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Resumo

O desenvolvimento pubertario é um processo fisiolégico complexo que resulta da
interacdo entre o sistema neuroendécrino, fatores genéticos e ambientais. Inicia-se
com a reativacdo do eixo Hipotadlamo-Hipoéfise-Gonadas, levando a producdo de
gonadotrofinas, hormonas sexuais e consequente desenvolvimento dos carateres
sexuais secundarios. O Hipogonadismo Hipogonadotréfico Congénito (HHC) é uma
doenca enddcrina rara que, na adolescéncia, se manifesta clinicamente com auséncia
completa ou parcial do desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios. Na idade
adulta, os sintomas incluem auséncia de virilizacdo e disfuncdo erétil no sexo
masculino, amenorreia priméaria no sexo feminino, auséncia de libido e infertilidade
em ambos os sexos. O HHC caracteriza-se pela auséncia ou diminui¢io da producao,
secrecdo ou acao da hormona libertadora de gonadotrofinas. Em 50 a 60% dos casos
associa-se a anosmia/hiposmia (Sindrome de Kallmann) ou a outras anomalias
congénitas. O diagndstico do HHC baseia-se na anamnese, observagdo de sinais
clinicos, levantamento de sintomas e exames laboratoriais e imagioldgicos. Contudo,
desde o inicio do século XXI, o conhecimento sobre as causas genéticas do HHC tem
avancado na mesma medida que o desenvolvimento das tecnologias de sequenciacao
genética. A disponibilidade das tecnologias de sequenciacao de nova geracao (NGS)
proporcionou grandes avancos no diagndstico 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 com HHC e 263 controlos portugueses. O ADN genémico
foi extraido dos leucdcitos do sangue periférico e submetido a sequenciacao do exoma
completo. A partir das bases de dados OMIM® e Pubmed, identificaram-se 169 genes
relacionados com o fenotipo de HHC, que foram incluidos num painel virtual. As
variantes encontradas nesses genes foram filtradas com base na frequéncia
populacional e localizacdo 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 niveis, 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 analise das variantes germinativas permitiu identificar a causa genética do HHC em
24 dos 81 doentes estudados (29,6%). As variantes causais estavam distribuidas 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
ampliacao do painel genético nao resultou num aumentou consideravel da taxa de
diagnostico. No entanto, é importante destacar que este estudo expandiu o espectro
mutacional da doenca, identificando varias variantes até entdo nunca descritas. A
maioria das variantes encontradas foi classificada como de significado indeterminado
(VUS), mas a taxa de VUS nao diferiu significativamente entre doentes e controlos,
com excecao do gene EGF, onde foram encontradas VUS exclusivamente nos doentes.
Concluimos que a maioria dessas variantes raras nao estao diretamente relacionadas
com o fenoétipo estudado, refletindo provavelmente o fundo genético da populagao
portuguesa. Em relacdo a oligogenia, observou-se uma frequéncia 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 CHDy
(NM_017780.4: ¢.4354G>T, p.Valig52Leu), resultou no aumento da taxa de
diagnostico para 30,9%, demonstrando a importancia dos estudos funcionais na

reclassificacao de VUS.

Este trabalho enfatizou a complexidade genética do HHC, reforcando a importancia
de uma compreensao aprofundada da doenca, seja para estabelecer o diagnoéstico
e/ou o prognostico, para ajudar no aconselhamento genético e tratamento, seja para
o esclarecimento dos processos bioldgicos, que potencialmente poderdo contribuir

para o desenvolvimento de terapias dirigidas no futuro.

Palavras-chave

Endocrinologia; Fertilidade; Puberdade; Hipogonadismo Hipogonadotrofico
Congénito; Sindrome de Kallmann; Genética; Sequenciacdo completa do exoma;

Variantes; Estudos funcionais.



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 2ist 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
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belonging to the virtual genetic panel, with GNRHR, 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: ¢.4354G>T,
p-Vali452Leun), 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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Causas genéticas do Hipogonadismo Hipogonadotrdfico Congénito

1. Introducao

1.1. Mecanismos de desenvolvimento pubertario

Durante a adolescéncia da-se uma das transicoes mais fascinantes e complexas da
vida dos humanos, a puberdade. Este processo tem como objetivo a aquisicio da
capacidade reprodutiva. A puberdade compreende diversas manifestagoes
psiconeuroenddcrinas que acontecem na fase final da infancia e se prolongam até que
a maturagdo sexual esteja completa. O resultado serd o dimorfismo sexual e a
producdo ativa de gametas. A idade de inicio deste processo varia entre individuos,
sendo influenciada pela etnia (1), pelo género (2), pelo estado nutricional (3, 4), mas

maioritariamente, pela constituicao genética (4-7).

Na préatica clinica, é considerado dentro do padrao, que o inicio da puberdade
aconteca até aos 14 anos no sexo masculino, com o aumento do volume testicular para
além dos 4 ml e até aos 13 anos no sexo feminino, com o inicio do desenvolvimento
mamario (8-12). Assim, a puberdade inicia-se mais precocemente, em média, no sexo
feminino, quando comparado com o sexo masculino, tendo o sexo feminino maior
predisposicao para a puberdade idiopatica precoce (13) e o sexo masculino maior
predisposicio para o atraso constitucional do crescimento e da puberdade e para o

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

A luz do conhecimento atual, ainda ndo foram esclarecidos todos os processos
moleculares que conduzem a puberdade, mas sabe-se que envolvem a complexa
interacao de diversas vias de sinalizacdo que controlam o desenvolvimento, ativacao
e funcionamento do eixo Hipotalamo-Hipo6fise-Gonadas (HHG). De facto, tanto nos
humanos como nos outros vertebrados é imperativa a ativacdo deste eixo para que o
processo de puberdade seja bem-sucedido (15-19). A ativacao do eixo HHG requer
uma coordenacdo primorosa de diferentes tipos celulares, neurotransmissores

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

O hipotalamo, que tem a sua origem no prosencéfalo, é uma estrutura localizada na
regido ventral do cérebro, acima da hipdfise e abaixo do terceiro ventriculo. Atua como

o centro de controlo do sistema endocrino tendo como funcido a regulacao da



Causas genéticas do Hipogonadismo Hipogonadotrdfico Congénito

homeostasia fisiologica e do comportamento, incluindo o controlo metabdlico e o
consumo energético, desde a alimentacdo até a digestdo. Controla também o
equilibrio hidrico e eletrolitico, desde a ingestao até a absorc¢ao e excrecdo de liquidos,
a termorregulacao, desde a producio e conservacao de calor até a resposta a febre.
Controla ainda, os ciclos de vigilia-sono e as respostas de emergéncia ao stress
ambiental e estd também implicado na reproducao, através do controlo das hormonas

reprodutivas, da libido, da gravidez, do nascimento e da amamentacao (21-24).

O hipotalamo é composto por diversas areas com composi¢do neuronal e funcgio
distintas. A funcdo reprodutiva é controlada pelos neurénios secretores da hormona
libertadora de gonadotrofinas (GnRH). Estes, ao contrario da grande maioria dos
neuronios que compdem o hipotalamo, tém origem no placédio nasal e a sua migracao
em direcdo ao prosencefalo observa-se no 48° dia de gestacdo humana (25-27). Os
neurénios secretores de GnRH sao encontrados, na idade adulta, na area pré-oética
(POA) e no nucleo arqueado (ARC) do hipotalamo (28), ai produzem a GnRH, e
secretam-na, de modo pulsétil, na eminéncia mediana para a circulacdo portal
hipofisaria (29). Casoni et al. (25) estudaram até a 122 semana gestacional a
distribuicdo e localizacdo destes neurénios, tendo sido os primeiros a contabiliza-los
em humanos. Identificaram uma média de 10 000 neurdnios entre a 62 e a 122
semanas gestacionais e determinaram que a diferenciacdo neuronal completa dos
neurodnios secretores de GnRH ocorre entre 0 39° e 0 44° dias de gestacao. Pelo estudo
da distribuicdo destes neurdnios, encontraram que apenas cerca de 20% deles irao
colonizar o hipotalamo, encontrando-se o resto distribuido em diversas areas extra-
hipotalamicas, tais como o bolbo olfativo, o cortex cerebral, o hipocampo, o cortex

piriforme, a amigdala e a habénula.

A regulacio do eixo reprodutivo inicia-se no hipotalamo, onde as células
neurossecretoras sintetizam e libertam, de forma pulsatil, a GnRH para o sistema
porta hipofisario (30). A GnRH é um decapeptideo, descrito primeiramente no
hipotalamo suino, cuja descoberta granjeou o prémio Nobel da Fisiologia e Medicina
ao Dr. Andrew V. Schally em 1977 (31). Por sua vez, localizados na hipofise anterior,
os gonadotrofos, que correspondem a 10 a 15% das células dessa estrutura, vao
responder a GnRH sintetizando e libertando a hormona foliculo-estimulante (FSH) e
a hormona luteinizante (LH). Estas tltimas irdo ser transportadas pela circulacdo
sanguinea para exercer a sua funcao no controlo da maturacao das gonadas e durante

a fase adulta, na fisiologia da reproducao. Nos individuos do sexo feminino, a FSH ira

2
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contribuir para a estimulagdo dos foliculos ovéricos e a LH para a estimulacio da
ovulacao e a formacao do corpo lateo. Nos individuos do sexo masculino, a FSH ira
estimular a proliferacao das células de Sertoli e, em sinergia com a testosterona,
manter a espermatogénese, enquanto a LH estimulara as células intersticiais de

Leydig a sintetizar a testosterona (32).

1.2. Hipogonadismo hipogonadotradfico congénito
(HHC)

1.2.1. Definicao e epidemiologia

O Hipogonadismo Hipogonadotréfico Congénito (HHC) é uma doenca enddcrina que
se caracteriza pela auséncia ou diminui¢ao da producao, secrecio ou acdo da GnRH,
presente desde o nascimento. Consequentemente, verificam-se niveis séricos baixos
de esteroides sexuais e niveis baixos ou inadequadamente normais de gonadotrofinas
(LH e FSH) (33). Este pode ser designado de Hipogonadismo Hipogonadotroéfico
Congénito normosmico (HHCn), quando o sentido do olfato nao se encontra afetado
ou Sindrome de Kallmann (SK) quando, ao hipogonadismo hipogonadotrofico, se

associa a anosmia ou hiposmia (34, 35).

Cerca de 50 a 60% dos casos de HHC correspondem a SK (36). A incidéncia da SK na
populacao finlandesa foi estimada em 1:30 000 no sexo masculino e 1:125 000 no sexo
feminino (37). A prevaléncia 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. Apresentacao clinica

A apresentacdo clinica dependera da idade. No momento do nascimento é possivel
suspeitar de hipogonadismo pela aparéncia da genitalia externa no sexo masculino (p.
ex. micropénis e/ou criptorquidia uni ou bilateral). A incidéncia de HHC na presenca
de criptorquidia pode ir até 70% (2). No sexo feminino nao hé sinais especificos que
se possam observar a nascenca. Na adolescéncia suspeita-se de HHC quando se

observa, no exame fisico, os sinais de auséncia completa ou parcial do
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desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios. Na idade adulta, os sintomas
relatados incluem a auséncia de virilizacao e disfuncao erétil no sexo masculino,

amenorreia primaria no sexo feminino e auséncia de libido e infertilidade em ambos

(14).

A presenca de sinais e sintomas adicionais podem sugerir formas sindromicas. A
anosmia ou hiposmia, pode sugerir a forma sindromica de Kallmann. Outros
fendtipos tais como a fenda labial e/ou palatina, deficiéncia auditiva congénita,
agenesia renal, sincinesia bimanual, anomalias esqueléticas, agenesia dentéria,

podem sugerir outras formas sindrémicas de hipogonadismo hipogonadotréfico (14,

39).

1.2.3. Etiopatogenia

O HHC pode resultar de causas adquiridas permanentes ou transitorias ou de causas
genéticas que afetam a funcdao do hipotdlamo ou hipoéfise. As causas epigenéticas

desempenham um papel emergente na compreensao do HHC.
1.2.3.1. Causas adquiridas

O hipopituitarismo designa a diminuicao ou a total auséncia de secre¢do de uma ou
mais hormonas hipofisarias, nas quais se incluem a LH e a FSH. Em geral, a perda
adquirida da funcao da hipofise anterior segue a seguinte sequéncia GH, LH/FSH,
TSH, ACTH e PRL, contudo pode haver perda de funcao de apenas um tipo de
neur6énio secretor de hormonas (40). O hipopituitarismo é primario, caso seja
causado pelo comprometimento da hipofise anterior ou secundério, caso resulte da
deficiéncia das hormonas estimuladoras hipotaldmicas que normalmente atuam na
hipofise (p. ex. GnRH).

As consideracoes etiologicas no hipopituitarismo sao diversas e muitas delas podem
causar hipogonadismo hipogonadotréfico isolado (40). A invasdo da glandula
hipofisaria, dos nicleos hipotalamicos ou do sistema porta hipotalamo-hipofise por
lesbes que ocupam espaco, como por exemplo tumores, € uma delas. O enfarte
isquémico ou hemorragico da hipofise, mais comum dura