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Resumo

O desenvolvimento pubertário é um processo fisiológico complexo que resulta da

interação entre o sistema neuroendócrino, fatores genéticos e ambientais. Inicia-se

com a reativação do eixo Hipotálamo-Hipófise-Gónadas, levando à produção de

gonadotrofinas, hormonas sexuais e consequente desenvolvimento dos carateres

sexuais secundários. O Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito (HHC) é uma

doença endócrina rara que, na adolescência, se manifesta clinicamente com ausência

completa ou parcial do desenvolvimento dos caracteres sexuais secundários. Na idade

adulta, os sintomas incluem ausência de virilização e disfunção erétil no sexo

masculino, amenorreia primária no sexo feminino, ausência de líbido e infertilidade

em ambos os sexos. O HHC caracteriza-se pela ausência ou diminuição da produção,

secreção ou ação da hormona libertadora de gonadotrofinas. Em 50 a 60% dos casos

associa-se a anosmia/hiposmia (Síndrome de Kallmann) ou a outras anomalias

congénitas. O diagnóstico do HHC baseia-se na anamnese, observação de sinais

clínicos, levantamento de sintomas e exames laboratoriais e imagiológicos. Contudo,

desde o início do século XXI, o conhecimento sobre as causas genéticas do HHC tem

avançado na mesma medida que o desenvolvimento das tecnologias de sequenciação

genética. A disponibilidade das tecnologias de sequenciação de nova geração (NGS)

proporcionou grandes avanços no diagnóstico molecular destes doentes. Este estudo

teve como objetivo investigar as causas genéticas do HHC em doentes portugueses,

utilizando a NGS, ferramentas in silico e técnicas de biologia molecular.

Foram estudados 81 doentes comHHC e 263 controlos portugueses. OADNgenómico

foi extraído dos leucócitos do sangue periférico e submetido à sequenciação do exoma

completo. A partir das bases de dados OMIM® e Pubmed, identificaram-se 169 genes

relacionados com o fenótipo de HHC, que foram incluídos num painel virtual. As

variantes encontradas nesses genes foram filtradas com base na frequência

populacional e localização no genoma, sendo classificadas conforme os critérios do

American college of medical genetics and genomics e da Association for molecular

pathology (ACMG-AMP) em cinco níveis, de benignas a patogénicas. Para avaliar o

impacto de variantes com potencial para alterar o splicing, utilizou-se o método de

minigene.
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A análise das variantes germinativas permitiu identificar a causa genética do HHC em

24 dos 81 doentes estudados (29,6%). As variantes causais estavam distribuídas por

10 dos 169 genes presentes no painel genético virtual analisado. Os genes GNRHR,

FGFR1, ANOS1 e CHD7 foram os mais frequentemente afetados. Notavelmente, a

ampliação do painel genético não resultou num aumentou considerável da taxa de

diagnóstico. No entanto, é importante destacar que este estudo expandiu o espectro

mutacional da doença, identificando várias variantes até então nunca descritas. A

maioria das variantes encontradas foi classificada como de significado indeterminado

(VUS), mas a taxa de VUS não diferiu significativamente entre doentes e controlos,

com exceção do gene EGF, onde foram encontradas VUS exclusivamente nos doentes.

Concluímos que a maioria dessas variantes raras não estão diretamente relacionadas

com o fenótipo estudado, refletindo provavelmente o fundo genético da população

portuguesa. Em relação à oligogenia, observou-se uma frequência de 6,2% entre os

doentes (5/81), um valor estatisticamente mais elevado quando comparado com os

controlos. O estudo funcional de uma variante identificada no gene CHD7

(NM_017780.4: c.4354G>T, p.Val1452Leu), resultou no aumento da taxa de

diagnóstico para 30,9%, demonstrando a importância dos estudos funcionais na

reclassificação de VUS.

Este trabalho enfatizou a complexidade genética do HHC, reforçando a importância

de uma compreensão aprofundada da doença, seja para estabelecer o diagnóstico

e/ou o prognóstico, para ajudar no aconselhamento genético e tratamento, seja para

o esclarecimento dos processos biológicos, que potencialmente poderão contribuir

para o desenvolvimento de terapias dirigidas no futuro.

Palavras-chave

Endocrinologia; Fertilidade; Puberdade; Hipogonadismo Hipogonadotrófico

Congénito; Síndrome de Kallmann; Genética; Sequenciação completa do exoma;

Variantes; Estudos funcionais.
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Abstract

Pubertal development is a complex physiological process resulting from the

interaction between the neuroendocrine system, genetic factors, and environmental

influences. It begins with the reactivation of the Hypothalamic-Pituitary-Gonadal

axis, leading to the production of gonadotropins, sex hormones, and the consequent

development of secondary sexual characteristics. Congenital Hypogonadotropic

Hypogonadism (CHH) is a rare endocrine disorder that manifests during adolescence

with a complete or partial absence of secondary sexual characteristic development. In

adulthood, symptoms include lack of virilization and erectile dysfunction in males,

primary amenorrhea in females, decreased libido, and infertility in both sexes. CHH

is characterized by the absence or reduction in the production, secretion, or action of

gonadotropin-releasing hormone. In 50 to 60% of cases, it is associated with

anosmia/hyposmia (Kallmann Syndrome) or other congenital anomalies. The

diagnosis of CHH is based on medical history, clinical signs, symptom assessment,

and laboratory and imaging tests. However, since the early 21st century, the

knowledge about the genetic causes of CHH has advanced alongside with the

development of the genetic sequencing technologies. The availability of next-

generation sequencing (NGS) has significantly improved the molecular diagnosis of

these patients. This study aimed to investigate the genetic causes of CHH in

Portuguese patients using NGS, in silico tools, and molecular biology techniques.

A total of 81 patients with CHH and 263 Portuguese controls were studied. Genomic

DNA was extracted from peripheral blood leukocytes and subjected to whole-exome

sequencing. From the OMIM® and PubMed databases, 169 genes related to the CHH

phenotype were identified and included in a virtual gene panel. Variants in these

genes were filtered based on population frequency and genomic location and

classified according to the American College of Medical Genetics and Genomics

(ACMG) and the Association for Molecular Pathology (AMP) criteria into five levels,

ranging from benign to pathogenic. The minigene method was used to assess the

impact of variants with potential to interfere in the splicing mechanism.

The analysis of germline variants identified the genetic cause of CHH in 24 out of the

81 patients (29.6%). Causal variants were distributed across 10 of the 169 genes



xiv

belonging to the virtual genetic panel, withGNRHR, FGFR1, ANOS1, and CHD7 being

the most frequently affected genes. Notably, the expansion of the genetic panel did

not significantly increase the diagnostic rate; however, this study broadened the

mutational spectrum of the disease by identifying several previously undescribed

variants. Most of the identified variants were classified as variants of uncertain

significance (VUS), but the VUS rate did not significantly differ between patients and

controls, except for the EGF gene, where VUS were found exclusively in patients.

These findings suggest that most of these rare variants are not directly related to the

studied phenotype, but rather reflect the genetic background of the Portuguese

population. Regarding the oligogenic inheritance, a frequency of 6.2% was observed

among patients (5/81), a statistically higher value compared to controls. The

functional study of a variant identified in the CHD7 gene (NM_017780.4: c.4354G>T,

p.Val1452Leu), increased the diagnostic rate to 30.9%, highlighting the importance of

functional studies in reclassifying VUS.

This work emphasized the genetic complexity of CHH, reinforcing the need for an in-

depth understanding of the disease to improve diagnosis, prognosis, genetic

counseling, and treatment, as well as to clarify the biological processes that may

contribute to the development of targeted therapies in the future.

Keywords

Endocrinology; Fertility; Puberty; Congenital Hypogonadotropic Hypogonadism;

Kallmann syndrome; Genetics; Whole-exome sequencing; Variants; Functional

studies.
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1. Introdução

1.1. Mecanismos de desenvolvimento pubertário

Durante a adolescência dá-se uma das transições mais fascinantes e complexas da

vida dos humanos, a puberdade. Este processo tem como objetivo a aquisição da

capacidade reprodutiva. A puberdade compreende diversas manifestações

psiconeuroendócrinas que acontecem na fase final da infância e se prolongam até que

a maturação sexual esteja completa. O resultado será o dimorfismo sexual e a

produção ativa de gâmetas. A idade de início deste processo varia entre indivíduos,

sendo influenciada pela etnia (1), pelo género (2), pelo estado nutricional (3, 4), mas

maioritariamente, pela constituição genética (4-7).

Na prática clínica, é considerado dentro do padrão, que o início da puberdade

aconteça até aos 14 anos no sexomasculino, com o aumento do volume testicular para

além dos 4 ml e até aos 13 anos no sexo feminino, com o início do desenvolvimento

mamário (8-12). Assim, a puberdade inicia-se mais precocemente, emmédia, no sexo

feminino, quando comparado com o sexo masculino, tendo o sexo feminino maior

predisposição para a puberdade idiopática precoce (13) e o sexo masculino maior

predisposição para o atraso constitucional do crescimento e da puberdade e para o

Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito (HHC) (4, 14).

À luz do conhecimento atual, ainda não foram esclarecidos todos os processos

moleculares que conduzem à puberdade, mas sabe-se que envolvem a complexa

interação de diversas vias de sinalização que controlam o desenvolvimento, ativação

e funcionamento do eixo Hipotálamo-Hipófise-Gónadas (HHG). De facto, tanto nos

humanos como nos outros vertebrados é imperativa a ativação deste eixo para que o

processo de puberdade seja bem-sucedido (15-19). A ativação do eixo HHG requer

uma coordenação primorosa de diferentes tipos celulares, neurotransmissores

estimuladores e inibidores, e hormonas com ação central e periférica (20).

O hipotálamo, que tem a sua origem no prosencéfalo, é uma estrutura localizada na

região ventral do cérebro, acima da hipófise e abaixo do terceiro ventrículo. Atua como

o centro de controlo do sistema endócrino tendo como função a regulação da
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homeostasia fisiológica e do comportamento, incluindo o controlo metabólico e o

consumo energético, desde a alimentação até à digestão. Controla também o

equilíbrio hídrico e eletrolítico, desde a ingestão até à absorção e excreção de líquidos,

a termorregulação, desde a produção e conservação de calor até à resposta à febre.

Controla ainda, os ciclos de vigília-sono e as respostas de emergência ao stress

ambiental e está também implicado na reprodução, através do controlo das hormonas

reprodutivas, da líbido, da gravidez, do nascimento e da amamentação (21-24).

O hipotálamo é composto por diversas áreas com composição neuronal e função

distintas. A função reprodutiva é controlada pelos neurónios secretores da hormona

libertadora de gonadotrofinas (GnRH). Estes, ao contrário da grande maioria dos

neurónios que compõem o hipotálamo, têm origemno placódio nasal e a suamigração

em direção ao prósencefalo observa-se no 48º dia de gestação humana (25-27). Os

neurónios secretores de GnRH são encontrados, na idade adulta, na área pré-ótica

(POA) e no núcleo arqueado (ARC) do hipotálamo (28), aí produzem a GnRH, e

secretam-na, de modo pulsátil, na eminência mediana para a circulação portal

hipofisária (29). Casoni et al. (25) estudaram até à 12ª semana gestacional a

distribuição e localização destes neurónios, tendo sido os primeiros a contabilizá-los

em humanos. Identificaram uma média de 10 000 neurónios entre a 6ª e a 12ª

semanas gestacionais e determinaram que a diferenciação neuronal completa dos

neurónios secretores de GnRHocorre entre o 39º e o 44º dias de gestação. Pelo estudo

da distribuição destes neurónios, encontraram que apenas cerca de 20% deles irão

colonizar o hipotálamo, encontrando-se o resto distribuído em diversas áreas extra-

hipotalâmicas, tais como o bolbo olfativo, o córtex cerebral, o hipocampo, o córtex

piriforme, a amígdala e a habénula.

A regulação do eixo reprodutivo inicia-se no hipotálamo, onde as células

neurossecretoras sintetizam e libertam, de forma pulsátil, a GnRH para o sistema

porta hipofisário (30). A GnRH é um decapeptídeo, descrito primeiramente no

hipotálamo suíno, cuja descoberta granjeou o prémio Nobel da Fisiologia e Medicina

ao Dr. Andrew V. Schally em 1977 (31). Por sua vez, localizados na hipófise anterior,

os gonadotrofos, que correspondem a 10 a 15% das células dessa estrutura, vão

responder à GnRH sintetizando e libertando a hormona folículo-estimulante (FSH) e

a hormona luteinizante (LH). Estas últimas irão ser transportadas pela circulação

sanguínea para exercer a sua função no controlo da maturação das gónadas e durante

a fase adulta, na fisiologia da reprodução. Nos indivíduos do sexo feminino, a FSH irá
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contribuir para a estimulação dos folículos ováricos e a LH para a estimulação da

ovulação e a formação do corpo lúteo. Nos indivíduos do sexo masculino, a FSH irá

estimular a proliferação das células de Sertoli e, em sinergia com a testosterona,

manter a espermatogénese, enquanto a LH estimulará as células intersticiais de

Leydig a sintetizar a testosterona (32).

1.2. Hipogonadismo hipogonadotrófico congénito
(HHC)

1.2.1. Definição e epidemiologia

OHipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito (HHC) é uma doença endócrina que

se caracteriza pela ausência ou diminuição da produção, secreção ou ação da GnRH,

presente desde o nascimento. Consequentemente, verificam-se níveis séricos baixos

de esteróides sexuais e níveis baixos ou inadequadamente normais de gonadotrofinas

(LH e FSH) (33). Este pode ser designado de Hipogonadismo Hipogonadotrófico

Congénito normósmico (HHCn), quando o sentido do olfato não se encontra afetado

ou Síndrome de Kallmann (SK) quando, ao hipogonadismo hipogonadotrófico, se

associa a anosmia ou hiposmia (34, 35).

Cerca de 50 a 60% dos casos de HHC correspondem à SK (36). A incidência da SK na

população finlandesa foi estimada em 1:30 000 no sexomasculino e 1:125 000 no sexo

feminino (37). A prevalência de HHC foi calculada em 1:4 000 a 1:10 000 no sexo

masculino e relatada como sendo 2 a 5 vezes menos frequente no feminino (38).

1.2.2. Apresentação clínica

A apresentação clínica dependerá da idade. No momento do nascimento é possível

suspeitar de hipogonadismo pela aparência da genitália externa no sexomasculino (p.

ex. micropénis e/ou criptorquidia uni ou bilateral). A incidência de HHC na presença

de criptorquidia pode ir até 70% (2). No sexo feminino não há sinais específicos que

se possam observar à nascença. Na adolescência suspeita-se de HHC quando se

observa, no exame físico, os sinais de ausência completa ou parcial do
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desenvolvimento dos caracteres sexuais secundários. Na idade adulta, os sintomas

relatados incluem a ausência de virilização e disfunção erétil no sexo masculino,

amenorreia primária no sexo feminino e ausência de líbido e infertilidade em ambos

(14).

A presença de sinais e sintomas adicionais podem sugerir formas sindrómicas. A

anosmia ou hiposmia, pode sugerir a forma sindrómica de Kallmann. Outros

fenótipos tais como a fenda labial e/ou palatina, deficiência auditiva congénita,

agenesia renal, sincinesia bimanual, anomalias esqueléticas, agenesia dentária,

podem sugerir outras formas sindrómicas de hipogonadismo hipogonadotrófico (14,

39).

1.2.3. Etiopatogenia

O HHC pode resultar de causas adquiridas permanentes ou transitórias ou de causas

genéticas que afetam a função do hipotálamo ou hipófise. As causas epigenéticas

desempenham um papel emergente na compreensão do HHC.

1.2.3.1. Causas adquiridas

O hipopituitarismo designa a diminuição ou a total ausência de secreção de uma ou

mais hormonas hipofisárias, nas quais se incluem a LH e a FSH. Em geral, a perda

adquirida da função da hipófise anterior segue a seguinte sequência GH, LH/FSH,

TSH, ACTH e PRL, contudo pode haver perda de função de apenas um tipo de

neurónio secretor de hormonas (40). O hipopituitarismo é primário, caso seja

causado pelo comprometimento da hipófise anterior ou secundário, caso resulte da

deficiência das hormonas estimuladoras hipotalâmicas que normalmente atuam na

hipófise (p. ex. GnRH).

As considerações etiológicas no hipopituitarismo são diversas e muitas delas podem

causar hipogonadismo hipogonadotrófico isolado (40). A invasão da glândula

hipofisária, dos núcleos hipotalâmicos ou do sistema porta hipotálamo-hipófise por

lesões que ocupam espaço, como por exemplo tumores, é uma delas. O enfarte

isquémico ou hemorrágico da hipófise, mais comum durante a gravidez ou na

presença de tumores hipofisários, resultam com frequência em insuficiência

hipofisária parcial ou total. Doenças infiltrativas, tais como a sarcoidose, a
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hemocromatose ou a histiocitose das células de Langerhans são causa de

hipopituitarismo por infiltração da hipófise e/ou do hipotálamo de células

inflamatórias, de ferro ou de células de Langerhans, respetivamente. O traumatismo

crânio-encefálico grave pode causar lesão da hipófise anterior, da haste hipofisária ou

do hipotálamo, conduzindo a insuficiência hipofisária anterior e a diabetes insípida.

A hipofisite linfocítica é uma doença autoimune que também pode resultar em

hipopituitarismo anterior, mais frequente emmulheres durante o período da gravidez

ou pós-parto. A radioterapia e a cirurgia da glândula hipofisária podem causar

hipopituitarismo de modo iatrogénico. As doenças infeciosas como a tuberculose, a

sífilis e as infeções micóticas também foram implicadas como agentes causadores da

hipofunção da hipófise (40).

Outras possíveis causas adquiridas são as doenças agudas graves, doenças crónicas

inflamatórias (p. ex. doença de Crohn, doença celíaca, fibrose quística, artrite juvenile

idiopática), o stress, a malnutrição, o excesso de exercício físico ou o abuso de

esteróides anabolizantes (2).

1.2.3.2. Causas genéticas

Estabelecer a causa genética precisa do HHC é útil para determinar o tratamento e o

prognóstico, pois estes dependem da extensão da hipofunção, da causa subjacente e

da localização da lesão no eixo hipotálamo-hipófise.

A evolução recente da genética humana, combinada com estudos anatomopatológicos

e investigações experimentais, possibilitaram a melhor compreensão das causas da

deficiência congénita de gonadotrofinas. A genética desempenha um papel

fundamental na etiopatogenia do HHC. As variantes patogénicas afetam genes que

intervêm nos seguintes mecanismos: ao nível do placódio nasal, intervêm na

diferenciação, desenvolvimento ou migração dos neurónios secretores de GnRH; ao

nível do hipotálamo e da hipófise anterior, intervêm na síntese, secreção ou ação da

GnRH e das gonadotrofinas, respetivamente (Figura 1).

No compêndio Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM®)

(https://www.omim.org), a série fenotípica PS147950 para “Hypogonadotropic

hypogonadism with or without anosmia“, descreve a relação entre 27 genes e o HHC

com ou sem anosmia (Tabela 1). O envolvimento de cada gene que está envolvido
num dos mecanismos supracitados será descrita a seguir.
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Figura 1: Papel no eixo Hipotálamo-Hipófise-Gónadas dos genes descritos no OMIM®
relacionados com o fenótipo de Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito. A figura foi

criada adaptando figuras disponíveis no Servier Medical Art (Servier;

https://smart.servier.com/), licenciado por Creative Commons Attribution 4.0 Unported
License.
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Tabela 1: Genes que constam no Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM®) como
estando associados ao Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito com ou sem anosmia.

Gene/Locus Localização Fenótipo Modo de
hereditariedade

#MIM
do
fenótipo

#MIM
do
Gene

ANOS1, KAL1,
KMS,
ADMLX,
HH1

Xp22.31 Hypogonadotropic
hypogonadism 1
with or without
anosmia (Kallmann
syndrome 1)

XLR 308700 300836

FGFR1, FLT2,
OGD,
KAL2,
HH2,
HRTFDS,
ECCL

8p11.23 Hypogonadotropic
hypogonadism 2
with or without
anosmia

AD 147950 136350

PROKR2,
PKR2,
GPR73L1,
HH3

20p12.3 Hypogonadotropic
hypogonadism 3
with or without
anosmia

AD 244200 607123

PROK2, PK2,
BV8, HH4

3p13 Hypogonadotropic
hypogonadism 4
with or without
anosmia

AD 610628 607002

CHD7, HH5 8q12.2 Hypogonadotropic
hypogonadism 5
with or without
anosmia

AD 612370 608892

FGF8, HH6 10q24.32 Hypogonadotropic
hypogonadism 6
with or without
anosmia

AD 612702 600483

GNRHR,
LHRHR,
HH7

4q13.2 Hypogonadotropic
hypogonadism 7
without anosmia

AR 146110 138850

KISS1R,
GPR54,
HH8,
CPPB1

19p13.3 Hypogonadotropic
hypogonadism 8
with or without
anosmia

AR 614837 604161

NSMF, NELF,
HH9

9q34.3 Hypogonadotropic
hypogonadism 9
with or without
anosmia

AD 614838 608137

TAC3, NKNB,
HH10

12q13.3 Hypogonadotropic
hypogonadism 10
with or without
anosmia

AR 614839 162330

TACR3, NK3R,
HH11

4q24 Hypogonadotropic
hypogonadism 11
with or without
anosmia

AR 614840 162332
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Gene/Locus Localização Fenótipo Modo de
hereditariedade

#MIM
do
fenótipo

#MIM
do
Gene

GNRH1,
LNRH,
HH12

8p21.2 ?Hypogonadotropic
hypogonadism 12
with or without
anosmia

AR 614841 152760

KISS1, HH13 1q32.1 ?Hypogonadotropic
hypogonadism 13
with or without
anosmia

AR 614842 603286

WDR11, DR11,
KIAA1351,
BRWD2,
HH14

10q26.12 Hypogonadotropic
hypogonadism 14
with or without
anosmia

AD 614858 606417

HS6ST1,
HS6ST,
HH15

2q14.3 {Hypogonadotropic
hypogonadism 15
with or without
anosmia}

AD 614880 604846

SEMA3A,
SEMAD,
COLL1,
HH16

7q21.11 {Hypogonadotropic
hypogonadism 16
with or without
anosmia}

AD 614897 603961

SPRY4, HH17 5q31.3 Hypogonadotropic
hypogonadism 17
with or without
anosmia

AD 615266 607984

IL17RD, SEF,
HH18

3p14.3 Hypogonadotropic
hypogonadism 18
with or without
anosmia

AD, AR, DD 615267 606807

DUSP6,
MKP3,
PYST1,
HH19

12q21.33 Hypogonadotropic
hypogonadism 19
with or without
anosmia

AD 615269 602748

FGF17, HH20 8p21.3 Hypogonadotropic
hypogonadism 20
with or without
anosmia

AD 615270 603725

FLRT3, HH21 20p12.1 Hypogonadotropic
hypogonadism 21
with anosmia

AD 615271 604808

FEZF1, FEZ,
ZNF312B,
HH22

7q31.32 Hypogonadotropic
hypogonadism 22,
with or without
anosmia

AR 616030 613301

LHB, HH23 19q13.33 Hypogonadotropic
hypogonadism 23
with or without
anosmia

AR 228300 152780

FSHB, HH24 11p14.1 Hypogonadotropic
hypogonadism 24
without anosmia

AR 229070 136530
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Gene/Locus Localização Fenótipo Modo de 
hereditariedade 

# MIM 
do 
fenótipo 

#MIM 
do 
Gene  

NDNF, 
C4orf31, 
NORD, 
HH25 

4q27 Hypogonadotropic 
hypogonadism 25 
with anosmia 

AD 618841 616506 

TCF12, HTF4, 
CRS3, 
HH26 

15q21.3 Hypogonadotropic 
hypogonadism 26 
with or without 
anosmia 

AD, AR 619718 600480 

NHLH2, 
HEN2, 
HH27 

1p13.1 ?Hypogonadotropic 
hypogonadism 27 
without anosmia 

AR 619755 162361 

Abreviaturas: DD, digénico dominante; AD, autossómico dominante; AR, autossómico recessivo; XLR, 
recessivo ligado ao cromossoma X; MIM, Mendelian Inheritance in Man. 

 

Foi no final do século XIX que surgiu o primeiro relato clínico que apontou para uma 
forma congénita de hipogonadismo, pelo médico Aureliano Maestre de San Juan (41, 
42). Este descreveu uma condição caracterizada por ausência de olfato (anosmia) e 
atraso pubertário. Mais tarde, na década de 1940, a ligação entre o hipogonadismo e 
a anosmia foi estabelecida pelo médico psiquiatra Franz Josef Kallmann (35). 
Kallmann observou esta condição em várias gerações de uma mesma família, 
sugerindo uma herança genética. Nas décadas seguintes, com a crescente 
compreensão da genética e hereditariedade, investigadores observaram padrões de 
hereditariedade que sugeriam uma ligação ao cromossoma X. Mas foi só na década de 
1990 que o gene KAL1 (atualmente conhecido como ANOS1) foi identificado como 
sendo responsável pelo HHC, normalmente com anosmia (OMIM #308700), com 
modo de hereditariedade recessivo ligado ao cromossoma X (43, 44). A partir daí, o 
conhecimento sobre as causas genéticas do HHC não parou de evoluir. Atualmente 
sabe-se que após a sua diferenciação e desenvolvimento, os neurónios secretores da 
GnRH, migram do placódio nasal, utilizando as terminações nervosas dos axónios, 
para a sua localização final no hipotálamo (27, 45). Aí enviam projeções para a 
eminência mediana onde a GnRH será libertada. Durante esse processo, o gene 
ANOS1 (OMIM *300836), que codifica uma glicoproteína da matriz extracelular 
chamada de Anosmina-1, é importante na adesão dos nervos olfativos ao longo das 
vias migratórias inicias, conduzindo os neurónios secretores de GnRH a partir do 
placódio nasal. Os putativos papéis da Anosmina-1 incluem, ser uma matriz celular 
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que serve de guia para os axónios, ser um quimioatrator secretado para ajudar na

orientação dos axónios olfativos ou ainda, ser uma proteína secretada para digerir a

matriz e permitir que os axónios olfativos cruzem o bolbo olfativo (46-48). Por

conseguinte, os efeitos das variantes patogénicas do gene ANOS1 na migração dos

neurónios secretores de GnRH são indiretos. Dodé et al. (49) sugeriram que a

Anosmina-1 pode também estar envolvida na sinalização dos recetores dos fatores de

crescimento dos fibroblastos (FGFs), também eles importantes para a diferenciação

dos neurónios secretores de GnRH. Variantes patogénicas neste gene são encontradas

em 10 a 20% dos indivíduos do sexomasculino com SK (50, 51). Para além do fenótipo

de hipogonadismo hipogonadotrófico, os indivíduos podem apresentar sincinesia

bimanual (em 75% dos casos), palato arqueado, fenda labial e/ou palatina,

metacarpos curtos, deficiência auditiva, anomalias oculomotoras e agenesia renal

unilateral (30% dos casos) (52, 53). O que pode explicar o facto de doentes com SK e

variantes patogénicas no ANOS1, possuírem defeitos congénitos no rim, incluindo a

agenesia, foi a descoberta de que a expressão da Anosmina-1 no rim precede o

desenvolvimento dos glomérulos renais (33). Este gene temmodo de hereditariedade

ligado ao cromossoma X de forma recessiva.

A sinalização pelos FGFs é importante para a diferenciação e proliferação das células

progenitoras dos neurónios secretores de GnRH. O fator de crescimento do

fibroblasto-8, codificado pelo gene FGF8 (OMIM *600483) e o seu recetor, o recetor

tipo 1 do fator de crescimento do fibroblasto, (FGFR1; OMIM *136350) têm uma

expressão espacial e temporal precisas de modo a controlar o desenvolvimento dos

neurónios secretores de GnRH, tendo sido encontrados no placódio nasal, no período

do desenvolvimento em que os neurónios secretores de GnRH sofrem a diferenciação

(54-56). Falardeau et al. (55), num estudo em doentes com HHC, identificaram o

FGF8 como sendo o ligando do FGFR1. Observaram ainda, com recurso a ummodelo

animal, que a perda de função completa do FGF8 leva à ausência de neurónios

secretores de GnRH no hipotálamo. A ausência parcial deste ligando leva a uma

redução desses neurónios e consequente redução dos níveis de GnRH.

O FGFR1 e o seu ligando FGF8 têmmodo de hereditariedade autossómico dominante

e foram identificados como sendo responsáveis por HHC com ou sem anosmia

(OMIM#147950 e #612702, respetivamente). Variantes patogénicas no FGFR1 foram

encontradas em aproximadamente 10% de doentes com SK e 7% com HHCn (57).
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Outros fenótipos associados a variantes nestes genes são a fenda labial e/ou palatina,

agenesia dentária e malformações ósseas (39).

Foram já descritos pelo menos 11 FGFs com capacidade para ativar o FGFR1 (58). De

entre eles, o FGF13 (OMIM *300070) e FGF17 (OMIM *603725) mantém grande

homologia com o FGF8 e foram encontrados no placódio nasal no mesmo momento

em que os neurónios secretores de GnRH sofrem a sua diferenciação (59, 60).

Identificaram-se ainda outros genes com modos de expressão espaço-temporal

semelhantes ao FGF8 e que intervêm na modulação da via de sinalização deste (61).

Desses genes, o ILR17D (OMIM *606807), o DUSP6 (OMIM *602748), o SPRY4

(OMIM *607984) e o FLRT3 (OMIM *604808), foram identificados como tendo

variantes patogénicas em indivíduos com HHC (61). O SPRY4 é membro da família

Sprouty (Spry), estes funcionam como inibidores das cascatas de sinalização dos

fatores de crescimento dos fibroblastos (62).

O neuropeptídeo Procineticina 2 é um peptídeo com 81 aminoácidos, codificado pelo

gene PROK2 (OMIM *607002). A ausência de expressão ou a presença de variantes

patogénicas neste gene e no seu recetor ligado a proteínas G, PROKR2 (OMIM

*607123) foi relacionado com a migração disfuncional dos neurónios secretores da

GnRH e consequentemente com problemas do desenvolvimento pubertário. As

variantes patogénicas foram encontradas em humanos e investigadas em ratinhos,

sendo causa de HHC com ou sem anosmia (OMIM #610628e e #244200,

respetivamente) (63-66). A deficiência de Procineticina 2 em ratinhos leva a uma

redução acentuada do tamanho do bolbo olfativo e à perda da sua normal arquitetura,

à acumulação dos neurónios progenitores na via migratória rostral e à redução dos

neurónios secretores de GnRH na área pré-óptica medial (64, 67). O modo de ação

desta proteína na migração neuronal não está totalmente esclarecido, sabe-se que ela

não é expressa pelos neurónios secretores de GnRH, pelo que se pensa poder agir ao

nível da sinalização, durante amigração destes para o prosencéfalo (64, 68). Variantes

patogénicas foram encontradas em 9% dos doentes com SK (57). O modo de

hereditariedade destes dois genes, PROK2 e PROKR2, tem gerado controvérsia. Na

declaração de consenso Europeu acerca do HHC, Boehm et al. (14) consideram-nos

com modo de hereditariedade autossómico recessivo, no entanto, a maioria dos

doentes apresenta variantes em heterozigotia (69). A questão levantou-se pela

descoberta de variantes em heterozigotia, em progenitores assintomáticos, enquanto

os descendentes homozigóticos se tornam sintomáticos (70). Contudo, a descoberta
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de doentes com SK e variantes em heterozigotia pode ser explicada, à luz do

conhecimento atual, pelos fenómenos de digenia, penetrância incompleta ou

expressividade variável (39, 71, 72). De facto, quase dois terços dos casos apresentam

penetrância incompleta e expressividade variável (73). Outras apresentações

fenotípicas podem ser identificadas nos doentes com variantes nestes genes, tais como

displasia fibrosa, sincinesia e epilepsia (57).

O Chromodomain helicase DNA binding protein 7, codificado pelo gene CHD7

(OMIM *608892) é importante para a proliferação de células neuronais estaminais

olfativas (29). Recorrendo a um modelo de ratinho da Síndrome de CHARGE

(coloboma, heart disease, atresia of the choanae, retarded growth and mental

development, genital anomalies, and ear malformations and hearing loss) (OMIM

#214800), foi demonstrado que a redução na expressão de CHD7 diminui a

proliferação celular que está na génese dos neurónios secretores de GnRH durante o

desenvolvimento embrionário (74). Isto sugere que a CHD7 está envolvida na

proliferação de parte dos neurónios secretores de GnRH, mas que provavelmente não

é a única interveniente. Alguns doentes com variantes patogénicas neste gene podem

sofrer de HHC com ou sem anosmia, com modo de hereditariedade autossómico

dominante (OMIM#612370), levantando-se a hipótese de que essas variantes causam

uma forma mais ligeira da Síndrome de CHARGE (75).

A hormona libertadora de gonadotrofinas é codificada pelo gene GNRH1 (OMIM

*152760). Este gene é transcrito numa pré-pro-hormona de 92 aminoácidos que

contém o decapeptídeo GnRH e um outro peptídeo de 56 aminoácidos, chamado de

peptídeo associado ao GnRH (GAP) (76). O decapeptídeo GnRH é uma neuro-

hormona fundamental na regulação da puberdade e da reprodução, nos mamíferos.

São raras as variantes disruptivas nesta neuro-hormona, porém, quando afetam os

dois alelos do gene, podem ser causa do HHCn (OMIM #614841) (77).

O recetor da hormona libertadora de gonadotrofinas, codificado pelo gene GNRHR

(OMIM *1388508) é expresso principalmente nos gonadotrofos da hipófise mas

também nos ovários, testículos, placenta e próstata (78). A ativação do recetor de

GnRH aumenta a mobilização de cálcio e estimula o influxo de cálcio extracelular.

Este aumento de cálcio intracelular induz a secreção de LH e FSH pela hipófise (36).

O GNRHR tem hereditariedade autossómica recessiva (OMIM #146110). Casos

excecionais, como é exemplo aquele descrito por Cioppi et al. (79) podem dever-se a
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isodissomia uniparental (quando um indivíduo herda duas cópias idênticas de um

cromossoma homólogo, ou parte dele, de apenas um dos progenitores), que no caso,

conduziu à herança em homozigotia de uma variante patogénica neste gene.

A Kisspetina é umneuropeptídeo excitador que foi identificado inicialmente como um

supressor tumoral conhecido como Metastina e o seu recetor como GPR54.

Atualmente estes são conhecidos como KISS1 (OMIM *603286) e o seu recetor como

KISS1R (OMIM *604161). Ambos são considerados como tendo um papel central na

regulação da secreção da GnRH e consequentemente da LH e FSH, nos mamíferos. A

Kisspeptina é sintetizada por neurónios hipotalâmicos que contactam com os

neurónios secretores de GnRH e estes últimos, na sua maioria, expressam o recetor

da Kisspeptina. Por sua vez, os neurónios secretores de Kisspeptina expressam os

recetores dos esteróides sexuais (80). De facto, estes neurónios são os principais

responsáveis pelo feedback negativo e positivo do eixo HHG, provocado pelas

hormonas esteróides (81). Pensa-se que esta proteína também esteja implicada na

secreção pulsátil da GnRH. Foi ainda observado em ratinhos que o início da

puberdade está correlacionado com o aumento da síntese de Kisspeptina no

hipotálamo e pensa-se que este mecanismo possa estar evolutivamente conservado

(82, 83). Seminara et al. (84) mostraram que variantes patogénicas no recetor são

causa de HHCn recessivo, pela via da diminuição da secreção da GnRH, apesar de

anatomicamente os neurónios secretores de GnRH se apresentarem normais.

Variantes patogénicas nestes dois genes, KISS1 e KISS1R, estão relacionadas com

HHCn com hereditariedade autossómica recessiva (OMIM # 614842 #614837,

respetivamente) (73).

O fator nasal embrionário LHRH (NELF), codificado pelo gene NSMF (OMIM

*608137) desempenha um papel na migração dos neurónios secretores de GnRH,

sendo uma molécula que serve de guia para as projeções destes neurónios, assim

como dos axónios olfativos (85). A relação deste gene com o HHC é atualmente

controversa, pois se por um lado, experiências em modelos animais mostraram que o

knockout em homozigotia não tem o impacto esperado no fenótipo reprodutivo, por

outro lado, várias publicações mostraram a relação entre variantes patogénicas em

heterozigotia e a doença, mas normalmente em digenia com outros genes (64, 86-88).

No OMIM®, este gene consta como causa de HHC com ou sem anosmia, com modo

de hereditariedade autossómico dominante (OMIM #614838).
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A Neurocinina B (NKB), codificada pelo gene TAC3 (OMIM *162330), pertence a uma 
família de taquicininas que incluem para além da NKB, a substância P (SP), a 
Neurocinina A (NKA) e, mais recentemente, endocininas e hemocininas. Estas foram 
recentemente relacionadas com a ativação dos neurónios secretores de GnRH e a 
etiopatogenia do HHC (89). Nos roedores, verificou-se que os axónios dos neurónios 
secretores de NKB e os dos neurónios secretores de GnRH estão anatomicamente 
muito próximos, na eminência mediana do hipotálamo, e que os recetores da NKB 
foram identificados nos neurónios que exprimem a GnRH, sugerindo assim um papel 
dos primeiros na libertação hipotalâmica da GnRH (90). Para além disso, tanto a 
Neurocinina B, como o seu recetor, são co-expressos nos neurónios que exprimem a 
Kisspeptina e a Dinorfina (neurónios KNDy), enfatizando ainda mais o papel da 
Kisspeptina e da NKB na regulação do período de início da puberdade (90). Neste 
contexto, colocou-se a hipótese de que a NKB tenha um papel no controlo da 
libertação da Kisspeptina no início da puberdade. Tal hipótese foi suportada pela 
descoberta de variantes inativadoras nos genes KISS1, KISS1R, TAC3 e TACR3 
(recetor da NKB; OMIM *162332), em doentes com hipogonadismo 
hipogonadotrófico (89, 91). Estes genes têm modo de hereditariedade autossómico 
recessivo (OMIM #614839 e #614840, respetivamente). A reversão do 
hipogonadismo hipogonadotrófico dá-se quando o corpo começa a produzir níveis 
suficientes de gonadotrofinas e hormonas sexuais sem a necessidade de terapia de 
reposição hormonal. Curiosamente, a taxa de reversão do HHC nos doentes 
portadores de variantes patogénicas nestes genes apresenta-se elevada. Foi descrita 
por Gianetti et al. (92) em 83% dos doentes e por Topaloglu et al. (57) em 25%. Nestes 
portadores, a possibilidade de descontinuação da terapia de tempos em tempos para 
testar a reversão do HHC poderá ser contemplada. 

A WDR11, uma proteína conservada nos vertebrados, pertence à família de proteínas 
que contém repetições WD, codificada pelo gene WDR11 (OMIM *606417). É expressa 
na via migratória do sistema olfativo e dos neurónios secretores de GnRH (93). 
Variantes patogénicas neste gene foram descritas pela primeira vez por Kim et al. (94) 
como sendo causa de HHC com ou sem anosmia, com modo de hereditariedade 
autossómico dominante (OMIM #614858). Posteriormente, outras variantes que 
afetam aminoácidos conservados da WDR11 foram identificadas por sequenciação de 
nova geração (Next-Generation sequencing, NGS) em doentes com HHC e outros 
problemas do desenvolvimento sexual (95). 
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Os polissacarídeos heparan sulfato são componentes da matrix extracelular que

ajudam amodular o desenvolvimento neuronal, nomeadamente a comunicação célula

a célula, intervindo assim na migração. O gene HS6ST1 (OMIM *604846), que

codifica a Heparan Sulfato 6-O-sulfotransferase 1, foi encontradomutado em famílias

com o fenótipo de HHC. Estudos no modelo animal C. elegans mostraram a sua

interação com os genes da via de sinalização dos fatores de crescimento dos

fibroblastos (p.ex. ANOS1, FGF8 e FGFR1) (96). Variantes patogénicas são causa de

HHC com ou sem anosmia, com modo de hereditariedade autossómico dominante

(OMIM #614880).

Durante a migração neuronal, quando os axónios dos neurónios secretores de GnRH

atingem a placa cribiforme, continuam a ser direcionados para o prosencéfalo. Para

tal são essenciais moléculas sinalizadoras tais como as semaforinas. Uma das

semaforinas é codificada pelo gene SEMA3A (OMIM *603961). As semaforinas, agem

ao nível do crescimento do cone axonal, importante para o processo de migração.

Ratinhos mutantes para o SEMA3A e para o SEMA7A apresentam uma redução no

número de neurónios secretores de GnRH no hipotálamo (97, 98). Contudo, ainda

não é totalmente evidente que uma variante única presente num gene das semaforinas

seja suficiente para o desenvolvimento da patologia. Young et al. (99) descreveram

um caso familiar com uma deleção em heterozigotia em doentes com a SK, o que

sugere um modo de hereditariedade autossómico dominante, mas em diversos

estudos foram identificados casos de digenia (100-102). No OMIM® este gene é

descrito como causa de HHC com ou sem anosmia, com modo de hereditariedade

autossómico dominante (OMIM #614897).

O fator de transcrição repressivo FEZ family zinc finger 1 (FEZF1; OMIM *613301) é

expresso durante o desenvolvimento embrionário no epitélio olfativo, amígdala e

hipotálamo (103). Kotan et al. (104) descreveram duas famílias consanguíneas,

independentes, cada uma com dois irmãos afetados, com um padrão de

hereditariedade autossómico recessivo (OMIM#616030). Nomesmo estudo, um caso

de digenia entre os genes FEZF1 e CCDC141 (OMIM *616031) foi descrito, sugerindo

a importância do CCDC141 para a migração neuronal.

A subunidade Beta da hormona luteinizante (LH), codificada pelo gene LHB (OMIM

*152780), é produzida na hipófise e tem um papel central na promoção da

espermatogénese e da ovulação, estimulando os testículos e os ovários a sintetizar as
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hormonas esteróides (105). A subunidade Beta da hormona folículo-estimulante

(FSH), codificada pelo gene FSHB (OMIM *136530) permite a foliculogénese nos

ovários e é essencial para a proliferação das células de Sertoli e a manutenção da

qualidade do esperma nos testículos. Estas duas hormonas pertencem a uma família

de hormonas glicoproteicas, na qual também se incluem a hormona estimuladora da

tiróide (TSH) e a hormona gonadotrofina coriónica humana (hCG). Cada uma delas

tem um dímero não covalente de uma subunidade alfa e uma subunidade beta. A

subunidade alfa é a mesma para estas quatro hormonas, as subunidades beta são

codificadas por genes diferentes e definem a função endócrina de cada um destes

dímeros (105). Ambos os genes, LHB e FSHB, são expressos nos gonadotrofos, mas o

LHB émais dependente da ação daGnRHdo que o FSHB (106). Variantes patogénicas

identificadas nas sub-unidades beta destes dois genes foram descritas em doentes

com HHCn com modo de hereditariedade autossómico recessivo (OMIM #228300 e

#229070, respetivamente) (107-111).

Messina et al. (112) relataram vários doentes com SK e com variantes patogénicas no

gene NDNF (OMIM *616506). Este gene codifica o fator neurotrófico derivado de

neurónios (NDNF), sendo esta proteína expressa ao longo das vias migratórias dos

neurónios secretores de GnRH, tanto em fetos humanos como em fetos de ratinhos.

O knockout do NDNF em ratinhos atrasou a migração destes neurónios e o

knockdown do seu ortólogo no zebrafish também resultou namigração defeituosa dos

neurónios GnRH3 (112). Tem modo de hereditariedade autossómico dominante,

associado a anosmia (OMIM #618841). A sua participação na etiologia da doença

parece ser rara (112, 113).

Davis et al., (114) identificaram indivíduos com a SK e variantes Loss-of-function

(LoF) no gene TCF12 (OMIM *600480). Treze deles com variantes em heterozigotia,

sugerindo uma hereditariedade autossómica dominante e uma variante em

homozigotia, sugerindo uma herança autossómica recessiva. Recorrendo a estudos

funcionais, demonstraram que a TCF12 é um fator de transcrição relevante para o

desenvolvimento do eixo HHG, nos humanos. Na base de dados OMIM®, este gene

está descrito como sendo responsável pelo HHC com ou sem anosmia (OMIM

#619718).

O fator de transcrição Nescient helix loop helix 2, codificado pelo gene NHLH2

(OMIM *162361) foi associado à geração dos primeiros neurónios secretores de GnRH
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entre o décimo e o décimo segundo dia embrionário em ratinhos (115). Topaloglu et

al. (116) identificaram um portador com uma variante patogénica em homozigotia

com HHCn e obesidade, estudada funcionalmente (OMIM #619755).

As tecnologias de sequenciação de nova geração têm vindo a impulsionar a

identificação de novas causas genéticas para o HHC, tendo-se verificado nos últimos

anos um incremento significativo. Às tecnologias de sequenciação, soma-se a

disponibilidade de novos recursos para testar e confirmar in vitro a implicação desses

novos genes (117). Assim, para além dos 27 genes que o OMIM® associa ao HHC com

ou sem anosmia, vêem-se somando outros, onde variantes consideradas patogénicas

foram recentemente identificadas em doentes com HHC. São exemplo as proteínas

p190 RhoGAPs, codificadas pelos genes ARHGAP35 (#OMIM 605277) e ARHGAP5

(#OMIM 602680), que são reguladoras negativas da função das RhoGTPase na

diferenciação neuronal, orientação axonal e sinalização mediada pela adesão (118-

120). Ambas são conservadas evolutivamente, intolerantes a variantes e cruciais para

o desenvolvimento do cérebro (121, 122). Lippincott et al. (123) identificaram um

enriquecimento de variantes truncadoras e missense nestes dois genes, numa coorte

de 1347 doentes com HHC. Os estudos funcionais que executaram, confirmaram o

envolvimento do gene ARHGAP35 na redução da distribuição dos neurónios

secretores deGnRH.Mais recentemente, em 2023 (124), uma nova função para o gene

POU6F2 (#OMIM 609062) foi descrita, relacionando-o com o hipogonadismo.

Através de estudos in vitro, Cho et al. (124) descobriram que este é um regulador da

transcrição que diminui a expressão do GNRH1 e identificaram 12 variantes raras

missense, em heterozigotia e homozigotia, com ocorrência de penetrância incompleta

nalgumas famílias.

Conhecem-se numerosos outros genes que estão associados a síndromes específicas,

nas quais o hipogonadismo hipogonadotrófico se apresenta como um dos fenótipos

(p. ex. Síndrome de Bardet-Biedl, Síndrome de interrupção da haste hipofisária). A

investigação desses genes num quadro de HHC isolado pode ser considerada num

contexto em que se considere a possibilidade de existir expressividade variável.

1.2.3.3. Digenia/oligogenia

O HHC é caracterizado por expressividade variável e penetrância incompleta, sendo

que ambas as características poderão ser explicadas, em parte, pela existência de di-

ou oligogenia.
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Di- ou oligogenia é a presença de variantes patogénicas em dois (ou mais) genes no

mesmo doente (14). Segundo Boehm et al. (14), os doentes de HHC apresentam di- ou

oligogenia em pelo menos 20% dos casos investigados.

A primeira publicação que relata digenia relacionada com a SK foi publicada em 2016

por Dodé et al. (63) implicando os genes ANOS1 e PROKR2, contudo as variantes não

foram estudadas in vitro. Atualmente, dada a grande disponibilidade de dados

fornecidos pela NGS, tornou-se um desafio distinguir uma di- oligogenia de um

achado incidental sem relação com o fenótipo. Isto porque, confirmar a implicação de

digenia na patogénese de uma doença é extremamente difícil, requerendo a

disponibilidade de familiares, juntamente commodelos animais e estudos in vitro. Os

casos de digenia reportados na literatura, com confirmação por estudos in vitro de

ambas as variantes, envolvem os genes FGFR1, GNRHR, NSMF, SEMA3A, PROKR2

eWDR11 (125).

O HHC normósmico, a SK ou a anosmia isolada podem ter como causa genética

variantes patogénicas no mesmo gene (43, 126-128). Exemplo disso são variantes nos

genes FGFR1, FGF8, FGF17, HS6ST1, PROK2/PROKR2, WDR11, CHD7, SEMA7A,

NELF, IGSF10 e AXL estarem associados às condições enumeradas (52). A

penetrância incompleta e expressividade variável observadas levantam a hipótese de

que a diferença na manifestação fenotípica pode dever-se à presença de sinergia com

outros genes mutados, ou seja, di- ou oligogenia, ou à interferência de fatores

ambientais que irão modular epigeneticamente a sua expressão.

1.2.3.4. Causas epigenéticas

O efeito dos fatores ambientais na regulação do eixo HHG no desenvolvimento

pubertário ainda não está completamente compreendido. De acordo com a literatura

existente, durante a puberdade, o ambiente modula o hipotálamo através de

mecanismos epigenéticos (mecanismos que afetam a expressão genética sem alterar

a sequência do ácido desoxirribonucleico (ADN)) (129). São exemplos a obesidade e

certos contaminantes ambientais (130). Estes têm a capacidade de modificar o ADN

epigeneticamente, tendo sido implicados no hipogonadismo funcional (130), através

dos mecanismos epigenéticos como a metilação de ADN que está na base do

mecanismo de imprinting genético, a acetilação e metilação de histonas, e o

mecanismo dependente de microRNAs (miR) (131, 132).
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Os sinais metabólicos e nutricionais exercem efeito através domecanismo epigenético

de deacetilação, regulando assim a puberdade. Vazquez et al. (133) descobriram que

a Sirtuína (SIRT1), uma deacetilase, restringe a puberdade feminina por meio da

repressão epigenética do gene ativador da puberdade, oKISS1. A SIRT1 é expressa em

neurónios Kiss1 hipotalâmicos e suprime a expressão da Kiss1 interagindo com o

complexo silenciador Polycomb para diminuir a atividade do promotor do KISS1. À

medida que a puberdade se aproxima, a SIRT1 é removida da cromatina do promotor

KISS1, facilitando a troca, de repressão para ativação. O sobrepeso na infância acelera

esta troca, aumentando a expressão doKISS1 e acelerando o início da puberdade. Pelo

contrário, a desnutrição aumenta os níveis de SIRT1, prolongando a repressão do

KISS1 e atrasando o início da puberdade (133).

Grande parte da programação que acontece no cérebro, relacionada com a

diferenciação sexual durante a puberdade, depende da disponibilidade dos recetores

hormonais. Vários estudos sugerem que o estado de metilação do ADN que codifica

esses recetores pode influenciar a sua expressão. Um exemplo é a associação entre o

aumento dametilação com a diminuição da expressão dos recetores de estrogénio alfa

(ERa), estrogénio beta (ERb) e progesterona (134-138). O silenciamento da

transcrição de proteínas do grupo Polycomb foi também descrito no momento do

início da puberdade, em roedores fêmea (129).

O fenómeno de imprinting genético regula a expressão de certos genes, de modo que

apenas um dos alelos seja ativado. Nalguns casos, os genes herdados do pai são

expressos, enquanto os herdados da mãe são silenciados, ou vice-versa. Os

mecanismos que controlam o imprinting incluem ametilação do ADN emodificações

das histonas. O imprinting paterno dos genesMKRN3 ou dos genes relacionados com

a Síndrome de Prader-Willi, foram relacionados com a puberdade precoce e com o

HHC, respetivamente (139-141).

A acetilação de histonas é outro importante mecanismo epigenético, crítico para a

transcrição durante o desenvolvimento e pensa-se que também tenha um papel na

maturação da puberdade (142). Ainda,mecanismos pós-transcricionais são acionados

para a regulação genética. Descobertas recentes em ratinho, indicam que um

mecanismo dependente de miR regula a produção da GnRH para controlar o início da

puberdade. Messsina et al. (143) identificaram dois miRs que controlam a produção

da GnRH entre o sétimo e o décimo-segundo dias após o nascimento (P7-P12),
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período que antecede a puberdade nos ratinhos. Uma abordagem in silico revelou

potenciais locais de ligação demiR aos promotores de genes quemodulam a produção

da GnRH. O mesmo grupo de investigadores identificou membros da família miR-

200 (miR-200a, miR-155 e miR-429) que são distintamente expressos entre os dias

P7 e P12 e que se encontram enriquecidos nos neurónios de GnRH a P12.

O gene CHD7, implicado na etiopatogenia da Síndrome de CHARGE e do HHC, é um

modificador epigenético que codifica uma proteína remodeladora da cromatina (144).

Os estudos que relacionam a regulação do eixo HHG com mecanismos epigenéticos

são recentes, mas consistentes. Novas investigações nesta área permitirão

compreender melhor como estes mecanismos controlam a puberdade. Assim, fica a

hipótese de que, quando nenhuma mutação é encontrada para explicar a

etiopatogenia do HHC humano, seja possível que esteja subjacente a regulação

epigenética.

1.2.4. Diagnóstico

Na Declaração de Consenso Europeu acerca do HHC, define-se atraso pubertário na

ausência de aumento testicular (volume < 4 ml), nos indivíduos do sexo masculino,

aos 14 anos, e ausência de desenvolvimento mamário, nos indivíduos do sexo

feminino, aos 13 anos (14).

Laboratorialmente, a determinação dos níveis séricos da GnRH é difícil porque esta

está confinada ao sistema portal hipofisário e tem uma semivida de 2 a 4 minutos.

Assim, normalmente, o diagnóstico laboratorial de HHC é feito na presença de baixos

níveis séricos de testosterona no sexo masculino e estradiol no sexo feminino e níveis

baixos ou inadequadamente normais de gonadotrofinas (LH e FSH), em ambos (14).

Com vista a ampliar a avaliação etiológica, habitualmente realiza-se uma ressonância

magnética (RM) da região hipotálamo-hipófise e dos bolbos e sulcos olfativos para

analisar com precisão a morfologia do eixo hipotálamo-hipófise e visualizar os bolbos

olfativos (145). A agenesia ou hipoplasia dos bolbos olfativos aponta para a SK (145).
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Após anamnese cuidadosa, revisão da história familiar, análise dos exames

laboratoriais e dos resultados de imagiologia, se houver suspeita de HHC, o teste

genético deve ser considerado.

O estabelecimento de um diagnóstico genético do HHC é importante por várias

razões, tendo implicações clínicas, terapêuticas, reprodutivas e familiares. Com um

diagnóstico genético, o diagnóstico diferencial poderá ser estabelecido, o tratamento

poderá ser direcionado, o prognóstico reprodutivo poderá ser previsto, outras

manifestações não reprodutivas poderão ser identificadas e o aconselhamento

genético do doente e membros da família poderá ser prestado. Em resumo, o

diagnóstico genético visa melhorar a qualidade de vida do doente.

Uma exaustiva descrição de todos os sinais e sintomas permite direcionar melhor os

testes genéticos, aumentando assim a probabilidade de encontrar variantes causais

(14). Nomeadamente quando a apresentação clínica aponta para síndromes

específicas, pode-se estabelecer uma relação fenótipo-genótipo.

Quando, para além da anosmia/hiposmia, o doente apresenta sincinesia bimanual ou

agenesia renal unilateral, podem estar presentes variantes patogénicas no ANOS1.

Quando o HHC aparece concomitantemente com fenda labial e/ou palatina, agenesia

dentária e/ou anomalias esqueléticas, podem estar presentes variantes patogénicas

nos genes de sinalização do FGF8 (FGFR1, FGF8, HS6ST1) (14, 39).

A deficiência auditiva está normalmente presente em doentes HHC nos quais se

identificaram variantes patogénicas nos genes CHD7, SOX10 ou IL17RD (14, 39).

No défice combinado de hormonas hipofisárias com displasia septo-ótica, os genes

FGFR1 eHESX1 devem ser investigados (14, 146, 147).

Contudo, o desafio de identificar a causa genética do HHC é maior em doentes onde

este se apresenta isoladamente e sem história familiar. Nesses casos, o recurso às

tecnologias de sequenciação de nova geração poderá ser o mais recomendado.

Para estabelecer diagnóstico, importa fazer diagnóstico diferencial entre HHC, atraso

constitucional do crescimento e da puberdade e outras causas adquiridas (2). De facto,

a maioria dos indivíduos do sexo masculino com atraso pubertário (83%) têm atraso

constitucional do crescimento e da puberdade e no sexo feminino são 30% (2).
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1.2.5. Tratamento

O tratamento farmacológico é normalmente escolhido de acordo com os objetivos

pretendidos. Esses objetivos poderão ser mitigar a ausência de

virilização/estrogenização, atingir uma função sexual normal, estimular o

crescimento estatural, promover a saúde óssea, promover o bem-estar psicológico e

emocional ou ainda, induzir a fertilidade (14). O tratamento farmacológico não está

disponível para a maioria dos fenótipos sindrómicos associados ao HHC, tais como a

anosmia, a sincinesia bimanual ou a agenesia renal. Outros fenótipos, tais como a

fenda labial e/ou palatina e algumas malformações músculo-esqueléticas podem ter

tratamento cirúrgico (14). É aconselhada a correção cirúrgica da criptorquidia

durante o primeiro ano de vida (148). O tratamento do micropénis também deve ser

feito em idade pediátrica, com recursos a baixas doses de testosterona para indução

do crescimento peniano (149).

Na idade da adolescência não existem regimes de tratamento padronizados para o

HHC, sendo que o mais frequentemente utilizado é o tratamento com esteróides

sexuais para induzir o desenvolvimento dos carateres sexuais secundários e o

desenvolvimento psicossocial (testosterona no sexo masculino e estradiol no sexo

feminino) (14). A testosterona pode ser administrada com uma variedade de

formulações incluindo gel tópico, gel nasal, adesivos, injetável ou via oral (150). Os

efeitos secundários clássicos deste tratamento incluem alterações cutâneas (p. ex.

acne), ginecomastia, edema, agravamento da apneia obstrutiva do sono e eritrocitose

(150).

Na idade adulta, a fertilidade poderá ser induzida por tratamento com GnRH

administrado de modo pulsátil, distribuído através de uma bomba subcutânea, com

pulsos de 25 ng/kg, administrados a cada 90-120 min (151). A relação da FSH/LH

varia com base na dose de GnRH, portanto a dosagem da GnRH deverá ser ajustada

para a resposta fisiológica desejada. Contudo, este tratamento não está disponível em

muitos países e exige um elevado nível de especialização, pelo que é raramente

utilizado fora dos ambientes de investigação (150). Alternativamente, a fertilidade

pode ser tratada com gonadotrofina coriónica humana (hCG) isolada, administrada

em injeções subcutâneas de 500-1500 IU, três vezes por semana (devendo-se ajustar

a dose com base na resposta da testosterona), ou associada à FSH (152-156).
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A reversão do hipogonadismo hipogonadotrófico dá-se quando o corpo começa a

produzir níveis suficientes de gonadotrofinas e hormonas sexuais sem a necessidade

de terapia de reposição hormonal. Relatos clínicos de doentes nos quais, após

interrupção da administração de testosterona, a função reprodutora é

espontaneamente recuperada, estão descritos em 10 a 20% dos casos (157, 158). No

sexo masculino, um sinal de reversão é a observação de crescimento testicular ou, em

ambos os sexos, a fertilidade espontânea durante a terapia hormonal de substituição

(14). Os mecanismos que levam à reversão não são bem conhecidos. Levanta-se a

hipótese que os esteróides sexuais possam influenciar a plasticidade da rede neuronal

hipotalâmica, levando à recuperação da função dos neurónios secretores de GnRH.

Outra hipótese, é a de que existe um espectro que vai do atraso constitucional do

crescimento e da puberdade até ao HHC e que as pessoas que sofrem reversão, na

verdade possuem um atraso constitucional. Contudo, a refutar esta última, observa-

se que a reversão nem sempre é definitiva, podendo observar-se uma reincidência em

5% dos casos (159). A suportar a primeira hipótese temos o dado de que foi observado,

em ratos, a génese de novos neurónios secretores de GnRH (160).

A taxa de reversão varia de estudo para estudo. Kałużna et al. (161) descrevem seis
casos de reversão na sua coorte, correspondendo a uma incidência de 6%, enquanto

outros estudos relatam valores entre 10 a 20% (146, 157, 159, 161). A reversão tem sido

descrita em doentes com variantes patogénicas presentes em determinados genes:

ANOS1, CCDC141, FGFR1,CHD7,HS6ST1, PROKR2,NSMF,GNRHR, TAC3 e TACR3

(14, 162) e tanto em casos de HHCn como em casos de SK. O facto de a reversão

acontecer em doentes com agenesia dos bolbos olfativos sugere que estas estruturas

não são essenciais para uma função reprodutiva normal. Nalguns estudos, os casos de

reversão foram associados à presença de digenia, no caso do Kałużna et al. (161) entre
os genes CHD7 e FGFR1 e CHD7 e GNRHR. Em contraste, num estudo multicêntrico

realizado em seis centros internacionais de referência para o HHC, localizados no

Brasil, Finlândia, França, Itália, Reino Unido e EUA, Dwyer et al. (158) mostraram

que entre os doentes submetidos a testes genéticos, nenhum dos que apresentaram

reversão do HHC tinham uma variante patogénica rara no gene ANOS1.
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1.3. Sequenciação de nova geração (NGS) em medicina 

As primeiras causas genéticas estabelecidas para o HHC foram descobertas por 
diferentes estratégias, tais como o estudo do linkage genético, de famílias 
consanguíneas, de alterações cromossómicas estruturais e de genes candidatos 
(pertencentes a determinadas vias de sinalização ou alterados em modelos animais 
com fenótipos análogos) (163).  

Desde a descoberta dos primeiros genes responsáveis pelo HHC, a análise genética 
tinha-se baseado principalmente na sequenciação de Sanger, um método em que os 
exões e as junções intrão-exão de cada gene são analisados separadamente. No ano de 
1977, Frederick Sanger introduziu este método de sequenciação de ADN, inovador à 
época, caracterizado pela elongação do ADN por síntese enzimática da sequência poli-
nucleótidica. Este método consiste em utilizar moléculas de trifosfato de 
didesoxinucleótidos (ddNTP), que à medida que são incorporados na cadeia, têm a 
propriedade de parar a extensão, gerando uma cadeia truncada (164). A marcação 
destes ddNTP com diferentes marcadores fluorescentes facilita a sua visualização e 
deteção.  

O método de sequenciação de Sanger continua a ser o método padrão nos laboratórios 
clínicos para diagnóstico molecular de doenças monogénicas e para validar os 
resultados obtidos por NGS (165). Contudo, apesar das melhorias incrementais na 
instrumentação, metodologia e rendimento que permitiram reduzir constantemente 
o seu custo (166), a sequenciação de Sanger continua trabalhosa, lenta e muito 
dispendiosa quando é necessário analisar um grande número de genes, o que se 
tornou gradualmente a regra nesta doença (Figura 2). Com a sequenciação de Sanger, 
quando a análise de um primeiro gene não revela qualquer variante patogénica capaz 
de explicar o fenótipo, é necessário analisar um segundo gene, depois um terceiro, e 
assim sucessivamente.  
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Figura 2: Tendência histórica na identificação de genes causais ou associados ao
Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito. Reproduzido com permissão de Maione et al.

(73) (Anexo 1).

De acordo com Margulies et al. (167), foi a proliferação dos projetos de sequenciação

de ADN em larga escala que impulsionou a busca por métodos alternativos, com o

objetivo de reduzir tempo e custos. Foi assim que surgiu um novométodo que permite

a sequenciação em massa através da leitura dos nucleótidos à medida que estes vão

sendo incorporados na cadeia de ADN em crescimento. Este método tornou-se

conhecido como a sequenciação de nova geração (Next-generation sequencing,NGS)

(167). A NGS utiliza a tecnologia de sequenciação por síntese (sequencing-by-

synthesis – SBS) que tem como base a utilização de uma enzima polimerase (168).

Esta tecnologia foi sendo desenvolvida e veio revolucionar o mercado da

sequenciação.

Recentemente, numerosos estudos, impulsionados pela disponibilidade tecnológica

da NGS, incrementaram significativamente as causas genéticas conhecidas do HHC.

Às tecnologias de sequenciação, soma-se a disponibilidade de novos recursos para

testar e confirmar in vitro a implicação desses novos genes (117). Esta lista crescente

de genes inclui os que têm variantes patogénicas raras confirmadas por vários estudos

independentes e inclui os que têm variantes classificadas como patogénicas,
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encontradas commaior frequência no grupo de doentes em comparação com o grupo

controlo.

O processo de NGS desenvolve-se em três passos principais: (1) preparação da

biblioteca genómica; (2) sequenciação: a) análise primária feita pelos instrumentos

de NGS que produzem os dados em bruto, b) análise secundária que corresponde ao

alinhamento com a sequência de referência e à identificação de variantes (“variant

calling“) e c) análise terciária que corresponde à confirmação e validação das

variantes e (3) análise dos dados e interpretação das variantes (169).

Atualmente, esta tecnologia está amplamente disponível, permitindo testar até

centenas de genes ao mesmo tempo, o exoma completo ou mesmo o genoma

completo. Portanto, esta foi rapidamente integrada nos fluxos de trabalho do

diagnóstico laboratorial para identificação de variantes germinativas causais de

doenças hereditárias. Devido à celeridade com que fornece resultados e ao custo

razoável, é especialmente útil nos casos em que vários genes foram identificados no

contexto de uma determinada condição genética, como é o caso do HHC.

Desde que a Declaração de consenso dos especialistas emHHC foi publicada em 2015

(14), vários estudos recorreram às tecnologias de sequenciação de nova geração para

aplicar painéis de genes. No entanto, não existe consenso em relação à lista de genes

a incluir nesses painéis. Por exemplo, em sete estudos realizados entre 2016 e 2019, o

número de genes incluídos nesses painéis variou entre 25 e 261 e a taxa de diagnóstico

genético entre 33% e 56% (170-175). Ainda, num inquérito recente a 23 prestadores

de cuidados de saúde pertencentes à European Reference Network on rare endocrine

conditions (Endo-ERN; www. endo-ern.eu) verificou-se que o número de genes

analisados em painéis personalizados de HHC pode variar entre 14 e 360 genes (176).

Outro exemplo, o painel de genes do NHS (National Health Service) do Reino Unido,

para o HHC, é atualmente composto por apenas 22 genes (https://nhsgms-

panelapp.genomicsengland.co.uk/panels/650/v3.0).

Perante a disponibilidade da NGS, importa decidir qual é a abordagem mais

adequada: painéis genéticos personalizados (custom gene panels), sequenciação

completa do exoma (Whole-exome sequencing, WES) ou sequenciação completa do

genoma (Whole-genome sequencing,WGS) (177).
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1.3.1. Painéis personalizados de genes

Atualmente, as aplicações mais comuns da NGS na prática clínica são a avaliação de

certos genes utilizando painéis personalizados de genes (Custom gene panels) (165).

Recentemente, Persani et al. (176) conduziram um estudo sobre a prática atual da

utilização da NGS na European Reference Network on rare endocrine conditions

(Endo-ERN; www. endo-ern.eu). Este mostrou que a maioria dos centros utiliza

painéis personalizados de genes para diagnóstico do HHC.

O desenvolvimento e a disponibilidade clínica de um painel personalizado de genes

representam um avanço no diagnóstico genético molecular de doentes com HHC. Tal

como acontece com as outras patologias multigénicas, no HHC há um equilíbrio a ser

alcançado entre a inclusão de genes com relação bem estabelecida entre o genótipo e

o fenótipo, altamente curados (p. ex. descritos no OMIM® ou na Declaração Europeia

de Consenso (14)) e a inclusão de um maior número de genes que têm algumas

evidências de associação com a doença.

A sequenciação de painéis personalizados de genes tem a vantagem de oferecer uma

boa cobertura das regiões sequenciadas (uma média de 300X, dependendo da

plataforma e número de amostras analisadas) (165) e ser mais económica quando

comparado com o WES e WGS. Outra vantagem é a de reduzir o número de achados

incidentais e/ou o número de variantes de significado indeterminado (VUS) (165, 178,

179). Os achados incidentais são as variantes genéticas identificadas pela

sequenciação, que não estão relacionadas com o fenótipo em investigação (180).

Segundo as diretivas da European Society of Human Genetics (ESHG), os testes de

diagnóstico genético devem ser focados na identificação de genes clinicamente

relevantes e selecionados demodo aminimizar a probabilidade de deteção de achadas

incidentais. Como desvantagem, tem a sua rigidez, pois testa apenas um número

restrito de genes, e como o conhecimento está em constante evolução, novos genes

que possam ser associados ao fenótipo não estarão contemplados.

1.3.2. Sequenciação completa do exoma (WES)

A sequenciação completa do exoma (Whole-exome sequencing, WES) visa determinar

a sequência de ADN de quase todas as regiões codificantes do genoma de um

indivíduo num único momento. As regiões codificantes do genoma (exoma)
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correspondem a 1 a 2% deste, contudo, é nessas regiões que se encontram ~85% das

variantes patogénicas conhecidas como sendo causa de doença, sendo que o WES

identifica a causa genética de doenças raras em 25 a 40% dos casos (181).

Esta metodologia é já amplamente utilizada na prática clínica para a identificação de

variantes genéticas relacionadas com doenças multigénicas. Ainda, quando não há

nenhum gene suspeito de causar o fenótipo clínico, a sequenciação do exoma pode

fornecer uma opção de triagemmais ampla, mas nesses casos, a sequenciação de trios

(sequenciação do doente e dos seus progenitores) permite um resultado mais

abrangente em comparação com a sequenciação de um único indivíduo.

O estudo levado a cabo por Persani et al. (176) sobre a prática atual da utilização da

NGS na Endo-ERN identificou um pequeno número de centros que já oferece uma

análise de WES como teste inicial, analisando um painel virtual de genes candidatos.

Mostraram que o rendimento informativo de variantes patogénicas é muito maior

com tal abordagem. Painéis com mais de 150 genes, quer sejam personalizados ou

virtuais, têm maior probabilidade de reportar uma variante patogénica em até 60%

dos casos, enquanto os resultados positivos caem abaixo de 15% em centros que

utilizam painéis menores (176).

O painel virtual de genes tem como vantagem ser flexível, permitindo a rápida revisão

de relatórios anteriores de acordo com novas descobertas na área. Permite ainda

explorar um grande conjunto de genes candidatos, na presença de material genético

de membros da mesma família com vários indivíduos afetados, levando à descoberta

de novos genes através de estudos de segregação familiar (182, 183). Permite também

expandir o potencial de identificar portadores di- ou oligogénicos em indivíduos que,

de outra forma, poderiam ser diagnosticados com herança monogénica (184). Tem

ainda a vantagem de ter custos e tempo de execução razoáveis sobretudo quando

comparado com o WGS.

Como desvantagem tem o facto ter cobertura insuficiente de algumas regiões do

exoma, sendo que cerca de 10% das bases sequenciadas por WES não atingem as 20

leituras. Assim, no momento da interpretação dos resultados, importa ter em mente

que este oferece uma cobertura adequada para apenas ~ 85% dos genes associados a

doenças presentes na base de dados OMIM® (165). O problema de cobertura pode

dever-se à ausência de sondas para uma determinada região do exoma ou à presença
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de sequências repetitivas ou ricas emGuaninas e Citosinas (165). Ainda, identifica um

grande número de VUS e tem maior probabilidade de achados incidentais. Acresce

que requer infraestruturas bioinformáticas potentes e técnicos qualificados para

conseguir gerir a enorme quantidade de dados gerados. Outra limitação inclui a

ausência de resultados para as regiões reguladoras e intrónicas, assim como para

rearranjos genéticos (p. ex. translocações e anomalias cromossómicas).

Apesar das limitações enumeradas, esta metodologia apresenta-se especificamente

vantajosa para investigar as causas genéticas do HHC porque nesta doença é

particularmente relevante a revisão periódica da lista de genes analisados. Dado que

anualmente são publicados estudos novos sobre genes potencialmente ou

comprovadamente causais. Esta metodologia também permite uma maior

flexibilidade na aplicação de “subpainéis virtuais” adaptados às variações de fenótipo

que se observam dentro da doença.

1.3.3. Sequenciação completa do genoma (WGS)

A sequenciação completa do genoma (Whole-exome sequencing, WGS), visa

determinar a quase totalidade da sequência de ADN do genoma de um indivíduo num

único momento.

Como a metodologia de WGS cobre todo o genoma (regiões codificantes e não

codificantes) esta permite identificar variantes em regiões reguladoras e intrónicas

(185). Tem ainda o poder de identificar rearranjos genéticos (p. ex. translocações) e

copy number variants (CNVs) (185). A preparação da biblioteca genómica para o

WGS é mais simples, pois não requer enriquecimento do alvo. À semelhança doWES,

esta metodologia permite a rápida revisão de resultados anteriores de acordo com

novas descobertas na área, podendo ser ainda mais abrangente.

Contudo, de entre as abordagens NGS, esta é a mais dispendiosa e a que proporciona

menor profundidade média de cobertura (165). Além disso, do ponto de vista clínico,

a interpretação das variantes não codificantes e o número elevadíssimo de variantes

VUS torna a sua utilidade limitada. A probabilidade de achados incidentais também

é superior com esta abordagem. Ainda, a necessidade de armazenamento e gestão dos

dados genómicos requer infraestruturas bioinformáticas potentes e técnicos

qualificados.
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Prevê-se que no futuro, à medida que o conhecimento a respeito das regiões não

codificantes do genoma aumenta, a WGS seja o próximo passo na evolução dos

cuidados de saúde personalizados.

1.3.4. Classificação das variantes

Enquanto num passado recente os testes genéticos tinham como objetivo a

confirmação do diagnóstico, atualmente pretende-se utilizá-los como ferramenta de

primeira linha para estabelecer esse diagnóstico. Contudo, a NGS tem como fator

limitante a necessidade de interpretação das numerosas variantes genéticas raras

identificadas. Normalmente, são identificadas 200 000 a 400 000 variantes por

doente após WES e 3 900 000 variantes por doente após WGS (183, 186). Mesmo

após aplicar filtros para seleção das variantes com possível significado clínico,

permanecem centenas, sendo um desafio identificar entre elas as variantes

causadoras de doença.

Em 2015, o American college of medical genetics and genomics e a Association for

molecular pathology (ACMG-AMP) publicaram recomendações atualizadas com

normas e diretrizes para a interpretação de variantes genéticas (180). A ACMG-AMP

definiu uma estrutura para classificar as variantes em cinco níveis de acordo com

critérios de evidência de patogenicidade, sendo elas: patogénicas (P), provavelmente

patogénicas (Likely pathogenic, LP), de significado indeterminado (Variant 0f

uncertain significance, VUS), provavelmente benignas (Likely benign, LB) e benignas

(B). A cada critério foi atribuído um código composto por duas a três letras e um

número. A primeira letra indica uma direção: patogénica (P) ou benigna (B); a(s)

seguinte(s) letra(s) denota(m) o nível de força: muito forte (very strong, VS), forte

(strong, S), moderado (moderate, M), de suporte (supporting, P) e independente

(stand-alone, A); o número atua como um número de série para distinguir critérios

com a mesma força. Combinações de diferentes evidências são utilizadas para

determinar a classificação de variantes genéticas (Tabela 2) (180).
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Tabela 2: Critérios para classificar variantes patogénicas e benignas. Adaptado de Richard et
al. (180).

Evidência de patogenicidade Categoria

Muito forte

PVS1 Variante nula (nonsense, frameshift, local de
splicing canónico a +/- 1 ou 2 locais de splicing, codão de
iniciação, deleção de um ou vários exões) num gene onde

a perda de função (LoF) é um mecanismo conhecido de

doença.

Forte
PS1 A mesma alteração de aminoácidos de uma variante já

previamente estabelecida como patogénica,

independentemente da alteração de nucleótidos.

PS2 De novo (confirmada a maternidade e a paternidade
em ambos) em doente com a doença e sem história

familiar.

PS3 Estudos funcionais in vitro ou in vivo bem
estabelecidos que suportam o efeito deletério no gene ou

no produto do gene.

PS4 A prevalência da variante em indivíduos afetados está

significativamente aumentada comparando com a

prevalência nos controlos.

Moderada
PM1 Localizada num hotspot mutacional e/ou domínio
funcional crítico e bem estabelecido (p. ex. sítio ativo de

uma enzima) sem variantes benignas.

PM2 Ausente dos controlos (ou com frequência

extremamente baixa se recessiva) no Projeto de

Sequenciação do Exoma, 1000 Genomas ou ExAC.

PM3 Para distúrbios recessivos, detetada em trans com
outra variante patogénica.

PM4 Alterações no comprimento da proteína devido a in-
frame deletions/insertions em região não repetitiva ou
variantes que causam perda do codão stop.

PM5 Nova variante missense num aminoácido onde uma
outra missense diferente foi previamente determinada
como patogénica.

PM6 Assumida como de novo, mas sem confirmação de
paternidade nemmaternidade.

De suporte
PP1 Co-segregação com doença em múltiplos membros

afetados de umamesma família num gene definitivamente

conhecido por causar a doença.

PP2 Variantemissense num gene que tem uma baixa taxa
de variantes missense benignas e no qual variantes
missense são ummecanismo comum de doença.

PP3 Múltiplas linhas de evidência computacional

suportam um efeito deletério sobre o gene ou o produto

genético (conservação, evolução, impacto de splicing,
etc.).

PP4 O fenótipo ou história familiar do doente é altamente

específico para uma doença com uma única etiologia

genética.
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PP5 Fonte de confiança relatou recentemente a variante

como patogénica, mas as evidências não estão disponíveis

para o laboratório realizar uma avaliação independente.

Evidência de impacto

benigno

Categoria

Independente
BA1 A frequência alélica é superior a 5% no Projeto de

Sequenciação do Exoma, 1000 Genomas ou ExAC.

Forte
BS1 A frequência alélica é superior ao que é esperado para

o distúrbio.

BS2 Observada num indivíduo adulto saudável para um

distúrbio recessivo (homozigotia), dominante

(heterozigotia) ou ligado ao cromossoma X (hemizigotia),

em distúrbio com penetrância completa esperada em

idade precoce.

BS3 Estudos funcionais in vitro ou in vivo bem
estabelecidos não mostram nenhum efeito prejudicial na

função proteica ou no splicing.

BS4 Ausência de segregação nos membros afetados de

uma família.

De suporte
BP1 Variante missense num gene para o qual se sabe que
são principalmente variantes truncantes que causam a

doença.

BP2 Observado em trans com uma outra variante

patogénica para um gene/distúrbio dominante totalmente

penetrante; ou observado em cis com uma variante

patogénica com qualquer padrão de hereditariedade.

BP3 Inserções e deleções In-frame numa região repetitiva
sem função conhecida.

BP4Múltiplas linhas de evidência computacional sugerem

ausência de impacto no gene ou no produto genético

(conservação, evolução, impacto no splicing, etc.).

BP5 Variante encontrada num caso com causa molecular

alternativa para a doença.

BP6 Fonte de confiança relatou recentemente a variante

como benigna, mas as evidências não estão disponíveis

para o laboratório realizar uma avaliação independente.

BP7 Variante sinónima (silenciosa) para a qual os

algoritmos de previsão de splicing não preveem nenhum
impacto para a sequência consenso do splicing nem a
criação de um novo local de splicing E o nucleótido não é
altamente conservado.

A interpretação e ordenação das variantes é um aspeto complicado dos testes

genéticos e, portanto, ajuda seguir um protocolo pré-estabelecido. Este protocolo

pode consistir em cinco secções: (a) verificação da nomenclatura das variantes; (b)

avaliação dos dados populacionais; (c) pesquisa sobre o histórico das variantes; (d)
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análise específica com relação ao tipo de variante e (e) previsões computacionais

(187). No final é feita uma interpretação se os dados recolhidos forem suficientes para

classificar a variante.

(a) verificação da nomenclatura das variantes:

Os dados da sequenciação, ainda em bruto, devem proporcionar as coordenadas

das posições correspondentes às alterações genéticas encontradas, relativamente

à sequência de referência humana utilizada na comparação. A nomenclatura

atribuída deve ser verificada, p. ex. no website Mutalyzer (188). O transcrito do

gene com relevância clínica deve ser identificado, p. ex. noHumanGeneMutation

Database (HGMD®) (189).

(b) avaliação dos dados populacionais:

A pesquisa da frequência alélica populacional deve ser feita, p. ex. no gnomAD

(https: // gnomad.broadinstitute.org/). Assume-se que as variantes patogénicas

não são comuns na população em geral. Contudo, em doenças oligogénicas,

variantes relativamente frequentes podem ter efeito adicional no fenótipo (73).

Na presença dos dados de frequência alélica populacional, podem-se aplicar os

critérios ACMG-AMP seguintes: BA1, BS1, BS2 ou PM2.

(c) pesquisa sobre o histórico das variantes:

Deve-se pesquisar a existência de casos relatados anteriormente, para uma dada

variante a ser interpretada. Tal pode ser feito recorrendo a bases de dados (p. ex.

ClinVar (190), HGMD® (189)), a navegadores (p. ex. UCSC (191) ou Mastermind

(192)), a motores de busca (p. ex. PubMed® ou Google Scholar) e/ou bases de

dados do próprio laboratório. Na presença destas informações, podem-se aplicar

os critérios ACMG-AMP seguintes: PS2, PS4, PS3, PM3, PM6, PP1, PP4, BS3, BS4,

BP2, BP5.

(d) análise específica com relação ao tipo de variante:

As variantes podem ser designadas quanto ao seu tipo por: missense (quando há

substituição de um nucleótido em região codificante, que conduz à alteração do

aminoácido); sinónima (quando há substituição de um nucleótido em região

codificante, que não altera o aminoácido); nonsense (quando há substituição de

um nucleótido em região codificante, que passa a codificar um codão de

terminação); frameshift (quando há inserção ou deleção de nucleótidos em região

codificante, que alteram a grelha de leitura); inserção ou deleção in-frame

(quando há inserção ou deleção de nucleótidos em região codificante, que não

alteram a grelha de leitura).
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São consideradas variantes nulas (variantes que provocam perda de função da

proteína, LoF) as variantes nonsense, frameshift ou deleções de um ou vários

exões, presentes no codão de iniciação ou nos ± 1 ou 2 nucleótidos localizados nos

locais canónicos de splicing. A estas variantes pode-se aplicar o critério de

patogenicidade ACMG-AMP: PVS1 (180). Para as variantes missense, podem-se

aplica os critérios ACMG-AMP seguintes: PS1, PM5, PP2, BP1. Para as inserções

ou deleções in-frame podem-se aplicar os critérios ACMG-AMP: PM4 ou BP3.

(e) previsões computacionais (in silico):

Na presença de dados de previsão computacional (uma lista de várias

ferramentas/softwares disponíveis pode ser consultada em Richard et al. (180)),

podem aplicar-se os critérios ACMG-AMP seguintes: PM1, PP3, BP4, BP7.

A combinação dos critérios aplicados conduzirá à classificação de cada uma das

variantes, de acordo com as regras de pontuação das recomendações da ACMG-AMP

(Anexo 2) (180).

Como são constantemente publicados novos dados, são adicionados às bases de dados

novos casos e são partilhadas novas descobertas científicas sobre os genes, é

importante reavaliar periodicamente o significado clínico e, se necessário,

reclassificar as variantes utilizando informações atualizadas. Especialmente no caso

de variantes sem uma classificação definitiva.

1.3.5. Estudos funcionais

No campo da genética das doenças humanas, um dos principais objetivos é

estabelecer a relação entre variantes genéticas e fenótipos específicos. Contudo, um

dos grandes desafios da NGS prende-se com a falta de compreensão do impacto da

maioria das variantes genéticas na saúde e nas doenças humanas.

As abordagens clássicas para a interpretação de variantes, como estudos de caso-

controlo ou estudos de co-segregação, exigem a identificação de muitos indivíduos

com a mesma variante. Como a esmagadora maioria das variantes está presente em

poucos indivíduos, estas estratégias têm claras limitações. Por seu lado, a previsão do

efeito clínico das variantes recorrendo a uma abordagem in silico não permite, para a

grande maioria das variantes, um resultado com o grau de confiança exigido na

clínica. Assim, os estudos funcionais são uma estratégia a considerar. Estes
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investigam o impacto biológico de variantes genéticas in vitro e/ou in vivo com o

objetivo de esclarecer se uma variante altera o funcionamento normal de um gene ou

de uma proteína e se essa alteração está associada a uma condição clínica. Desta

forma, estes ajudam na classificação de variantes genéticas, oferecendo uma ponte

entre os dados genómicos e sua interpretação clínica prática.

Os tipos de estudos funcionais realizados para variantes genéticas dependem do tipo

específico de variante e da maneira como ela potencialmente afeta a função do gene.

À data, as regiões do genoma humano que melhor compreendemos são as regiões

codificantes de proteínas. Apesar destas constituírem apenas uma pequena parte de

todo o genoma (1 a 2%), é nessas regiões que se encontram ~85% das variantes

patogénicas conhecidas como sendo causa de doença (181). Os impactos das variantes

noutros elementos funcionais, como locais de splicing, promotores ou sequências

reguladoras são mais difíceis de avaliar. Em relação às variantes na região codificante

do ADN, as variantes nonsense e frameshift são mais facilmente classificáveis e na

maioria das vezes conduzem a perda de função de uma proteína. Por seu lado, as

variantes missense e as variantes silenciosas também designadas por sinónimas são

mais desafiadoras na sua classificação quanto à patogenicidade.

Na base de dados ClinVar (190), a maioria das variantes reportadas está classificada

como VUS. Para esclarecer o potencial impacto biológico dessas variantes, os estudos

funcionais podem debruçar-se sobre os seus efeitos na estabilidade e abundância da

proteína, na interação proteína-proteína, na função especializada da proteína, na

regulação transcricional e na regulação pós-transcricional (193).

As variantesmissense têm o potencial de afetar a estrutura, a estabilidade, a atividade

enzimática, a interação proteína-proteína ou a expressão da proteína. Por seu lado, a

regulação da transcrição ou o splicing pode ser impactado pelas variantes

intergénicas,missense, sinónimas e localizadas em locais de splicing.

A composição do ADN é idêntica em todas as células somáticas, o que as distingue é a

expressão genética. A expressão genética é controlada demaneira dinâmica e regulada

para permitir a expressão consistente e estável de algumas proteínas, bem como a

rápida produção de outras, através da regulação da sua transcrição. De modo

simplista, pode definir-se a transcrição como sendo a síntese de pré-ácido

ribonucleico mensageiro (pré-ARNm) através de ARN-polimerases. Nos organismos



Causas genéticas do Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito

36

eucariótas, os transcritos de genes codificantes de proteínas contêm sequências

intrónicas (intrões) que não estarão presentes no ARNm maduro. Será o mecanismo

de splicing do pré-ARNm que irá remover esses intrões e unir os exões (região

codificante) de modo a formar o ARNm maduro. Este processo é catalisado pelo

spliceossoma que reconhece, com alto grau de precisão, sequências específicas do pré-

ARNm que une eficazmente, dando origem ao transcriptoma funcional de uma célula.

O spliceossoma é composto por cinco ribonucleoproteínas nucleares (sn-RNPs),

designadas U1, U2, U4, U5 e U6, e um grande número de proteínas não-snRNP (194).

O spliceossoma é guiado, em parte, por sequências presentes no pré-ARNm,

designadas por sequências consenso, que são específicas e conservadas. Assim sendo,

a maioria dos intrões tem um local de splicing (ss, splice site) 5‘ (5‘ ss), uma sequência

branch point (BPS) seguida por um trato de polipirimidinas (PPT, polypyrimidine

tract) e um local de splicing 3‘ (3‘ ss) (Figura 3) (195).

Figura 3:Representação das sequências consenso próximas ou nas extremidades dos intrões.
Os dinucleótidos GU e AG encontram-se frequentemente nas extremidades dos intrões. O A a

laranja representa a Adenosina no branch point e (Y)n representa o trato de polipirimidinas.
A sequência que ladeia as sequências consenso, encontra-se representada, sendo o tamanho

do nucleótido proporcional à sua frequência nessa posição. Reproduzido com permissão de

Cartegni et al. (196) (Anexo 3).

A imprecisão no reconhecimento destas sequências específicas, presentes nos intrões,

conduz a falhas na remoção destes e gera ARNm maduros aberrantes que poderão

codificar proteínas disfuncionais. Ainda, variantes pontuais, presentes nos exões, que

comumente exercem os seus efeitos pela alteração dos aminoácidos das proteínas
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codificadas (missense), oumesmo as translacionalmente silenciosas (sinónimas), têm

vindo a ser descritas como influenciando a precisão ou eficiência do splicing (196-

200). Krawczak et al. (201) estimaram que pelo menos 1,6% das variantes missense

responsáveis por doenças humanas, causam alterações no splicing do pré-ARNm.

Contudo, a maioria das variantes que afetam o splicing, afetam diretamente as

sequências específicas dos intrões (5‘ ss, BPS, PPT ou 3‘ ss) ou os dois primeiros e

últimos nucleótidos dos exões, provocando normalmente o exon skipping (perda do

exão). Com menos frequência, estas variantes podem provocar locais de splicing

ectópicos ou ativar locais de splicing crípticos, alterando assim o padrão normal de

splicing e criando um transcrito aberrante (196). Um local de splicing ectópico será

criado quando uma variante altera a sequência de ADN de modo a gerar uma

sequência que tenha as caraterísticas do local de splicing canónico, num local outro

que o original. Um local de splicing críptico é uma sequência que corresponde ao

consenso, mas que não mostra atividade e que é ativada oportunisticamente quando

o local de splicing canónico sofre uma alteração, podendo causar doenças nos

humanos (202-204). Contudo, as variantes fora das sequências consenso podem elas

também afetar o splicing. Estudos recentes estimaram que 27% das variantes

implicadas nos distúrbios do desenvolvimento e relacionadas com alteração do

splicing não estão nas sequências canónicas de splicing (205). Adicionalmente, várias

mutações, que se encontram nas regiões intrónicas profundas, foram identificadas

como levando à retenção de um “pseudo-exão“ em doentes afetados por múltiplos

distúrbios (p. ex. fibrose quística, mucopolissacaridose tipo II, esclerose tuberosa,

distrofia muscular de Becker, etc.) (206). Na verdade, há evidências crescentes de que

a frequência das variantes que afetam o splicing tem sido subestimada (196).

O atual paradigma do diagnóstico genético considera apenas testar o ARN para

confirmar/refutar o efeito de uma potencial variante patogénica num local de

splicing. Mas na realidade, pouca consideração é dada às variantes que se encontram

fora desses locais. As variantes sinónimas ou intrónicas são normalmente descartadas

num primeiro filtro na busca por variantes causais. Ainda, os algoritmos usados pelas

ferramentas in silico, utilizadas para prever os efeitos de splicing, não têm o grau de

confiança exigido na clínica. Portanto, não há dúvida de que uma proporção

significativa de diagnósticos genéticos estão a ser perdidos. À luz destas novas

evidências, o efeito que as variantes têm sobre o mecanismo de splicing merece ser

avaliado.
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1.4. Objetivos

Este estudo teve como objetivo investigar as causas genéticas do HHC em doentes

portugueses, utilizando a NGS, ferramentas in silico e técnicas de biologia molecular.

Os objetivos específicos deste estudo foram:

1) determinar a frequência e o tipo de defeitos genéticos em doentes portugueses

com HHC;

2) realizar estudos funcionais in vitro, para interpretar as consequências biológicas

de variantes sinónimas e localizadas nos locais de splicing;

3) estabelecer correlações genótipo-fenótipo para prever o impacto clínico de

variantes genéticas.



Causas genéticas do Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito

39

2. Materiais e Métodos

2.1. Seleção dos doentes e controlos

Sendo o HHC uma doença rara, o recurso a uma rede colaborativa multicêntrica

mostrou-se uma abordagem vantajosa. Assim, 18 departamentos clínicos portugueses

de endocrinologia, listados a seguir, contribuíram para este trabalho:

Unidade de Endocrinologia Pediátrica, Hospital Santa Maria, Lisboa; Serviço de

Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo, Hospital de Santa Maria, Lisboa; Serviço de

Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo, Centro Universitário de Coimbra; Serviço

de Endocrinologia, Hospital de Curry Cabral, Centro Hospitalar Universitário Lisboa

Norte; Unidade de Endocrinologia Pediátrica, Serviço de Pediatria, Centro Materno

Infantil do Norte, Centro Hospitalar Universitário de Santo António, Porto; Serviço

de Endocrinologia e Diabetes, Hospital Garcia de Orta, Almada; Serviço de

Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo, Centro Hospitalar Universitário de São

João, Porto; Unidade de Endocrinologia e Diabetologia Pediátrica, Departamento de

Pediatria, Centro Hospitalar Universitário de São João, Porto; Serviço de

Endocrinologia, Instituto Português de Oncologia do Porto; Serviço de

Endocrinologia, Instituto Português de Oncologia de Coimbra; Unidade de

Endocrinologia Pediátrica, Serviço de Pediatria, Hospital de Braga; Serviço de

Endocrinologia, Hospital de Braga; Serviço de Pediatria, Hospital da Senhora da

Oliveira Guimarães, Guimarães; Departamento de Endocrinologia, Hospital da Luz,

Lisboa; Serviço de Pediatria, Centro Hospitalar do Médio Ave, Unidade de V. N.

Famalicão; Serviço de Endocrinologia, Centro Hospitalar Universitário de Santo

António, Porto; Serviço de Endocrinologia, Centro Hospitalar do Tâmega e Sousa,

Guilhufe; Unidade de Endocrinologia Pediátrica, Hospital Dona Estefânia, Centro

Hospitalar Universitário de Lisboa Central.

Os médicos especialistas em endocrinologia que incluíram cada doente no estudo

foram responsáveis pela partilha dos dados clínicos, assim como por assegurar o

fornecimento de uma amostra de sangue de cada doente (cerca de 10ml de sangue em

tubos de hemograma), e quando necessário e possível, dos seus familiares diretos.
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Os critérios de inclusão no estudo foram os seguintes: doentes com baixos níveis

séricos de esteróides sexuais e níveis séricos baixos ou inadequadamente normais de

FSH e LH, e que não tenham entrado espontaneamente na puberdade até aos 18 anos

de idade. Doentes com histórico de causa adquirida de hipopituitarismo (p. ex.

tumores intracranianos, infeções, etc.) foram excluídos, pois é improvável que o seu

hipogonadismo tenha origem genética. A avaliação da função olfativa foi realizada por

teste olfativo ou por autoavaliação, dependendo do centro clínico de proveniência.

Foi obtido o consentimento informado de todos os participantes e o estudo foi

aprovado pela Comissão de Ética da Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade

da Beira Interior (Ref: CE-FCS-2012-012).

Foram incluídos no estudo 81 doentes, não relacionados familiarmente, 70 do sexo

masculino e 11 do sexo feminino, dos quais 45 com HHCn (38 masculinos e 7

femininos) e 36 com SK (32 masculinos e 4 femininos). Foram ainda incluídos como

população controlo, 263 indivíduos (124 masculinos e 139 femininos) dos quais 213

foram indivíduos cujo material genético foi recolhido para estudo de outras doenças

não relacionadas e 50 indivíduos foram controlos saudáveis.

2.2. Análise genética

2.2.1. Extração do ADN

O ADN genómico foi extraído de leucócitos presentes no sangue periférico. Para tal,

utilizou-se o método de salting-out adaptado de Miller et al. (207). Resumidamente,

este método compreende quatro etapas, a lise de eritrócitos, a lise de leucócitos, a

precipitação de proteínas e a precipitação de ADN. Para a lise de eritrócitos, o sangue

foi transferido do tubo de colheita contendo EDTA para um tubo de centrífuga de 50

ml, ao qual foi adicionado 20 ml de tampão de lise Red blood cell lysis (RBC) a 4ºC

(RBC: 155mMNH4Cl; 20mMKHCO3; 0,1mMNa2EDTA; pH 7,4). Amistura foi então

agitada no vórtex (Velp Scientifica, Milan, Italy) e incubada no gelo durante 15

minutos, realizando inversões frequentes. Precipitaram-se os leucócitos

centrifugando a 1300 x g, 10 minutos, 4ºC (VS 4.750, AlegraTM V15R, Beckman

Coulter, Fullerton, Ca, EUA). Decantou-se o sobrenadante e repetiu-se esta etapa até
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o sedimento de células se apresentar limpo de eritrócitos a olho nu. A lise dos

leucócitos foi feita após ressuspender o sedimento de células por vórtex, adicionando

5ml de tampão SE (secondary extraction) a 4ºC (SE: 75mMNaCl; 25mMNa2EDTA;

pH 8,0), 0,5 ml de SDS 10% (dodecilsulfato de sódio) e 12,5 !l de proteínase K (20

mg/ml). A mistura foi incubada a 55ºC durante, no minímo 6 horas. Para a

precipitação de proteínas, adicionou-se 3 ml de NaCl saturado a 6M e incubou-se por

10 minutos a 55ºC. A precipitação foi feita por centrifugação, 3370 x g, 30 minutos,

15ºC à qual se antecedeu a agitação no vórtex. A precipitação do ADN foi feita,

decantando o sobrenadante resultante do passo anterior, para um novo tubo de

centrífuga, de 50 ml, e adicionando duas vezes o volume do sobrenadante de etanol

100% a -20ºC. Inversões frequentes e suaves precipitaram o ADN, permitindo ver a

olho nu a formação de um novelo. Para recolher o ADN, centrifugou-se a 4260 x g, 5

minutos, 4ºC. Decantou-se o sobrenadante e lavou-se o sedimento de ADN com 10ml

de etanol 70%, a -20ºC, invertendo o tubo algumas vezes. Para precipitar novamente

o ADN, centrifugou-se a 4260 x g, 5 minutos, 4ºC. Descartou-se o sobrenadante e

deixou-se secar o sedimento de ADN antes de o transferir para um tubo de

microcentrífiga de 1,5 ml, onde se ressuspendeu com 1 ml de tampão TRIS-EDTA

(ácido etilenodiamino tetra-acético de tris) (TE). Para a completa homogeneização, o

ADN foi deixado a agitar lenta e permanentemente, durante a noite, à temperatura

ambiente. Fez-se uma diluição a 100 ng/!l num volume de 200 !l, em TE,

armazenado a -20 ºC para uso corrente e o restante foi armazenado no banco de ADN,

a -80ºC, ambos devidamente identificados. As amostras recebidas no laboratório

foram identificadas por ordem numérica de entrada.

2.2.2. Quantificação do ADN

A quantidade e qualidade do ADN, concentração (ng/!l) e o grau de pureza, foram

determinados através da medição da densidade ótica por espectrofotometria

ultravioleta (NanoPhotometer Spectrophotometer B-80-3004-33, Implen GmbH,

Munich, Germany), usando o comprimento de onda de 260 nm. A pureza da amostra

foi determinada pelo rácio de absorbância a 260 nm e 280 nm. Um rácio de !1,8 é

normalmente considerado para amostras puras de ADN.
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2.2.3. Sequenciação completa do exoma (WES)

A sequenciação completa do exoma (Whole-exome sequencing,WES) foi feita nos 81

doentes HHC incluídos no estudo e nos 263 indivíduos utilizados como população

controlo. No decorrer deste projeto, duas plataformas de sequenciação foram

utilizadas.

Sessenta e seis doentes e 50 c0ntrolos saudáveis foram sequenciados no Sidra

Medicine, Doha, Qatar e os restantes 15 doentes e 213 controlos, foram sequenciados

na empresa de sequenciação BGI Genomics© (Beijing Genomics Institute, Yantian,

Shenzhen, China).

Para ambos, foi enviada uma amostra de 3 µg de ADN de cada indivíduo, extraído

como descrito previamente. No Sidra Medicine, para a criação da biblioteca de

captura direcionada foi utilizado o kit Agilent SureSelectXT All Exon V6 (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, USA) e para a sequenciação, a plataforma Illumina

HiSeq 4000 platform (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) produzindo leituras

emparelhadas com 150 pares de bases e cobertura de 100 X. As leituras foram

comparadas com o genoma de referência humano GRCh37/hg19 (hs37d5) através do

software Burrows–Wheeler Aligner (BWA-MEM). As variantes foram identificadas

(“variant calling“) com SAMtools v1.6 e anotadas (“variant annotation“) utilizando

as ferramentas SnpEff v4.3 e dbNSFP v3.0. Os ficheiros de resultados foram gerados

utilizando o Genome Analysis Toolkit v3.5 (GATK).

No BGI Genomics©, para a criação da biblioteca de captura direcionada foi utilizado

o kit Agilent_V6 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) e para a sequenciação,

a plataforma DNBSEQ™ produzindo leituras emparelhadas com 150 pares de bases e

cobertura de 100 X. As leituras foram comparadas com o genoma de referência

humano GRCh37/hg19 (hs37d5) através do software Burrows–Wheeler Aligner

v0.7.17 (BWA-MEM) e alinhadas com SAMtools v1.3.1. A ferramenta Genome

Analysis Toolkit, GATK MarkDuplicates v4.4.0.0 foi utilizada para remover leituras

duplicadas. As ferramentas GATK BaseRecalibrator v4.4.0.0 e GATK ApplyBQSR

v4.4.0.0 foram utilizadas para correção do valor da qualidade base. As variantes

foram identificadas (“variant calling“) com GATK HaplotypeCaller v4.4.0.0 e

filtradas com GATK SelectVariants v4.4.0.0 e GATK VariantFiltration v4.4.0.0. A

anotação das variantes foi feita com Annodb.
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2.2.4. Seleção do painel virtual de genes

Para o painel virtual de genes foi feita uma pesquisa de causas genéticas para o HHCn

e a SK nas bases de dados Pubmed® e OMIM®. Procuraram-se genes descritos como

contendo variantes genéticas patogénicas, em pelo menos um indivíduo com fenótipo

de HHC normósmico ou SK (Tabela 3). A inclusão de genes associados a síndromes,
nas quais o hipogonadismo hipogonadotrófico se apresenta como um dos fenótipos

deveu-se à possibilidade de este se apresentar de forma isolada, num contexto de

expressividade variável da síndrome. Tal como acontece, por exemplo, no caso de

variantes patogénicas no gene CHD7, que podem provocar HHC ou Síndrome de

CHARGE (OMIM #214800) (208) ou com o gene FGFR1, cujas variantes patogénicas

podem aparecer associadas ao HHC ou à Síndrome de Hartsfield (OMIM #615465).
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2.2.5. Seleção das variantes

As variantes genéticas encontradas foram filtradas através da aplicação dos seguintes

critérios cumulativos: i) localização num dos 169 genes incluídos no painel virtual

(Tabela 3); ii) localização no transcrito utilizado pelo Human Gene Mutation
Database (HGMD!) ou, quando o gene estava ausente do HGMD!, no transcrito

Matched Annotation from NCBI and EMBL-EBI (MANE); iii) variantes não
sinónimas ou localizadas até dois nucleótidos adjacentes à região exónica; iv)

variantes ausentes ou raras (frequência alélica < 0,01) na base de dados Genome
Aggregation Database (gnomAD, v2.1.1) e 1000 Genomes Project (122) e ausentes ou
raras (frequência alélica < 0,01) na base de dados interna de 263 controlos

Portugueses.

2.2.6. Classificação das variantes

A classificação das variantes baseou-se nas diretrizes da American College of Medical

Genetics and Genomics e Association for Molecular Pathology (ACMG-AMP) (180).
A classificação das variantes encontradas foi feita utilizando a ferramenta Franklin da

Genoox, baseada na web (Genoox Ltd, https://franklin.genoox.com, consultada em

março de 2024).

2.2.7. Confirmação das variantes patogénicas (P) e provavelmente
patogénicas (LP) por sequenciação de Sanger

2.2.7.1. Reação de polimerização em cadeia (PCR)

A sequenciação de Sanger, tida como o método Gold standard, foi utilizada para
confirmar a presença das variantes P e LP identificadas por WES (164). Para tal,

amplificaram-se as regiões de interesse com uma reação de polimerização em cadeia

(Polymerase chain reaction, PCR) (282). A PCR é uma técnica in vitro amplamente
utilizada para amplificar uma sequência específica de ADN. A técnica implica o

desenho de dois oligonucleótidos que se ligam de forma complementar à sequência

molde de ADN desnaturado, em cada uma das extremidades da região de interesse,

criando curtas sequências de cadeia dupla que atuam como iniciadores para uma nova
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síntese de ADN. Pela repetição deste processo, de iniciação e síntese, a concentração

da sequência de interesse é amplificada exponencial e seletivamente.

A enzima polimerase utilizada foi a Taq (Thermus aquaticus) polimerase Dream Taq

(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Para uma reação de 25 µl foram utilizados

cerca de 100 ng de ADN genómico, 0,2 mM de cada desoxinucleótido trifosfato

(dNTP) (Nzytech, Lisboa, Portugal), 0,25 µM de cada oligonucleótido, 1 U de enzima

Taq (Thermus aquaticus) polimerase e o respetivo tampão (variando de acordo com a

concentração de MgCl2 pretendida, entre 1,0 mM e 2,5 mM). As sequências dos

oligonucleótidos utilizados para amplificar os exões onde as variantes P e LP foram

encontradas estão no Anexo 4. As reações de PCR foram feitas no termociclador
T100TM (Bio RAD, Hercules, CA, EUA) com um período inicial de desnaturação de 5

minutos a 95°C, seguidos de 35 ciclos, cada um com 30 segundos de desnaturação a

95°C, 30 segundos de emparelhamento com temperaturas a variar de acordo com a

sequência dos oligonucleótidos (normalmente entre 55-65ºC) e 30 segundos de

extensão a 72°C. Após os 35 ciclos, a reação de PCR terminou com um período de

extensão final a 72°C, durante 10 minutos.

2.2.7.2. Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose é ummétodo que permite a visualização de produtos

de ADN. Tem como aplicações mais comuns a verificação do tamanho, da

especificidade e da quantidade de produtos produzidos por PCR, mas também pode

ser utilizado para separar fragmentos de tamanhos diferentes. Os produtos

resultantes de cada reação de PCR foram carregados num gel de agarose contendo

GreenSafe Premium (NZYtech, Lisboa, Portugal) comomarcador de ADN. Aplicou-se

então uma corrente elétrica que fez o ADN migrar através da matriz do gel.

Fragmentosmaioresmigrammais lentamente comparados com fragmentosmenores.

Os fragmentos foram visualizados no transiluminador ultravioleta (Uvitec,

Cambridge, Reino Unido) para eletroforeses, sendo que o tamanho de cada banda foi

determinado por comparação com uma escada de ADN de tamanho conhecido

(GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

2.2.7.3. Purificação enzimática dos produtos de PCR

Os produtos de PCR cujo destino foi a sequenciação pelo método de Sanger foram

enzimaticamente purificados com recurso às enzimas exonuclease I e fosfatase
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alcalina (EXO-SAP, Amersham Science, USB, Cleveland, Ohio, EUA), 0,5 µl e 1,0 µl,

respetivamente, incubando-se durante 20 minutos a 37°C e inativando seguidamente

as enzimas durante 20 minutos a 80°C.

2.2.7.4. Sequenciação de Sanger

A sequenciação pelo método de Sanger foi realizada pela empresa Stab Vida

(Caparica, Portugal) através de sequenciação bidirecional utilizando um sequenciador

de ADN semiautomático (ABI 3730XL, Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific,

Waltham,MA, EUA). A preparação das amostras foi feita de acordo com as instruções

da empresa.

Os resultados da sequenciação de Sanger foram comparados com as sequências de

referência encontradas no NCBI (National Center for Biotechnology and

Information) com a ajuda do programa informático ChromasPro (Versão 2.1.6,

Technelysium Pty Ltd, Brisbane, Queensland, Austrália). Todas as sequenciações

foram feitas em duplicado, através da sequenciação da cadeia forward e da cadeia

reverse.

2.2.8. Análise estatística

A frequência de variantes P, LP e VUS e a herança oligogénica, foi comparada entre

doentes e controlos utilizando o teste exato de Fisher. A frequência de indivíduos com

pelo menos uma variante VUS em cada gene foi comparada entre doentes e controlos

utilizando o teste exato de Fisher e aplicada a correção de Bonferroni para

comparações múltiplas. Um valor de p menor que 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

2.2.9. Estudo funcional do mecanismo de splicing

2.2.9.1. Seleção das variantes

Para estudar o efeito de variantes com potencial de alterar o mecanismo de splicing,

foi utilizado o método de minigene (283). As variantes incluídas no estudo in vitro de

construções minigene foram selecionadas de entre todas as variantes encontradas por

WES nos 81 doentes, utilizando os seguintes critérios cumulativos: i) localização num
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dos 27 genes descritos no OMIM® como estando associado ao HHC (Tabela 1); ii)
localização apenas nos transcritos utilizados pelo Human Gene Mutation Database

(HGMD®); iii) variantes sinónimas ou localizadas nos 10 nucleótidos intrónicos que

flaqueiam o exão; iv) variantes ausentes ou muito raras (frequência alélica < 0,001)

na base de dados Genome Aggregation Database (gnomAD, v2.1.1) e 1000 Genomes

Project (122) e ausentes ou raras (frequência alélica < 0,01) na base de dados interna

de 263 controlos Portugueses.

Foi ainda incluída neste estudo uma variante missense, encontrada no primeiro

nucleótido de um exão que cumpre todos os outros critérios previamente

enumerados. A razão da sua inclusão baseou-se no facto de estar classificada como

VUS e de estar localizada junto a um local de splicing.

2.2.9.2. Clonagem das variantes no vetor pcAT7Glo1

Recorrendo à técnica de PCR, isolou-se e amplificou-se o fragmento de ADN

genómico de interesse que incluia o exão em estudo, flanqueado por parte dos intrões

a montante e a jusante. Utilizou-se a iProof High-Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, USA). Incluiu-se nos oligonucleótidos da PCR, na

extremidade 5’, a região de restrição enzimática com a(s) enzima(s) utilizadas para

digerir o plasmídeo (BglII e/ou NdeI) (a sequência dos oligonucleótidos utilizados

encontra-se no Anexo 5.

Analisou-se o resultado das reações de PCR num gel de agarose com o objetivo de

separar as bandas pelo seu peso molecular, como descrito previamente no ponto

2.2.7.2. A banda com o peso molecular desejado foi excisada do gel, com uma lâmina

estéril e o ADN contido purificado com o kit PCR & Gel Band Purification (GRISP,

Porto, Portugal), de acordo com as instruções do fabricante. Determinou-se a

concentração (ng/!l) e o grau de pureza do ADN como previamente descrito no ponto

2.2.2. Digeriram-se cerca de 600 ng de ADN extraídos a partir da banda com a(s)

enzima(s) de restrição selecionada(s), BglII e/ou NdeI (New England Biolabs, NEB;

#R0144L / #R0111L) durante 16 horas, à temperatura ideal de cada enzima, tal como

descrito pelo fabricante. Purificou-se o resultado da digestão com o kit GeneJet PCR

Purification (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e determinou-se novamente a

concentração como previamente descrito. Em simultâneo, preparou-se o plasmídeo

pcAT7-Glo1 (uma gentil oferta da Dr. KristenW. Lynch, Perelman School ofMedicine,
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University of Pennsylvania, USA) (esquema do plasmídeo naFigura 4), fazendo uma
miniprep com o kit NZYSpeedMiniprep (NZYtech, Lisbon Portugal), de modo a obter

nomínimo 50 ng/!l de concentração, seguindo o protocolo do fabricante. De seguida,

digeriu-se o vetor pcAT7-Glo1 com a(s) enzima(s) de restrição selecionadas (BglII

e/ou NdeI) e defosforilou-se com e enzima CIP (New England Biolabs, NEB;

#M0290S). Purificou-se então o vector pcAT7-Glo1 digerido, com o kit GeneJet PCR

Purification kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e determinou-se a

concentração do produto como previamente descrito. A clonagem foi então realizada,

ligando os inserts no vetor pcAT7-Glo1, com recurso à enzima T4 Ligase (New

England Biolabs, NEB; #M0202S), de acordo com os cálculos obtidos com a ajuda do

NEB Biocalculator (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation). O rácio

selecionado é dado pela divisão do tamanho em pares de bases do vetor pelo insert. A

ligação foi realizada durante 16 horas a 16oC, no termociclador T100TM (Bio RAD,

Hercules, CA, EUA).

Em seguida, transformou-se o resultado das ligações em células NEB® 5-alpha

Competent E. coli (New England Biolabs, Ipswich, MA), de acordo com o seguinte

protocolo. Deixou-se descongelar uma alíquota de 50 !l de células E. coli competentes

NEB® 5-alpha, por cada clonagem, em gelo. Adicionaram-se, então, 5!l da reação de

ligação às células, ainda no gelo e incubou-se durante 30 minutos. Fez-se depois o

choque-térmico a 42oC em banho-maria, durante 45 segundos. Incubou-se durante 2

minutos no gelo e de seguida adicionaram-se 500 !l de SOC medium (New England

Biolabs, Ipswich, MA), incubou-se a mistura a 37oC, 225 rpm (Agitorb 200 ICP,

Norconcessus, Ermesinde, Portugal), durante 1 hora. Espalharam-se 100!l do

resultado numa placa de LB agar com ampicilina (100 !g/ml) e finalmente,

colocaram-se as placas a incubar durante a noite a 37oC.

A partir das colónias obtidas, fez-se colony PCR (PCR que utiliza como template

diretamente a colónia de bactérias) de 10 a 40 colónias bem individualizadas, com os

oligonucleótidos Act e ActT7R com vista a determinar a presença do insert na

construção. A PCR foi feita utilizando a enzima Taq (Thermus aquaticus) polimerase

Dream Taq (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 0,2 mM de dNTPs, 2,5

mM de MgCl2, 0,5 µM de cada um dos oligonucleótidos: Act 5’

TTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGGCGGCTCTAGC 3’, e ActT7R 5’

CACAGTCGAGGCTGATCAGCGG 3’, e o tampão a 1X fornecido pelo fabricante da
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enzima polimerase. As reações de PCR foram realizadas no termociclador T100TM 
(Bio RAD, Hercules, CA, EUA) com um período inicial de desnaturação de 5 minutos 
a 95°C, seguidos de 35 ciclos compostos por 30 segundos de desnaturação a 95°C, 30 
segundos de emparelhamento a 56°C e 2 minutos de extensão a 72°C. Decorridos os 
35 ciclos, a reação de PCR terminou com um período de extensão final a 72°C, durante 
10 minutos.  

Os produtos de PCR, que mostraram ter a presença do insert após análise do gel de 
eletroforese, foram sequenciados por Sanger, tal como previamente descrito nos 
pontos 2.2.7.3 a 2.2.7.4. As colónias positivas para o insert desejado, ou seja, aquelas 
que têm o alelo wild-type ou o alelo mutado de cada variante em estudo, foram 

colocadas em 5 ml de LB com ampicilina (100 µg/ml) a crescer, durante a noite, a 

37ºC sob agitação a 250 rpm (Agitorb 200 ICP, Norconcessus, Ermesinde, Portugal). 
Foi posteriormente feita uma miniprep como previamente descrito neste ponto.  

 

Figura 4: Representação do vetor pcAT7Glo1, utilizado para o estudo in vitro do mecanismo 
de splicing. Oferta da Dr. Kristen W. Lynch, Perelman School of Medicine, University of 
Pennsylvania, USA). Imagem obtida com MacVector, Inc v17.5.4. 
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2.2.9.3. Cultura celular

Cultivaram-se células COS-7 em placas de 6 poços, com o meio de cultura Dulbecco’s

modified Eagle medium (DMEM), com 4,5 g/l de glucose, L-glutamina, piruvato de

sódio, 1,5 g/l NaHCO3 (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Alemanha) e suplementado

com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina, a 37ºC e 5% de CO2.

2.2.9.4. Transfeção

Quando atingiram uma confluência de aproximadamente 60%, as células cultivadas

foram transfetadas com 5 µg de ADN do plasmídeo, em duplicado, recorrendo ao

reagente de transfecção Xfect (Takara Bio USA, San Jose, CA, EUA), de acordo com o

protocolo do fabricante. Em cada ensaio, foram utilizados dois controlos, um

correspondendo a células transfetadas com o plasmídeo sem insert e outro

correspondendo a células transfetadas sem plasmídeo, ambos em duplicado.

2.2.9.5. Extração do ARN

O ARN total foi extraído das células transfetadas, 24 h depois, utilizando colunas de

centrifugação QIAshredder (QIAGEN, Hilden, Alemanha) e o kit RNeasy Mini

(QIAGEN, Hilden, Alemanha) seguindo as recomendações do fabricante.

2.2.9.6. Quantificação do ARN

A quantidade e qualidade de ARN, concentração (ng/!l) e o grau de pureza, foram

determinados através da medição da densidade ótica por espectrofotometria

ultravioleta (NanoPhotometer Spectrophotometer B-80-3004-33, Implen GmbH,

Munich, Germany), usando o comprimento de onda de 260 nm. A pureza da amostra

foi determinada pelo rácio de absorbância a 260 nm e 280 nm. Um rácio de !2,0 é

normalmente considerado para amostras puras de ARN.

2.2.9.7. Transcrição reversa

A transcrição reversa (RT-PCR) é uma variação do método de PCR. Este método

converte o ARN em ADN complementar (ADNc) com recurso à enzima transcriptase

reversa. As reações de transcrição reversa foram realizadas com 600 ng do total de

ARNs extraídos, utilizando o kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo

Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Lituânia), seguindo o protocolo do fabricante.
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Por último foram amplificados por PCR os fragmentos de ADNc gerados, utilizando

os oligonucleótidos Act e ActT7R, 1,5!l de ADN complementar e a Taq polimerase

Dream Taq (ThermoScientific, Waltham, MA, EUA). A eletroforese com o resultado

das amplificações de PCR foi realizada num gel de agarose 2,5%, tal como descrito no

ponto 2.2.7.2. Os produtos amplificados foram então excisados do gel, purificados

utilizando o kit PCR & Gel Band Purification (GRISP, Porto, Portugal) seguindo o

protocolo do fabricante e sequenciados por Sanger com os primers Act e ActT7R tal

como descrito nos pontos 2.2.7.3. a 2.2.7.4. Os resultados obtidos com o método de

minigene foram representativos da transfeção dos alelos wild-type e mutados, cada

um em duplicado, e estes foram processados em paralelo no mesmo ensaio.

2.2.9.8. Análise densitométrica

O software Fiji, é um processador de imagem, de código aberto, foi utilizado para

quantificar a densidade de bandas obtidas por eletroforese.

2.2.10. Recursos bioinformáticos

2.2.10.1. Franklin Genoox - Classificação de variantes

O Franklin, desenvolvido pela Genoox, é uma ferramenta online de interpretação de

variantes baseada em inteligência artificial (IA), que compila evidências de fontes de

dados selecionadas, da literatura e de membros da comunidade Franklin. Esta sugere

uma classificação baseada nas diretrizes da American College of Medical Genetics

and Genomics e Association for Molecular Pathology (ACMG-AMP) (180). Permite

ainda, que os membros da comunidade discutam e cheguem a uma classificação

consensual, ajudando no processo de resolução de discrepâncias, através de uma

interface online (284). A classificação das variantes encontradas foi feita utilizando

esta ferramenta baseada na web (Genoox Ltd, https://franklin.genoox.com,

consultada em março de 2024).

2.2.10.2. Ensembl

O projeto Ensembl foi iniciado em 1999, poucos anos antes do projeto de

sequenciação do genoma humano ser concluído. Previu-se desde logo que a anotação

manual de milhares de milhões de pares de bases seria um obstáculo para a grande

maioria dos investigadores. Assim, o objetivo do Ensembl foi anotar automaticamente
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o genoma, integrar essa anotação com outros dados biológicos disponíveis e

disponibilizar essa informação publicamente através da web. Desde o lançamento do

site, em julho de 2000, mais genomas foram adicionados ao Ensembl e a gama de

dados disponíveis também se expandiu. A base de dados Ensembl, versão GRCh37

(https://grch37.ensembl.org/index.html) foi frequentemente consultada ao longo

deste projeto.

2.2.10.3. gnomAD e 1000 Genomes project

O Genome Aggregation Database (gnomAD) (https://gnomad.broadinstitute.org),

originalmente lançado em 2014 como Exome Aggregation Consortium (ExAC), é o

resultado de uma colaboração de investigadores dispostos a compartilhar com a

comunidade científica dados de sequenciação de exomas e de genomas de vários

projetos de sequenciação em grande escala. É utilizado principalmente para estudar

a frequência alélica populacional das variantes genéticas, nas diferentes populações.

O 1000 Genomes Project foi executado entre 2008 e 2015 tendo-se proposto fornecer

uma descrição abrangente da variação genética humana através do WGS de diversos

indivíduos de múltiplas populações (285). Ambas as bases de dados foram

frequentemente consultadas ao longo deste projeto, para investigação da frequência

alélica.

2.2.10.4. Human Gene Mutation Database (HGMD®)

A base de dados Human Gene Mutation Database

(https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) agrupa informação sobre variantes

genéticas previamente publicadas, que são responsáveis por doenças hereditárias

humanas (189). Esta base de dados é uma fonte de referências atualizadas e

abrangentes sobre variantes genéticas responsáveis por fenótipos patológicos. O

HGMD® foi frequentemente consultado ao longo deste projeto.

2.2.10.5. Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM®)

O Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM®) (https://www.omim.org) é um

compêndio abrangente e oficial de genes humanos e fenótipos genéticos,

concentrando-se na relação entre fenótipo e genótipo, que está disponível

gratuitamente e que é atualizado diariamente. Este contém informações sobre todos
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os distúrbios mendelianos conhecidos e de mais de 16000 genes. O OMIM® foi

frequentemente consultado ao longo deste projeto.

2.2.10.6. FexSplice

A ferramenta in silico FexSplice (https://www.med.nagoya-

u.ac.jp/neurogenetics/FexSplice), desenvolvida pela LightGBM, prevê a

consequência de uma single nucleotide variant (SNV) localizada no primeiro

nucleótido de um exão, no mecanismo de splicing. Esta gera automaticamente uma

pontuação de probabilidade de 0 a 1 e prevê que variantes com uma probabilidade

inferior a 0,5 sejam insensíveis a alterações ao splicing, enquanto variantes com uma

probabilidade de 0,5 ou superior são prováveis de afetar o splicing. O FexSplice foi

utilizado para prever o efeito, no mecanismo de splicing celular, da variante

NM_017780.3(CHD7): c.4354G>T p.(Val1452Leu), localizada no primeiro nucleótido

do exão 19.

2.2.10.7. SWISS-MODEL

A ferramenta in silico SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org) é um servidor

que faz a modelação automatizada da estrutura tridimensional de proteínas, por

comparação (286, 287). Utilizou-se esta ferramenta para prever a estrutura

tridimensional da proteína CHD7. Esta baseou-se no modelo de uma ADN helicase

(id A0A670ZHI7).
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3. Resultados

3.1. Análise genética

3.1.1. Variantes raras

Foram identificadas variantes raras (frequência alélica populacional < 0,01) em 80

(98,8%) doentes e 260 (98,9%) controlos.

Na coorte de doentes com HHC, foi identificado um total de 323 variantes raras (279

variantes únicas). Estas variantes incluem 15 patogénicas (12 únicas), 28

provavelmente patogénicas (20 únicas), 147 VUS (139 únicas), 58 provavelmente

benignas (49 únicas) e 75 benignas (59 únicas), essas variantes encontram-se

descritas nos Anexo 6 e Anexo 7.

Na população controlo, foi identificado um total de 1028 variantes raras (790

variantes únicas). Estas variantes incluem nove variantes patogénicas (sete únicas),

11 provavelmente patogénicas (oito únicas), 544 VUS (488 únicas), 167

provavelmente benignas (119 únicas) e 297 benignas (168 únicas), descritas nos

Anexo 8 e Anexo 9.

3.1.2. Variantes patogénicas (P) ou provavelmente patogénicas (LP)

Variantes P ou LP, que são consideradas causais pelo seu modo de hereditariedade,

foram identificadas em 24 (29,6%) dos 81 doentes (Figura 5 e Tabela 4). Estas
variantes foram encontradas em dez genes: GNRHR (seis doentes, 7,4%), FGFR1

(cinco doentes, 6,2%), ANOS1 e CHD7 (três doentes, 3,7%, cada), PROK2 (dois

doentes, 2,5%),ARHGAP5, DCC, GNRH1, PROKR2 eWDR11 (um doente, 1,2%, cada)

(Figura 6). Estas variantes causais estavam presentes em homozigotia (GNRHR,
PROK2 e GNRH1), heterozigotia composta (GNRHR), hemizigotia (ANOS1) e

heterozigotia (FGFR1, CHD7, ARHGAP5, DCC, PROKR2 eWDR11).

Em contraste, variantes causais, P ou LP foram identificadas em apenas três (1,1%)

dos 263 controlos (teste exato de Fisher, p < 0,0001) (Figura 5 eAnexo 9). Tratam-
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se de variantes em heterozigotia, localizadas nos genes CHD7, POU6F2 e PROKR2

(Figura 6).

Cinco (6,2%) doentes adicionais e 16 (6,1%) controlos apresentaram variantes em

heterozigotia, classificadas como P ou LP, em genes autossómicos recessivos, que por

si só não deveriam causar doença e, portanto, foram consideradas variantes não

causais (ver Figura 6). O resumo dos resultados encontra-se no fluxograma
apresentado na Figura 7.

Figura 5: Proporção de doentes (n=81) e controlos (n=263) com variantes patogénicas (P) ou
provavelmente patogénicas (LP) nos genes analisados. Variantes causais P ou LP (que são

suficientes para explicar a doença) estavampresentes em 29,6% dos doentes (painel esquerdo)

e em apenas 1,1% dos controlos (painel direito) (teste exato de Fisher para diferença, p <

0,0001). Variantes não causais P ou LP (que por si só não são suficientes para explicar a

doença) estavam presentes em 6,2% e 6,1% dos doentes e controlos, respetivamente (diferença

não significativa).
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variantes causais variantes não causais sem variantes P ou LP
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Figura 6:Contribuição relativa de cada gene com variantes patogénicas (P) ou provavelmente
patogénicas (LP) em doentes e controlos. As barras representam a frequência (%) de

indivíduos com variantes LP ou P em cada gene. As variantes LP ou P causais e não causais

são representadas por barras sólidas e abertas, respetivamente.
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Figura 7: Fluxograma dos resultados encontrados após sequenciação do exoma (WES) dos
81 doentes com Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito. (b) identifica as variantes

detetadas apenas por Sanger.

Abreviaturas: HHCn, Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito normósmico; SK, Síndrome de
Kallmann; MAF, minor allele frequency; nt, nucleótidos; P, variantes patogénicas; LP, variantes
provavelmente patogénicas; VUS, variantes de significado indeterminado; LB, variantes provavelmente
benignas; B, variantes benignas.

81DOENTES (45 HHCn E 36 SK)

317 VARIANTES EM96 GENES

274 VARIANTES EM96 GENES

69DOENTES COMVUS
EM74GENES

29DOENTES COM
VARIANTES P E/OU
LP EM 14 GENES

24DOENTES COM
DIAGNÓSTICO
GENÉTICO EM 10
GENES (Tabela 4)

12 VARIANTES P
20VARIANTES LP
139VARIANTES VUS
49VARIANTES LB
59VARIANTES B

Sequenciação completa do exoma

11 165 283VARIANTES

169 genes analisados (Tabela 3)
Variantes exónicas, não sinónimas e
até 2 nt intrónicos flanqueadores;
MAF < 1% gnomAD, 1000G_all e
população controlo portuguesa

Variantes únicas

Classificação das variantes

Diagnóstico genético

Inclusão de variantes apenas
detetadas por Sanger (b)

279VARIANTES EM96 GENES
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3.1.3. Variantes de significado indeterminado (VUS)

Variantes de significado indeterminado (VUS) foram identificadas em 69 (85,2%)

doentes e em 239 (90,9%) controlos (diferença estatisticamente não significativa). Os

genesmais frequentemente afetados emdoentes foram oEGF, PLXNA1 eRELN (7,4%

dos doentes, cada), CHD7 (6,2%), EPHA5, IGSF10, NOTCH1 e PTCH1 (4,9%, cada),

AMH, GLI2, KIF14, LHX3, MASTL, NRP2, PLXNB1 e RAB3GAP2 (3,7%, cada)

(Figura 8).

Quando comparados os doentes com os controlos, ambos apresentaram frequências

de VUS semelhantes para estes genes, com exceção do gene EGF. No EGF, os doentes

apresentaram maior frequência de VUS quando comparados com os controlos (7,4%

vs 0%, teste exato de Fisher, p = 0,0001; correção de Bonferroni p = 0,0169) (Figura
8).

Cinco doentes (6,2%) tinham variantes VUS em heterozigotia composta (genes

CCDC141, EGF, IGSF10, MTOR, IFT172 e RELN, os dois últimos no mesmo doente),

e três doentes (3,7%) tinham hemizigotia (um com variante no gene ANOS1, um com

variante no gene PHF6 e outro com variante no gene PLXNA3). As restantes VUS

encontradas nos doentes foram identificadas em heterozigotia (Anexo 7). Nos
controlos, um indivíduo (0,4%), tinha uma variante VUS em homozigotia (gene

RELN), oito (3,0%) tinham variantes em heterozigotia composta (genes CCDC141,

CHD7, HESX1, NOS1, NOTCH1, PLXNB1, SEMA7A e WDR4) e três (1,1%) tinham

variantes em hemizigotia (genes PLXNA3 e POLA1). As restantes variantes VUS

foram identificadas nos controlos em heterozigotia (Anexo 9).
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Figura 8: Contribuição relativa de cada gene com variantes de significado indeterminado
(VUS) em doentes e controlos. As barras representam a frequência (%) de indivíduos com

variantes VUS em cada gene. Apenas os genes mais frequentemente afetados estão

representados (lista completa de variantes VUS nos Anexo 7 e Anexo 9. Os doentes
apresentaram maior frequência de VUS no gene EGF (teste exato de Fisher, p = 0,0001; com

correção de Bonferroni p = 0,0169) quando comparados aos controlos (asterisco).

3.1.4. Oligogenia

Considerando todas as variantes P ou LP, quer sejam causais ou não causais, em cinco

doentes (6,2%) foram identificadas variantes em dois genes (dois doentes com

variantes nos genes GNRHR e GJB2, um doente com variantes nos genes GNRHR e

RBM28, um doente com variantes nos genes ANOS1 e POLR3B e um doente com

variantes nos genes BBS10 e WDR11). Em contraste, apenas num controlo (0,4%)

foram identificadas variantes LP em dois genes (AMH e PROKR2) (teste exato de

Fisher, p = 0,0032). Para as variantes VUS, a frequência de variantes encontradas em

oligogenia foi de 54,3% nos doentes e 61,6% nos controlos (diferença estatisticamente

não significativa). Entre os doentes, 25 (30,9%) apresentaram variantes VUS em dois

genes, dez (12,3%) apresentaram variantes em três genes e nove (11,1%) apresentaram

variantes em quatro genes. Entre os controlos, 85 (32,3%) tinham variantes VUS em

dois genes, 45 (17,1%) tinham variantes em três genes, 20 (7,6%) tinham variantes em

quatro genes, cinco (1,9%) tinham variantes em cinco genes, cinco (1,9%) tinham

variantes em seis genes e dois (0,8%) tinham variantes em sete genes (diferença

estatisticamente não significativa).
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3.1.5. Relação genótipo-fenótipo

A frequência de variantes causais, classificadas como P ou LP em doentes com HHCn

e SK, foi de 22,2% (10 em 45) e 38,9% (14 em 36), respetivamente. A frequência de

variantes VUS em doentes com SK e HHCn foi de 80,6% (29 em 36) e 88,9% (40 em

45), respetivamente. Estas diferenças não são estatisticamente significativas.

De entre os genes mais frequentemente implicados, as variantes causais P ou LP

encontradas nos genes GNRH1 e GNRHR foram exclusivamente associadas ao HHCn

e as aquelas encontradas no gene ANOS1 foram exclusivamente associadas à SK

(Anexo 7).

Variantes causais P ou LP foram identificadas em cinco dos 13 doentes com história

de criptorquidia (três no FGFR1, uma no ARHGAP5 e uma no GNRH1), em dois dos

oito doentes com deficiência auditiva (nos genes CHD7 e FGFR1), e nos dois doentes

com agenesia renal (no gene ANOS1) (Anexo 7). Não foram observadas diferenças
estatisticamente significativas entre as frequências de variantes causais em doentes

com e sem estes fenótipos.

Variantes causais, P ou LP, foram identificadas em sete dos oito doentes com história

familiar de HHC (87,5%) (Anexo 7).

Todas as variantes P ou LP identificadas por WES confirmaram-se pelo método de

sequenciação de Sanger.

3.2. Estudo funcional do mecanismo de splicing

Neste projeto foram clonados minigenes com vista a expressar os diferentes exões

onde as variantes em estudo foram identificadas, flanqueados pelos exões intrínsecos

do vetor pcAT7Glo1. Cada um desses minigenes foi transitoriamente transfetado na

linha celular COS-7.
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3.2.1. Lista das variantes

Foram identificadas dezoito variantes (Tabela 5), que cumprem os critérios descritos

na metodologia, no ponto 2.2.9.1. Dezassete dessas variantes são sinónimas ou

localizadas num local de splicing e uma delas émissense.
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3.2.2. Variante causal no gene CHD7

A variantemissense encontrada em heterozogotia, no primeiro nucleótido do exão 19

do gene CHD7, NM_017780.3(CHD7):c.4354G>T (Figura 9A), está ausente da base
de dados gnomAD e da base de dados interna de 263 indivíduos. A variante foi

classificada com recurso à plataforma Franklin, Genoox, que reporta esta variante

como sendo VUS (PM2, PP2, PP3).

As ferramentas de previsão computacional SIFT (307), PolyPhen (308) e

AlphaMissense (309) indicam um efeito neutro da alteração de aminoácidos no

CHD7. Dado que a variante se encontra localizada no primeiro nucleótido do exão

(E+1), e que se trata de uma substituição de uma guanina (G) por uma timina (T),

utilizou-se também a ferramenta in silico FexSplice para prever o efeito no

mecanismo de splicing (310). As probabilidades do FexSplice variam de 0 (nenhum

efeito no splicing) a 1 (impacto no splicing do exão a jusante). O FexSplice previu esta

variante como sendo patogénica, com uma pontuação de probabilidade de 0,995.

A análise in vitro com ominigenemostrou que a expressão do alelowild-type resultou

num transcrito com 769 pb (pares de bases) (exão GLOE1 - exão 19 do CHD7 - exão

GLOE2 - exão GLOE3) enquanto a expressão do alelo mutado resultou em dois

transcritos distintos: um com os esperados 769 pb, contendo a variante missense

(p.Val1452Leu), e outro com 589 pb com skipping do exão 19 do gene CHD7 (Figura
9 B).

A análise densitométrica mostrou que 59% dos transcritos mutados retiveram a

variantemissense, enquanto 41% exibiram o skipping do exão 19 (Figura 9 C).

Como o exão 19 tem 180 pb, prevê-se que a sua exclusão do transcrito de ARNm

conduza a uma deleção in-frame de 60 aminoácidos (p.Val1452_Lys1511del),

afetando o domínio helicase C-terminal da proteína CHD7 (Figura 9 D).

Com base nestas descobertas, a variante foi reclassificada como LP de acordo com os

critérios do ACMG-AMP: PS3 (estudos funcionais in vitro, que apoiam um efeito

prejudicial no ARN), PM2 (ausente nos controlos em bases de dados populacionais) e

PM4 (alteração no comprimento da proteína devido à deleção in-frame) (180).
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Figura 9: Análise funcional da variante missense no exão 19 do gene CHD7. (A) O doente
apresenta uma variantemissense em heterozigotia no gene CHD7 (c.4354G>T), localizada no
primeiro nucleótido do exão 19 (destacado a negrito). Um fragmento genómico de 850 pares

de bases (pb) do doente, abrangendo o exão 19 (com e sem a variante) e sequências intrónicas

flanqueadoras, foi clonado no vetor pcAT7-Glo1 (contendo uma versão modificada do gene da

β-globina humano) nos locais de restrição NdeI e BglII, entre os exões 1 (GloE1) e 2 (GloE2)
da β-globina. O plasmídeo de minigene construído foi transfetado em células COS-7, e o ácido
ribonucléico (ARN) resultante foi analisado utilizando a reação de polimerização em cadeia

com transcriptase reversa (RT-PCR) com os primers Act e ActT7R. (B) A eletroforese e a

sequenciação dos fragmentos de ácido desoxirribonucléico complementar amplificados

(ADNc) mostraram que o alelo do wild-type (WT) gerou um único transcrito normalmente
processado (769 pb). Em contraste, o alelo mutado produziu dois transcritos distintos: um

correspondente ao transcrito com splicing normal, contendo a variante missense (769 pb) e
outro transcrito resultante de splicing aberrante, com uma deleção (del) do exão 19 (589 pb).
A amplificação por PCR do exão GloE3 serviu como controlo interno. O asterisco indica

fragmentos de heteroduplex. (C) A análise de densitometria do ADNc amplificado demonstrou

que o alelo WT gerou exclusivamente transcritos com splicing normal (100%), enquanto o
alelo mutado expressou os transcritosmissense e com exon-skipping em proporções de 59% e
41%, respetivamente. (D) Representação tridimensional gerada pelo SWISS-MODEL da

proteína CHD7 mostrando a proteína WT (normal) contendo uma valina na posição 1452, a

proteína missense contendo uma leucina nesta posição e a proteína deletada que não possui
uma sequência de 60 aminoácidos (a vermelho).
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3.2.3. Outras variantes analisadas

Das dezoito variantes estudadas, as nove variantes (Tabela 6) não mostraram
diferença na expressão do exão em estudo, na presença do alelo mutado (resultados

apresentados no Anexo 10).

Tabela 6: Variantes clonadas no plasmídeo pcAT7Glo1 para investigar alterações no
mecanismo de splicing que não mostraram diferença na expressão do exão em estudo, na
presença do alelo mutado.

NM_017780.4(CHD7):c.1677G>A (p.Ser559Ser)
NM_017780.4(CHD7):c.6216C>G (p.Pro2072Pro)
NM_001946.4(DUSP6):c.612T>A (p.Pro204Pro)
NM_023110.2(FGFR1):c.177C>T (p.Asp59Asp)
NM_023110.2(FGFR1):c.359-4A>G
NM_015537.4(NSMF):c.1080C>A (p.Pro360Pro)
NM_015537.4(NSMF):c.1324C>T (p.Leu442Leu)
NM_001126128.1(PROK2):c.243G>A (p.Arg81Arg)
NM_018117.1(WDR11):c.471T>C (p.Tyr157Tyr).

As três variantes (Tabela 7) não expressaram o exão em estudo (resultados
apresentados no Anexo 11).

Tabela 7: Variantes clonadas no plasmídeo pcAT7Glo1 para investigar alterações no
mecanismo de splicing que não expressaram o exão em estudo.

NM_017780.4(CHD7):c.8355C>T (p.Ala2785Ala)
NM_015537.4(NSMF):c.720C>T (p.Tyr240Tyr)
NM_030964.3(SPRY4):c.675G>A (p.Leu225Leu).

As cinco variantes (Tabela 8) não foram testadas por não ter conseguido realizar a
clonagem dos exões pretendidos no vetor pcAT7Glo1.

Tabela 8: Variantes que não tiveram sucesso na clonagem no plasmídeo pcAT7Glo1.

NM_017780.4(CHD7):c.2067G>A (p.Thr689Thr)
NM_017780.4(CHD7):c.2451T>G (p.Ser817Ser)
NM_017780.4(CHD7):c.2613+4C>T,
NM_032551.4(KISS1R):c.951G>A (p.Ala317Ala)
NM_030964.3(SPRY4):c.507G>A (p.Pro169Pro).
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4. Discussão

Foi em meados do século XX que o HHC foi reconhecido clinicamente como sendo

causa da falha no desenvolvimento pubertário. O seu diagnóstico baseia-se desde

então na anamnese, observação de sinais, levantamento de sintomas, e exames

laboratoriais e imagiológicos. Desde o início do século XXI que o conhecimento sobre

as causas genéticas do HHC tem avançado na mesma medida que o desenvolvimento

das tecnologias de sequenciação. À medida que o conhecimento sobre as causas

genéticas do HHC foi aumentando, o recurso ao diagnóstico genético também se foi

estabelecendo. Atualmente, a disponibilidade da tecnologia de sequenciação de nova

geração (NGS) proporcionou um grande avanço no diagnóstico genético destes

doentes.

Para identificar a causa genética do HHC, os testes moleculares normalmente

utilizados, recorrem a diferentes painéis genéticos, sejam eles personalizados ou

virtuais, que normalmente incluem os genes clássicos: ANOS1, GNRHR, GNRH1,

FGFR1, FGF8, PROKR2, PROK2, TACR3, TAC3, KISS1R e KISS1. Um inquérito

recente a 23 prestadores de cuidados de saúde pertencentes à European Reference

Network on rare endocrine conditions (Endo-ERN; www. endo-ern.eu) mostrou que

o número de genes analisados em painéis personalizados de HHC pode variar entre

14 e 360 genes (176). Outro exemplo, o painel de genes do NHS do Reino Unido para

o HHC é atualmente composto por apenas 22 genes (https://nhsgms-

panelapp.genomicsengland.co.uk/panels/650/v3.0). De acordo com as

recomendações da European Society of Human Genetics (ESHG), devem-se incluir

apenas os genes com uma relação bem estabelecida entre genótipo e fenótipo (311).

As taxas de diagnóstico genético, são também elas muito variáveis. Revisões

sistemáticas anteriores estimaram a prevalência mundial de variantes genéticas

causais em aproximadamente 31% na SK (312) e 23% no HHCn (313). No entanto,

existe uma variabilidade considerável nos dados de prevalência entre estudos que

podem estar relacionados com fatores como diferenças no perfil genético ligado a

geografia/etnia, proporção de casos familiares, gravidade do fenótipo reprodutivo e

viés no recrutamento.
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Contudo, o recurso a uma abordagem que utiliza oWESmostrou ser vantajosa quanto

à taxa de diagnóstico genético (62, 170, 172, 173, 176, 314, 315). Esta abordagem tem

a vantagem de ser flexível, pois permite a rápida inclusão de novos genes, mantendo

sempre a possibilidade de rever e atualizar os resultados anteriores de acordo com as

novas descobertas na área. Como desvantagem, tem a menor sensibilidade da

sequenciação NGS. Aliado às tecnologias de sequenciação de nova geração, a

disponibilidade de novos recursos para testar e confirmar in vitro a implicação de

novos genes tem sido um contributo para alargar as causas genéticas conhecidas do

HHC (117).

Neste projeto levantámos a hipótese de que a utilização do WES, aliado ao

alargamento do painel virtual de genes, poderia aumentar a taxa de diagnóstico

genético na nossa coorte.

O nosso painel virtual foi formado por 169 genes, todos eles encontrados após

pesquisa de causas genéticas para o HHCn e a SK nas bases de dados Pubmed® e

OMIM®.

Como resultado do estudo genético, identificámos variantes genéticas patogénicas (P)

ou provavelmente patogénicas (LP), causais, em 29,6% dos doentes incluídos na

coorte portuguesa de HHC, o que é consistente com a prevalência relatada noutras

coortes de HHC (37, 170, 269, 316, 317). Notavelmente, verificou-se que não é tanto o

tamanho do painel de genes analisado em cada estudo que se correlaciona

significativamente com a taxa de diagnóstico genético, mas sim, os critérios utilizados

para a inclusão das variantes. Como exemplo, a inclusão de VUS raras e não sinónimas

aumenta de forma significativa o rendimento da taxa de diagnóstico genético (173,

176). Assim, é importante distinguir as verdadeiras variantes causais das variantes

VUS que podem ser erroneamente categorizadas como causadoras de doença. O uso

generalizado da NGS e o número crescente de genes candidatos para o HHC levaram

à identificação de numerosas VUS para as quais não há evidências suficientes do seu

envolvimento na doença. Muitas vezes, as VUS representam achados incidentais e,

com o tempo, muitas são reclassificadas como variantes benignas (318). No entanto,

vários estudos de HHC incluíram VUS como variantes causais, sobrestimando assim

a taxa de diagnóstico genético desses doentes (312, 313).
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No caso deste estudo, a utilização de um painel virtual de genes que incluísse apenas

os genes clássicos não teria permitido o diagnóstico de dois doentes com variantes

causais nos genes ARHGAP5 e DCC.

Outro critério importante é o da frequência alélica populacional. Caso tivéssemos sido

demasiado conservadores e nos tivéssemos cingido à inclusão de variantes muito

raras (frequência alélica populacional < 0,001), teríamos deixado de fazer o

diagnóstico genético de três doentes, baixando assim a taxa de diagnóstico genético

para 25,9%. Esses três doentes foram diagnosticados com variantes em heterozigotia

composta no gene GNRHR. Estabelecer um valor de corte para a frequência alélica

populacional é crucial para distinguir entre variantes patogénicas e variantes

benignas. O valor de corte da frequência alélica populacional é o limite máximo da

frequência de uma variante genética numa população, além do qual é improvável que

essa variante seja considerada causal para uma doença rara. Para estabelecer esse

valor, deve-se ter em conta a prevalência da doença e os seus modos de

hereditariedade. Ora, o HHC, apesar de ser uma doença rara, tem uma apresentação

heterogénea, com modos de hereditariedade distintos (ligados ao cromossoma X,

recessivo ou dominante), com herança oligogénica e variantes com penetrância

incompleta/expressividade variável. Em doenças com estas caraterísticas, variantes

relativamente frequentes podem ter efeito adicional no fenótipo (68). Deste modo, o

valor de corte de o,o1 para a frequência alélica populacional pareceu ser o mais

adequado.

No presente estudo, aplicámos os critérios da ACMG-AMP (180) para classificar as

variantes, procurando garantir um alto nível de confiança no estabelecimento da

ligação entre a variante genética e a doença. Identificámos, na coorte de HHC,

variantes P ou LP causais em 10 dos 169 genes analisados. Os genes mais

frequentemente envolvidos foram o GNRHR, FGFR1, ANOS1 e CHD7, consistente

com o conhecimento atual sobre as principais causas genéticas do HHC (125, 319).

Outros genes, menos frequentemente envolvidos, onde foram identificadas variantes

P ou LP foram o ARHGAP5, DCC, GNRH1, PROK2, PROKR2 eWDR11.

O gene GNRHR tem modo de hereditariedade autossómico recessivo e está bem

estabelecido como sendo causa genética do HHC sem anosmia (OMIM #146110).

Neste gene, foram identificadas variantes causais em seis doentes normósmicos da

nossa coorte. Dois desses doentes eram homozigotos para duas variantes nunca antes
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descritas, a variante c.847T>C (p.Tyr283His) e a variante c.410T>C (p.Leu137Pro).

Nos quatro outros doentes foram identificadas variantes em heterozigotia composta.

As variantes c.317A>G (p.Gln106Arg) / c.937_947delTTTTTAAACCC

(p.Phe313Metfs*3), as variantes c.401T>G (p.Val134Gly) / c.415C>T (p.Arg139Cys),

as variantes: c.785G>A (p.Arg262Gln) / c.937_947delTTTTTAAACCC

(p.Phe313Metfs*3) e as variantes c.317A>G (p.Gln106Arg) / c.785G>A

(p.Arg262Gln). Para nenhumdestes seis doentes foi descrito outro fenótipo para além

do hipogonadismo.

O gene FGFR1 tem modo de hereditariedade autossómico dominante e está bem

estabelecido como sendo causa genética do HHC com ou sem anosmia (OMIM

#147950). Neste gene foram identificadas variantes causais, nunca antes descritas,

em heterozigotia, em cinco doentes da nossa coorte. A variante c.2155A>G

(p.Met719Val) foi identificada num doente com SK que também apresenta

criptorquidia, deficiência auditiva, atraso no desenvolvimento e espinha bífida. A

variante c.1961dupA (p.Tyr654Ter) num doente com SK e história familiar. A variante

c.287C>G (p.Ser96Cys) num doente com SK e criptorquidia. A variante c.95dupA

(Pro33Alafs*17) num doente normósmico, e a variante c.677_678delGCinsAA

(p.Gly226Glu) num doente com SK e hipoplasia hipofisária.

O gene ANOS1 tem modo de hereditariedade recessivo ligado ao cromossoma X e foi

o primeiro gene a ser relacionado com o HHC, com ou sem anosmia (OMIM

#308700). Neste gene foram identificadas variantes causais, em hemizigotia, em três

doentes da nossa coorte. A variante num local de splicing, nunca antes descrita c.542-

1G>C, identificada num doente com SK, agenesia renal unilateral e história familiar.

Para esta variante, o ARN foi estudado funcionalmente por RT-PCR, e foi confirmado

o skipping do exão 5 do gene (290). A deleção de ~4.8 Mb, confirmada por MLPA

(290) num doente com SK, agenesia renal unilateral, atraso no desenvolvimento,

obesidade, ictiose e história familiar. Ainda a variante nonsense c.571C>T (p.Arg191*)

num doente com SK e deficiência das hormonas GH e ACTH.

O gene CHD7 tem modo de hereditariedade autossómico dominante e apesar de

variantes patogénicas neste gene estaremmaioritariamente associadas à Síndrome de

CHARGE (coloboma, heart disease, atresia of the choanae, retarded growth and

mental development, genital anomalies, and ear malformations and hearing loss),

variantes missense foram encontradas em formas de HHCn e SK com poucas ou
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nenhuma outra manifestação sindrómica (OMIM #612370) (75, 208, 292, 320-322).

Cerca de 5% dos doentes com SK têm uma variante identificada no gene CHD7 (75,

312). A variabilidade fenotípica encontrada entre doentes com variantes no CHD7

pode ser explicada pela heterogeneidade alélica. Kim et al. (75) levantaram a hipótese

de que nos casos de SK ou HHCn, estamos na presença de variantes com efeito menos

deletério. Suportando esta ideia, a maioria das variantes relatadas no gene CHD7 em

doentes com Síndrome de CHARGE são truncadoras, isto é, levam à produção de uma

proteína mais curta do que a versão normal (208). A exceção foi identificada num

doente com SK que sofreu reversão do seu hipogonadismo, e no qual foi encontrada

uma variante nonsense no CHD7 (321). Neste gene foram identificadas variantes

causais, em heterozigotia, em três doentes da nossa coorte. A variante c.6194G>A

(p.Arg2065His), num doente com SK, insuficiência renal crónica e história familiar.

A variante c.3245C>T (p.Thr1082Ile), num doente normósmico e a variante

c.1808_1811delACAA (p.Asn603Thrfs*4) num doente com SK, deficiência auditiva e

atraso no desenvolvimento.

O gene PROK2 tem uma ligação bem estabelecida como sendo causa genética do HHC

com ou sem anosmia (OMIM #610628). O OMIM® considera este gene como tendo

ummodo de hereditariedade autossómico dominante, enquanto o Consórcio Europeu

para estudo da biologia do GnRH (COST Action BM1105,

http://www.gnrhnetwork.eu/), considera que este gene tem um modo de

hereditariedade autossómico recessivo, apesar de a maioria dos doentes serem

portadores de variantes em heterozigotia (14). São muitas vezes relatados fenómenos

de penetrância incompleta ou expressividade variável (69). Na nossa coorte, foram

identificadas variantes causais frameshift, em homozigotia, em dois doentes. A

variante c.163delA (p.Ile55*), num doente com anosmia e deficiência das hormonas

GH e ACTH e a variante c.297dupT (p.Gly100Trpfs*22) num doente com anosmia,

hipoplasia hipofisária e rotação anormal do pescoço.

O gene GNRH1 encontra-se implicado na etiologia do HHC (OMIM #614841), apesar

de achados de variantes causais neste gene serem muito raros (323). Este gene tem

um modo de hereditariedade autossómico recessivo. A variante frameshift

NM_c.99delA (p.Leu34Cysfs*12) foi descoberta em homozigotia num doente

normósmico. Esta variante fica no sétimo aminoácido do decapeptídeo GnRH, que é

altamente conservado.
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O gene PROKR2 tem ligação bem estabelecida como causa genética do HHC com e

sem anosmia (OMIM #244200). Tal como acontece para o seu ligando PROK2, o

OMIM® considera este gene como tendo um modo de hereditariedade autossómico

dominante, enquanto o Consórcio Europeu para estudo da biologia do GnRH (COST

Action BM1105, http://www.gnrhnetwork.eu/) considera que este gene tem ummodo

de hereditariedade autossómico recessivo, apesar de a maioria dos doentes serem

portadores de variantes em heterozigotia (324). São muitas vezes relatados

fenómenos de penetrância incompleta ou oligogenia (324). Foi identificada a variante

missense c.253C>T (p.Arg85Cys), considerada causal, em heterozigotia, num doente

normósmico.

O geneWDR11 tem uma ligação bem estabelecida como causa genética do HHC com

ou sem anosmia (OMIM #614858). Tem um modo de hereditariedade autossómico

dominante. A variante missense c.797G>C (p.Arg266Pro) foi identificada em

heterozigotia num doente com SK.

O gene ARHGAP5 (codifica a RHO GTPase-activating protein 5) tem uma ligação

recentemente estabelecida com o HHC por Lippincott et al. (123) que descreveram

um enriquecimento de variantes raras truncantes, em heterozigotia, numa coorte de

doentes. Este gene é evolutivamente conservado, intolerante a alterações genéticas e

tem um papel crítico no desenvolvimento do cérebro (118-120). A variante frameshift

c.2067dupA (p.Tyr690Ilefs*4) foi identificada em heterozigotia num doente com SK,

criptorquidia e hipoplasia hipofisária.

O gene DCC (Netrin 1 receptor) foi implicado na patofisiologia do HHC por Bouilly et

al. em 2018 (222), com modo de hereditariedade autossómico dominante. Este gene

codifica, à semelhança da anosmina, uma proteína extracelular de adesão, contendo

domínios de fibronectina, que está envolvida na orientação dos axónios e cujos

estudos in vitro demonstraram estar implicada na migração neuronal. A variante

frameshift c.2708dupT (p.Ser904Lysfs*14), foi identificada em heterozigotia num

doente com SK e hipoplasia hipofisária.

Adicionalmente, identificámos variantes P ou LP nos genes BBS10 (Síndrome de

Bardet-Biedl-10), GJB2 (proteína gap-junction, beta-2), GNRHR, POLR3B

(polimerase III, RNA, subunidade B) e RBM28 (proteína RNA-binding motif-28). No

entanto, estes genes têm herança autossómica recessiva e os doentes com variantes

nestes genes eram todos heterozigotos. Portanto, estas foram consideradas variantes



Causas genéticas do Hipogonadismo Hipogonadotrófico Congénito

89

não causais e que provavelmente refletem a prevalência de portadores saudáveis na

população, conforme sugerido pela semelhança entre a frequência de variantes não

causais P ou LP em doentes e controlos (6,2% e 6,1%, respetivamente).

Apesar do grande número de genes analisados, variantes causais P ou LP foram

identificadas apenas num pequeno grupo de genes (10 de 169 genes). A aparente falta

de variantes causais nos restantes 159 genes pode ter várias explicações.

Primeiramente, a seleção dos genes para o painel virtual foi baseada na sua associação

prévia, na literatura científica, a pelo menos um indivíduo com HHC. Isto significa

que incluímos genes que foram implicados em casos únicos, sem estudos

confirmatórios. É possível que tais associações relatadas sejam espúrias e que estes

genes não contribuam verdadeiramente para o HHC. Portanto, este painel de 169

genes pode ser uma representação exagerada do número de genes envolvidos neste

distúrbio. Em segundo lugar, incluímos genes associados a síndromes nas quais o

HHC ocorre no contexto de características clínicas mais complexas, que não estavam

presentes nos nossos doentes. Esses genes foram analisados devido à possibilidade do

HHC isolado ocorrer no contexto de expressividade variável da síndrome, como no

caso de variantes no CHD7, consideradas de impacto ligeiro, que causam HHC na

ausência de outras características da Síndrome de CHARGE (208). No entanto,

também é possível que variantes nalguns desses genes não causem HHC como único

fenótipo. Em terceiro lugar, é possível que, devido ao recente estabelecimento da

relação entre o gene e a doença, as variantes encontradas nesses genes sejam

erradamente classificadas como VUS, pela ausência de estudos confirmatórios. Por

último, a contribuição de alguns genes para o HHC poderá ser tão rara que seria

necessário alargar a coorte de doentes para encontrar variantes causais nesses genes.

Apesar da extensa análise levada a cabo neste estudo, aproximadamente dois terços

dos nossos doentes permaneceram sem diagnóstico genético. Tal pode ser atribuído a

vários fatores, tais como a inclusão de fenocópias no estudo, onde fatores ambientais

ou epigenéticos desempenharam um papel (325), a existência de genes causadores

não identificados, que não foram incluídos no painel de genes, ou a existência de

alterações genéticas mais complexas que não são facilmente detetadas através do

WES, tais como copy number variants (CNVs) ou variantes localizadas fora das

regiões codificantes do genoma. Contudo, torna-se importante ressalvar que, embora

continuem a ser relatados novos genes relacionados ao HHC, a sua contribuição para

a carga genética global desta doença é, segundo os dados publicados, ainda marginal.
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Para além disso, em relação às CNVs, apesar de algumas já terem sido relatadas, estas 
representam menos de 2% dos casos de HHC (269, 326).  

Outro fator a ter em conta são as limitações técnicas da NGS. Num subgrupo de 
doentes, os genes ANOS1, FGFR1, CHD7 e GNRHR foram estudados previamente por 
sequenciação de Sanger (288, 290, 292, 294). Quando comparados os resultados da 
sequenciação de Sanger com os do WES, verificou-se que cinco variantes não foram 
detetadas por WES. Levanta-se a hipótese que o sucedido se deveu a 
constrangimentos relacionados com a técnica. Outra limitação prende-se com a falta 
de estudos funcionais e de estudos de segregação familiar mais abrangentes, 
necessários para interpretar e classificar as variantes que caem na categoria de VUS. 

Variantes P ou LP também foram identificadas na coorte de controlos. No entanto, 
estas foram principalmente variantes em heterozigotia, em genes com modo de 
hereditariedade autossómico recessivo ou para os quais o modo de hereditariedade 
ainda não foi claramente elucidado. Portanto, esses achados provavelmente refletem 
a frequência normal de portadores saudáveis na população. Como exceção ao 
anteriormente descrito, observámos variantes LP nos genes autossómicos 
dominantes CHD7, POU6F2 e PROKR2 em três controlos, sugerindo que a 
classificação dessas variantes possa estar sobrestimada, ou que haja penetrância 
incompleta dessas variantes nos indivíduos não afetados. Aliás, tanto para o gene 
PROKR2 como para a variante do gene POU6F2, c.1885A>C (p.Asn629His), o 
fenómeno de penetrância incompleta foi já descrito (124). 

O presente trabalho identificou um grande número de VUS, para as quais não temos 
evidências suficientes de modo a conseguirmos estabelecer o seu papel no distúrbio. 
A frequência de VUS nos doentes (85,2%) foi semelhante à frequência encontrada nos 
controlos (90,9%). Isto sugere que as VUS identificadas nos doentes provavelmente 
não estão relacionadas com a doença e refletem o contexto genético da população em 
geral. A exceção aconteceu com o gene EGF, onde seis doentes apresentaram variantes 
VUS (7,4%) e em nenhum controlo se identificou uma variante VUS (0%). O 
significado deste achado merece atenção, mas ainda não foi elucidado. 

A oligogenia foi já amplamente documentada no HHC e é definida pela presença de 
variantes em dois ou mais genes, cada uma delas insuficiente para causar o distúrbio, 
mas que em conjunto têm um efeito cumulativo e sinérgico. A oligogenia também 
pode explicar porque variantes em heterozigotia, presentes em genes autossómicos 
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recessivos podem contribuir para a carga genética geral do HHC. Estudos anteriores

relataram que a existência de oligogenia pode estar presente em até 20% dos doentes

com HHC (316, 327). Porém, revisões sistemáticas recentes, após eliminação das

variantes VUS, mostraram uma frequência de oligogenia muito inferior (menos de

5%) (312, 313). Tais resultados fazem crer que é possível que a oligogenia no HHC

tenha sido sobrestimada no passado, devido à inclusão de variantes VUS. Este estudo

identificou apenas cinco doentes (6,2%) com oligogenia envolvendo variantes

patogénicas, e a frequência de oligogenia para variantes VUS foi semelhante entre

doentes e controlos (54,3% e 61,6%, respetivamente). Estes achados sugerem que, na

nossa coorte, seja improvável que a oligogenia tenha uma contribuição significativa

na explicação do distúrbio.

Encontrou-se uma prevalência semelhante de variantes causais P ou LP nos doentes

com SK e com HHCn. Este resultado contrasta com alguns estudos anteriores que

relataram uma prevalência superior de variantes na SK (312, 313). Para além disso,

não encontrámos maior prevalência de variantes em formas mais graves de HHC,

como por exemplo, quando associado a criptorquidia. Consistente com o

conhecimento prévio, variantes causais P ou LP no ANOS1 foram exclusivamente

associadas à SK, enquanto variantes nos genes GNRH1 e GNRHR foram

exclusivamente associadas ao HHCn. No entanto, o número limitado de doentes com

variantes em cada gene impediu quaisquer correlações genótipo-fenótipo adicionais.

Verificou-se que para a grande maioria dos doentes com história familiar (87,5%) foi

possível estabelecer um diagnóstico genético, à semelhança do que acontece com

outras doenças com causa genética.

A reversão do HHC corresponde à recuperação espontânea da função do eixo HHG.

Levanta-se a hipótese que os esteróides sexuais, administrados como tratamento,

possam influenciar a plasticidade da rede neuronal hipotalâmica, levando à

recuperação da função dos neurónios produtores de GnRH ou que o HHC e o atraso

constitucional do desenvolvimento e da puberdade sejam condições pertencentes a

um espectro e a severidade das alterações genéticas influenciará em que posição do

espectro o doente se situa (328). Este fenómeno vem sendo reportado na literatura

com frequências que vão desde os 5% (329) até aos 10 a 20% (157, 159). Na nossa

coorte quatro doentes (4,9%) experienciaram uma reversão do hipogonadismo, após

interrupção da terapêutica hormonal. Em nenhum dos quatro doentes foi identificada
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uma variante P ou LP, contudo todos têm variantes VUS em heterozigotia, nos genes

AMH, CCDC141 (em heterozigotia composta), GLI2, CHD7, DMXL2, POLR3A,

PDE3A, RELN e SEMA7A. A variante no gene CHD7 foi estudada funcionalmente e

reclassificada como LP.

O presente estudo tem algumas limitações. O uso de critérios exigentes da ACMG-

AMP para a classificação das variantes pode ter levado a uma subestimação da

frequência de doentes com causa genética. Além disso, a identificação de um grande

número de VUS apresenta desafios de interpretação e estas podem exigir

reclassificação àmedida quemais evidências vão estando disponíveis. Ainda, as CNVs

não foram analisadas. Embora sabendo que estas variantes possam ter sido perdidas

pela análise do WES, a sua contribuição para o diagnóstico molecular desta patologia

é geralmente limitada (269, 326). Por último, não foram realizados estudos funcionais

para elucidar as consequências de todas as variantes VUS identificadas.

Os estudos funcionais são uma ferramenta essencial na genéticamoderna, permitindo

que a informação genética seja interpretada de forma mais precisa, promovendo

melhores cuidados ao doente e conduzindo ao desenvolvimento do conhecimento

científico. Estes são cruciais para investigar a consequência de VUS, e assim ajudar a

determinar se essas variantes são patogénicas ou benignas.

As variantes sinónimas ou localizadas a mais de dois nucleótidos da região

codificante, são de difícil classificação, contudo, têm o potencial de alterar o

mecanismo de splicing. Recorreu-se então a estudos in vitro, com vista a investigar

variantes muito raras, sinónimas ou localizadas até 10 nucleótidos dos exões.

O mecanismo de splicing é fundamental para o correto funcionamento das proteínas

e para a regulação genética. Este é o processo pelo qual os intrões, que são sequências

não codificantes de ARN, são removidos do transcrito primário, e os exões, que são as

sequências codificantes, são unidos para formar o ARNm maduro. Por sua vez, esse

ARNm maduro será traduzido numa proteína funcional. O splicing alternativo de

exões permite aumentar a diversidade proteica, através da produção de múltiplas

proteínas a partir de umúnico gene, e tambématua como ummecanismo de regulação

da expressão genética. Dependendo das condições celulares ou dos sinais externos, a

célula pode adaptar o splicing, influenciando qual a isoforma da proteína a ser

produzida e em que quantidade. Isto é crucial para a adaptação celular e a resposta a

diferentes estímulos. As alterações nas sequências consenso de splicing (5‘ ss, BPS,
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PPT ou 3‘ ss), o aparecimento de locais de splicing ectópicos ou a ativação de locais

de splicing criptícos, podem resultar em proteínas defeituosas ou disfuncionais e são

frequentemente associados a doenças (202-204, 330, 331). Estas alterações podem

ser causadas por variantesmissense (201, 332), assim como por variantes sinónimas

(196). Aliás, a convicção de que as variantes sinónimas são neutras foi sendo

abandonada à medida que foi aumentando o conhecimento sobre a síntese e

conformação proteica. A consequência poderá ser a retenção de parte ou totalidade

da sequência intrónica no ARNm ou a exclusão de parte ou da totalidade da sequência

exónica do ARNm (skipping do exão) resultando em splicing incorreto e

consequentemente em proteínas truncadas ou disfuncionais (196, 199).

As construções “minigenes“ são versões simplificadas de um gene, construídas

artificialmente, nos quais a maioria das sequências não essenciais não estão

presentes. Eles são tradicionalmente utilizados para estudos de splicing (283). Os

minigenes são significativamente menores do que os seus homólogos completos,

tornando-os mais fáceis de manipular em estudos de mutagénese e permitindo a

transfeção e estudo em modelos celulares in vitro. Neste projeto, minigenes foram

criados com vista a expressar os diferentes exões onde as variantes em estudo foram

identificadas, flanqueados pelos exões intrínsecos do vetor pcAT7Glo1. Cada um

desses minigenes foi transitoriamente transfetado na linha celular COS-7.

A variante missense c.4354G>T p.(Val1452Leu), no gene CHD7, identificada pela

primeira vez num doente afetado pela SK, cujo hipogonadismo foi revertido após

interrupção da terapêutica com testosterona, encontra-se localizada no primeiro

nucleótido do exão 19 e foi classificada como VUS.

Fu et al. (333) relataram que variantes que afetam o primeiro nucleótido de um exão

(E+1) podem causar doença, mas que raramente são estudadas. Afirmaram que na

presença de uma variante no primeiro nucleótido, a existência de 15 ou mais

pirimidinas no intrão a montante do exão, no trato de polipirimidinas (PPT), garante

um splicing normal, enquanto 10 ou menos pirimidinas predispõem ao splicing

aberrante (333). O trato de polipirimidinas, que precede o exão 19 do CHD7, tem

apenas sete pirimidinas consecutivas, …5' TATTTTAAATATTTCTCTAAAACAG 3'…,

(o sublinhado identifica as pirimidinas), predispondo este exão a um padrão de

splicing aberrante na presença de uma variante no primeiro nucleótido.
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Combase no conhecimento sobre como a composição do PPT afeta o splicing, Joudaki

et al. (310), desenvolveram uma ferramenta in silico baseada na web que utiliza um

modelo para prever as consequências de SNVs que afetam o E+1 G de um exão,

denominada FexSplice. Esta ferramenta previu que a variante c.4354G>T

p.(Val1452Leu), no CHD7 é patogénica, com uma pontuação de probabilidade de

0,995.

O nosso estudo in vitro por minigene demonstrou que a variante missense teve um

efeito disruptivo no splicing. No entanto, este efeito foi apenas parcial, resultando em

dois transcritos, um que inclui o exão 19 do CHD7 e o outro com exon-skipping, numa

proporção de 59% e 41%, respetivamente. Isto indica que a variante reduz a eficiência

do splicing do exão 19, sem o abolir completamente. Prevê-se que a sua transcrição

completa produza uma proteína CHD7 com uma alteraçãomissense no resíduo 1452

(p.Val1452Leu). No entanto, é improvável que esta alteração de aminoácido seja

patogénica por si só, já que a valina e a leucina são aminoácidos apolares,

semelhantes, e que ferramentas de previsão computacional indicam um efeito neutro

da alteração deste aminoácido (307-309). Além disso, não houve relatos publicados

de outras alterações de aminoácidos neste local. Isto sugere que o efeito patogénico

da variante não se deve à alteração do aminoácido, mas sim ao efeito disruptivo no

splicing do ARN. O efeito disruptivo da variante pode ser parcialmente mitigado pela

produção de uma proteína missense funcional, levando a um impacto global mais

suave em comparação commutações típicas nos locais de splicing. Isso pode explicar

por que o nosso doente apresentava apenas hipogonadismo, sem o fenótipo mais

complexo da Síndrome de CHARGE, que geralmente está associada a variantes mais

deletérias do CHD7 (208). Para mais, o nosso doente mostrou reversão do

hipogonadismo aos 33 anos, sugerindo um impacto menos grave da variante, no

fenótipo reprodutivo. A reversão do hipogonadismo hipogonadotrófico, após a

descontinuação do tratamento, está frequentemente associada a um fenótipo

reprodutivo mais leve (157, 334). Quando a reversão acontece, o corpo começa a

produzir níveis suficientes de gonadotrofinas e hormonas sexuais sem a necessidade

de terapia de reposição hormonal. A causa exata desta reversão não é totalmente

compreendida, mas acredita-se que fatores genéticos, influências ambientais e até

mesmo aspetos específicos do tratamento possam contribuir para a reativação do eixo

HHG nalguns doentes (157, 334). Assim, o nosso estudo funcional sugere uma

possível explicação para a associação entre a variante noCHD7 e o fenótipo do doente.

Contudo, não foram realizadas avaliações funcionais ao nível da proteína, deixando
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alguma incerteza sobre os efeitos, tanto da variante missense, como da deleção in-

frame, para a função da proteína CHD7.

As VUS são frequentemente identificadas nos testes genéticos, mas muitas vezes

permanecem sem interpretação, na ausência de validação experimental (318). A

reclassificação desta variante, de VUS para LP, evidencia a importância dos estudos

funcionais para o apuramento do significado clínico das variantes genéticas, de forma

a aumentar a compreensão sobre o seu papel nas doenças humanas e a melhorar o

diagnóstico genético.

Relativamente às restantes variantes testadas por minigene, observámos que as

variantes descritas na Tabela 6 não mostraram ter impacto no mecanismo de
splicing, no modelo utilizado. Os resultados podem ser consultados no Anexo 10.
Quanto às variantes que não expressaram o exão em estudo, estas estão descritas na

Tabela 7 e os resultados podem ser consultados no Anexo 11. Especula-se que a
falha no reconhecimento do exão clonado possa dever-se à ausência de elementos

reguladores intrónicos, importantes na interação com a maquinaria de splicing, à

competição com locais de splicingmais fortes ou a diferenças nas condições celulares

do sistema experimental, quando comparado com a célula nativa. Torna-se, portanto,

importante ressalvar que os minigenes são simplificações do contexto genético

completo, não replicando com exatidão todos os elementos regulatórios e o ambiente

genómico original.

As limitações do método de minigene estão muito ligadas à dependência de ensaios

in vitro, que podem não replicar completamente a expressão natural e as condições

originais de splicing nos tecidos humanos. Neste ambiente simplificado, falta o

contexto específico do tecido, temos artefactos derivados da sobrexpressão do exão de

interesse, ausência de regulação temporal do gene e uma possível diferença de

expressão entre espécies.
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5. Conclusões

Esta tese começou com o estudo das variantes germinativas encontradas por WES

numa coorte de 81 doentes comHHC. Utilizou-se como abordagem, um painel virtual

composto por 169 genes previamente implicados na etiologia da doença.

Encontraram-se variantes causais, patogénicas (P) ou provavelmente patogénicas

(LP), em 24 (29,6%) dos 81 doentes.

Estas variantes encontraram-se distribuídas em dez dos 169 genes analisados:

GNRHR (7,4%), FGFR1 (6,2%), ANOS1 e CHD7 (3,7%, cada), PROK2 (2,5%),

ARHGAP5, DCC, GNRH1, PROKR2 eWDR11 (1,2%, cada).

Verificou-se que, para a grandemaioria dos doentes com história familiar (87,5%), foi

possível estabelecer um diagnóstico genético. Porém, a convicção de que aumentando

o painel virtual de genes resultaria no aumento da taxa de diagnóstico genético, não

foi confirmada. Contudo, é de destacar que neste estudo, o espectro mutacional do

distúrbio foi expandido após identificação de várias variantes novas.

A maioria das variantes identificadas nas coortes de doentes e controlos foram

variantes VUS, contudo, a sua frequência nos doentes não diferiu significativamente

da dos controlos. Concluímos assim, que a maioria destas variantes raras não estão

relacionadas com o fenótipo estudado, refletindo provavelmente o fundo genético da

população portuguesa. A exceção identificou-se no gene EGF que apresenta um valor

significativamente superior de doentes com variantes, comparativamente com a

coorte controlo, onde não foi encontrada nenhuma variante VUS neste gene.

Neste estudo, o número de doentes com variantes P ou LP em dois genes diferentes

(oligogenia) representou apenas 6,2%.

A frequência de variantes causais identificadas nos doentes com HHCn

comparativamente com os doentes com SK não foi significativamente diferente.

A caracterização funcional de variantes VUS na estrutura, função e expressão proteica

é essencial para a classificação destas. Os ensaios para testar o mecanismo de splicing

continuam a ser uma ferramenta valiosa para um rastreio inicial. O estudo in vitro da
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variante VUS c.4354G>T p.(Val1452Leu), no gene CHD7, aumentou a taxa de

diagnóstico genético para 30,9%, demonstrando a pertinência dos estudos funcionais

com variantes VUS, para a sua reclassificação.

O desenvolvimento pubertário permanece pouco compreendido, com grandes e

óbvias lacunas na literatura. Isto deve-se em grande parte, à enorme complexidade da

anatomia do eixo HHG e à expressão genética complexa durante o seu

desenvolvimento e funcionamento. No entanto, o estudo de patologias, identifica

muitas vezes os componentes cruciais de um mecanismo fisiológico, ajuda a

compreender como diferentes sistemas do corpo interagem e facilita a descoberta de

mecanismos de redundância ou compensatórios. Portanto, a pertinência deste estudo

prendeu-se com a vontade de conhecer a arquitetura genética dos doentes

portugueses com esta condição, mas também com a vontade de descobrir novos dados

sobre o processo fisiológico da puberdade. A complexidade e heterogeneidade da

arquitetura genética foram confirmados neste estudo e destacam os desafios na

compreensão desse processo.

À luz do conhecimento atual, pode afirmar-se que o início da puberdade não pode ser

atribuído à ativação de um único gene, via de sinalização ou circuito neuronal. No

entanto, há variantes raras num único gene que resultam em falha, atraso ou

aceleração do início da puberdade. Assim para melhor compreendermos este

mecanismo, é fundamental compreendermos a função de cada um dos intervenientes.

Concluindo, é valiosa a compreensão da base genética do HHC, seja para estabelecer

o diagnóstico e/ou o prognóstico, para ajudar no aconselhamento genético e

tratamento, seja para o esclarecimento de processos biológicos, seja potencialmente,

para o desenvolvimento de terapias dirigidas no futuro.
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6. Perspetivas futuras

No futuro ambiciona-se aumentar a taxa de diagnóstico genético dos doentes com

HHC, de modo a proporcionar um adequado tratamento e aconselhamento genético

a mais doentes.

As áreas do conhecimento relacionadas com a genética aplicada à medicina, com a

regulação da expressão genética e com a análise computacional de dados estão a

passar por um crescimento sem precedentes. Este é impulsionado, em grande parte,

pela revolução da NGS. Com a evolução, vêm desafios associados.

No diagnóstico genético, um dos principais desafios está na interpretação do grande

número de variantes genéticas identificadas. Ainda mais, no futuro, prevê-se que se

deixem de aplicar painéis genéticos, para passar à sequenciação completa do genoma

(WGS). Assim, será avultada a quantidade de variantes identificadas, sendo que estas

têm relevância clínica pelo seu potencial em explicar a doença. Para melhor

caracterizar cada uma dessas variantes, antevê-se que a ciência da computação de

dados terá o desafio de conseguir extrair significado de cada uma delas. Os estudos

funcionais, por seu lado, terão o desafio de clarificar qual o papel das diferentes

sequências de ADN, sejam elas codificantes ou não codificantes. Cada um desses

desafios traz novas oportunidades de investigação.

Considerando que regularmente são publicados diversos estudos sobre novos genes

com potencial ou evidência de serem causais do HHC, será especialmente importante

realizar uma revisão regular da análise genética, incluindo a revisão da lista de genes

utilizada.
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Anexo 2: Regras para classificar as variantes genéticas de acordo com os critérios
ACMG-AMP. Adaptado de Richard et al. (180).

Patogénica (P) (i) 1 Muito forte (PVS1) E
(a) ≥1 Forte (PS1–PS4) OU
(b.) ≥2 Moderada (PM1–PM6) OU
(c) 1 Moderada (PM1–PM6) e 1 de
suporte (PP1–PP5) OU
(d) ≥2 De suporte (PP1–PP5)

(ii) ≥2 Forte (PS1–PS4) OU
(iii) 1 Forte (PS1–PS4) E
(a) ≥3 Moderada (PM1–PM6) OU
(b) 2 Moderada (PM1–PM6) E ≥2
De suporte (PP1–PP5) OU

(c) 1 Moderada (PM1–PM6) E ≥4 De
suporte (PP1–PP5).

Provavelmente patogénica (LP) (i) 1 Muito forte (PVS1) E 1 Moderada (PM1–
PM6) OU

(ii) 1 Forte (PS1–PS4) E 1–2 Moderadas
(PM1–PM6) OU

(iii) 1 Forte (PS1–PS4) E ≥2 De suporte
(PP1–PP5) OU

(iv) ≥3 Moderadas (PM1–PM6) OU
(v) 2 Moderadas (PM1–PM6) E ≥2 De
suporte (PP1–PP5) OU

(vi) 1 Moderada (PM1–PM6) E ≥4 De suporte
(PP1–PP5)

Benigna (B) (i) 1 Independente (BA1) OU
(ii) ≥2 Fortes (BS1–BS4)

Provavelmente Benigna (LB) (i) 1 Forte (BS1–BS4) e 1 de suporte (BP1–

BP7) OU
(ii) ≥2 de suporte (BP1–BP7)

De significado incerto (VUS) (i) Quando os critérios descritos acima não

estão contemplados OU
(ii) Os critérios para benigna e patogénica

são contraditórios.
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Anexo 4: Oligonucleótidos utilizados para amplificar os exões onde as variantes
patogénicas (P) e provavelmente patogénicas (LP) foram encontradas.

ID do Oligonucleótido Sequência 5‘ – 3‘
ANOS1_ex5_Fwd CAGATTGTTTTAATTGATACG
ANOS1_ex5_Rev GCAGACACTACCTCCAGGATG
ARHGAP5_ex1_Fwd TGCCAAATCGCCTTACTTTT
ARHGAP5_ex1_Rev GCTCACCACATCCAAATTGT
BBS10_ex2_Fwd GCCAGCCTTCTGAAAATGAG
BBS10_ex2_Rev CCTTCCATGGGTTTGAATGT
CHD7_ex3_Fwd ACATCAGCCACTAACTTTCAG
CHD7_ex3_Rev AAT GCG TAA AAG CCT TAG C
CHD7_ex13_Fwd GATGCATGTGCTCTGTTAGGA
CHD7_ex13_Rev TCTGAGCAACGGGACTATCA
CHD7_ex31_Fwd CAAAACAGAGGGGCAGGTAATA
CHD7_ex31_Rev CCTCTTCTTTGCCCTCACATT
DCC_ex18_Fwd CTCCTCTGCTGTTTGGGAGT
DCC_ex18_Rev ATGTGCAGTCATGCTCCAAG
FGFR1_ex3_Fwd TCTTCCTCTCTCGCCCCTT
FGFR1_ex3_Rev AAGCAGAGTGGGGGCAGAT
FGFR1_ex6_Fwd GTCATGGGGCCTGCATTTT
FGFR1_ex6_Rev AAGTGCCAATCGCTATCCTGA
FGFR1_ex14_Fwd GCAGAGCAGTGTGGCAGAAGT
FGFR1_ex14_Rev CCACTCCTTGCTTCTCAGAT
FGFR1_ex16/17_Fwd TGCCCTGGGTAGAGGATTTGT
FGFR1_ex16/17_Rev TGTGATGGGCGAGAGGAA
GJB2_ex2_Fwd GTGTGCATTCGTCTTTTCCA
GJB2_ex2_Rev GGGAAATGCTAGCGACTGAG
GNRH1_ex1_Fwd CTCTGACTTCCATCTTCTGC
GNRH1_ex1_Rev GCCTTATCTCACCTGGAGC
GNRHR_ex1_Fwd AACAGGACTTTAGATTCGGT
GNRHR_ex1_Rev GTTAAGAAGTTTGCCCAAG
GNRHR_ex3_Fwd ATTTTCTCCCATTGATTAAGTTG
GNRHR_ex3_Rev CATTTGTGTTAATCATTCCC
POLR3B_ex15_Fwd CTTGGCCCTTATGACACACA
POLR3B_ex15_Rev CCTCCCCCTCTTCACAGACT
PROK2_ex2_Fwd GATTTTCATAATCCAGGGGC
PROK2_ex2_Rev TGTTTGTCGAGCACGTTACC
PROK2_ex4_Fwd TGAGCATATTGCCTAATGGG
PROK2_ex4_Rev TTGAGGAAGCAAGAGCATTTC
PROKR2_ex1_Fwd GGCTCACTGACCCTGAAAGA
PROKR2_ex1_Rev TGTCAGCCTGTCAGAGCCTA
RBM28_ex16_Fwd AAAAAGGTGGGTTGGGGGAG
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RBM28_ex16_Rev AGGCTTCACACTTCTGGAGC
WDR11_ex6_Fwd CCAACCCATGTTGGTCACTT
WDR11_ex6_Rev TGCAAGATTATGGCCTTCTTTT

Abreviaturas: ID, identificação; fwd, forward; rev, reverse.
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Anexo 5:Oligonucleótidos utilizados para clonar os exões estudados pel0 método de
minigene.

ID do Oligonucleótido Sequência 5‘ – 3‘
CHD7_A2785A_Fwd CTGACTGACATATGTGGATGCAGCTAACTTGACA

CHD7_A2785A_Rev TCAGTAGAGATCTGTGTATGCACGAGTGTGGGA

CHD7_c.2613+4C>T_Fwd CTGACTGACATATGTTAAGGCCTCCCTGTAGTGC

CHD7_c.2613+4C>T_Rev TCAGTAGCATATGACCATCACCGCTATTTCCAC

CHD7_P2072P_Fwd CTGACTGACATATGAGTGTACAATGTAGAATGCCCT

CHD7_P2072P_Rev TCAGTAGAGATCTTGTGTCCATGCAACCCTTCT

CHD7_S559S_Fwd CTGACTGACATATGTTTGCCATTCACCATTTTCA

CHD7_S559S_Rev TCAGTAGAGATCTCAGAATGCGTAAAAGCCTTAGC

CHD7_S817S_Fwd CTGACTGAAGATCTACACTGTGGGTTTGGCAGAA

CHD7_S817S_Rev TCAGTAGAGATCTGCTCACTGCATTTTAGAACCTGA

CHD7_T689T_Fwd CTGACTGACATATGTTTGCCATTCACCATTTTCA

CHD7_T689T_Rev TCAGTAGAGATCTTCCCACCCCTCATTTCATAG

CHD7_V1452L_Fwd CTGACTGACATATGCCCTTGCCCAAACCATTTAT

CHD7_V1452L_Rev TCAGTAGAGATCTTGTGTGGATTTTAGCTCTGAAG

DUSP6_P204P_Fwd CTGACTGACATATGATCCTCCACCATCACCCTGT

DUSP6_P204P_Rev TCAGTAGCATATGCCCTTCCCCTGAGTCCAAAG

FGFR1_D59D_Fwd CTGACTGACATATGATTGCCTTCTCTCGACTTGG

FGFR1_D59D_Rev TCAGTAGAGATCTGGCAGGGAGCAATGTTAGTG

FGFR1:c.359-4A>G_Fwd CTGACTGACATATGTCTGGCATGAACCCTGATGG

FGFR1:c.359-4A>G_Rev TCAGTAGAGATCTTCTGTCCTAAGGAAGCACGC

KISS1R_A317A_Fwd CTGACTGACATATGGCAATAGCTCTGCCTGCCTA

KISS1R_A317A_Rev TCAGTAGAGATCTCCGAACGTCACAAGAGACCA

NSMF_L442L_Fwd CTGACTGACATATGGAGGGCTGGAGGCAGAGT

NSMF_L442L_Rev TCAGTAGAGATCTGGGCTCAGGCATAAAGGATT

NSMF_P360P_Fwd CTGACTGACATATGGCAGTGCTCCTCTACACCC

NSMF_P360P_Rev TCAGTAGAGATCTACATCAAGGCTGCGTCAGAG

NSMF_Y240Y_Fwd CTGACTGACATATGTGGTCCCCACACCAAAGAAG

NSMF_Y240Y_Rev TCAGTAGAGATCTGAACAAAGGTGCAGTGCCTG

PROK2_R81R_Fwd CTGACTGACATATGCCTCCCTGCCCTTAGTTGTG

PROK2_R81R_Rev TCAGTAGAGATCTAGCACCTTCCTGAGAATCTGC

SPRY4_L225L_Fwd CTGACTGACATATGGTGCTTAGGAGAGTACCTCC

SPRY4_L225L_Rev TCAGTAGAGATCTGCATTCAAGCAGCTGCAGTT

SPRY4_P169P_Fwd CTGACTGACATATGGTGCTTAGGAGAGTACCTCC

SPRY4_P169P_Rev TCAGTAGAGATCTGCATTCAAGCAGCTGCAGTT

WDR11_Y157Y_Fwd CTGACTGACATATGTGACATCTTGGTTGTGGCTAA
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WDR11_Y157Y_Rev TCAGTAGAGATCTCTCTCTGTCCCTGGCTAGTCT
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Anexo 10: Resultados do estudo do mecanismo de splicing, por minigene, das
variantes que não mostram diferença na expressão do alelo mutado.
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Anexo 11: Resultados do estudo do mecanismo de splicing, por minigene, das 
variantes que não expressaram o exão em estudo. 
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Anexo 12: Síntese curricular

WORK EXPERIENCE

01/02/2019–31/10/2020 Research fellow

Health Sciences Research Centre (CICS-UBI), under the supervision of the Professor
Manuel Carlos Loureiro de Lemos, MD, Covilhã (Portugal)

Participation in the Interdisciplinary challenges in Neurodegeneration (ICON) Project;
Participation in the GenoPit Project - Genetic Risk Factors in Pituitary Tumors;
Whole Exome Sequencing (WES) data analysis;
Application of my knowledge about Human Genetics and methods in Molecular Biology (eg. PCR,
TaqMan SNP Genotyping Assays) for SNP and mutations identification;
Use of databases (NCBI, ENSEMBL, gnomAD, ExAC, ClinVar).

01/09/2010–01/09/2017 Research assistant

CHU Sainte-Justine Research Center, Axis Brain and Child Development,
Laboratory of Graziella Di Cristo, PhD, Montreal (Canada)

Application of my scientific skills (molecular biology, confocal and optical microscopy, histopathology,
rodent surgery) in several projects;

Management of a mice colony with multiple lines and respective bureaucratic files in accordance
with the requirements of the CCAC, as well as their genotyping;

Organization, statistical treatment, interpretation and presentation of data;

Training and integration of new students and trainees in the laboratory;

Stock management, purchase of consumables and equipment.

02/05/2006 – 01/01/2008 Anatomical pathology technician - professional card nº C-022214020

Unidade Local de Saúde da Cova da Beira E.P.E., Covilhã (Portugal)

Reception and computer recording of histological and cytological samples;
Execution of histopathological, cytological, histochemical and immunohistochemical techniques;

Involvement in the Certification process of the Anatomical Pathology Laboratory (ISO9001);

Total of processed samples between 2006 and 2008 - 9154 samples.

EDUCATIONANDTRAINING

01/11/2020–in progress,
expected 2024/2025

Biomedicine PhD program

Health Sciences Research Centre (CICS-UBI), Universidade da Beira Interior, under
the supervision of the Professor Manuel Carlos Loureiro de Lemos, MD, Covilhã
(Portugal)

08/11/2019 Postgraduate training course - NGS/WES – Genomic revolution in
the clinical practice

Workshop

Portuguese Society of Inherited Metabolic Diseases,

Centro de Referência em Doenças Hereditárias do Metabolismo, Centro Hospitalar
Universitário do Porto, Porto (Portugal)

07/11/2019 Young researcher training Training

By Health Sciences Research Centre (CICS-UBI), Universidade da Beira Interior,
Covilhã (Portugal) (final grade 18 out of 20)
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20/05/2015 Research animal training Training

By Comité institutionnel de bonnes pratiques animales en recherche (CIBPAR)

according to the requirements from the Canadian Council on Animal Care (CCAC).

01/09/2008–08/07/2010 Biochemistry (final grade 18 out of 20) M.Sc. program

Université de Montréal, Montreal (Canada)

Training at the Research Center CHU Sainte-Justine - Viscogliosi Molecular Genetics Laboratory of

Musculoskeletal Disorders under the direction of Alain Moreau, PhD.

01/04/2008–31/07/2008 Molecular biology Training

Université de Montréal - Department of Biochemistry, under the supervision of the Professor Léa

Brakier-Gingras, PhD, Montreal (Canada)

2004–2004 Anatomic pathology laboratory - Immunohistochemistry Training

São José Hospital, Lisbon (Portugal) / Egas Moniz Hospital, Lisbon (Portugal)

2004–2004 Anatomic pathology laboratory - Histopathology Training

Main Military Hospital, Lisbon (Portugal)

2004–2004 Anatomic pathology laboratory - Cytology Training

SAMS Hospital, Lisbon (Portugal)

2004–2004 Anatomic pathology laboratory - Gynaecological Cytology Training

Dr Alfredo da Costa Maternity, Lisbon (Portugal)

2004–2004 Anatomic pathology laboratory - Electronic Microscopy Training

Curry Cabral Hospital, Lisbon (Portugal)

09/2001–25/08/2005 Anatomical Pathology, Cytology and Thanatology (final grade 16

out of 20)

EQF level 6 - B.Sc.

Lisbon School of Health Technology, Lisbon (Portugal)

Paper Publications Carriço JN, Gonçalves CI, Aragüés JM, Lemos MC. Kallmann Syndrome: Functional Analysis of a

CHD7 Missense Variant Shows Aberrant RNA Splicing. Int J Mol Sci. 2024 Nov 10;25(22):12061.

doi: 10.3390/ijms252212061.

Carriço JN, Gonçalves CI, Al-Naama A, Syed N, Aragüés JM, Bastos M, Fonseca F, Borges T, Pereira
BD, Pignatelli D, Carvalho D, Cunha F, Saavedra A, Rodrigues E, Saraiva J, Ruas L, Vicente N, Martin

Martins J, De Sousa Lages A, Oliveira MJ, Castro-Correia C, Melo M, Martins RG, Couto J, Moreno C,

Martins D, Oliveira P, Martins T, Martins SA, Marques O, Meireles C, Garrão A, Nogueira C, Baptista

C, Gama-de-Sousa S, Amaral C, Martinho M, Limbert C, Barros L, Vieira IH, Sabino T, Saraiva LR,

Lemos MC. Genetic architecture of congenital hypogonadotropic hypogonadism: insights from

analysis of a Portuguese cohort. Hum Reprod Open. 2024 Sep 11;2024(3):hoae053: 10.1093/

hropen/hoae053.

Catarina I. Gonçalves; Josianne N. Carriço; Omneya M. Omar; Ebtesam Abdalla; Manuel C. Lemos.

"Hypoparathyroidism, deafness and renal dysplasia syndrome caused by a GATA3 splice site mutation
leading to the activation of a cryptic splice site". Front Endocrinol (Lausanne). 2023 Aug

4;14:1207425. doi: 10.3389/fendo.2023.1207425.
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Catarina I. Gonçalves; Josianne Carriço; Margarida Bastos; Manuel C. Lemos. "Disorder of Sex
Development Due to 17-Beta-Hydroxysteroid Dehydrogenase Type 3 Deficiency: A Case Report and
Review of 70 Different HSD17B3 Mutations Reported in 239 Patients". IInt J Mol Sci. 2022 Sep
2;23(17):10026. doi: 10.3390/ijms231710026.

Clara A. Amegandjin; Mayukh Choudhury; Vidya Jadhav; Josianne Nunes Carriço; Ariane Quintal;
Martin Berryer; Marina Snapyan; et al. "Sensitive period for rescuing parvalbumin interneurons
connectivity and social behavior deficits caused by TSC1 loss". Nat Commun. 2021 Jun
16;12(1):3653. doi: 10.1038/s41467-021-23939-7.

Munguba, Hermany; Chattopadhyaya, Bidisha; Nilsson, Stephan; Nunes-Carriço, Josianne; Memic,
Fatima; Oberst, Polina; Batista-Brito, Renata; et al. "Postnatal Sox6 Regulates Synaptic Function of
Cortical Parvalbumin- Expressing Neurons". J Neurosci. 2021 Oct 27;41(43):8876-8886. doi:
10.1523/JNEUROSCI.0021-21.2021.

Awad PN, Amegandjin CA, Szczurkowska J, Carriço JN, Fernandes do Nascimento AS, Baho E,
Chattopadhyaya B, Cancedda L, Carmant L, Di Cristo G. KCC2 Regulates Dendritic Spine Formation
in a Brain-Region Specific and BDNF Dependent Manner. Cereb Cortex. 2018 Nov
1;28(11):4049-4062. doi: 10.1093/cercor/bhy198.

Awad PN, Sanon NT, Chattopadhyaya B, Carriço JN, Ouardouz M, Gagné J, Duss S, Wolf D, Desgent
S, Cancedda L, Carmant L, Di Cristo G. Reducing premature KCC2 expression rescues seizure
susceptibility and spine morphology in atypical febrile seizures. Neurobiol Dis. 2016 Jul;91:10-20.
doi: 10.1016/j.nbd.2016.02.014.

Online Resource Mayukh Choudhury; Clara A. Amegandjin; Vidya Jadhav;Nunes-Carriço, Josianne; Ariane Quintal;
Martin Berryer; Marina Snapyan; et al. 2020. Inhibition of mTOR during a postnatal sensitive
window rescues deficits in GABAergic PV cell connectivity and social behavior caused by loss of
TSC1. https://doi.org/10. 1101/2020.03.29.014563.

Conference Abstract Publication Choudhury M, Carrico JN, Berryer M, Di Cristo G. Role of mTOR pathway in GABAergic maturation
in the mouse neocortex. Conference abstract published in International Journal of Developmental
Neuroscience. 2015. 47: 44. http: //dx.doi.org/10.1016/j.ijdevneu.2015.04.124.

Magazine Publication Carriço J, Bento A, Ferro A, Quintino F, Viegas C, Albuquerque P, Viegas S. Exposição ao Xilol nos
laboratórios de Anatomia Patológica. Revista Segurança. Maio 2006. (171): 43-49.

Oral presentations Josianne Carriço, Catarina Inês Gonçalves, Luís R. Saraiva, Manuel C. Lemos. Genetics of congenital
hypogonadotropic hypogonadism in the Portuguese population. Presented at the XVIII International
CICS-UBI Symposium the 10th July 2023, Covilhã, Portugal. Awarded as the best oral
communication.

Poster presentations Josianne Nunes-Carriço, Catarina Inês Gonçalves , José Maria Aragüés e Manuel Carlos Lemos.
“PD62 - Kallmann Syndrome: Functional analysis of a CHD7 missense variant shows aberrant RNA
splicing“. Poster presented at the Portuguese Congress of Endocrinology 2025 - 76th annual meeting
of the Portuguese Society of Endocrinology, Diabetes and Metabolism.

Nunes-Carriço, Josianne; Gonçalves, C.I.; Syed, Najeeb; Saraiva, L R; Lemos, Manuel C. "P01.020.D
- Genetics of congenital hypogonadotropic hypogonadism in the portuguese population". Poster
presented at the European Human Genetics Conference 2023, Glasgow, Scotland, UK, 2023.

Gendron, Karine; Carriço, Josianne; Dulude, Dominic; Heveker, Nikolaus; Léa Brakier-Gingras.
2009. "The Internal Ribosome Entry Site (IRES) Present in the 5'UTR of the full-length mRNA of
HIV-1 Group M subtype B is functional in cultured cells and conserved among Group M subtypes A
and C". Presented at Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI), Montréal,
Canada.
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Gendron, Karine; Carriço, Josianne; Dulude, Dominic; Heveker, Nikolaus; Brakier-Gingras, Léa.
2008. "Does the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) use an internal ribosome entry site to
translate its structural and enzymatic proteins?". Presented at RiboClub Annual Meeting, Orford,
Canada.

Awards and distinctions Award with best PhD student oral communication in the XVIII International CICS-UBI Symposium,
Covilhã 10th and 11th July 2023 (300!).
ESHG Conference fellowship for European countries
European Society of Human Genetics, Austria. 2023

Recognition for my participation in the development of the academic life of the CHU Sainte-Justine
Research Center
Centre de recherche du CHU Sainte-Justine, Canada. 2011

Master's Scholarships Department of Biochemistry Awarded as part of funding agreements from the
Faculty of Graduate Studies, given according to the quality of the scholar record in 2008 ($4840.90).
Université de Montréal, Canada.

Workshops, Symposiums,
Meetings, Conferences

Portuguese Congress of Endocrinology 2025 - 76th annual meeting of the Portuguese Society of
Endocrinology, Diabetes and Metabolism, 30th January to 2ond February 2025, Porto, Portugal.

XIX Annual CICS-UBI Symposium, 16th and 17th July 2024, Covilhã, Portugal.

European Human Genetics Conference, 1st to 4th June 2024, Berlin, Germany.
Continuing Medical Education credits (ECMEC®s) 16.5

Workshop 15th International Symposium on variants in the genome, 12th May 2024, Povoa de
Varzim, Portugal.

15th International Symposium on variants in the genome, 13th to 15th May 2024, Póvoa de Varzim,
Portugal (21.5 hours professional development).

Symposium France-Québec (réflexions pluridisciplinaires sur les données incidentes/trouvailles
fortuites en génomique et leurs gestion en pratique). 11th March 2024, CHU Sainte-Justine,
Montréal, Canada (virtual, 5 hours).

Portuguese Congress of Endocrinology 2024 - 75th annual meeting of the Portuguese Society of
Endocrinology, Diabetes and Metabolism, 1st to 4th February 2024, Vilamoura, Portugal.

XVIII International CICS-UBI Symposium, 10th and 11th July 2023, Covilhã, Portugal (speaker).

European Human Genetics Conference, 10th to 13th June 2023, Glasgow, Scotland, UK. (poster
presentation).

Portuguese Congress of Endocrinology 2023 - 74th annual meeting of the Portuguese Society of
Endocrinology, Diabetes and Metabolism, 2ond to 5th February 2023, Vilamoura, Portugal.

XV Annual CICS-UBI Symposium, 1st and 2ond October 2020, Covilhã, Portugal.

Workshop Communication of Science and Technology, 24th October 2019, Faculty of Health
Sciences, University of Beira Interior, Covilhã, Portugal.

XIV Annual CICS-UBI Symposium, 4th and 5th July 2019, Covilhã, Portugal.

Symposium Development, Functions and Disorders of the Nervous System, NeuroDevNet, 19th to
24th July 2014, Montreal, Canada.
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