas como clinicamente significantes, tais como regifes subteloméricas ou regides de
sindromes conhecidas que sdo provavelmente patogénicas por natureza. E para fins de
diagnostico, essas CNVs devem incluir a regido critica da sindrome. Dessa maneira, o terceiro
critério usado foi o conteddo génico das CNVs encontradas, realizando-se sua anotagéo e

sua avaliacao através do UCSC (University of California, Santa Cruz) e GeneCards.

O conteddo génico incluiu o nimero total de genes codificadores, bem como a presenca de
genes com funcdo associada a processos de desenvolvimento puberal ou ainda a presenca
de genes cujos modelos animais apresentassem prejuizo no eixo gonadotréfico. Para andlise

do papel dos genes contidos nos segmentos dessas CNVs, consultamos o banco de dados
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como OMIM (Online Mendelian Inheritance in Men; http://HHCn.nvbi.nlm.nih.gov/omim) para

avaliar tanto a relagcéo de causa, como seu efeito fenotipico conhecido de dosagem.

Para as CNVs de novo, especialmente aquelas que nao foram observadas entre os individuos
da populacdo em geral e ndo coincidem com CNVs recorrentes observadas em individuos
com fendtipos clinicos similares, muitos fatores podem ser usados para guiar a avaliacao da
sua relevancia clinica, tais como tamanho, localizagdo (intersticial, centromérica ou em
regides repetidas), tipo (delecdo ou duplicacdo) e conteudo génico. (97, 100, 101) O tamanho
da CNV esta associado com o numero de genes afetados, portanto a probabilidade de
patogenicidade aumenta proporcionalmente com o tamanho da CNV. Dessa maneira, 0
tamanho das CNVs é um dos critérios de classificacdo de patogenicidade: as CNVs < 200 kb,
classificadas como menores, sédo mais sugestivas de benignidade e as maiores que 500 kb sdo
consideradas sugestivas de patogenicidade. As CNVs entre 200-500 kb, séo consideradas de
tamanho intermediario. E importante ressaltar aqui que o tamanho da CNV é apenas um dos
critérios a ser avaliado em conjunto com outras caracteristicas, ndo sendo um critério avaliado
isoladamente, determinante da classificagéo. O tipo de alteracéo estrutural da CNV (delec&o
ou duplicacdo) € outro critério importante a ser considerado, tendo em vista que as
duplicacdes sédo alteracdes genéticas melhor toleradas que delecdes e, portanto, delecdes

tém uma probabilidade maior de serem patogénicas (100).

Juntamente com as CNVs patogénicas, as plataformas de microarrays também tem
identificado muitas outras CNVs dificeis de serem categorizadas em benignas ou patogénicas,
chamadas de variantes de significado incerto (VUS). As VUS séo alteracdes que néo foram
previamente descritas, nem foram vistas (em frequéncia razoavel) em individuos controle ja
estudados, por exemplo, na plataforma Database of Genomic Variants (DGV). E por fim, a
andlise da segregacao das alteracdes nas familias dos pacientes que seria interessante e um
outro critério usado para pontuar na classificagdo da CNV, néo foi realizada devido a falta de

material genético dos familiares dos pacientes.

Os critérios de analise e as etapas de avaliagdo das CNVs bem como os sites das plataformas

utilizadas estéo resumidos seguir (Tabela 3 e Tabela 4)


http://www.nvbi.nlm.nih.gov/omim

46

Tabela 3: Critérios utilizados para a interpretacéo clinica das CNVs

CRITERIOS PRINCIPAIS

CNVs patogénicas

CNVs benignas

Alterac@o sobreposta a regides
descritas em individuos saudaveis
como apresentando numero de
copias variavel em frequéncia
aumentada (por exemplo, DGV)

X

Alteracdo sobreposta a regides
com duplicac¢Bes e delecbes
reportadas em pacientes com
fenotipos alterados (por exemplo,
DECIPHER)

CNV contém gene (s) OMIM
(categoria morbid) ou ja
relacionados a doencas genéticas
(PubMed)

CNV rica em genes

CNV pobre em genes

CRITERIOS SECUNDARIOS

CNV é uma delecéo

CNV € uma duplicacao

CNV é uma amplificacao (ganho
de mais de uma copia)

CNV de tamanho > 500KB

CNV de tamanho < 200KB

x

CNV néo tem genes

FONTE: adaptado Lee et al., 2007 (100)

Tabela 4: Bancos de dados disponiveis na internet para andlise de dados de CNVs

Banco de dados

Database of Genomic Variants

(DGV)

Database of Chromosomal
Imbalance and Phenotype in

Endereco eletrénico

http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

http://decipher.sanger.ac.uk/

Humans Using Ensembl Resources

(DECIPHER)

National Center for Biotechnology
Information (NCBI), inclui Online

Mendelian Inheritance in Men (OMIM)

e PubMed
UCSC Genome Browser

Ensembl Genome Browser

http://genome.ucsc.edu/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Propésito

Banco de dados de
variantes benignas

Banco de dados de
variantes em
afetados. Inclui
fenotipo associado a
cada alteracdo

Banco de dados
citogendmicos geral.
Contém localizacao

de genes, sondas,
SNPs, variantes, etc.

http://www.ensembl.org/index.ht

FONTE: adaptado Kulikowski et al., 2013 (102)

ml

Legenda: UCSC: University of Califormia, Santa Cruz Genome Browser


http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home
http://decipher.sanger.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://genome.ucsc.edu/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ensembl.org/index.html
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4- RESULTADOS

4.1- Caracterizacao da casuistica

A apresentacao clinica dos pacientes esta sintetizada na Tabela 5. A coorte foi constituida
por 50 individuos adultos diagnosticados com HHC (35 homens e 15 mulheres), sendo 29
com HHC normdésmico e 21 com sindrome de Kallmann. Doze pacientes apresentavam
histéria familiar positiva para hipogonadismo ou atraso puberal, com alguns casos de
familiares com hipogonadismo confirmado com exames laboratoriais, outros apenas
sugestivos, com relatos de parentes de 1° ou 2° grau com auséncia ou atraso de aparecimento

de caracteres sexuais secundarios, menarca tardia ou até infertilidade.

Todos os 25 pacientes do sexo masculino nos quais foi possivel fazer o exame fisico antes
do inicio da reposicao de testosterona apresentavam micropénis, com comprimento peniano
variando entre 4,0 e 10 cm. Sete pacientes (20%) apresentavam criptorquidia, dois deles com
apresentacdo bilateral. Dos 50 pacientes, 41 apresentavam hipogonadismo completo e nove
apresentavam hipogonadismo parcial, sendo que dentre esses, dois homens evoluiram com
reversdo do hipogonadismo. Em relagdo as caracteristicas fenotipicas néo reprodutivas, cinco
pacientes apresentavam déficit auditivo com diferentes graus de gravidade e lateralidade.
AlteragOes renais foram detectadas em trés casos: dois casos com redug¢do volumétrica
unilateral e um com ectasia pielocalicial também unilateral, nenhum deles com disfungéo renal
associada. A ocorréncia de cistos renais nao foi considerada devido a elevada prevaléncia na
populacédo geral e grau de benignidade dos achados. Um paciente apresentou cardiopatia
congénita do tipo comunicacgdo interatrial. As alteracbes esqueléticas descritas foram:
clinodactilia (presentes em dois pacientes), encurtamento da quarta e quinta articulacbes
metacarpofalangeanas (um paciente). Entre outros dismorfismos presentes, 0os mais
frequentes foram: palato ogival, cibito valgo, atresia de coanas em quatro, dois e um paciente
respectivamente. Nenhuma das alteracbes esqueléticas ou dismoérficas caracterizaram
sindromes genéticas estabelecidas. Dentre as altera¢cées neuropsicolégicas, quatro pacientes
apresentavam déficit cognitivo leve e um paciente foi diagnosticado com depresséo grave com

histérico de tentativa de autoexterminio e internacédo em clinica de reabilitacéo.



49

Tabela 5 — Apresentacao clinica dos pacientes com HHC avaliados no estudo e 0s respectivos resultados encontrados no SNP array

ID

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7

P8
P9

P10
P11
P12

P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19

P20

P21

P22

Género Diagndstico

<= ZIZZZ5L5L(L

=TI ZILL

<

SK
HHCn
SK
HHCn
HHCn
SK
SK

SK
SK

HHCn
SK
HHCn

SK
SK
HHCn
HHCn
HHCn
SK
HHCn

SK

SK

HHCn

Historia
Familiar

z22Z22 w =z Z2nzzwmwzz

Z2Z2Z2Znz22z2W0m

Fendtipos associados

Déficit cognitivo

Ectasia pielocalicial a E,
hiperextensao de cubito, hipertrofia
gengival, agenesia de 8 dentes,
palato em ogiva.

Atraso no DNPM, microcefalia,
estrabismo, palato ogival, rim E com
dimensdes reduzidas
Surdez a E, rim E com dimensdes
reduzidas
Atresia de coanas, cubito valgo,
desvio de mamilo direito, retificacdo
da coluna, assimetria (dimidio D>E).
Palato ogival.

RM de SNC

bulbos ausentes
sla
sla
sla
sla
bulbos ausentes
bulbos
hipoplasicos
sla
bulbos ausentes

s/a
s/a
s/a

bulbos ausentes
bulbos ausentes
sla
sla
sla

sla

sla

s/a

sla

SNP
array

del
del

dup

dup
del

del
del

Tamanho
(kb)
46,1

515,7

40,6

474
645,5

121,7
230,1

192

33,631,168

Cromossomo Classificagao

7935 PB
16p11.2 P
7936.1 VUS
12G24.32 PB

2022.1G22.2 VUS
5033.1 VUS
13933.3 VUS

3029 PB

15q11



P23

P24
P25

P26
P27
P28
P29

P30

P31

P32

P33

P34
P35

P36
P37
P38
P39
P40

=ZILL

<

<L

M T T T

HHCn

HHCn
SK

HHCn
HHCn
SK
SK

SK

SK

SK

SK

HHCn
SK

HHCn
HHCn
HHCn
HHCn
HHCn

Z2nz=z

zZ Z

nznzwm

Surdez bilateral, coloboma,
microftalmia, comunicacao interatrial

Hipoacusia bilateral, atraso cognitivo
leve, asma, DM2 e caracteristicas
faciais dismorficas, como: rosto
comprido com cabelo de implantacéo
alta, epicantus, nariz em sela, ponte
nasal achatada, orelhas grandes,
sobrancelhas extensas e raras, ponte
nasal larga e/ou deprimida, filtrum
labial longo e boca pequena
Clinodactilia.

Surdez a E

Criptorquidia a direita

4° e 5° MCF curtos, cubito valgo,
ictiose

Depresséao, hepatopatia grave

s/a

sla
auséncia de
bulbos e sulcos
olfatérios
rudimentares

sla

sulcos e bulbos
olfatérios
hipoplasicos
sulcos e bulbos
olfatérios
hipoplasicos
adenohipofise
reduzida
sulcos e bulbos
olfatérios
hipoplasicos
sla

sla
sulcos e bulbos
olfatérios
hipoplasicos
sl/a
sla
sl/a
sla

dup

del
del
dup
del

dup

dup

dup

dup

579,6

403,8
598,8
438,7
640,3

1,038,1

320.9

56,1

148,4

15q24.2

13¢13.3913.3
3026.31026.32

14q12

15026.3

Xpll.4

50

VUS

PB

VUS
VUS

VUS

PB

VUS

VUS



P41
P42
P43
P44
P45
P46
P47

P48
P49
P50

M T T T T T

T

F
F

HHCn
HHCn
HHCn
HHCn
HHCn
HHCn
SK

HHCn
HHCn
HHCn

Z2ZzZnzz2zzZ22Z2

nwz2z

Surdez a E

Palato ogival

sla
sl/a
sla
sla
sla
sla
sulcos e bulbos
olfatérios
hipoplasicos
sla
sla
sla

415,998
25,373

88.4

1p21.2

VUS
VUS

PB

Legenda: M: masculino; F: feminino; E: esquerda; SK: Sindrome de Kallmann; HHCn: Hipogonadismo Hipogonadotrofico congénito normésmico; DM2:
Diabetes Mellitus tipo 2, Del: delecdo; Dup: duplicacdo; MCF: metacarpofalangeanas; DNPM: desenvolvimento neuropsicomotor; s/a: sem alteracbes; PB:
provavelmente benigna; P: patogénica; VUS: variante de significado incerto; D: direta; E: esquerda

o1
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4.2 - Resultados de SNP array no grupo estudado

A andlise dos dados brutos obtidos apds o processamento inicial permitiu a identificacdo de
21 CNVs em 19 pacientes. Todos os resultados alterados foram checados por reacdes
independentes. As CNVs foram classificadas em benignas (B), provavelmente benignas (PB),
variantes de significado incerto (VUS), provavelmente patogénicas (PP) e patogénicas (P) de

acordo com a interpretacao conjunta dos critérios citados na sessdo de métodos.

Nenhuma dessas CNVs foi descrita no banco de dados de 400 controles saudaveis do
Laboratério do Centro de Estudos do Genoma Humano do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdo Paulo. Tampouco os segmentos foram considerados polimorfismos

guando comparados com estudos do DGV.

Entre as CNVs encontradas, sete foram classificadas como provavelmente benignas, doze
como de significado indeterminado e duas patogénicas. A menor alteragdo encontrada pelo
array foi de cerca de 25 kb (paciente P46) e a maior foi de 1038 kb (paciente P30). A maioria
dos pacientes apresentou apenas uma CNV, com excec¢édo de dois pacientes: o paciente P24
apresentou trés CNVs (2 PB e 1 VUS) e o0 P12, duas (ambas VUS). A Figura 9 apresenta
uma visdo esquematizada da analise geral dos resultados. As CNVs encontradas estéo

descritas na Tabela 6.



Realiza¢do de SNP array em 50 pacientes

S

Identificagdo de 21 CNVs em 19 pacientes

N

10 delegoes 11 duplicagées

Classificacao das CNVS de acordo com a
patogenicidade

%

7PB 12 VUS 2P
3 del 4 dup 5 del 7 dup 2 del

Figura 9: Fluxograma das CNVS obtidas a partir da avaliagdo dos participantes por SNP-array.
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Tabela 6 - Variacdes do numero de cépias gendmicas (CNVs) patogénicas e de significado indeterminado identificadas nos pacientes com HHC

avaliados no presente estudo

Identificacéo
do paciente
P2
P5
P9
P12
P12
P24
P25
P26
P27
P30
P37
P41
P46
P47

Tipo de
CNV
del
dup
del
del
del
dup
del
dup
del
dup
dup
dup
dup
del

Identificacéo
da CNV*
C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
Cc8
C9
C10
C11
C12
C13
C14

Tamanho
(PB)
515.747
40.628
645.517
121.702
230.137
579.684
598.804
438.7
640.361
1.038.102
56.166
148.474
415.998
25.373

Localizagao

Cromossbmica

16pl1.2
7q936.1
2022.1922.2
5q33.1
13g33.1
3p25.1
15g24.2
13913.3913.3
3026.31926.32
14q12
14qg23.2
Xpll.4
12p13.33
2p22.2

Inicio

28618318
151945060
141683630
151097281
108691594

15808707

75473227

35603527
175081967

27955485

64360733

40464822

1203900

36934513

Final

29134064
151985687
142329146
151218982
108921730

16388390

76072030

36042269
175722327

28993586

64416898

40613295

1619897

36959885

Classificacéo

Patogénica
VvUS
VUS
VvUS
VvUS
VUS

Patogénica
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS
VUS

Legendas: As CNVs foram identificadas pela letra C e seu respectivo numeral para facilitar a discusséo. Del: delecdo; Dup: duplicacdo; VUS: variante de

significado incerto;
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4.3 - Descricao clinica, SNP array e analise de bioinforméatica para
caracterizacdo do contetudo génico das variacfes

Entre os resultados mais importantes, destacamos duas CNVs classificadas como
patogénicas e uma VUS em trés pacientes do sexo masculino. As duas CNVs patogénicas
foram identificadas em regiGes cromossémicas com um numero relevante de genes
codificantes e associadas a sindromes conhecidas. A VUS em destaque contempla uma
duplicacéo intragénica do KMT2C, envolvido na patogénese de uma sindrome complexa,

possivelmente associada ao HHC em alguns casos.

4.3.1 - CNVs patogénicas

Foram encontradas duas CNVs classificadas como patogénicas pelos critérios do ACMG nos
pacientes P2 e P25. Os detalhes e contetdo génico dessas CNVs estao descritos na Tabela
7.

Tabela 7 - Contetdo génico das CNVs patogénicas encontradas nos pacientes utilizando a
técnica de SNP array.

Paciente CNV Localizacao Genes RNAs* Classificacao
P2 Delecdo  chr16:28618318- SULT1A1, NPIPL1, MRNA 4721 Patogénica
515 kb 29134064 EIF3C, EIF3CL,
ATXN2L, AK125489,
TUFM, SH2B1,
ATP2A1,
LOC100289092,
RABEP2, NFATC2IP,
CD19, LAT,
RRN3P2, AK075019
P25 Delecdo  chrl15:75473227- C150RF39, GOLGAGD, Patogénica
598 kb 76072030 DNM1P34, SIN3A, GOLGAGC,
NEIL1, MAN2C1, DQ588973
PTPN9, SNUPN, DQ582071,
SNX33, CSPG4, DQ577530,
IMP3, ODF3LI UBE2Q2,
GOLGAGC,
COMMD4,
DNM1P35,
BC016143,
MIR4313

*RNASs mensageiros € microRNAs
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Paciente P2

Paciente do sexo masculino, portador de HHC normdésmico parcial, filho de pais nao
consanguineos e saudaveis, iniciou seguimento no servigo de Urologia aos 30 anos de idade
com queixa de infertilidade. Ndo apresentava queixa de alteracdes olfatérias ou atraso de
desenvolvimento puberal, porém ao exame fisico, apresentava volume testicular reduzido
bilateralmente, o que foi confirmado posteriormente por ultrassonografia de bolsa escrotal (8,2
e 8,0 cm?). Exames complementares mostraram azoospermia ao espermograma, LH basal <
0.6 UL (1,7 a 8,6), FSH < 1 U/L (1,5 a 12,4), Testosterona: 61 ng/dL (249 a 836).
Ultrassonografia de abdome total e RM de sela turcica sem alteragdes e caridtipo 46XY. Nao
foi possivel caracterizar mais detalhadamente o fendtipo clinico, assim como realizar a
evolucdo clinica e hormonal desse paciente, pois 0 mesmo perdeu o0 seguimento no

ambulatorio.

O SNP array evidenciou uma CNV do tipo delecado, de 515 kb, localizada no brago curto do
cromossomo 16, com a coordenada gendmica seguinte: arf[GRCh37]: chrl6(28618318-
29134064)x1, classificada como patogénica pelos critérios do ACMG. A delecdo esti
representada graficamente nas Figuras 10 e 11. O estudo do DNA dos pais nao foi realizado
pois ndo tivemos acesso ao material genético dos familiares. A andlise dessa CNV
demonstrou tratar-se de uma CNV rara, ndo observada nos individuos saudaveis descritos na
plataforma DGV. A regido deletada abrange 10 genes descritos no banco de base OMIM
(Tabela 6) e o comprometimento desta regido estd associada a Sindrome de microdelecéo
16p11.2 (OMIM: 611913). A maioria dos casos descritos dessa sindrome séo delecdes de
novo na regido 16pl11.2 de tamanhos variaveis e a relacao entre genétipo e fenétipo clinico
permanece indefinida (103, 104). Na base de dados do DECIPHER, séao descritos diversos
pacientes com delecdes da regido 16p11.2 com fenétipos diversos, entre os mais prevalentes:
autismo, comportamento agressivo, ansiedade e malformacgdes de sistema nervoso central.
No entanto, ndo ha nenhuma descricdo de fendtipo sugestivo hipogonadismo associado a

microdelecdo do 16p11.2.


http://omim.org/entry/611913
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Figura 11 - Representac¢do das CNV patogénica identificadas no paciente P2. A) Representacdo do cromossomo

16. A barra vermelha destaca a regido cromossomica deletada arr[GRCh37] arr[GRCh37]chr16:(28618318-

29134064)x1 identificada no estudo de SNP array. B) Imagem do SNP array demonstrando a reducdo da

intensidade do sinal gerado e da perda do estado de heterozigose no cromossomo 16.
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Paciente P25

Paciente do sexo masculino, com SK esporadica, filho de pais ndo consanguineos atendido
a primeira vez no ambulatério aos 48 anos de idade com histéria de atraso puberal e
criptorquidia a direita corrigida ainda na infancia. J& chegou no servigo realizando reposicao
de testosterona de forma irregular, iniciada em outro servico. O paciente apresentava relato
de anosmia, confirmada por meio de Brief Smell Identification Test ®, hipoacusia bilateral
neurossensorial, atestado por audiometria e potencial evocado auditivo, assim como atraso
cognitivo leve. Apresentava ainda diagnostico de diabetes mellitus tipo 2, hipertrigliceridemia

e hipertenséao arterial.

Ao exame fisico, apresentava estatura 172,5 cm, peso 86,4 kg (IMC 29 kg/m?), envergadura
174 cm e padrdo de distribuicdo de gordura central. Também apresentava algumas
caracteristicas faciais dismorficas como um rosto comprido com cabelo de implantacdo alta,
presenca de epicanto, fissuras palpebrais inclinadas para baixo, nariz em sela com ponte
nasal achatada e pavilhdo auricular volumoso em concha. Ao exame fisico da genitélia,
apresentava pénis 10 cm de comprimento, testiculos direito: 1,5x2,0 cm e testiculo esquerdo:
2,5x2,0 cm, pelos pubianos Tanner 3. Exames complementares mostravam LH < 0.6 IU/L,
FSH < 1.0 IU/L, Testosterona = 28 ng/dL e restante da funcao hipofisaria sem alteracées. RM
de sela turcica e de encéfalo mostraram hipéfise de dimensdes reduzidas, sulcos olfatérios

rudimentares e auséncia de bulbos olfatérios.

A andlise do SNP array revelou a presenca de uma delecdo de 598 kb no braco longo do
cromossomo 15, graficamente representada nas Figuras 12 e 13, classificada como uma
CNV patogénica pelos critérios do ACMG. E um CNV ¢é rara, em geral de ocorréncia
esporadica, sem casos familiares descritos na literatura e ndo observada nos individuos
saudaveis pesquisados na plataforma DGV. A segregacao familiar ndo foi possivel devido a

falta de disponibilidade de material genético dos familiares.

Essa delecdo engloba um total de 11 genes e 9 RNAs (Tabela 8) com destaque para um gene
conhecido por ser causador da sindrome Witteveen-Kolk (WITKOS). De heranga autossémica
dominante, essa sindrome é causada por microdelecées que englobam o gene SIN3A ou
mutac¢des em ponto desse gene. A WITKOS é caracterizada pela a presenga de dismorfismos
faciais e corporais associados a graus variados de atraso do desenvolvimento

neuropsicomotor (105, 106).
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Figura 12 - Ideograma ilustrando o cromossomo 15 com destaque na regido 15q24
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Figura 13 - Representacdo das CNV patogénica identificadas no paciente 25. A) Representacdo do

cromossomo 15. A barra vermelha destaca a regido cromossdmica deletada arrf[GRCh37]
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15q24.2(75473227_76072030)x1 identificada no estudo de SNP-array. B) Imagem do SNP-array
demonstrando a reducdo da intensidade do sinal gerado e da perda do estado de heterozigose no

cromossomo 15.
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4.34 — CNV de significado indeterminado (VUS)

Paciente P5

Paciente do sexo masculino, filho de pais ndo consanguineos, com HHC sem alteracdes de
olfato ou historico familiar de hipogonadismo e atraso puberal, apresentava historico de atraso
puberal com relato de pubarca tardia aos 14 anos de idade, micropénis e testiculos de volume
reduzidos, sem criptorquidia associada. Iniciou seguimento clinico no ambulatério aos 29 anos
de idade.

Ao exame fisico, apresentava estatura 166¢cm, peso 53kg (IMC 19 kg/m?), envergadura 174
cm e auséncia de ginecomastia. Apresentava testiculos tépicos, de volumes reduzidos:
testiculo direito 3,5 x 2,0cm, testiculo esquerdo 2,8 x 1,5cm e pénis de 6.5cm de comprimento.
Exames complementares mostraram LH < 0.6 IU/L, FSH < 1.0 IU/L, testosterona total = 54
ng/dL com restante da funcéo hipofisaria e perfil bioquimico e metabdlico normais. RM de sela

tdrcica sem alteracdes.

A andlise do SNP array revelou a presenca duplicacdo com 40,6 kb localizada no brago longo
do cromossomo 7, graficamente representada nas Figuras 14 e 15, classificada com VUS
pelos critérios da ACMG. Essa CNV foi identificada em individuos da populacdo geral
em frequéncia relativamente alta (0.24-24%). Por outro lado, é uma CNV intragéncia, que
pode levar a interrupcdo da sequéncia genica do gene envolvido que é o KMT2C, gene
causador da rara Sindrome de Kleefstra-2 (KLEFS2). A KLEFS2 caracteriza-se pela
ocorréncia de transtorno do neurodesenvolvimento autossdémico dominante com atraso no
desenvolvimento psicomotor, deficiéncia intelectual variavel e caracteristicas dismorficas
leves (107) (108) (109). Novas caracteristicas clinicas, como o atraso puberal, vem sendo
descritas, nos levando a pensar em uma possivel sobreposi¢céao fenotipica com o HHC. Além
disso, 0 gene KMT2C apresenta acBes cruzadas com um outro gene chamado de EHMT1
(euchromatic histone methyltransferase 1, OMIM 607001) (107) causador da Sindrome de
Kleefstra-1 que é ja foi descrita em associacdo com o HHC (110). Portanto por essa CNV se
localizar em uma regido gendmica sobreposta a uma sindrome ja descrita que possivelmente

apresenta relacdo com o quadro clinico do paciente, a consideramos clinicamente relevante.
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Figura 15 - Representacdo das CNV de significado indeterminado identificada no paciente 5. A)
Representacéo do cromossomo 7. A barra verde destaca a regido cromossdmica duplicada na
coordenada arr[GRCh37] 7936.1(151945060_151985687)x3 identificada no estudo de SNP-array. B)
Imagem do SNP-array demonstrando um ganho da intensidade do sinal gerado caracterizando uma

duplicacd
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5- DISCUSSAO

Neste estudo, foram identificadas um total de 21 CNVs em 50 pacientes, 7 classificadas como
benignas, 12 VUS e 2 patogénicas. Todas as CNVs identificadas pela técnica de array foram
avaliadas cuidadosamente quanto ao grau de patogenicidade pelos critérios da ACMG.
Estabelecer o carater patogénico ou benigno de uma VUS representa atualmente um desafio na
analise de arrays gendmicos. A crescente quantidade de informacgbes disponibilizadas nos
diferentes bancos de dados permitird no futuro estabelecer mais precisamente a relagdo entre
determinada CNV e uma possivel condicdo patogénica (111, 112). A interpretacdo das
contribuic6es das duas CNVs categorizadas como patogénicas, assim como a VUS em destaque

serdo discutidas detalhadamente a seguir.
5.1 - Paciente P2

A analise de SNP array do paciente P2, portador de HHC normdsmico parcial, detectou uma CNV
do tipo delecdo de 515 kb em uma regido do cromossomo 16. Essa regiao é afetada de forma
recorrente e é uma das etiologias mais frequentes de transtornos do neurodesenvolvimento e
transtorno do espectro autista (TEA), recebendo o nome de sindrome de microdele¢céo 16p11.2
(OMIM #611913). Estima-se que as CNVs de dessa regido afetem cerca de 3 em cada 10.000
individuos e confiram suscetibilidade em até 1% dos pacientes ao desenvolvimento de TEA (113,
114). A maioria dos casos descritos sdo dele¢cbes de novo de tamanhos variaveis e, apesar do
nome da sindrome, ha relatos na literatura de casos envolvendo duplicacbes (cdédigo OMIM*
614671) (115).

A sindrome de microdelecdo 16p11.2 é caracterizada por um amplo espectro fenotipico incluindo
distarbio motor da fala, disturbio de linguagem, dificuldades de coordenac¢do motora, condicbes
psiquiatricas e uma maior suscetibilidade ao transtorno do espectro do autismo (TEA). Nas
descri¢cdes dos casos, a maioria dos os individuos, se ndo todos, com delecdo da regido 16p11.2
experimentam algum grau de atraso no desenvolvimento com varia¢ao significativa de gravidade.
Destaca-se ainda que a maioria dos individuos afetados ndo tem deficiéncia intelectual (definida
como um QI <70), mas sim deficiéncias cognitivas e de aprendizagem abaixo da média nos
dominios verbal e ndo verbal. (104, 114, 116). Outras caracteristicas que podem estar presentes
sdo convulsdes, microcefalia, anomalias cardiacas, catarata e obesidade sdo outras possiveis
manifestacdes dessa sindrome (117). Nao encontramos na literatura descricdo de
hipogonadismo associado a microdelecao 16pll1.2. Ha apenas a descricdo de um caso de um

menino de 13 anos de idade com quadro de ansiedade, distlrbio do sono, caracteristicas faciais
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atipicas e sindactilia associado a ocorréncia de micropénis (115). E importante destacar que a
maioria dos casos foi descrita em criancas, dificultando a avaliagdo de um possivel atraso puberal

ou hipogonadismo.

A regido cromossOmica deletada nessa CNV localiza-se na posi¢cao aproximada de 28,6 — 29.1
Mb no genoma de referéncia GRCh37/hgl9 que contém genes OMIM como: SULTAL, EIF3C,
ATXN2L, TUFM, SH2B1, ATP2A1, NFATC21P, CD19, LAT. A maioria desses genes estdo
associados a sindrome de microdelecdo 16pll.2 e tem algum papel relacionado ao
desenvolvimento neurolégico. Nenhum dos genes envolvidos na delecdo tem associacdo
conhecida com o desenvolvimento ou func¢édo do eixo gonadotréfico. A tabela 9 apresenta uma
lista dos genes envolvidos nesta regido, excluindo pseudogenes, com um pegueno resumo da
principal fungédo de cada gene. O maior destaque e um dos genes mais descritos na literatura é
0 SH2B1 que j& apresenta relagdo muito bem estabelecida com diversos relatos de CNVs no
envolvimento com quadros clinicos graves de obesidade. (118) Alguns trabalhos demonstram o
envolvimento do gene SH2B1 com o peso corporal por ele atuar como uma proteina scaffold
transmembrana envolvida na regulacdo e sinalizacdo do horménio GH sob diversas células

incluindo neurdnios (119).

Sendo assim, diante do exposto, essa CNV nado parece ser causadora do quadro de HHC no
paciente P2. Porém, apesar paciente P2 n&o apresentar descricdo de disturbio do
neurodesenvolvimento, obesidade, ou outra caracteristica associada a sindrome, ndo podemos
descartar a possibilidade de ele tenha apresentado alguma dessas caracteristica, pois nao foi
possivel realizar todos avaliacbes por testes neuropsicoldgicos devido a perda de sua
continuidade no seguimento clinico do no nosso ambulatério. Por outro lado, ainda nédo é claro se

o hipogonadismo pode estar associado a microdelecdo 16p11.2.

Em concluséo, essa CNV é considerada patogénica, pois esta fortemente associada a uma
sindrome conhecida. No entanto, isso ndo significa que seja responsavel pelo quadro de HHC do
paciente P2. Porém essa possibilidade ndo deve ser completamente descartada, pelos motivos

expostos no paragrafo acima.
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5.2 - Paciente P25

No paciente P25, portador de SK, identificou-se uma CNV do tipo dele¢do, de tamanho
intermediario (598 kb) localizada na regido 15q24.2. Essa regido merecer destaque por incluir o
gene SIN3A, responsavel pela Sindrome Witteveen-Kolk (WITKOS; MIM # 613406). Com
excecao das dele¢des mais proximais no cromossomo 15 como as da regido 11-q13, associadas
as sindromes de Prader-Willi e de Angelman, delecdes constitucionais do cromossomo 15 séo
relativamente raras. Até recentemente, delecbes nessa regido especifica do braco longo do
cromossomo 15 (q24) recebiam o nome de sindrome de microdele¢édo 15924, pois acreditava-se
gue os quadros clinicos decorrentes seriam resultado da dele¢do de véarios genes contiguos
nessa regiao (120-124). Em 2016, Witteveen et al, descreveram a ocorréncia de 13 casos com
mutacbes e delecdes em heterozigose no gene SIN3A (SIN3 Transcription Regulator Family
Member A) que passou a ser considerado o gene responsavel por essa sindrome (105). Desde
entdo, a sindrome de microdelecdo 1524 passou a ser denominada de sindrome Witteveen-Kolk
(WITKOS) e novos casos vem sendo descritos envolvendo mutagdes no gene SIN3A, com padréo

autossémico dominante (106, 125).

A apresentacdo clinica da sindrome Witteveen-Kolk é bastante varidvel (Tabela 8), mas
majoritariamente sdo descritas alteragcbes do neurodesenvolvimento como atraso global no
desenvolvimento, deficiéncia intelectual leve, transtorno do espectro autista e transtorno de déficit
de atencéo e hiperatividade. Obesidade e perda auditiva podem estar presentes em cerca de
18% dos casos. Cerca de um terco dos casos apresenta crescimento intrauterino retardado e
baixa estatura em idade escolar, assim como deficiéncia de GH (105, 106, 125). Cerca de 50%
dos afetados tém alteracbes cerebrais discretas evidenciadas por RM como hipoplasia ou
disgenesia de corpo caloso, ventriculomegalia e até alteracdes maiores como a microcefalia em
20% dos casos (125). A ocorréncia de deformidades esqueléticas digitais € bastante frequente,
sendo descritas em até 90% dos casos (dedos implantados proximalmente e/ou hipoplasia do
polegar, clinodactilia, braquidactilia, sobreposi¢cédo dos dedos, sindactilia dos dedos do p€, maos
pequenas), assim como caracteristicas faciais distintas como rosto longo, ponte nasal larga e
orelhas grandes. Alteracbes genitais como hipospadia, micropénis e criptorquidia também séo
pontuadas em meninos com WITKOS, com destaque para as duas Ultimas manifestacfes que
sao possiveis pistas diagnosticas precoces para identificar HHC antes do periodo puberal no sexo
masculino (120, 121, 123, 126, 127). Recentemente, nove criangas com disturbios do
desenvolvimento sexual foram investigadas por meio sequenciamento exémico (WES), e foi

identificada uma mutacéo indel no SIN3A em um menino com 8 anos de idade, com micropénis
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grave e volume testicular de 1 mL associado a um quadro clinico de retardo mental, hidrocefalia,
transtorno de deficit de ateng&o e hiperatividade (128). Em uma serie de relatos de 19 casos de
WITKOS houve uma prevaléncia de 33% e 20% de micropénis e criptorquidia dos casos,
respectivamente (122). Na maior parte das descricbes ndo ha relatos das caracteristica
genitourinarias ou estagio do desenvolvimento puberal dificultando a avaliacdo da gravidade do
fendtipo e um possivel diagndstico de HHC. Apesar dos relatos de micropénis e criptorquidia
serem possiveis sinais da associagéo de hipogonadismo com a WITKOS, é possivel que o atraso
puberal ou hipogonadismo seja subdiagnosticado em pacientes com casos de sindromes
complexas tanto porque a maioria dos casos sdo descritos em criangas em idade pré-puberal
dificultando o diagndstico de hipogonadismo hipogonadotréfico, quanto pelo fato de naturalmente
haver um maior foco nas manifestacbes mais graves da sindrome, como as de atraso no
desenvolvimento neurolégico, levando o0s especialistas reduzirem a sua atencdo as
caracteristicas sexuais, diminuindo assim, a frequéncia de encaminhamentos para
endocrinologistas, como ocorre em outras sindromes neurolégicas associadas ao hipogonadismo
(125).

Interessantemente, encontramos em um relato de quatro casos com WITKOS, a descri¢do de
dois meninos com fenétipos classicos, ambos com 14 anos de idade, apresentando micropénis,
em que se cita que em um deles foi induzido puberdade devido ocorréncia de atraso puberal e
um outro caso com hipogonadismo hipogonadotrofico associada a déficit de GH sem descricéo
de alteracdes olfatérias ou mais detalhes de comportamento hormonal (127). Porém, nesses dois
casos, ocorreram grandes delecbes da regido 15924 (72.15-76.01 Mb) em que houve o
envolvimento ndo apenas do gene SIN3A, como também do gene SEMA7A (OMIM 607961,

Semaphorin 7A), um gene possivelmente associado ao HHC (3, 77, 129).

As semaforinas sdo uma classe de proteinas que agem como moléculas guia de axdnios. Em
camundongos, mutagdes nos genes SEMA3A e SEMA7A reduzem o nimero de neurdnios de
GnRH, sendo 0 SEMA3A essencial para a migracdo de axbnios vomeronasais, enquanto o
sistema olfatério nas mutacdes no SEMAT7A parece estar inalterado. Portanto, considera-se o
gene SEMA3A como um candidato para sindrome de Kallmann e o SEMA7A para HHC
normosmico, mas a maioria dos casos descritos de HHC sdo ndo esclarecedoras do diagnéstico
molecular dos pacientes por estarem associadas a mutacfes deletérias em genes classicos do
HHC (KISS1R e KAL1), sendo na maioria das vezes classificadas como VUS, principalmente por
serem encontradas também em individuos sem o fenétipo de HHC (3, 76, 77, 130). Por isso,

acreditamos que o envolvimento do gene SEMA7A nesses dois casos de WITKOS com quadro
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de atraso puberal e HHC nao invalida a associa¢do do quadro clinico diretamente com o gene
SIN3A ja que temos associagdo caso de mutagdo pontuais do gene SIN3A com distarbios do

desenvolvimento sexual.

7

Revisando os casos de WITKOS da literatura € possivel pontuar diversas caracteristicas
sobrepostas ao fendtipo no nosso paciente com sindrome de Kallmann representadas na Figura
16), associada como atraso cognitivo leve, hipoacusia heurossensorial bilateral associado a méos
pequenas e clinodactilia do quinto dedo bilateralmente, além de caracteristicas faciais marcantes
muito semelhantes as descritas na maioria dos casos relatados de WITKOS (105, 106, 125). Na
Tabela 8 enumeramos as caracteristicas diversas da sindrome de Witteveen-Kolk com destaque
das presentes no paciente P25. Até onde sabemos, este é o primeiro paciente com SK e
caracteristicas sobrepostas com a Witteveen-Kolk. Consideramos que a possivel causa do HHC
apresentado pelo paciente 25 possa ser atribuida a delecdo em heterozigose do SIN3A, contida
na CNV detectada pelo SNP array, frente a clara sobreposicdo clinica do paciente com as
caracteristicas de uma sindrome bem descrita na literatura. Além dessa importante correlacdo do
fendtipo apresentado pelo nosso paciente com a CNV descrita, parece existir uma possivel
correlagdo da funcdo do SIN3A com mecanismos de maturagdo cortical que poderia estar
envolvido com as bases biolégicas neuronais de maturacdo do eixo gonadotrofico, a exemplo do

gue ocorre com outros genes causadores da HHC j& conhecidos, como PNPLAG e SOX10 (13).
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WITKOS

Dismorfismos faciais

Anosmia / Hiposmia

Micropénis Hipospadia
Defeitos de linha
média Critporquidia Deficiéncia
intelectual
Atraso puberal TDAH

Sincinesia bimanual
Hipogonadismo

Hipogonadotroéfico?
Ataxia pog

Surdez
Auséncia ou

hipoplasia de
bulbos olfatérios

Clinodactilia

Baixa estatura

Deficiéncia de GH

Anormalidades
cerebrais corticais

Figura 16 — Esquema ilustrando o overlapping entre as caracteristicas clinicas entre as

Sindromes de Kallmann e Witteveen-Kolk.

Legenda: SK: sindromes de Kallmann; WITKOS: sindrome de Witteveen-Kolk; TDAH: Transtorno do Déficit

de Atencdo com Hiperatividade; GH: do inglés Growth Hormone,

elaborada pelo autor.

horménio do crescimento. Figura
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Tabela 8 — Caracteristicas clinicas da sindrome de Witteveen-Kolk e em destaque as que
estdo presentes no paciente P25

Crescimento

Dimorfismos craniofaciais

Pele, unhas e cabelo

Esquelético

Genitalia Externa

Alteracdes neurolbgicas

ManifestacOes Psiquiatricas
Alteragdes de estrutura
cerebral

Alteracdes hormonais

Outros

Sindrome de Witteveen-Kolk

Baixa estatura

Baixo peso de nascimento

Retardo de crescimento intrauterino

Retardo de crescimento pés-natal

Obesidade (menos comum)

Microcefalia, assimetria facial, rosto longo, testa alta, filtro
longo.

Olhos: Hipertelorismo, fissuras palpebrais inclinadas para
baixo, estrabismo, microftalmia (leve), hipopigmentacgéo da iris,
epicanto.

Orelhas: volumosas, em concha.

Nariz: Nariz em sela, ponte nasal larga, ponte nasal alta e
alargamento da asa nasal.

Boca: pequena, labio inferior fino, palato alto, palato arqueado
e microrretrognatia.

Cabelo fino, linha anterior do cabelo alta.

Sobrancelhas mediais largas que afilam lateralmente
Frouxidao articular. Anormalidades digitais: braquidactilia,
polegares hipoplasicos, polegares implantado proximalmente.
Clinodactilia, dedos longos e finos, inser¢cdo anormal dos
dedos dos pés

Hipospadia , micropénis, criptorquidia

Hipoacusia / Surdez neurossensorial

Deficiéncia intelectual leve com atraso no desenvolvimento e
na fala. Retardo mental, hipotonia. Convulsdes (raro)

Déficit de atencgdo, hiperatividade, caracteristicas autistas,
agressividade

Anormalidades corticais: ventriculos aumentados, hipoplasia
do corpo caloso.

Deficiéncia de GH

Atraso puberal

Hérnia diafragméatica (menos comum)

Tabela elaborada pelo autor. https://www.omim.org/entry/613406 e (105, 125)
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Existem alguns genes causadores do HHC que foram descritos a partir da associacao de alguns
sinais clinicos do hipogonadismo congénito em algumas sindromes complexas. O gene CHD?7,
causador da sindrome CHARGE, também foi descrito em associacdo com HHC a partir de
descricbes de pacientes com fenétipo de HHC associado a alguma manifestagéo isolada da
sindrome CHARGE (26). Essa sindrome se caracteriza por um quadro clinico complexo e variavel
de alteracdes diversas como coloboma da iris, cardiopatia congénita, atresia de coanas,
hipoplasia genital, associado a retardo no crescimento e desenvolvimento e surdez, em que foi
analisado a ocorréncia de hipogonadismo (28). Atualmente, mutacdes no CHD7 séo identificadas
em cerca de 5% dos casos de HHC normdésmico e SK, principalmente quando associado a
alguma outra caracteristica da sindrome, como surdez, levantando a hipétese de que o HHC

possa ser uma forma frustra da sindrome (25, 27, 28).

Outro exemplo similar € o gene SOX10. Defeitos no gene SOX10 sdo conhecidos como causa
genética da sindrome de Waardenburg, caracterizada por um sobreposicdo variavel de
manifestacdes clinicas como surdez neurossensorial, alteracdes pigmentares (hipocromia de
pele, cabelos e olhos), doenca de Hirschsprung e neuropatia desmielinizante. O gene SOX10 foi
recentemente associado ao HHC, principalmente SK, devido a uma sobreposicdo de
manifestacdes clinicas das duas sindromes (112). Ao realizarem tomografia computadorizada ou
RM da regido de ouvido interno para melhor entender a ocorréncia da surdez em pacientes com
sindrome de Waardenburg, os pesquisadores encontraram casos de hipoplasia ou auséncia de
bulbos olfatérios nesses pacientes, levantando a suspeita para associagdo com SK (23). Desde
entdo varios casos de mutacdes ou dele¢cées no SOX10 foram identificados em pacientes com
SK, principalmente quando associado a surdez, levando a hipoteses de que esses pacientes
poderiam ser considerados uma forma frustra ou variante da sindrome de Waardenburg (3, 23,
24,112, 131).

A proteina codificada pelo gene SIN3A é uma proteina andaime (scaffolding) que medeia a
transcricdo ou o silenciamento génico por meio de interacdes com uma ampla variedade de
fatores de transcricdo, envolvidos na regulacdo de DNA, histonas e metilacdo, desempenhando
um papel importante na repressdo de genes neuronais pelo mecanismo regulador REST (fator
de transcricdo de silenciamento RE1, também conhecido como fator silenciador restritivo de
neurdnios, NRSF) (132). O REST esta expressamente envolvido na represséo de genes neurais
em células ndo neuronais e atua em inumeras fun¢des biolbgicas criticas regulando a expresséo
de outras proteinas por mecanismo epigenéticos, como metilacao direta do DNA e modificacdes

de histonas por meio da desacetilagdo provocando pequenas altera¢des quimicas no DNA, ou
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nas proteinas, mudando a acessibilidade a cromatina e gerando mudancas na leitura dos genes
(133). Dessa maneira, o SIN3A é um fator de transcri¢do que forma um complexo com as histonas
desacetilases (HDACs Classe |: HDAC1 e HDAC?2), denominado SIN3a-HDAC1/2, que por meio
da remocéao dos grupos acetila da cromatina promovem uma mudanca arquitetural dela, com
maior compactacdo de sua estrutura, dificultando a exposicdo de determinadas regides do DNA
e, consequentemente, 0 acesso de proteinas especificas envolvidas na expressao génica (134,
135).

Um estudo recente demonstrou que o SIN3A parece ter um papel no desenvolvimento cortical do
cérebro de camundongos, mais especificamente na diferenciacdo e no alongamento axonal,
participando da expansdo e maturagdo cortical, podendo ser considerado um regulador
transcricional chave do desenvolvimento cortical do sistema nervoso central (105). O SIN3A
interage com outras varias proteinas como a MeCP2 (Methyl-CpG-binding protein 2 ou proteina
metil-CpG 2) por meio do dominio transcricional de MeCP2 que regula a expressao de uma ampla
gama de genes no hipotalamo e que pode funcionar tanto como um ativador, como um repressor
de transcricdo. Ambos parecem contribuir com fenétipos de deficiéncia intelectual e apresentar
uma fungéo neuronal assim como o SIN3A (136, 137). Curiosamente, defeitos no gene MeCP2,
localizado no cromossomo X, estdo associados a sindrome de Rett (OMIM 312750) em 95% dos
casos descritos, que € um doenca neurolégica relativamente rara, caracterizada por deficiéncia
intelectual com caracteristicas autistas, movimentos estereotipadas de maos, podendo estar
associada também com alterag8es do eixo puberal (137-139). As trajetorias puberais na sindrome
de Rett diferem da populagéo geral, com descricbes de ocorréncia da puberdade mais precoce
porém com a menarca mais tardia (com um intervalo médio de 3,9 anos) (140). A perda de Mecp2
em camundongos causa defeitos sinapticos em desenvolvimento de circuito neural por
desregulacao da transmissdo GABAérgica e excitabilidade cortical (141). Esse funcionamento
prejudicado do circuito cortical € pensado para estar subjacente a perda de motor e cognitivo
habilidades e as intera¢des sociais prejudicadas vistas em individuos com Sindrome de Rett,
porém o mecanismo subjacente exato pelo qual uma mutacdo MeCP2 pode afetar as vias

puberais permanece incerto.

Diante do exposto, consideramos que a delecdo em heterozigose do SIN3A, contida na CNV
detectada pelo SNP array, pode estar associada a patogénese da SK nesse paciente. Frente a
clara sobreposicéo clinica do paciente com as caracteristicas de uma sindrome bem descrita na
literatura, poderiamos considera-lo como uma forma leve da WITKOS, em uma apresentacao na

gual predominaram os achados fenotipicos da SK. Além dessa importante associa¢ao do fenotipo
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apresentado pelo nosso paciente com a CNV descrita, parece existir uma possivel correlacao da
funcdo do SIN3A com mecanismos de maturagéo cortical que poderia estar envolvido com as
bases biologicas neuronais de maturagdo do eixo HHG como j4 ocorre com outros genes
causadores da HCC ja conhecidos. Dessa forma, este parece ser o primeiro caso descrito de SK
associado a um defeito no SIN3A. Tomando como exemplo as associagdes com de HHC com
defeitos no CHD7 e SOX10, acreditamos que o SIN3A pode ser um novo gene candidato em
casos de HHC, principalmente quando associado a alguma caracteristica da WITKOS. A
pesquisa de defeitos no SIN3A em outros casos de HHC sera necessaria para confirmar essa

associacéo.
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5.3 - Paciente P5

No paciente P5 foi identificada uma duplicac&o intragénica de 40,6 kb envolvendo o gene KMT2C,
responsavel pela Sindrome de Kleefstra-2 (KLEFS2). A KLEFS2 é caracterizada principalmente
por um quadro clinico que inclui transtorno do neurodesenvolvimento com atraso no
desenvolvimento psicomotor, deficiéncia intelectual varidvel e caracteristicas dismorficas leves
(108). Vérias outras caracteristicas clinicas podem estar associadas com a KLEFS2, como baixa
estatura, microcefalia, hipotonia infantil, plagiocefalia e sinofris (sobrancelhas unidas) (107). Mais
detalhes do feno6tipo dessa sindrome estdo descritos a seguir na Tabela 9. Apesar de a descricdo
da sindrome de KLEFS2 nao incluir originalmente caracteristicas fenotipicas relacionadas ao
hipogonadismo, entre os raros relatos na literatura, recentemente foram publicados casos que
levantam a hipotese de uma possivel sobreposigéo clinica do HHC com a KLFES2. Em um relato
de 3 casos de meninas com mutacdes no gene KMT2C, foi descrito um caso de atraso do
desenvolvimento puberal e surdez neurossensorial em uma menina de 17 anos, além da

ocorréncia de criptorquidia em um caso de KLFES2 em um menino (107, 142).
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Tabela 9 - Manifestacdes clinicas na Sindrome de Sindrome de Kleefstra-2

Dismorfismos

craniais

Microcefalia, Macrocefalia, Braquicefalia, Plagiocefalia

Dismorfismos

faciais

Facies grosseira, testa larga e arredondada, olhos profundos, vincos
infra-orbitais marcados, hipoplasia do terco médio da face, face média
achatada, hipertelorismo, fissuras palpebrais obliquas

ptose, sinofris,, sobrancelhas arqueadas, nariz curto, nariz com ponte de
sela, filtro estreito

Alteracdes labiais: Labio superior em forma de tenda, Labio inferior
espesso e evertido, Labio superior fino, boca virada para baixo, dentes
desalinhados, queixo pontudo,

AlteracGes de orelhas: hélices auriculares displasicas, apéndice pré-

auricular

Esquelético

Polegar direito e esquerdo duplicados, hiperfrouxiddo ligamentar,

escoliose, cifose

Alteracoes

neurolégicas

Surdez ou hipoacusia neurossensorial, hipotonia, epilepsia, alteracoes

de sono

Manifestacfes

Psiquiatricas

Autismo, hiperatividade, agressividade, mutismo eletivo

Alteracdes de

estrutura cerebral

Hidrocefalia, hipoplasia de vermis cerebelar, ectasia dos espagos

perivasculares

Outros

Critptorquidia, atraso puberal, atraso na erup¢ao dentaria

Tabela elaborada pelo autor (107, 108, 143, 144)
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Outro ponto que merece destaque é o fato de o quadro clinico da KLEFS2 ser muito semelhante
ao da Sindrome de Kleefstra tipo 1 (KLEFS1), previamente chamada de sindrome de
microdelecdo 9g34.3 e atualmente associada a defeitos do gene EHMT1 (Euchromatic Histone
Methyltransferase 1) localizado no cromossomo 9. A KLEFS1 é também uma doenca rara,
descrita anteriormente a KLEFS2, caracterizada por deficiéncia intelectual associada a um
espectro de caracteristicas clinicas complexas sobrepostas as da KLEFS2 (145). Curiosamente
a KLEFS1 apresenta em seu fenétipo alteragBes genitourinarias como micropénis, criptorquidia
e hipospéadia em 30 a 40% dos homens diagnosticados (110, 146) e recentemente foram descritos
dois casos com apresentacdes ndo usuais: um paciente com KLEFS1 aos 18 meses de vida com
um achado ndo usual de hipoplasia de bulbo olfatério (108) e outro caso que merece destaque €
relato de um adolescente do sexo masculino com hipogonadismo hipogonadotréfico parcial,
ambos com variantes patogénica no gene EHMT1 (110) que nos levam a pensar em uma possivel
sobreposicdo clinica com o HHC. O EHMT1 codifica uma proteina com atividades muito
semelhantes ao KMT2C, afetado pela CNV em discusséo, com descrices de interacao bioldgica
entre suas proteinas em drosophilas (107), corroborando com a possibilidade dessa sobreposicao

clinico e funcional existir.

O EHMT1 e o KMT2C codificam histonas metiltransferases, que s&o enzimas que com
propriedade de modificar as histonas. As histonas séo proteinas carregadas positivamente que
se ligam ao DNA carregado negativamente formando os nucleossomos que sao essenciais para
o acondicionamento do DNA no nucleo. A compactagéo e compressédo dos nucleossomos formam
fibras de cerca de 250 nano milimetros, diminuindo o volume do DNA, dando origem a cromatina.
E a estrutura da cromatina tem fungdes essenciais como condensar e proteger o DNA, preservar
a informacado genética e controlar a sua expressao. Como o home sugere, as metiltransferases
promovem a metilacdo das histonas, o que consiste na adicdo de um grupo metil a essas
proteinas. A metilagdo do DNA é um processo epigenético que leva a uma modificagdo covalente
de DNA sem alterar a sequéncia de DNA, porém € importante para a regulacéo da expresséao e
atividade do gene. Nos mamiferos, é caracterizada pela adi¢cdo do grupo metil (-CH3) no carbono
5 das citosinas e ocorre predominantemente no contexto dos dinucleotideos CpG, forma que
corresponde a cerca de trés quartos do contetdo total da metilagdo nas células humanas. Com
o efeito especifico de atenuar a expressdo génica pela inibicdo da transcricdo, certas as
metiltransferases como a KMT2C e KMT2D, transcritas pelos genes KMT2C e EHMT1,

respectivamente, sado grandes proteinas andaime que formam o nucleo de estruturas reguladoras



77

conhecidas como complexos KMT2C/D COMPASS (complex of proteins associating with Setl ou

complexo de proteinas associadas ao setl) (144, 147).

Estas proteinas regulam os elementos promotores e potenciadores da transcricdo do DNA,
modulando a atividade de diversos tipos de células importantes para a morfogénese embrionaria
e no desenvolvimento do sistema nervoso central. Existem quatro tipos de histonas (H2A, H2B,
H3, H4) e 0 gene KMT2C codifica uma metiltransferase que catalisa a metilagdo da histona tipo
3 lisina 4 (H3K4) e regulam epigeneticamente a expressao de diversos genes no cérebro através
da modificacdo da cromatina. A desregulacdo da metilacdo de H3K4 no cérebro tem sido
implicada em varios distlirbios do neurodesenvolvimento, incluindo autismo e esquizofrenia e

mais recentemente relacionada ao inicio da puberdade (144).

Nas ultimas duas décadas, mutacdes em cinco genes centrais de complexos COMPASS foram
associados a trés sindromes humanas conhecidas: sindrome de Kabuki tipo 1 (KABUK1
Phenotype MIM number #147920, KMT2D Gene/LocusMIM number #602113) e 2 (KABUK2
Phenotype MIM number #300867, KDM6A Gene/LocusMIM number #300128), sindrome de
Rubinstein-Taybitipo 1 (RSTS1 Phenotype MIM number #180849 , CBP Gene/LocusMIM number
600140) e e 2 (RSTS2 Phenotype MIM number #613684 , EP300 Gene/LocusMIM number
#602700 ) e sindrome de Kleefstra tipo 2 (KMT2C) (143). Interessantemente, a Sindrome de
Kabuki tipo 1 foi descrita em associagdo com alteracdes endocrinoldgicas incluindo atraso

constitucional da puberdade e deficiéncia de GH (148).

Na ultima década tém surgido varias evidéncias demonstrando que o processo de metilacao do
DNA interfere no inicio da puberdade. Um estudo de metilacdo do DNA no hipotalamo médio-
basal de macacos mostrou reducédo da metilagdo na ilha CpG do gene GnRH concomitante ao
aumento de sua expressao. Desde entdo, a epigenética foi proposta como parte do sistema
regulatorio que controla a secrecdo do GnRH (149). A influéncia do inicio da puberdade por com
mecanismos epigenéticos também foi demonstrado em fémeas camundongos por meio da
repressao do gene Kiss1 a partir do aumento da metilag&do nas regides promotoras de dois genes
do complexo Polycomb (PcG) e reducdo da sua expressdo hipotalamica (150). O grupo PcG
consiste em um complexo sistema formado por proteinas que participam do silenciamento
transcricional. Esses achados mostraram a existéncia de um mecanismo epigenético de inibicao
transcricional que ocorre durante a fase pré-puberal, sugerindo uma nova teoria sobre o inicio da
puberdade, segundo a qual é necessaria a repressao epigenética de fatores inibidores do eixo

gonadotrofico para o inicio do desenvolvimento puberal (151).


https://www.omim.org/entry/180849
https://www.omim.org/entry/600140
https://www.omim.org/entry/613684
https://www.omim.org/entry/602700
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Recentemente foi demonstrado que o gene KMT2C codifica uma proteina que € componente
central de um complexo chamado de “ativador epigenético Trithorax (TrxG)” que neutralizam as
proteinas do grupo PcG que por sua vez participam do processo de inicio puberdade por meio
da inativagédo do gene Kiss1l em neurbnios do nucleo arqueado hipotalamico (ARC) (144). Dessa
maneira, além das descri¢ces recentes de fendtipos como atraso puberal que apenas pela idade
da apresentacédo clinica impede o diagnéstico de HHC, existem algumas descri¢cdes clinicas e
biol6gicas do gene KMT2D reforgando a correlagdo molecular com hipogonadismo. Portanto, as
evidéncias atuais nos levam a formular a hipétese de que o prejuizo gerado por essa duplica¢do
intragénica do gene KMT2C poderia estar implicado na patogénese do HHC no paciente P5.

Nossos resultados reforcam que a realizacdo do SNP array parece ser um método Util para o
diagnostico molecular principalmente de pacientes sindrémicos com HHC ou até mesmo para o
reconhecimento de possiveis regiées genbmicas ou genes envolvidos na patogénese do HHC,
em casos sem diagnéstico molecular estabelecido pelo sequenciamento genético. Os genes
SIN3A e 0 KMT2C séo genes envolvidos em mecanismos epigenéticos, uma area ainda pouco
estudada nas bases moleculares do eixo gonadotréfico, mas que nos ultimos anos vem ganhando
espaco com o aumento do numero de trabalhos e evidéncias que corroboram essa associacao
entre a epigenética e processos de maturacéo sexual. E importante destacar a necessidade de
uma criteriosa avaliacdo clinica, com destaque para a ocorréncia de micropénis, criptorquidia e
atraso puberal, em casos de sindromes de apresentacdo neurolégica, bem como a observagéo
da presenca de caracteristicas fenotipicas possivelmente associadas a sindromes complexas em
casos diagnosticados originalmente como HHC isolado, possibilitando um maior numero

diagnésticos e o manejo precoce de disturbios puberais associados a quadros sindrémicos.
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6- CONCLUSOES

A técnica de SNP-array permitiu s identificacdo de 21 CNVs em 19 pacientes. Entre 0s
resultados mais importantes, CNVs patogénicas e potencialmente relevantes foram
detectadas em 6% dos pacientes de nossa coorte, sugerindo que as CNVs podem
desempenhar um papel significativo na patogénese da HHC, principalmente quando
associada a caracteristicas sindrémicas, e contribuir para revelar novos genes e fenétipos

associados a essa doenca.

e As duas CNVs patogénicas foram identificadas em regides cromossdmicas associadas a
sindromes conhecidas e a VUS em destaque contempla um gene envolvido na
patogénese de uma sindrome complexa, possivelmente associada ao HHC em alguns
casos. Nossos resultados corroboram as evidéncias atuais da importancia da andlise
global do nimero de cépias gendmicas como um teste genético-clinico para elucidacdo

diagndstica em pacientes com HHC principalmente sindrémico.

e Em dois pacientes, os resultados obtidos sugerem a associacdo de duas sindromes
complexas (WITKOS e KLEFS2) ao HHC colocando os genes SIN3A e o KMT2C como
possiveis genes candidatos nas proximas investigacdes principalmente de casos de

apresentacéo sindromica do HHC.
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DOCUMENTO DE IDENTIDADE ...ttt ettt ettt ettt e e ee e e eeeee s SEXO: MZ FZ
DATA NASCIMENTO.: ... veevid......
=N ] =12 =07 TR NO...ooiien, APTO: i,
2y =] =10 TSRS CIDADE ..ot eee et eereae e,
(@1 = = USSR TR TELEFONE: ..ottt ee e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: NOVAS ABORDAGENS NA INVESTIGACAO GENETICO-
MOLECULAR NO HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO CONGENITO
2. PESQUISADORES RESPONSAVEL: Dra Leticia Silveira
CARGO/FUNCAO: Médica Pesquisadora INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° : 119454
UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratério de Hormbnios e Genética Molecular/ Disciplina de Endocrinologia e

Metabologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEMRISCO Z RISCO MINIMOZ RISCO MEDIO Z
RISCO BAIXO Z RISCO MAIOR Z

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA: quatro anos
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lll - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. Justificativa e 0s objetivos da pesquisa: O hipogonadismo hipogonadotrofico € uma doenca que interfere
com a maturacao sexual e a fertilidade. Varias alteracdes em diferentes genes foram identificadas como
causa desta doenca. Entretanto, suspeita-se que outros genes, ainda desconhecidos, possam também
participar como causa desta doenca. O objetivo deste estudo é realizar analise de genes implicados na
origem do hipogonadismo hipogonadotréfico através do estudo do DNA.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo a identificacdo dos procedimentos que sdo
experimentais: Solicitamos ao senhor(a) sua permisséo para coletar em tubo com EDTA (anti-coagulante)
cerca de 10 ml de sangue de veia de antebrago, para que seja feita extracdo de DNA. O DNA obtido serd
utilizado no estudo de alteragBes nos genes ja conhecidos empregando-se técnicas de estudo molecular.

3. Desconfortos e riscos esperados: Gostariamos de salientar ao senhor(a) que os riscos e desconfortos da
coleta de sangue séo minimos (dor, hematoma ou arroxeamento da pele e sinais inflamatérios no local da
puncdo venosa). A coleta sera realizada por um profissional treinado e devidamente habilitado para sua
realizacdo. Nao € preciso estar em jejum e ndo é necessaria a ingestdo de nenhum medicamento para a
coleta de sangue

4. Beneficios gue poderédo ser obtidos: Esclarecemos ao senhor(a) que, tentando descobrir a origem dessa
doenga, poderemos no futuro aumentar as alternativas para o tratamento do hipogonadismo
hipogonadotrofico.

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: Prezado senhor(a), se forem
identificadas alteracdes génicas no seu DNA, isso possibilitard o reconhecimento, por meio de analise
genética, de outros individuos afetados e com o risco de desenvolver a mesma doenca entre 0s seus
familiares.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA CONSIGNANDO:

1. O participante terd acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para o esclarecimento de eventuais dividas.

O senhor(a) esta sendo convidado a participar deste projeto e tera livre acesso aos dados colhidos e
obtidos assim como sera informado sobre os riscos e o0s beneficios relacionados a pesquisa.

2. Tera liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem
que isto traga prejuizo ao seu atendimento no ambulatério.

O senhor(a) tera liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo sem que isto traga prejuizo ao seu atendimento no ambulatério do HC.

3. Todos os dados sdo confidenciais e serdo mantidos em sigilo, garantindo _assim_a privacidade do
participante

O senhor(a) ndo terd seu nome revelado em nenhuma hipétese. Todo estudo serd realizado com total
confidencialidade, sigilo e privacidade.
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4. O participante tem disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes
da pesquisa

O senhor(a) tera total e plena assisténcia no HCFMUSP caso ocorra quaisquer eventuais danos a sua salde
decorrentes da pesquisa.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E
REACOES ADVERSAS.

Qualquer informacéo solicitada pelo participante sera fornecida, estando a Dra Leticia Gontijo Silveira e a
Dra Caroline Schnoll (0xx11-3069.7512) disponiveis para o esclarecimento de quaisquer questdes
referentes a este protocolo de pesquisa.

VI- CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Séao Paulo, de de 20...

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador



