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Resumo

O hipogonadismo hipogonadotrofico idiopatico (HHI) é definido pela faléncia completa ou
parcial do desenvolvimento pubertario devido a deficiente secrecao de gonadotrofinas (FSH e
LH) e hormonas sexuais (testosterona e estradiol), na auséncia de qualquer causa organica
hipotalamico-pituitaria. As formas congénitas do HHI incluem a Sindrome de Kallmann (SK),
caracterizada pela deficiéncia gonadotrofica e uma deficiéncia do sentido de olfato (anésmia
ou hipésmia), e HHI sem defeitos olfactivos (HHI normdsmico). Esta condicdo pode ser
detetada na infancia pela presenca de micropénis e/ou criptorquidia, em associacdo com
baixos niveis de gonadotrofinas ou, mais frequentemente, na adolescéncia ou na idade
adulta, pela auséncia do desenvolvimento pubertario. Podem, ainda, surgir outros fenotipos
ndo-reprodutivos, como defeitos da linha média facial, agenesia dentaria, surdez, agenesia
renal, sincinesia e anomalias Osseas digitais. Cerca de um terco dos pacientes com HHI revela
um defeito genético em genes que regulam o desenvolvimento embrionario ou a migracao dos
neuronios secretores da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH), ou a sintese,
secrecao ou acao da GnRH. Esta doenca pode ter ainda um caracter oligogénico, uma vez que
tém sido descritos casos de individuos com HHI e alteracoes genéticas em mais do que um
gene. Embora raramente, existem pacientes, que apds tratamento hormonal, evidenciam

reversao espontanea do quadro de hipogonadismo.

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de mutacdoes e prever as suas
consequéncias funcionais, numa coorte de pacientes com HHI. Neste sentido, 50 pacientes
com HHI foram estudados por sequenciacao de genes associados a esta doenca: KAL1, FGFR1,
FGF8, CHD7, PROK2, PROKR2, KISS1R, TAC3, TACR3, GNRH1 e GNRHR. As consequéncias

funcionais das mutacoes foram previstas por analises estruturais e de conservacao in silico.

Foram identificadas 43 variantes consideradas patogénicas (das quais 18 nunca foram
descritas) em 30 dos 50 pacientes estudados, o que corresponde a uma frequéncia de causas
genéticas de 60%. As variantes foram identificadas com diferentes frequéncias consoante o
gene: KAL1 (7%), FGFR1 (25,6%), FGF8 (2,3%), CHD7 (39,5%), PROK2 (2,3%), PROKR2 (11,6%),
KISS1R (2,3%) e GNRHR (9,3%). As analises in silico foram consistentes com um papel critico
das mutacdes na atividade das proteinas codificadas. Em sete familias foram encontrados
casos de oligogenia e num caso ocorreu reversao da doenca, apos interrupcao do tratamento
de reposicao com testosterona. Nao foi observada uma clara relacdo genotipo/fendtipo, no
entanto, verificou-se que, tal como descrito na literatura existente, mutacées no gene KAL1
podem ocorrer em pacientes com problemas renais e mutacdes no FGFR1 e CHD7 podem estar

associadas a surdez.



Em suma, neste estudo foi encontrada uma prevaléncia de 60% de mutacoes em casos de SK e
de HHI normdsmico. Identificaram-se 18 novas mutacdes patogénicas nos genes KAL1, FGFR1,
CHD7, KISS1R, GNRHR e PROKR2, ampliando o espectro de mutacdes associadas ao HHI. O
estudo possibilitou, ainda, confirmar o crescente caracter oligogénico que explica os casos de
penetrancia incompleta e variabilidade fenotipica, presentes em algumas familias estudadas.
Estes estudos poderao revelar-se de grande importancia no aconselhamento genético, uma
vez que pacientes em que foram identificadas mutacoes, podem ser alertados para a possivel
coexisténcia de outras malformacdes e para a probabilidade de outros familiares serem
afetados pela mesma doenca, podendo ser tomadas medidas que minimizem os seus efeitos

nocivos.

Palavras-chave

Endocrinologia, Reproducao, Hipogonadismo Hipogonadotréfico, Sindrome de Kallmann,
Genética, Mutacao.
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Abstract

Idiopathic hypogonadotropic hypogonadism (IHH) is defined by complete or partial failure of
pubertal development due to the compromised secretion of gonadotropins (FSH and LH) and
sex hormones (testosterone and estradiol), in the absence of any hypothalamic-pituitary
organic cause. Congenital forms of IHH include Kallmann Syndrome (KS), which is
characterized by gonadotropin deficiency with a defective sense of smell (anosmia or
hyposmia), and IHH without olfactory defects (normosmic IHH). This condition can be
detected in childhood by the presence of micropenis and/or cryptorchidism, in combination
with low levels of gonadotropins and sex hormones or, more frequently, in adults due to
absent secondary sexual characteristics. Other non-reproductive phenotypes may be present,
such as midline facial defects, tooth agenesis, hearing loss, renal agenesis, synkinesis and
digital bone abnormalities. About one third of patients with IHH reveal a genetic defect in
genes that regulate the embryonic development or migration of gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) neurons, or the synthesis, secretion or action of GnRH. This disease can have
an oligogenic character, since there have been reports of individuals with IHH with genetic
alterations in more than one gene. Although rarely, there are patients that show spontaneous

reversal of hypogonadism after hormone treatment.

The aim of this study was to determine the prevalence of mutations and to predict their
functional consequences in a cohort of patients with IHH. In this regard 50, unrelated patients
with IHH were studied by sequencing genes associated with this disease: KAL1, FGFR1, FGF8,
CHD7, PROK2, PROKR2, KISS1R, TAC3, TACR3, GNRH1 and GNRHR. The functional

consequences of mutations were predicted by in silico structural and conservation analysis.

A total of 43 variants considered pathogenic (of which 18 have never been described) were
identified in 30 of the 50 studied patients, which correspond to a frequency of genetic causes
of 60%. The variants were recognized with different frequencies depending on the gene: KAL1
(7%), FGFR1 (25,6%), FGF8 (2,3%), CHD7 (39,5%), PROK2 (2,3%), PROKR2 (11,6%), KISS1R
(2,3%) and GNRHR (9,3%). In silico analyses were consistent with a critical role for the
mutations in the activity of the encoded proteins. In addition oligogenic cases were found in
seven families, as well as a case of reversal of the disease after interruption of testosterone
replacement therapy. Although we did not observe a clear genotype/phenotype relationship,
we observed that, in agreement to that described in the literature, mutations in the KAL1
gene may occur in patients with kidney problems and mutations in FGFR1 and CHD7 may be

associated with hearing loss.

In summary, this study identified 18 new pathogenic mutations in KAL1, FGFR1, CHD7, KISS1R
GNRHR and PROKR2 genes, thereby expanding the spectrum of mutations associated with IHH.
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It also confirmed the increasingly oligogenic character of this disease, that explains cases of
incomplete penetrance and phenotypic variability, present in some studied families. These
studies may prove to be of great importance for genetic counselling, since patients with
known mutations can be alerted for the possible coexistence of other malformations and for
the probability of recurrence in other family members, so that measures can be taken to

minimize the harmful effects.

Keywords

Endocrinology, Reproduction, Hypogonadotropic Hypogonadism, Kallmann syndrome,
Genetics, Mutation.

viii



indice

Lista de Figuras ...ccuuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeennnssssseseeeccccccssessssssssnnnnnns Xii
Lista de Tabelas.....cccveiiieiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieiaieinecnnecnnens xiv
Lista de Abreviaturas .........ccovveviiiieiiiinniiiineiiiintiesaressnsrosenssosnnssons XV
(R 1o e [0 ot To T 1
1.1 Hipogonadismo hipogonadotrofico idiopatico.......cceveviiiiniiiiinnieiinnneenn. 2
1.2 Sindrome de Kallmann.......ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneceensens 3
1.3 Causas de hipopituitariSmO....ccciiieeeiiiiiiiiiineeiiiieiiiennsssecesssennasssscons 4
1.4 Fatores genéticos associados @0 HHI......cccoiiieeiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiinnnnnnneens 5
1.4.1 Migracao dos neurdnios de GnRH até ao hipotalamo ..............cevvvvvnnnnn. 6
O O I T T ¢V 6
1.4.1.2 GENES FGFRT @ FGF8 ...ttt ettt eeat e renaeeeenaeeaanaans 7

LI T €T T O 10
1.4.1.4 GENE PROK2 € PROKRZ ...ttt tiea e ettt tenateeeneeeenaneaanns 11
1.4.2Secrecao da GNRH .....eiiiii i e 14
1.4.2.1 Genes KISST € KISSTR (GPR54) «.. ettt eeeee e eeereeeaaeeaes 14
1.4.2.2 GENES TAC3 @ TACR3 ...ttt ettt e et renaterenaeeeanaaeaanns 15

1.4.3 Acao da GnRH: genes GNRHT @ GNRHR .........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennnns 16

1.5 MUtagOes OliGOZGENICAS ..uuueriiiiiiiinnetiiieiiienaessecesssonsassssccssssnsnsssacns 17
1.6 ANALISE N STlICO euvuuineiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiieeieeieteeninasssnees 17
LI Tt Y/ 18

LI T A o 0= 18

LI TG B0 oY/ = 19
TR 0 10 e I I = 19
To6.5 PYMOL ...ttt ettt ettt eeaeeannaeeeeeeaeannnnneesesanns 20
1.6.6 Human Splicing FiNder ......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteeeeeeeeeeeeeeeeeens 20

1.7 ObDJOtIVOS e eeiiiiiiiiiiettteeiiaineeeeeeeeessnnnasseceesssnnasssccccsnsnnnnssecans 20
2.Materiais @ MEtodoS......cceiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 21
2 T - ot =3 = 22
2.2 Analise de mutacdes em pacientes com HHI .......ccceiiiiiiiiiiniiiiinniiennnes 26
2.2.1 Extracao e purificacao do DNA a partir de sangue periférico................ 26
2.2.2 Reacao de polimerizacao em cadeia (PCR) c...vvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 28
2.2.3 Sequenciac@o dODNA ... . ittt i e 28



2.2.4 Critérios de patogenicidade.......cceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e ae 30

2.2.5 Confirmacao de mutacoes por endonucleases de restricao .................. 31
2.2.6 Confirmacao de mutacoes por Allele-specific PCR .......ccovvivviiiiiiiinnn. 32
2.2.7 Clonagem com 0 Vetor PGEM-T ...uuunniiiiiiiii i e i e eeeeeeeeeeeeeeans 32
228 MLPA .. ettt aen 34
2.2.9 Detecao dos limites da delecao completa do KALT.......c.cvvvvvviiinnnnnnn.. 35
2.2.10 Construcao de uma base de dados de mutacdes no gene FGFRT........... 35

K T8 1= U - T o 37
3.1 Identificacdo de variantes patogénicas em pacientes com HHI................ 38
3.1.1 Variantes patogénicas N0 geNe KALT.....c.veiiriiiniiiieeiiieiieeeaieeeinennns. 43
3.1.2 Variantes patogénicas N0 geNe FGFRT .....oiireiiniiiiiiiiiiiieeeieeeinennns. 48
3.1.3 Construcao de uma base de dados de mutacdes no gene FGFRT ............ 55
3.1.4 Variantes patogénicas N0 gene FGF8........cccuiiiiiiieiiiiiiiiiiiiieninennnn. 55
3.1.5 Variantes patogénicas N0 gene CHD7 .......cccueiiuiiiieiiiiiiiiiiiiieninennnn. 57
3.1.6 Variantes patogénicas N0 gene PROKZ.......ccueiiuiiiieiiiiiiiiiieieeninennnns 64
3.1.7 Variantes patogénicas N0 gene PROKRZ ........cuvueieieeiiieeeieniineninennns. 66
3.1.8 Variantes patogénicas N0 gene KISSTR.....viiiiiiiiiiiiiiieiieeeineennn, 70
3.1.9 Variantes patogénicas N0 gene TAC3 ......viiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeaiaennnns 72
3.1.10 Variantes patogénicas N0 gene TACR3 ....cccviiiriiiiiiiiiiiiiiiiiieeiaennnn, 72
3.1.11 Variantes patogénicas Nno gene GNRHT .......c.oviriiiiiiiiiiiiiiiiiieniaennns, 72
3.1.12 Variantes patogénicas N0 8ene GNRHR .........ccvviiieiiiiiiiiiiiieeninennns, 73
3.2 Variantes privadas previstas como N80 patogénicas......ccveeveerieiinnreennnes 76
3.3 Variantes oligogENiCaS . ....iviieiiiiintieiiearieieneressesstossnssessessscssnnssosnnes 77
4. DiSCUSSA0. .t tiiiinetiiiiiinneeeeiiinneeeeesssssseecesssssstecssessscsccssnssssccsnnns 78
4.1 Analise de mutacdes em pacientes com HHI .......coiviniiiiinniiiiinniennnnnnes 79
411 GENE KALT ottt ettt e ettt e et e e et e e e e e et aaeanaaaes 81
O O A €= g T o 83
G B = g T o 85
O I A €T T 6 o 7 N 86
4.1.5 Genes PROK2 € PROKRZ ......cuuenueneiieiiiiieiie it eieeieeeeeeeeeeeeeaeen 88
4.1.6 GENE KISSTR <ottt et et 89
4.1.7 GeNes TAC3 @ TACR3 ..c.nnneiiiii ittt e e e 90
4.1.8 GeNes GNRHT € GNRHR ..ottt 90
4.2 Penetrancia incompleta e oligogenia........ccceeeeeeneeeeeeeeceececeeccccecnnenes 92
4.3 Relacao genotipo/fenOtipo....ccieeeiiiiieiiiiiieiieieneieeiensicssnaseosensscssensses 93
4.4 Reversao do hipogonadismo hipogonadotrofico.......cceeveiieiiiiinnicnnnnnnns 94



4.5 Perspetivas fUtUras......ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeceececsscscssssssssssssssssssssssssssssnes 95

0o T 110 = 98
Referéncias bibliografiCas.....cceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeereeeeennnnnnnnnnns 101
T o3 118
Anexo |- Primers para PCR e sequencCiagan......ccceeeeeiiiiiiccccccenennnnnnns 119

Anexo lI- Primers usados para despiste de variantes em controlos usando

(a1 =T =T 01 =10 =T of 3 | [ of- T 125
Anexo llI- Vetor de clonagem pGEM-T ....cciiiiiiiiiiieiinnnnnneeeeecececcecenns 129
Anexo IV- Listagem de todas as variantes genéticas identificadas......... 130

Anexo V- Mutacdes germinativas inativadoras do gene FGFR1 no

hipogonadismo hipogonadotroépico idiopatico (2003-2014). .......ccc.e.... 150

Anexo VI- Breve CUrriculum VitQe........eeeueeeereeeieneeesssescsssssssssanssens 160

Xi



Lista de Figuras

Figura 1. Representacdo esquematica da migracdo dos neuronios secretores de GnRH do
epitélio nasal embrionario até ao hipotalamo. ........c.oiuiiiiiiiiiiiii e 3

Figura 2. Genes relacionados com o desenvolvimento e migracdo dos neuronios secretores
de GNRH e com a sintese, secrecao e ac@o da GNRH. ......iviiiiiiiiiiiiiiiiie e eee 5

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura proteica do FGFR1, mecanismo de

ativacao € vias de SINAlIZACAOD. ..ivutientiitiit ittt ee et et eet et eenteenteeneeeneeaneeaneeanaanns 8
Figura 4. Cascata de sinalizacao tipica de um recetor acoplado a proteina Gq. ................ 13
Figura 5. Gene KALT € ProteiNa. ..o.eueuiieiee ittt ettt et e e e e e e aaaeans 44
Figura 6. Identificacdo de mutacdes no gene KALT em familias afetadas. ........c.cccceuenene.n. 44

Figura 7. Resultado da técnica de MLPA aplicada ao paciente com delecdo no gene KALT e
e = LI =100 1 (L= VO PPN 45

Figura 8. Localizacao dos genes deletados no paciente 6776 e microssatélites usados para

detecao dos limites da deleCa0. ....ivueirtirt i et ae 48
Figura 9. Gene FGFRT € ProteiNa. ...cueu ittt ettt ettt te et e e eeeeaeaeaanenens 50
Figura 10. Identificacdo de variantes no gene FGFR1 em familias afetadas. ...........ccevuuens 51

Figura 11. Mapeamento das mutacdes missense S96C e M719V na estrutura cristalina da

ProteiNA FGRRT-IIIC. .ottt ittt e e e e e ee e e s eeaeaeaneanaanenn 54
Figura 12. Localizacao das variantes no gene FGF8. .....ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiienieieeaeeaeeans 56
Figura 13. Identificacdo da variante T194T no gene FGF8 na familia afetada. .................. 57
Figura 14. Localizacao das variantes na proteina codificada pelo gene CHD7. .................. 60
Figura 15. Identificacdo de mutacdes no gene CHD7 em familias afetadas. ..........cc.ccu...... 61
Figura 16. Localizacdo da variante rara no gene PROKZ. .......ccceiuiiiiiiiiiiiiiniininninnennnnns 65
Figura 17. Identificacdo da variante R81R no gene PROK2 na familia afetada. ................. 66
Figura 18. Localizacdo das variantes raras na proteina codificada pelo gene PROKR2.......... 68
Figura 19. Identificacdo de variantes no gene PROKR2 em familias afetadas.................... 68
Figura 20. Localizacao da variante rara R149C na proteina codificada pelo gene KISS1R. .... 70
Figura 21. Identificacdo da variante R149C no gene KISSTR. ...ccuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniianns 71
Figura 22. Gene GNRHR € ProteINa. «iuuieiireiiieiiieteiteeentenentenenteneateneesenenneneessnennenens 74
Figura 23. Identificacdo de mutacdes no gene GNRHR em familias afetadas. ................... 75

Xii



Figura 24. Representacao das sete familias com mutacoes oligogénicas. .........ccceevvuvnennn. 77

xiii



Lista de Tabelas

Tabela I. Descricao clinica dos 50 pacientes englobados no presente estudo. ................... 23

Tabela Il. Resumo das variantes gendmicas consideradas patogénicas, descritas ao nivel do
nucledtido e presentes em 30 dos 50 pacientes em eStUdo. .....eeueeeeeneineineeieieeieeieanansn. 39

Tabela lll. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene KAL1, usando
diferentes ferramentas de bioiNformMAtICa. ...c.ovviiiiiiiitii e 43

Tabela IV. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene FGFRI,
usando diferentes ferramentas de bioinformMAatiCa. ....ovvivriiriiriiiieiieieieieieieeeeeeaes 49

Tabela V. Conservacdo evolutiva dos aminoacidos mutados no FGFR1 em diferentes
espécies, usando 0 MULALTON TASEOI . .......uueie e e e ettt eeeaeeaeeaeeneans 53

Tabela VI. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene FGF8, usando
diferentes ferramentas de bioinformatica. ........c.cooiuieiiiiiiiiiii e 56

Tabela VII. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene CHD7, usando
diferentes ferramentas de bioinformatica. ........cccveviviiiiiiiiiiiiiii e 58

Tabela VIII. Conservacdo evolutiva dos aminoacidos mutados no CHD7 em diferentes
espécies, uUsando 0 MULALION TASEOI . ......uuuuiuini ettt ee e e eenenes 63

Tabela IX. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene PROK2,
usando diferentes ferramentas de bioinformatica. .......cevuiveiiiiiiiiiiiiiiiiicece e 65

Tabela X. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene PROKR2,
usando diferentes ferramentas de bioinformatica. ........c.coceiiiiiiiiiiiiiiii e 67

Tabela XlI. Conservacao evolutiva dos aminoacidos mutados no PROKR2 em diferentes
espécies, uUsando 0 MULALION TASEOI . ......uuuuiu ittt et ae e aeenenes 69

Tabela Xll. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene KISSTR,
usando diferentes ferramentas de bioinformAatiCa. .....ovvveiiriiriiiiiiiiiiieieieieceeeeeeaee, 70

Tabela XIll. Conservacao evolutiva do aminodcido mutado no KISSTR em diferentes
espécies, usando 0 MULALTON TASEOI . .......u.ueiei et e et e et ee e aeeneeaeeneanns 71

Tabela XIV. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene TACR3
usando diferentes ferramentas de bioinformatica. ........c.coceiiiiiiiiiiiiiii e 72

Tabela XV. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene GNRHR,
usando diferentes ferramentas de bioiNformMAtICa. ....evvierriiiitiii e ens 73

Tabela XVI. Conservacdo evolutiva dos aminoacidos mutados no GNRHR em diferentes
espécies, uUsando 0 MULALION TASEOI . ......uuuiu ittt te e e eenenes 76

Xiv



Lista de Abreviaturas

A260

Azs0
AKT

BRK
CAM
cDNA

CHARGE

CHD
CHD7
D1

D2

D3
DAG
ddNTP
DEPC
DEXHc
DNA
dNTP
EDTA
ELISA
EUA
FGF8

FGFR1

FISH
FNII
FRS2
FSH
GAP
GnRH
GNRH1

Absorvancia a 260 nanémetros

Absorvancia a 280 nanémetros

Protein kinase B (proteina cinase B)

Dominios Brahma e Kismet

Cell Adhesion Molecule (molécula de adesao celular)

Complementary deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico
complementar)

Colobomata, Heart Anomalies, Choanal Atresia, Retardation, Genital and Ear
anomalies

Chromodomain helicase DNA binding domain
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 gene

Immunoglobulin like domain 1 (dominio de imunoglobulina 1)
Immunoglobulin like domain 2 (dominio de imunoglobulina 2)
Immunoglobulin like domain 3 (dominio de imunoglobulina 3)
Diacilglicerol

Didesoxinucleodtido trifosfato

Dietil cianeto de fosforilo

DEAD-like helicase superfamily

Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)

Desoxinucledtido trifosfato

Acido etilenodiamino tetra-acético

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Estados Unidos América

Fibroblast Growth Factor 8 gene (gene do fator de crescimento de fibroblasto
8)

Fibroblast Growth Factor Receptor 1 gene (gene do recetor tipo 1 do fator de
crescimento do fibroblasto)

Fluorescence in situ hybridization (hibridizacao in situ por fluorescéncia)
Fibronectin type Il (fibronectina tipo Ill)

Substrato 2 do FGFR

Follicle Stimulating Hormone (hormona estimuladora dos foliculos)

GnRH-Associated Peptide (péptido associado a GnRH)
Gonadotropin-Releasing Hormone (hormona libertadora de gonadotrofinas)

Gonadotropin Releasing Hormone 1 gene (gene da hormona libertadora de

gonadotrofinas)

XV



GNRHR1

GRB2
HDHD1
HH
HHA
HHI
HHIn
HPG
Indel
P

IP3
KAL1
KISS1
KISS1R
LB

LH
LHRH

LZD
MAF
MAPK
MEK

MgCl,
MLPA
NacCl
NCBI
NELF
NKB
NLGN4X
OMIM
Pb

PCR
PI3K
PIP2
PKC
PLCy
PNPLA4
PROK2

Gonadotropin Releasing Hormone Receptor 1 gene (gene do recetor da
hormona libertadora de gonadotrofinas 1)

Growth factor receptor-bound protein 2

Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 1

Hipogonadismo Hipogonadotrofico

Hipogonadismo Hipogonadotrofico Adquirido

Hipogonadismo Hipogonadotrofico Idiopatico

Hipogonadismo Hipogonadotréfico Idiopatico normosmico
Hypothalamic-Pituitary-Gonadal axis (eixo Hipotalamo-Hipdfise-Gonadas)
Insercao e delecao

Inositol phosphate (fosfato de inositol)

Inositol triphosphate (trifosfato de inositol)

Kallmann 1 Gene (gene do Kallmann 1)

Kisspeptin 1 gene (gene da kisspeptina 1)

Kisspeptin 1 receptor gene (gene do recetor 1 da kisspeptina)
Luria-Bertani

Luteinizing Hormone (hormona luteinizante)

Luteinizing Hormone-Releasing Hormone (hormona libertadora da hormona
luteinizante)

Leucine Zipper Domain

Minor Alele Frequency (frequéncia do alelo menor)

Mitogen-Activated Protein Kinase (proteina cinase ativada por mitogénio)
Protein kinase activator of MAP kinase (proteina cinase ativadora da MAP
cinase)

Cloreto de magnésio

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

Cloreto de sédio

National Center for Biotechnology and Information

Nasal Embryonic LHRH Factor gene (gene do fator LHRH embrionario nasal)
Neurokinin B (neurocinina B)

Neuroligin 4, X-linked (neuroligina 4, ligado ao X)

Online Mendelian Inheritance in Man

Par de bases

Polymerase Chain Reaction (reacao de polimerizacao em cadeia)
Phosphatidylinositol 3-kinase (fosfatidilinositol 3- cinase)

Fosfatil-inositol 4,5-bisphosphate (fosfatil-inositol 4,5 bifosfato)

Protein Kinase C (proteina cinase C)

Phospholipase Cy (fosfolipase Cy)

Patatin-like phospholipase domain containing 4

Prokineticin 2 gene (gene da procineticina tipo 2)

Xvi



PROKR2 Prokineticin receptor 2 gene (gene do recetor da procineticina tipo 2)

PSH Proteoglicanos de sulfato de heparina

RAF Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

RAS Rat Sarcoma Virus

RBC Red blood cell

RM Ressonancia Magnética

RNA Ribonucleic acid (acido ribonucleico)

Rpm Rotacdes por minuto

RT-PCR Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (transcriptase reversa e

reacao de polimerizacao em cadeia)
SANT Switching-defective protein 3, adaptor 2, nuclear receptor corepressor,

transcription factor IlIB

SDS Sodium dodecylsulfate (dodecilsulfato de sodio)

SE Secondary extraction (extracdo secundaria)

SH Sulfato de heparina

SK Sindrome de Kallmann

SNC Sistema Nervoso Central

SNF2 Sucrose non fermenting 2

SOS Nucleotide guanine exchange factor (fator de troca do nucleétido guanina)
STS Steroid sulphatase (esteroide sulfatase)

TAC Tomografia Axial Computorizada

TAC3 Tachykinin 3 gene (gene da taquicinina 3)

TACR3 Tachykinin 3 receptor gene (gene do recetor da taquicinina 3)
Taq Thermus aquaticus

TRT Terapia de Reposicao de Testosterona

UTR Untranslated region (regiao nao traduzida)

VCX Variable charge, X-linked

VCX2 Variable charge, X-linked 2

VCX3A Variable charge, X-linked 3A

VCX3B Variable charge, X-linked 3B

WAP Whey Acidic Protein

XLI X-linked ichthyosis (ictiose ligada ao X)

xvii



1.Introducao




1.1 Hipogonadismo hipogonadotroéfico idiopatico

A libertacdo pulsatil da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH) é essencial para o
correto funcionamento do eixo hipotalamo-hipofise-gonadas (HPG). Esta hormona é secretada
para a circulacdo portal hipofisaria da eminencia mediana e ativa o recetor 1 da GnRH
(GNRHR1) na hipéfise anterior, levando por sua vez a estimulacdao da expressdo, sintese e
secrecao das gonadotrofinas: hormona luteinizante (LH) e hormona estimuladora dos foliculos
(FSH). Uma vez secretadas, as gonadotrofinas vao estimular em ambos os sexos a producao
das hormonas sexuais e a gametogénese. Deste modo, a sintese de gonadotrofinas e
consequentemente a funcao reprodutiva estao dependentes do correto funcionamento das
células secretoras de GnRH no hipotalamo, assim como, das células secretoras de

gonadotrofinas (gonadotrofos) na hipofise (1, 2).

Disfuncées ao longo do eixo HPG podem levar a diferentes graus de hipogonadismo
hipogonadotrofico (HH). Esta perturbacdo endocrina é caracterizada pela auséncia completa
ou parcial do desenvolvimento sexual, devido a secrecdo inadequada de gonadotrofinas e
hormonas sexuais. A principal causa subjacente ao HH é a incapacidade de ativar a secrecdo
pulsatil da GnRH durante a puberdade, uma fase de desenvolvimento caracterizada por um
aumento substancial na frequéncia e amplitude dos pulsos secretérios desta hormona (3). O
HH pode ser manifestado de forma isolada ou familiar por hereditariedade dominante,
recessiva ou ligada ao cromossoma X (3, 4). As formas congénitas desta patologia incluem a
Sindrome de Kallmann, que é caracterizada pela deficiéncia em gonadotrofinas e deficiéncia
da capacidade olfativa (andsmia ou hipésmia) e HH sem defeitos olfativos (HH normdsmico)
(5). O HH é uma patologia rara com uma incidéncia descrita de 1 a 10 casos em 100.000

nascimentos (3), contudo, nao existem dados epidemiologicos para a populacdo portuguesa.

Relativamente ao diagnostico, o HH pode ser detetado na infancia pela presenca de
micropénis e/ou criptorquidia em associacdo com baixos niveis de gonadotrofinas e hormonas
sexuais ou, com maior frequéncia, na idade adulta, pela auséncia do desenvolvimento de
caracteres sexuais secundarios (4). Podem ainda surgir fenétipos nao-reprodutivos, como
defeitos da linha média facial, agenesia dentaria, perda de audicdo, agenesia renal,
sincinesia e anomalias dsseas digitais (5, 6). Embora raramente, existem pacientes que anos
apos o diagnostico e apos tratamento hormonal evidenciam reversao do quadro de
hipogonadismo (7-9). Os casos de reversao demonstram, apos suspensao do tratamento
hormonal, valores normais de testosterona e gonadotrofinas, aumento do volume testicular,
desenvolvimento espermatogénico normal e, consequentemente, recuperacao da capacidade

reprodutiva (10).



1.2 Sindrome de Kallmann

Ha mais de 150 anos, Aureliano Maestre de San Juan, médico e professor de anatomia na
Faculdade de Medicina de Granada, associou pela primeira vez hipogonadismo e andsmia
aquando da autopsia realizada a um homem de 40 anos, que padecia de atrofia congénita do
pénis e testiculos e auséncia de bolbos olfativos (11). Mais tarde, em 1944, Franz Joseph
Kallmann, geneticista alemao, identificou em 3 familias, 12 individuos com hipogonadismo,
dos quais 2 possuiam deficiéncia mental e 9 eram portadores de anésmia. Provou ndo sé o
caracter genético da doenca como a sua variedade fenotipica e a prevaléncia superior em
homens (12). Mais tarde, De Morsier apelidou o termo displasia olfato-genital para descrever
a associacao de hipogonadismo com a auséncia dos bolbos olfativos (13). Contudo, nos nossos

dias, esta associacao designa-se habitualmente por Sindrome de Kallmann (SK).

Durante a embriogénese, os neurénios secretores de GnRH e os neuroénios olfativos tém
origem no epitélio nasal embrionario. Os axdnios dos neuronios olfativos passam através da
placa cribiforme para formar o bolbo olfativo, e ai, estabelecem sinapses com as células
mitrais cujos axonios irao formar o trato olfativo (14, 15). Os neuronios secretores de GnRH
migram ao longo dos axonios olfativos, penetram na placa cribiforme seguindo a migracao
através do bolbo olfativo. Com a ajuda de fatores quimioatrativos e repulsivos, alcancam a
area pré-dtica do hipotalamo onde iniciam a secrecdo pulsatil de GnRH (2) (Figura 1).
Defeitos genéticos nos genes que regulam a migracao dos neurdnios olfativos e dos neurdnios

secretores de GnRH estao na base da SK.
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Figura 1. Representacdo esquematica da migracao dos neuronios secretores de GnRH do epitélio nasal
embrionario até ao hipotalamo. Durante esta migracdo, os neuroénios olfativos (') passam a placa
cribiforme para formarem o bolbo olfativo, e através do trato olfativo, atingem o seu destino final no
hipotalamo (14, 15).



A SK tem uma prevaléncia de cerca de 1 em 8000 e é cinco vezes mais frequente em homens
do que em mulheres. Sao observados padroes de hereditariedade recessiva ligada ao

cromossoma X, autossomica dominante e autossémica recessiva (15).

1.3 Causas de hipopituitarismo

O hipopituitarismo manifesta-se pela diminuicdo ou auséncia de secrecao de uma ou mais
hormonas hipofisarias. Pode ser primario, quando advém da disfuncao da hipofise anterior, ou
secundario, caso resulte da deficiéncia de fatores estimuladores do hipotalamo que atuam
normalmente na hipofise. As causas do hipopituitarismo sdao diversas podendo causar
disfuncao hipofisaria, hipotalamica ou ambas e resumem-se na lista dos “nove Is”: Invasive
(invasiva), Infarction (enfarte), Infiltrative (infiltrativa), Injury (traumatismo), Immunologic
(imunoldgicas), latrogenic (iatrogénica), Infectious (infecciosa), Isolated (isolada) e Idiopathic
(idiopatica) (16). Segue-se um breve resumo de cada uma das causas mencionadas, tal como

descrito previamente (16).

Na base da causa invasiva estao lesoes que ocupam espaco e que levam ao hipopituitarismo
pela lesdo da glandula hipofisaria, dos nucleos hipotalamicos ou interrompendo o sistema
porta hipotalamo-hipofisario. Como exemplo tem-se o craniofaringeoma, o tumor mais
frequente na regiao hipotalamo-hipofise nas criancas, que impossibilita o funcionamento da
hipéfise pelo seu efeito compressivo. A causa de enfarte, como o proprio nome sugere,
refere-se, por exemplo, ao enfarte hemorragico espontaneo de um tumor hipofisario, que
resulta frequentemente na insuficiéncia hipofisaria parcial ou total. Por vezes o
hipopituitarismo pode ser a manifestacao clinica inicial de uma doenca infiltrativa (causa
infiltrativa), como sarcoidose (doenca que se forma por acumulacoes anormais de células
inflamatorias), hemocromatose (doenca provocada pela absorcdo exagerada de ferro) e
histiocitose das células de Langerhans (doenca associada a proliferacdo e acumulacao de
células de Langerhans em varios tecidos). Relativamente a causa por traumatismo, um bom
exemplo é o traumatismo craniano, quando causa insuficiéncia da hipofise anterior e diabetes
insipida. Como causa imunoldgica, tem-se a hipofisite linfocitica que resulta em
hipopituitarismo anterior, e ocorre mais frequentemente em mulheres durante a gravidez ou
no periodo pos-parto. Pode apresentar-se como uma lesdo de massa da sela turca parecida
com um adenoma hipofisario. A radioterapia e a cirurgia da glandula hipofisaria sdo exemplos
de causa iatrogénica do hipopituitarismo. As causas infeciosas englobam um conjunto de
infecoes por agentes microbianos que podem comprometer a funcao hipofisaria. Os restantes
dois “Is” compreendem as causas de hipopituitarismo englobadas neste estudo, uma vez que
os pacientes possuem Hipogonadismo Hipogonadotrofico Idiopatico (HHI) Isolado. Idiopatico

por ndo ter causa conhecida, e isolado na medida em que existe apenas défice de



gonadotrofinas. A deficiéncia isolada pode ser associada a mutacdes em diversos genes,
nomeadamente, nos que codificam as prdprias hormonas em défice (16). Os casos idiopaticos
incluem um grupo muito heterogénio de doentes, uns com causas adquiridas clinicamente nao

detetadas e outros com causas genéticas que sao cada vez mais reconhecidas.

1.4 Fatores genéticos associados ao HHI

Dentro de cada espécie, os cromossomas homologos sao muito semelhantes entre si, contudo,
em determinados locais (loci) pode existir variabilidade na sequéncia do DNA. Habitualmente,
se a variacao ocorre com uma frequéncia superior a 1% na populacdo designa-se por
polimorfismo, e caso seja inferior designa-se por mutacao (17). A forma como se desencadeia
esta variabilidade pode diferir, ocorrendo espontaneamente durante a replicacao do DNA,
causando alteraces na sequéncia de nucledtidos, ou surgindo a partir de fatores externos
(quimicos ou fisicos), que provocam danos a cadeia de DNA (18). Estes danos podem ocorrer
em genes envolvidos no eixo hipotalamo-hipofise-gonadas resultando em HHI. Os genes
habitualmente afetados estdo relacionados com a migracdo dos neuronios secretores de

GnRH, e com a sintese, secrecao e acdo da hormona GnRH (3) (Figura 2).
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Figura 2. Genes relacionados com o desenvolvimento e migracdo dos neuroénios secretores de GnRH
(KAL1, FGF8, FGFR1, PROK2, PROKR2 e CHD7) e com a sintese (GNRHT), secrecao (KISSTR, TAC3 e
TACR3) e acao da GnRH (GNRHR). As alteracdes genéticas nestes genes podem comprometer o correto
funcionamento do eixo hipotalamo-hipodfise-gonadas resultando em HHI (3).



1.4.1 Migracao dos neurénios de GnRH até ao hipotalamo

1.4.1.1 Gene KAL1

0 locus da ictiose X ja tinha sido identificado no braco curto do cromossoma X, quando casos
familiares com associacao de HH, anosmia e ictiose X, levaram a que se investigasse o locus
da SK nessa mesma regiao (19, 20). Em 1989, Bick et al. (21) detetaram numa crianca com SK,
ictiose X e condrodisplasia punctata ligada ao X, a existéncia de uma delecdo na zona
terminal do braco pequeno do cromossoma X, partindo da regidao 22.3. Mais tarde, apos a
morte da mesma crianca, a autdpsia revelou auséncia de bolbos olfativos e do trato olfativo,
e presenca de malformacdes renais. A mae desta mesma crianca engravidou novamente, e
abortou espontaneamente as 19 semanas de gestacdo. Através de estudos histoldgicos
subsequentes, foi possivel verificar que os neurdnios secretores de GnRH se encontravam
acumulados na regido anterior do Sistema Nervoso Central (SNC), conseguindo passar a placa

cribiforme, contudo, um erro migratorio ndao permitiu que atingissem o hipotalamo (22).

O gene KAL1 (Kallmann 1) (OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man): 300836- localizacao
citogenética Xp22.31) é constituido por 14 exdes, possui uma forma de hereditariedade ligada
ao X e codifica uma glicoproteina extracelular formada por 680 aminoacidos, a anosmina (2).
Esta proteina é constituida por diversos dominios; um peptideo de sinalizacdo no terminal N,
uma regiao rica em cisteinas (cys-box), um dominio WAP (whey acidic protein (WAP)-like
domain), quatro dominios de fibronectina tipo lll (Fnlll) e uma regiao rica em histidinas no
terminal C (23, 24).

Uma vez que a anosmina é uma proteina secretada, atua na superficie da célula alvo através
da sua interacdo com a membrana celular, o que por sua vez depende da ligacao de um dos
quatro dominios FNIII aos proteoglicanos de sulfato de heparina. A anosmina € necessaria na
formacao da plataforma que guia a migracdao dos neurdnios que secretam GnRH, contudo, a
sua atividade bioldgica exata para desempenhar a sua funcdo ainda nao é clara. Estudos
sugerem que o papel bioldgico da anosmina no bolbo olfativo, seja fundamental na atracao
dos axonios olfativos para o cérebro, dado que na auséncia de anosmina este trajecto nao
ocorre e os neurénios secretores de GnRH néo atingem o bolbo olfativo e consequentemente o
hipotalamo (2). Durante o desenvolvimento embrionario, a expressao da anosmina € restrita a
membranas basais e matriz intersticial de zonas embrionarias, que incluem o
desenvolvimento do bolbo olfativo, rim e retina (25, 26). A expressao da anosmina no rim, a
qual precede o desenvolvimento do glomérulo renal, pode explicar o porqué de pacientes
com SK e mutagcdes no KALT apresentarem defeitos congénitos no rim, incluindo mesmo

auséncia renal (2).



O gene KAL1 esta mutado em cerca de 10 a 20% dos pacientes com SK (27), apresentando
maioritariamente insercdes ou delecdes de nucledtidos que levam a formacao de sequéncias

frameshift e a introducao prematura de cododes de terminacao (3).

A descoberta de mutacdes no gene KALT em individuos com SK e com HHI normdsmico (28)

prova que este gene deve ser estudado em qualquer paciente.

As alteracoes genéticas no KAL1 provocam um fenotipo da SK mais severo e menos variavel
que o fendtipo causado por outros defeitos genéticos (29, 30). As mutacdes neste gene, em
individuos com SK, podem ainda estar associadas a diversos fenotipos ndao reprodutivos
nomeadamente, sincinesia e agenesia renal. A sincinesia ocorre em mais de 75% dos pacientes

com SK e a agenesia renal unilateral em cerca de 35% (31).

1.4.1.2 Genes FGFR1 e FGF8

Em 2003 ocorreu um grande avanco no conhecimento das bases genéticas na SK, com a
descoberta de delecoes cromossomicas sobrepostas em dois pacientes portadores de uma
sindrome de genes contiguos (SK e esferocitose), na regiao 8p11.2-p12. O intervalo da
delecao reduziu a pesquisa a trés genes dos quais o FGFR1, que codifica o recetor tipo 1 do

fator de crescimento do fibroblasto, era o candidato mais provavel (32).

O FGFR1 codifica um dos quatro FGFRs, que sao receptores de superficie celular da familia
dos recetores tirosina cinase, e tem como funcdao a regulacdao da migracao neuronal,
diferenciacdo, e sobrevivéncia, assim como, a proliferacdo celular durante o desenvolvimento

embrionario (33).

O gene FGFR1 (também denominado KAL2) (OMIM: 136350- localizacdo citogenética 8p11.23-
p11.22) é composto por 18 exdes e possui uma forma de hereditariedade autossémica
dominante (32, 34). Este gene codifica a proteina FGFR1, um recetor transmembranar, que
compreende uma regido extracelular formada por trés dominios semelhantes a
imunoglobulina (D1, D2 e D3), uma hélice transmembranar e um dominio citoplasmatico
tirosina cinase (35). Os dominios D2 e D3 sao responsaveis pela ligacdo ao ligando e
especificidade de reconhecimento. A ativacao do FGFR1 depende da sua dimerizacao, a qual
€ mediada pela ligacdo de Fatores de Crescimento de Fibroblastos (FGFs) e de proteoglicanos
de sulfato de heparina (PSH) (Figura 3).

Apds dimerizacao, ocorre a autofosforilacdo do dominio de tirosina cinase que, por sua vez,
ativa uma cascata de sinalizacao intracelular (35). Esta cascata de sinalizacao compreende
trés vias de sinalizacdo a jusante do FGFR1, as proteinas cinases ativadas por mitogénios
(MAPK), a fosfolipase Cy (PLCy) e a fosfatidilinositol 3- cinase (PI3K) (36) (Figura 3).



A anosmina exerce um duplo papel na formacao do complexo de sinalizacao do FGFR1, que

.....

a ligacao do FGF e, consequentemente, a formacao do complexo de sinalizacao
FGF/FGFR1/SH. No seu papel ativador, a anosmina liga-se ao SH ajudando na formacao do
complexo de sinalizacao FGF/FGFR1/SH (37).
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Figura 3. Representacao esquematica da estrutura proteica do FGFR1, mecanismo de ativacado e vias de
sinalizacdo. Apos formacdo do complexo FGF-PSH-FGFR1 ocorre dimerizacdo do recetor e
transfosforilacdo de varias tirosinas que se encontram na porc¢ao intracelular do FGFR1. Posteriormente
ocorre a ativacdo de duas vias principais: a via do FRS2 e a via da PLCy, que levam a regulacdo positiva
da via MAPK e da via PI3K-AKT (38). D1, D2, e D3, dominios semelhantes a imunoglobulina; FGF, fator de
crescimento de fibroblasto; PSH, proteoglicanos de sulfato de heparina; DTK, dominio tirosina cinase;
PLCy, fosfolipase Cy; PIP2, fosfatil-inositol 4,5 bifosfato; DAG, diacilglicerol; IP3, trifosfato de inositol;
PKC, proteina cinase C; FRS2, substrato 2 do FGFR; GRB2, growth factor receptor-bound protein 2; SOS,
fator de troca do nucleédtido guanina; RAS, rat sarcoma virus- proteina G; RAF, rapidly accelerated
fibrosarcoma- proteina cinase serina/treonina; MEK, proteina cinase ativadora da MAP cinase; MAPK,
proteina cinase ativada por mitogénio; PI3K, fosfatidilinositol 3- cinase; AKT, proteina cinase B.



O FGFR1 é expresso em mdltiplos tecidos embrionarios, incluindo esqueleto, ouvido interno e
porcao rostral do encéfalo (39, 40). O mecanismo de splicing dos transcritos do FGFR1 gera
uma diversidade de isoformas de proteinas que sdo expressas diferencialmente em células e
tecidos (41). O splicing alternativo de metade do terminal carboxilo do dominio D3, leva a
inclusao do exao 8A ou do exao 8B, gerando as isoformas FGFR1-llIb ou llic, respetivamente
(42). Apesar destas isoformas apresentarem expressao diferencial nos tecidos e diferentes
afinidades de ligacdo aos ligandos FGF (43), dados experimentais sugerem que a isoforma
FGFR1-lllc é a isoforma dominante, exercendo a maioria das funcdes bioldgicas do gene

FGFR1, enquanto a isoforma lllb desempenha um papel menor (44).

A semelhanca do referido para o gene KAL1, também para o FGFR1 foram efetuados estudos
que revelaram a existéncia de mutacdes inativadoras, tanto em individuos com SK, como em
individuos com HHI normosmico (45-47). Esta observacdo confirma a necessidade de pesquisar

mutagées neste gene, em doentes com e sem anoésmia.

De entre as mutacdes descritas, existem ainda mutacdes ativadoras que estao na base da
sindrome de Pfeiffer. Esta sindrome caracteriza-se por craniossinostose, anomalias

craniofaciais, entre outros (48).

Os pacientes com SK e seus familiares, que possuem uma mutacao no FGFR1, apresentam um
amplo espectro de desenvolvimento pubertario, em contraste com o fenotipo clinico grave
descrito em individuos com SK portadores de uma mutacao no KAL1 (49). A fenda palatina é o
fendtipo ndo reprodutivo mais frequente associado a mutacdes no gene FGFR1, estando
presente em 30% dos individuos com HHI, contudo, podem existir outras malformacoes

nomeadamente, surdez, anomalias dentarias e Osseas e sincinesia (32).

Existem pelo menos 11 FGFs diferentes que podem ativar o FGFR1 (50). Diversos dados
apontam o FGF8 (Fibroblast Growth Factor 8) como o ligando especifico implicado na
ontogenia dos neuronios secretores de GnRH. O gene é expresso nas mesmas areas que o
FGFR1 e regula genes envolvidos na organizacao neuronal (51, 52). A mutacao p.L342S
presente no FGFR1 e identificada num paciente com SK, evidenciou uma drastica reducéo da
capacidade de ligacao ao FGF8 (53). Ratinhos com menor expressao de FGF8 apresentaram
disgenesia dos bolbos olfativos, assim como, alteracdoes na cavidade nasal e perda de

especificacdo do destino dos neurdnios secretores de GnRH (54).

O gene FGF8 (OMIM: 600483- localizacdo citogenética 10q24.32) é formado por 6 exdes
codificantes (55) que levam a formacdo do FGF8 (56) e a forma de hereditariedade é
autossomica dominante (3). Tém sido descritas mutagcdes missense neste gene em pacientes
com HHI e SK ao longo da sequéncia codificante (6, 28, 55). No estudo realizado por

Falardeau et al. (55), foram identificadas seis novas mutacdes no gene FGF8 em individuos



nao aparentados com HHI, tendo sido provada a natureza patogénica das mesmas através da

analise da estrutura cristalina do complexo FGF8b/FGFR2c/heparina e de estudos in vitro.

1.4.1.3 Gene CHD7

Em 2004, Vissers et al (57) identificaram dois pacientes com sindrome de CHARGE
(Colobomata, Heart Anomalies, Choanal Atresia, Retardation, Genital and Ear anomalies) com
novas microdelecoes sobrepostas na regiao 8q12, incluindo um paciente previamente relatado
com uma translocacdo no cromossoma 8 (58). Sequenciaram os nove genes conhecidos
localizados na regiao de sobreposicao das delecdes e detetaram mutacdes no gene CHD7
(Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 gene) em 10 dos 17 pacientes. Foram ainda
relatados um paciente com sindrome de CHARGE com uma delecéo intersticial 8q11.2-13 (59)
e gémeos afetados com a mesma patologia com uma translocacao envolvendo a regiao 8q12
(60). Nos gémeos, o ponto de rutura da translocacdo ocorreu entre o exao 3 e o exao 8 do

CHD7, levando a uma haploinsuficiéncia deste gene.

A sindrome de CHARGE é uma condicao autossomica dominante rara, caracterizada por um
conjunto de anomalias congénitas que conferem o acréonimo CHARGE (61). Diversos estudos
revelaram que a andsmia, o desenvolvimento anormal do bolbo olfativo e o hipogonadismo
hipogonadotroéfico, sdo normalmente encontrados na sindrome de CHARGE, indicando que as

principais caracteristicas da SK também estdao presentes na sindrome CHARGE. Por este
motivo, tem sido sugerido que o gene CHD7 pode ser considerado um locus candidato em

casos suspeitos de SK sem mutacoes conhecidas (62).

O DNA eucariotico encontra-se associado a proteinas, maioritariamente histonas, sob a forma
de cromatina. A forma primaria de compactacao da cromatina é o nucleossoma (63). Os
processos, tais como, a replicacao do DNA, a transcricao e a reparacao do mesmo, requerem
a remodelacdo da cromatina para que se tenha acesso ao DNA (63). Assim, as proteinas de
ligacdo ao DNA, como a Chromodomain Helicase DNA-binding, desempenham um papel
fundamental na activacao ou repressdo da transcricao através da remodelacdo da cromatina
(64), que é realizada por grandes complexos multi-proteicos que contém uma subunidade com
um dominio SNF2/Helicase (65). Este processo é normalmente flanqueado por outros
dominios, que sao necessarios para a montagem do complexo de remodelacao, ou modulam a
sua actividade através da interacdo com a cromatina, ou com componentes da maquinaria
transcricional. A familia chromodomain helicase DNA binding domain (CHD) é caracterizada

pela presenca de cromodominios no terminal N do dominio SNF2 (66).

O gene CHD7 (OMIM: 608892- localizacdo citogenética 8q12.1-q12.2) tem uma forma de

hereditariedade autossomica dominante (56) e é composto por 37 exdes codificantes que
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levam a formacao da Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 (67). Esta proteina
pertence a uma familia de nove proteinas CHD que tém em comum a capacidade de utilizar a

hidrélise de ATP para alterar a estrutura do nucleossoma (67).

Relativamente aos dominios funcionais que a constituem, a proteina CHD7 é composta por
dois cromodominios no terminal N (modificador de organizacdo da cromatina), seguidos pelos
dominios SNF2 e helicase localizados centralmente, um dominio SANT (a switching-defective
protein 3, adaptor 2, nuclear receptor corepressor, transcription factor IlIB (SANT) domain),
dois dominios Brahma e Kismet (BRK) (64) e, no terminal C, um dominio de Leucine Zipper
(67).

Os cromodominios medeiam as interacdes da cromatina e interagem com o DNA, RNA (acido
ribonucleico), e alvos de histona (67). O dominio SnF2 encontra-se em proteinas
caracterizadas por actividade de ATPase dependente de DNA, envolvidas na manutencao,
transmissao e expressao do genoma eucariota, regulando a estrutura da cromatina. O dominio
helicase desempenha um papel na separacao das cadeias de DNA durante a replicacao,

reparacao, recombinacao e transcricao (61). A funcao dos dominios BRK € desconhecida (67).

O CHD7 é expresso em tecidos fetais e adultos que incluem epitélio olfativo, ouvido interno,
olhos, sistema vascular (57), hipotalamo e hipéfise (61), 0o que sugere uma associacao deste
gene com a migracao dos neuroénios secretores de GnRH. A funcao da proteina CHD7 ainda é
desconhecida. Foi demonstrado que o CHD7 codifica uma proteina nuclear fisicamente
associada com a cromatina. Co-localiza-se com promotores especialmente marcados com
metilacao de lisina 4 em histonas H3, sugerindo que o CHD7 tem como alvo um grupo de

genes ativos podendo atuar como um ativador da transcricao (68).

As mutacoes identificadas no CHD7 estao dispersas por todo o gene, nao demonstrando a

existéncia de hot spots, nem evidéncia clara de relacdo genétipo/fendtipo (61).

Relativamente ao impacto das mutacdes no sistema reprodutivo, existe uma variabilidade que

vai desde a puberdade tardia a auséncia de puberdade (61).

1.4.1.4 Gene PROK2 e PROKR2

Em 2005, ratinhos com ablacao do gene PROK2 (Prokineticin 2 gene) apresentaram hipoplasia
dos bolbos olfativos, contudo, ndo foi descrito o fenotipo reprodutivo dos mesmos (69). Mais
tarde, estudou-se o sistema reprodutivo de ratinhos com ablacao do gene PROK2 tendo-se
verificado que exibiam hipoplasia do sistema reprodutivo, assim como, um fenétipo idéntico
ao da SK (46). Nos ratinhos PROK2”~ os neurdnios secretores de GnRH conseguiram passar

durante a embriogénese a placa cribiforme, contudo, ndo atingiram o hipotalamo (46).
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Em 2006, Matsumoto et al. (70) demonstraram que ratinhos com auséncia do gene PROKR2
(Prokineticin receptor 2 gene) apresentaram um fenotipo idéntico ao da SK, com hipoplasia
do sistema reprodutivo e bolbos olfativos. No mesmo estudo, a analise histopatologica dos
testiculos dos ratinhos com ablacdo do gene PROKR2, revelou reducdo do diametro dos
tubulos seminiferos, atrofia testicular, auséncia de espermatides e as células de Leydig,
sendo poucas, ainda evidenciavam um tamanho reduzido. As fémeas apresentaram atrofia das
glandulas mamarias assim como do ovario, Utero e vagina. Nos ovarios, ndo se observou corpo
luteo e verificou-se a existéncia de foliculos primarios. A imunohistoguimica evidenciou que
os ratinhos PROKR2”" n&o apresentavam neurdnios secretores de GnRH na regido pré-otica e

na eminéncia mediana do hipotalamo, ao contrario dos ratinhos “wild type” (70).

0 gene PROK2 (OMIM: 607002- localizacao citogenética 3p13) codifica a procineticina 2, que
possui na regidao N terminal o grupo de aminoacidos AVITGA (Alanina, Valina, Isoleucina,
Treonina, Glicina, Alanina) conservados entre as espécies, evidenciando a sua importancia ao
nivel da funcdo proteica. A procineticina 2 é ainda constituida por dez cisteinas conservadas
entre as espécies que formam 5 pontes disulfidicas (71). O gene PROK2 é composto por quatro
exoes (72), em que o primeiro codifica o péptido sinalizador, assim como os primeiros 5
aminoacidos da regiao terminal N (AVITG). Este gene é traduzido numa proteina composta por
102 aminoacidos designada por PROK2-L, que apos clivagem proteolitica da origem a PROK2,
proteina formada por 81 aminoacidos, que é a forma mais ativa da procineticina 2. Os 21
aminoacidos retirados sdao codificados pelo exao 3 que nao possui nenhuma das 10 cisteinas
conservadas (72). A forma de hereditariedade associada a este gene é autossomica recessiva
(3) e é expresso na musculatura lisa intestinal, medula o6ssea, Utero, coracdo, placenta,
glandula suprarrenal e no testiculo, mais propriamente nos espermatocitos primarios. Ao nivel
do sistema nervoso central é expresso, entre outas areas, no hipotalamo e no bolbo olfativo
(73).

O gene PROKR2 (OMIM: 607123- localizacdo citogenética 20p12.3) é formado por 2 exdes,
codifica um receptor acoplado a proteina G, o recetor da procineticina 2, que é constituido
por 384 aminoacidos (74). E expresso nas varias glandulas endocrinas, como testiculos,
ovarios, hipofise, tirdide e suprarrenais, sendo também expresso ao nivel do sistema nervoso
central, no hipotalamo e bolbo olfativo (73). Estudos evidenciaram que a PROKR2 e a GnRH
ndo se colocalizam nos neuronios de GnRH, sugerindo que a via da procineticina actua
indirectamente para apoiar o desenvolvimento, a migracdo ou a funcdo dos neuronios de
GnRH (46).
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As procineticinas estimulam o PROKR2, induzindo a cascata tipica dos recetores acoplados a
proteina Ggqq/11. Nesta cascata ocorre a ativagdo da PLCy, com subsequente hidrélise de
fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato (PIP2) em trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). A
acumulacao de IP3 nas células provoca a mobilizacdo das reservas de calcio intracelular,
acabando o DAG por ativar a proteina cinase-C (PKC) (75). A ativacdo do recetor pode ainda
ativar outras vias de sinalizacdo, como a das proteinas cinases ativadas por mitogénios que
induzem a fosforilacao das p44/p42MAPK (73, 75) (Figura 4) e a da adenilato ciclase (76). A
ativacao dos recetores de procineticinas regula diversos processos biologicos nomeadamente,

a espermatogénese (77), o ritmo circadiano (78), assim como, o desenvolvimento normal dos

=

bolbos olfativos e maturacao sexual (70).
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Figura 4. Cascata de sinalizacao tipica de um recetor acoplado a proteina Gq. A ligacdo de um ligando a
um recetor acoplado a proteina Gq, ativa a PLCy (fosfolipase Cy) que induz a hidrélise de PIP2
(fosfatidilinositol 4,5 bifosfato) formando IP3 (trifosfato de inositol) e DAG (diacilglicerol), o que leva a
mobilizacdo de calcio intracelular (Ca++) e ativacdo da PKC (proteina cinase C). Esta Ultima leva por sua
vez a ativacao da RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma- proteina cinase serina/treonina) que por sua
vez fosforila a MEK (proteina cinase ativadora da MAP cinase) que acaba por fosforilar a MAPK (proteina
cinase ativada por mitogénio) também conhecida por ERK (cinase regulada por sinal extracelular).

Apesar do gene PROKR2 possuir uma forma de hereditariedade autossomica recessiva (3), tém

sido encontradas mutacdes em heterozigotia, contudo, a analise de segregacao e estudos
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funcionais sugerem que a existéncia de mutacdes monoalélicas neste gene nao é suficiente
para causar HH (79, 80).

O fenotipo reprodutivo dos pacientes que possuem mutacdes nos genes PROK2/PROKR2
heterozigoticas ou homozigoticas varia de HHI parcial a completo, incluindo casos de reversao
completa da deficiéncia de GnRH. Relativamente aos fenétipos nao-reprodutivos, tém sido
descritos casos de displasia fibrosa, obesidade grave, distUrbio do sono, sincinesia e epilepsia
(56).

1.4.2 Secrecao da GnRH

1.4.2.1 Genes KISS1 e KISS1R (GPR54)

Em 2003 foi descrita a ligacdo entre o gene KISSTR (Kisspeptin receptor gene) e o HHI, através
de estudos de ligacdo génica em duas grandes familias com HHIn (Hipogonadismo
Hipogonadotrofico Idiopatico normosmico) e historia de consanguinidade (81, 82). Num destes
estudos foi ainda provado que um ratinho com ablacdo do gene KISSTR apresentava um
fenotipo idéntico ao de um individuo humano com HHIn (82). Mais tarde, foi descoberto que o
gene KISSTR e o seu ligando sdao expressos em areas do hipotalamo que controlam a

reproducao (83).

0 gene KISSTR (OMIM: 604161- localizacao citogenética 19p13.3) codifica um recetor acoplado
a proteina G formado por 398 aminoacidos (84) e é constituido por 5 exdes (82). Este gene é
também designado por GPR54 e o seu ligando é a kisspeptina que tem origem no gene KISS1
(Kisspeptin 1 gene) (85). Quando a kisspeptina se liga ao seu recetor ocorre o acionamento da
via Gqq, com ativacdo da PLCy que leva ao aumento de producdo de IP3 e a mobilizagao
intracelular de calcio (56) (Figura 4). O recetor da kisspeptina, codificado pelo gene KISS1R, é
constituido por sete dominios transmembranares e apresenta um terminal carboxilo

intracelular (2).

As mutacdes presentes no gene KISS1R constituem 5% dos casos de HHIn e apresentam um
padrdo de hereditariedade autossomico recessivo (3). Estudos fisioldgicos demonstraram que
a kisspeptina é um potente estimulador da secrecao de GnRH (86) que, juntamente com o seu
recetor, formam um sistema neuroregulador excitatorio para a secrecdo de GnRH (87). Foi
identificada uma mutacao ativadora no KISSTR numa menina com puberdade precoce central
idiopatica, salientando a importancia deste sistema na maturacao do eixo reprodutivo (87).
Apesar de existirem com menor prevaléncia relativamente ao recetor KISS1R, tém sido

também encontradas mutacées no ligando KISS1 (1, 88).
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1.4.2.2 Genes TAC3 e TACR3

Através de estudos de familias consanguineas foram identificadas mutacdes nos genes TAC3
(Tachykinin 3 gene) e TACR3 (Tachykinin receptor 3 gene) responsaveis pelo HHI. Topaloglu et
al.(89) realizaram estudos em nove familias consanguineas com diversos membros afetados
com HHIn, que foram submetidas a analise de polimorfismos por microarrays. Em trés das
familias foram identificadas regides em homozigotia comuns a todos os individuos afetados,
mas que estavam ausentes nos individuos saudaveis. O locus comum as mesmas familias
encontrava-se no braco longo do cromossoma 4, abrangendo 20 genes. Destes, selecionaram o
TACR3 como alvo de estudo, por ser o gene que codifica o recetor da proteina neurocinina B,
que é altamente expressa nos neuronios hipotalamicos. A analise deste gene permitiu entao
descobrir duas mutacées homozigdticas, em que uma delas era comum a duas das trés
familias. No mesmo estudo, numa outra familia, onde foram excluidas mutacdes no gene
TACR3, foi identificada uma regidao homozigética comum apenas a duas irmas afetadas e nao
a irma saudavel. Dos genes presentes na regido comum (cromossoma 12) o alvo de estudo foi
0 gene TAC3, por ser o ligando do gene TACR3 (89).

0 gene TAC3 (OMIM: 162330- localizacao citogenética 12q13.3) codifica a neurocinina B (NKB)
que € um membro da familia das taquicininas, que por sua vez, sdo neurotransmissores
excitatorios com expressao no sistema nervoso central e periférico dos mamiferos. O gene
TACR3 (OMIM: 162332- localizacédo citogenética 4q24) codifica o recetor da neurocinina B, que
€ um recetor acoplado a proteina G (90). Ambos os genes possuem uma forma de

hereditariedade autossomica recessiva (3).

O gene TAC3 é constituido por sete exdes, cinco dos quais sdo traduzidos para formar o
péptido preprotaquicinina B. Este pré-pro-péptido sofre uma clivagem enzimatica para formar
a proneurocinina B e em seguida a NKB. A sequéncia de aminoacidos do péptido ativo final é

codificada pelo exao 5. O gene TACR3 é formado por cinco exdes (91).

A NKB é expressa no nucleo arqueado e o seu recetor nos neurénios secretores de GnRH, o

que sugere um papel desta dupla na secrecao de GnRH (27).

Pacientes do sexo masculino que evidenciam mutacdes no gene TACR3 possuem micropénis e
nao entram na puberdade durante a adolescéncia, salientando a importancia da via
TAC3/TACR3 tanto na infancia, como na ativacdo das gonadotrofinas, durante a puberdade
(2). A recuperacao neuroendodcrina do eixo hipotalamo-hipofise-gonadas foi observada num
numero consideravel de pacientes de ambos os sexos, quando adultos, o que vem confirmar o
papel fundamental destes genes nos periodos neonatal e adolescéncia, sendo menos critico na
fase adulta (92).
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Pacientes com alteracoes no gene TACR3 nao manifestam outros fendtipos nao reprodutivos,
contudo, portadores de alteracdes no gene TAC3 podem também ter associados problemas ao
nivel da aprendizagem, sugerindo que a NKB possa agir através de outros recetores sobre a
funcao cognitiva (89, 92, 93).

1.4.3 Acao da GnRH: genes GNRH1 e GNRHR

Apesar do gene que codifica a GnRH ser o candidato mais dbvio para a deficiéncia de GnRH,
foi s6 em 2009 que os primeiros defeitos genéticos foram relatados no gene GNRH1
(Gonadotropin Releasing Hormone 1 gene). As mutacdes neste gene representam uma causa

rara de HHIn, com uma forma de hereditariedade autossémica recessiva (94, 95).

O gene GNRH1 (OMIM: 152760- localizacdo citogenética 8p21.2) é constituido por quatro
exodes (2) dos quais, trés sao codificantes e levam a formacao de uma pré-pré-hormona de 92
aminoacidos, que é processada para produzir o decapéptido GnRH e o peptideo associado a
GnRH (GAP) (94). A primeira mutacao encontrada neste gene foi relatada em dois irmaos com

HHIn, uma adenina foi inserida em homozigotia na regiao terminal N (c.18-19insA) (96).

O GNRHR (OMIM: 138850- localizacao citogenética 4q13.2) € constituido por trés exdes que
codificam uma proteina de 328 aminoacidos (2), expressa principalmente nos gonadotrofos da
hipofise mas também nos ovarios, testiculos, placenta e prostata (97). Este gene codifica o
recetor de GnRH, membro da familia dos recetores acoplados a proteina G, e como tal, é
constituido por sete dominios transmembranares, ndo apresentando um terminal carboxilo
intracelular (98). Os dominios extracelulares, assim como, as regides superficiais dos dominios
transmembranares, estdo envolvidos na ligacdo da GnRH. Pensa-se que os dominios
transmembranares estdao relacionados com a configuracdo do recetor e mudanca
conformacional associada a propagacao do sinal, ou seja, estdo relacionados com a ativacao
do recetor (99). Julga-se que estas modificacdes permitem mudancas conformacionais nos
dominios intracelulares, envolvidos na interaccdo com proteinas G e outras proteinas de

transducao de sinal intracelular (99).

A activacao do receptor de GnRH aumenta a mobilizacdo de calcio e estimula o influxo de
calcio extracelular. Este aumento de calcio intracelular induz a secrecao de LH e FSH pela
hipofise (3).

A forma de hereditariedade do GNRHR é autossomica recessiva e a maioria dos pacientes
possui mutacdes compostas em heterozigotia (100). As mutacdes neste gene estao entre as
primeiras descritas em pacientes com HHIn (101), sendo que 3,5% a 16% encontram-se em

casos esporadicos e até 40% em casos familiares (3).
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1.5 Mutacdes oligogénicas

O HHI tem sido classificado em duas entidades clinicas distintas, a SK e o HHIn. Contudo, esta
classificacao tem sido posta em causa, uma vez que, as duas condicoes podem existir em
diferentes membros de uma mesma familia, indicando que podem constituir diferentes
manifestacdes fenotipicas do mesmo defeito genético (32, 34, 49, 101-104). Deste modo, o
HHI pode ser considerado como uma doenca genética complexa, caracterizada pela
variabilidade fenotipica, penetrancia incompleta e modos de hereditariedade distintos.
Acrescenta-se ainda que, na base do HHI pode existir a influéncia de fatores ambientais que
poderdao exercer efeitos epigenéticos na expressdao dos genes, e ainda, a existéncia de
polimorfismos ou defeitos genéticos em genes adicionais, que interagem levando ao

desenvolvimento da doenca (105).

Determinadas observacdes, nomeadamente em casos esporadicos, sugerem que o HHIn / SK
nem sempre é uma doenca mendeliana monogénica como se pensava anteriormente, mas
podera surgir como uma condicdo digénica ou potencialmente oligogénica (106). Um estudo
efetuado com 397 pacientes com HHI, revelou a existéncia de 22% de pacientes com variacoes
genéticas num locus e 2,5% de casos com variaces genéticas em mais do que um locus, o que

pode explicar a variabilidade fenotipica da deficiéncia isolada de GnRH (28).

1.6 Analise in silico

A identificacdo de alteracdes patogénicas na sequéncia de DNA de pacientes com doencas que
poderdo ser hereditarias, € uma das principais tarefas da genética médica. Os avancos da
tecnologia tém permitido gerar grandes quantidades de dados de sequéncias do genoma. Por
exemplo, os resultados do projeto 1000 Genomas sugerem que cada genoma humano contém
aproximadamente 10.000-11.000 variagdes nao-sindénimas e 10.000-12.000 variacoes
sinonimas. Estima-se ainda, que um individuo possa possuir 200 insercoes ou delecoes in-
frame e ser heterozigdtico para 50 a 100 variantes associadas a doencas (107). Assim, tém
sido desenvolvidas ferramentas de bioinformatica que fornecem previsoes sobre os efeitos
funcionais de alteracdes genomicas (107). Varios algoritmos foram desenvolvidos para prever
o efeito de variantes missense na estrutura e funcao das proteinas, nomeadamente o Sift
(108), Provean (107), Polyphen (109), Mutation Taster (110), Pymol (111) e Human Splicing
Finder (112).
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1.6.1 SIFT

O programa Sift (Sorting Intolerant From Tolerant) prevé se uma substituicdo aminoacidica
afeta a funcado da proteina e, consequentemente, se podera alterar o fendtipo. O progndstico
€ baseado no grau de conservacao de residuos de aminoacidos em sequéncias relacionadas,
recolhidas através de PSI-BLAST (113). Este programa presume que os aminoacidos
importantes estardo conservados na familia proteica, de modo a que alteracdes em locais
muito conservados tenham um progndstico considerado prejudicial. Por exemplo, se uma
determinada posicdo num alinhamento de uma familia proteica tem sempre o aminoacido
isoleucina, presume-se que a substituicdo deste aminoacido por qualquer outro tenha um
papel prejudicial, assumindo que a isoleucina é necessaria para a correta funcao da proteina.
Se, pelo contrario, num alinhamento temos na mesma posicao aminoacidos hidrofébicos como
isoleucina, valina e leucina, o Sift assume que naquela posicao s6 podem existir aminoacidos
hidrofébicos, para que o resultado seja neutro. Este programa considera a posicao em que a
alteracdo ocorreu e o tipo de alteracdao de aminoacido. Dada uma sequéncia proteica, o Sift

seleciona proteinas relacionadas com a mesma e alinha-as (108).

1.6.2 Provean

O programa Provean (Protein Variation Effect Analyzer) prevé o impacto funcional para todas
as classes de variaces na sequéncia proteica; alteracoes de aminoacidos, insercoes, delecoes
e substituicoes multiplas. Em alinhamentos de sequéncias emparelhadas, as pontuacdes de
alinhamento podem ser usadas como uma medida de similaridade de sequéncias, para avaliar
a probabilidade dos pares de sequéncias serem homoélogas ou relacionadas. De acordo com
este conceito, pode-se interpretar uma alteracao na pontuacao de alinhamento causada por
uma variacdo de aminoacido, como o impacto da variacdo na funcdo da proteina. Por
exemplo, dada uma proteina A, vamos supor que existe uma proteina B homéloga que é
funcional. Para medir o efeito de uma variacao na proteina A, podemos medir a semelhanca
entre a proteina A e B, antes e depois da introducao da variacdo. Uma variacao que reduz a
semelhanca de uma proteina para a proteina funcional homéloga B € mais suscetivel de
causar um efeito prejudicial. Assim, a pontuacdo de alinhamento € usada como uma medida
de mudanca na semelhanca causada por uma variacao (107). Este programa calcula uma
pontuacdo delta que é usada para medir o efeito da variacdo. Pontuacdes baixas sao
interpretadas como variacdes de aminoacidos que conduzem a um efeito deletério sobre a
funcao da proteina, enquanto pontuacdes elevadas sdo interpretadas como variacbes com
efeito neutro sobre a funcdo da proteina. No calculo desta pontuacdo de alinhamento entra-
se em conta com a posicdo do aminoacido, a frequéncia da substituicdo, as propriedades
quimicas dos 20 aminoacidos e o contexto da sequéncia (nucleodtidos que rodeiam o local da

variacdo). Como a pontuacao delta considera pontuacdes de alinhamento derivadas das
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regides proximas, pode ser estendido a todas as classes de variantes de sequéncias incluindo

indels e varias substituicoes de aminoacidos (107).

1.6.3 Polyphen

O programa PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) é uma ferramenta que prevé os
efeitos prejudiciais de mutacées missense. Usa oito caracteristicas baseadas na sequéncia e
trés caracteristicas baseadas na estrutura, para prever o efeito das alteracdes de
aminoacidos. A maioria destas caracteristicas envolve a comparacao de uma propriedade do
tipo selvagem (ancestral, normal) e da correspondente propriedade do alelo mutante
(causador de doenca). O programa seleciona um conjunto de sequéncias homologas usando
um algoritmo de agrupamento e cria um alinhamento multiplo. As caracteristicas que usa
qualificam: o grau de homologia entre dois alelos, dado o padrao de substituicdes de
aminoacidos no alinhamento de varias sequéncias; qudo distante a proteina que possui a
variacao € da proteina humana sem alteracao; e se o alelo mutado se encontra num local com
propensdao para mutacdes (109). A importancia funcional de uma substituicao no alelo é
prognosticada a partir das suas caracteristicas individuais através de um classificador Naive
Bayes, que utiliza informacgdes obtidas a partir de alinhamentos de sequéncias e propriedades
estruturais de proteinas (por exemplo, area de superficie acessivel do residuo de aminoacido,
etc.) (109).

1.6.4 Mutation Taster

O Mutation Taster é uma aplicacdao que realiza uma rapida avaliacdo do potencial que uma
alteracao na sequéncia de DNA possui em causar doenca. Integra informacgdes de diferentes
bases de dados biomédicos e usa ferramentas de analise que incluem conservacao evolutiva,
mudancas em locais de splicing, perda de carateristicas de proteinas e alteracées que podem
afetar a quantidade de mRNA. Os resultados do teste sao avaliados por um classificador Naive
Bayes, no qual se prevé o potencial de doenca. Dependendo da natureza da alteracao, o
programa escolhe entre trés modelos de previsao; alteracdes sindénimas ou intronicas (without
aae), alteracbes que afetam um Unico aminoacido (simple aae) ou alteracdes que causam

mudancas complexas na sequéncia de aminoacidos (complex aae) (110).
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1.6.5 Pymol

A complexidade da estrutura molecular faz com que a visualizacao seja essencial para a
compreensao da biologia estrutural. O programa Pymol desempenha uma grande variedade de
funcdes, incluindo a visualizacdo em 3D da proteina em causa (111). Deste modo, pode
observar-se a interacdo entre os diferentes aminoacidos numa molécula e assim, permite

prognosticar o possivel efeito de alteracées aminoacidicas numa dada proteina.

1.6.6 Human Splicing Finder

O splicing do pré-RNA mensageiro é um processo essencial, altamente regulado, que ocorre
apos a transcricdo do gene e antes da traducdo do mRNA. Por forma a compreendermos se
uma determinada variante exonica ou intronica pode levar a um defeito no splicing, pode-se
utilizar o programa informatico Human Splicing Finder, cuja funcdo destina-se a estudar o
splicing do pré-mRNA (112). Este programa, por meio de algoritmos e matrizes, calcula
valores consenso de potenciais locais de splicing, assim como, procura branch points e analisa

possiveis alteracées em locais de activacao ou silenciamento de splicing (112).

1.7 Objetivos

O objetivo geral desta tese foi realizar um estudo de ambito nacional, acerca da genética
molecular e gendmica funcional do HHI, em pacientes portugueses, de forma a ampliar o
conhecimento acerca deste distlrbio e da complexidade do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadas
normal humano. Para dar cumprimento ao objetivo geral, estipularam-se os seguintes
objetivos especificos: 1) Realizar analise mutacional em doentes portugueses com HHI e
determinar a frequéncia de defeitos genéticos no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadas; 2)
Avaliar as consequéncias funcionais das mutacdes identificadas; e 3) Analisar os resultados
dos estudos genéticos em conjunto com as caracteristicas clinicas dos pacientes, de modo a

encontrar uma correlacao genétipo-fenotipo que possa ser usada na pratica clinica.
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2.Materiais e Métodos

21



2.1 Pacientes

A elaboracao desta tese teve a colaboracdo de uma rede de 19 departamentos clinicos que
incluem os principais centros de endocrinologia adulta e pediatrica do pais: Unidade de
Endocrinologia Pediatrica, Hospital Santa Maria, Lisboa; Servico de Endocrinologia, Diabetes e
Metabolismo, Hospital de Santa Maria, Lisboa; Unidade de Endocrinologia Pediatrica, Hospital
Dona Estefania, Lisboa; Servico de Endocrinologia, Hospital de Curry Cabral, Lisboa; Consulta
de Endocrinologia, Hospital da Luz, Lisboa; Servico de Endocrinologia, Diabetes e
Metabolismo, Hospital Militar Principal, Lisboa; Servico de Endocrinologia, Instituto Portugués
de Oncologia de Lisboa; Servico de Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo, Hospitais da
Universidade de Coimbra; Unidade de Endocrinologia Pediatrica, Hospital Pediatrico de
Coimbra; Servico de Endocrinologia, Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra; Servico de
Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo, Hospital de Santo Antonio, Porto; Unidade de
Endocrinologia Pediatrica, Hospital de Santo Anténio, Porto; Servico de Endocrinologia,
Diabetes e Metabolismo, Hospital de Sao Joao, Porto; Unidade de Endocrinologia e
Diabetologia Pediatrica, Hospital de Sdao Jodo, Porto; Servico de Endocrinologia, Instituto
Portugués de Oncologia do Porto; Servico de Endocrinologia, Hospital de Braga; Servico de
Pediatria, Hospital de Braga; Servico de Pediatria, Centro Hospitalar do Alto Ave, Guimaraes;
Servico de Endocrinologia, Centro Hospitalar do Tamega e Sousa, Amarante, e Servico de
Endocrinologia, Hospital Garcia de Orta, Almada. Os médicos destes departamentos foram
responsaveis pelo fornecimento dos dados clinicos, bem como das amostras de sangue dos
pacientes. Os dados clinicos foram cuidadosamente analisados, pacientes com historia de
hipopituitarismo adquirido (por exemplo, tumores intracranianos, infeccées como a
meningite, entre outros) foram excluidos do estudo por ser improvavel terem uma origem
genética. Por outro lado, certas caracteristicas clinicas forneceram pistas sobre o tipo de
defeito genético envolvido, permitindo selecionar os genes a estudar prioritariamente em
cada caso. Por exemplo, o HH associado a anésmia € indicativo de SK e permite que o estudo
genético seja iniciado pelos genes KAL1 e FGFR1. Outras caracteristicas fenotipicas, tais como
anomalias renais, esqueléticas ou neuroldgicas, bem como o modo de hereditariedade
(autossomica recessiva, dominante ou recessiva ligada ao X) podem fornecer informacdes

sobre o provavel defeito genético subjacente.

Os critérios de inclusao foram pacientes de ambos os sexos com HHI que nao alcancaram a
puberdade espontaneamente até aos 18 anos ou que a atingiram abaixo desta idade por
terapeutica médica ou com anosmia documentada. O estudo envolveu 50 pacientes de
familias distintas de nacionalidade portuguesa com HHI (42 homens e 8 mulheres), dos quais
22 tinham SK e 28 HHI normésmico. Sempre que possivel, os membros da familia, afetados ou
nao, foram também estudados. A populacdo controlo foi constituida por 200 voluntarios

portugueses nao relacionados e recrutados de entre dadores de sangue do Instituto Portugués
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do Sangue. Foi obtido o consentimento informado de todos os participantes e o estudo foi

aprovado pela Comissao de Etica da Instituicdo (Faculdade de Ciéncias da Satde, Universidade

da Beira Interior, Ref: CE-FCS-2012-012).

Na Tabela | encontra-se a descricao clinica dos pacientes englobados neste estudo.

Tabela I. Descricao clinica dos 50 pacientes englobados no presente estudo.

. Idade - es . - RM/ -
Paciente Sexo diagnéstico Diagnéstico Descricéo clinica TAC Paciente
Atraso pubertario, .
escala de Tanner-2/3 RM ‘cra.mo
. encefalica: normal
(volume testicular 3
mL); ~ exceto um i
2520 M 21 SK . . microadenoma na Nao
ginecomastia leve NN .
- R hipofise que foi
bilateral; . -
. SRR considerado nao-
criptorquidia direita; funci
X uncional
atraso mental; surdez
Atraso pubertario; RM cranio-
2594 M SK obesidade; encefalica: hipofise Nao
dislipidémia normal
RM créanio-
2661 M 27 HHIn Atra§o .pL.Jb,ertgrlo; encefalica: sela Nio
dislipidémia turca pequenas
dimensoes
RM cranio-
encefalica: revelou
3329 M 16 SK Atraso pubertario sulcos olfativos Irmao (3328)
hipoplasicos e com SK
agenesia do trato e
bolbos olfativos
RM cranio-
encefalica: auséncia
de sulcos e bolbos
5040 M 16 SK Atraso pubertario olfativos, Nao
malformacoes dos
hemisférios
cerebrais
RM créanio-
5070 M 17 HHIn Atrasq pubgr;ano, er?cefahc.a: Nio
micropénis hipoplasia
hipofisaria
Atraso pubertario,
escala de Tanner-2 Irm3o (6999)
5102 M 15 HHIn (volume testicular 1,5 Hipdfise normal
. com HHIn
cc); agenesia renal
unilateral
5135 M 32 SK Atraso pubertario Nao
Atraso pubertario,
5136 M SK micropénis; Nao
criptorquidia; surdez
5139 M 14 HHIn Atraso pubertario Hipofise normal Nao
RM créanio-
encefalica:
hipoplasia da
5140 F 16 SK Atraso pgber;arlo! hlpoflse,. bolbos Nio
amenorreia primaria olfativos
indefinidos,

possivelmente
hipoplasicos
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. Idade - s C s e RM/ -
Paciente Sexo diagnéstico Diagnostico Descricéo clinica TAC Paciente
TAC cranio-
5161 M 45 HHIn Atraso pubertario encefalico: hipofise Nao
normal
TAC cranio-
5163 M 18 SK Atraso pubertario encefalico: hipofise Nao
normal
5164 M 16 SK Atraso pubertario Nao
RM cranio-
encefalica: revelou
Atraso pubertario, uma hgelra
assimetria dos
Escala de Tanner 1 bolbos olfativos
5174 M 15.9 SK (testicular volume 3 ’ Nao
. L com uma
mL); criptorquidia P
. diminuicao do
bilateral L
tamanho e limites
imprecisos a
esquerda
RM cranio-
5178 M 14 SK Atraso pubertario encefalica: Nao
hipoplasia
hipofisaria
Atraso pubertario RM crénio-l
5182 M HHIn ’ encefalica: hipofise Nao
barba escassa
normal
Atraso pubertario; -
>183 M K criptorquidia bilateral Nao
Atraso pubertario,
volume testicular
Crimtorquidisme TAC crénio-
5184 M 17.4 HHIn P raite: encefalico: sem Nao
. . anomalias
ginecomastia leve
bilateral; distarbio
obsessivo-compulsivo
Atraso pubertario TAC crém:o-, . -
5185 M 36 HHIn - s ’ encefalico: hipofise Nao
hipogenitalismo
normal
RM cranio-
5186 M 21 SK Atraso pubertario encefalica: hipofise Nao
normal
Atraso pubertario,
auséncia de
5187 F HHIn desenvolvimento Hipéfise normal Nao
caracteres sexuais
secundarios; diabetes
mellitus tipo 2
Atraso pubertario TAC crém:o-, . -
5189 M HHIn PO encefalico: hipofise Nao
azoospermia
normal
Atraso pubertario;
5190 M HHIn criptorquidia Hipoplasia Nio
bilateral; surdez hipofisaria
congénita
Atraso pubertario; RM cr:':\mo-A . Irmao (6896)
. . . encefalica: auséncia P
5191 M 21 SK surdez; estrabismo; com anosmia
dos sulcos e bolbos
osteoporose . mas sem HHI
olfativos
Atraso pubertario, RM cranio-
5192 M 16 HHIn testiculos pequenos;  encefalica: hipofise Nao
ginecomastia bilateral normal




. Idade - s C s e RM/ -
Paciente Sexo diagnéstico Diagnostico Descricéo clinica TAC Paciente
RM cranio-
5194 M HHIn Atraso pubertano; er?cefahc.a: 2 adotado
epilepsia hipoplasia
hipofisaria
Atraso pubertario;
criptorquidia
5195 M HHIn bilateral; Nao
hipotiroidismo
primario
Atraso pubertario,
5196 M HHIn azoospermia; Nao
criptorquidia
Atraso pubertario;
5236 M 27 HHIn disfuncao eréctil; Nao
diminuicao da libido
Atraso pubertario; RM cranio-
5237 M 12 HHn criptorquidia encefalica: hipofise Nao
unilateral normal
5268 M SK Atraso pubertario H‘1popla,s1‘a Nao
hipofisaria
Amenorreia primaria;
auséncia de Irméos (5405 e
5406 F 18 HHIn desenvolvimento dos Hipofise normal
. 5404) com HHIn
caracteres sexuais
secundarios
RM cranio-
5679 M 17 HHIn Atraso pubertario encefalica: hipofise Nao
normal
5915 F HHIn Atraso. pubertario, H.1popla's1.a Nio
diabetes hipofisaria
Atraso pubertario,
Tanner 1, micropénis;
obesidade; atraso RM cranio-
5943 M 15 HHIn mental; estrabismo;  encefalica: hipdfise Nao
trombocitopenia normal
crénica; alucinacoes
auditivas
6021 F 18 HHIn Atraso pubertario, Hip6fise normal Nzo
amenorreia primaria
Ao pberaro,  Tac canio
6024 M 40 HHIn - encefalico: sem Nao
(volume testicular 2 ;
anomalias
mL)
RM cranio-
encefalica:
- hipoplasia =
6130 M 17 SK Atraso pubertario hipofisaria, bolbos Nao
olfativos com
espessura reduzida
Atraso pubertario,
amenorreia primaria, RM cranio-
6178 F 24 SK frz.zco encefalica: Ahlpgflse Nio
desenvolvimento dos normal, auséncia de
caracteres sexuais bolbos olfativos
secundarios
L. Irma com
6263 F HHIn Atraso pgber;arl,ot amenorreia
amenorreia primaria L
primaria
RM cranio-
6776 M 17 SK Atraso pubertario encefalica: Irmao (6952)

indefinicao dos
bolbos olfativos

com SK
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Idade RM/

Paciente Sexo diagnéstico Diagnostico Descricéo clinica TAC Paciente
6889 M 19 HHIn Atraso pubertario Hipofise normal Nao
6980 M HHIn Irma (6981) com
HHn
Atraso pubertario,
7013 M 18 SK auséncia dos . Nao se ldentlflcam Nio
caracteres sexuais bolbos olfativos

secundarios

Atraso pubertario,
7030 M 44 SK sem caracteres Hipofise normal Nao
sexuais secundarios

Atraso pubertario,

7031 F HHIn A Hipdfise normal Nao
amenorreia primaria
RM cranio-
encefalica: hipofise
7039 M 16 SK Atraso pubertario normal, agenesia do Nao
trato e bolbos
olfativos
Hipoplasia da
hipéfise, nao se .
7074 M 35 SK Atraso pubertario definem os Sobrinho (7344)
com SK
contornos dos
bolbos olfativos
Pai iniciou o
desenvolvimento
Atraso pubertario, A pubertario aos
RM cranio-
escala de Tanner 2 P 14 anos e teve o
7081 M 19.7 HHIn - encefalica: sem
(volume testicular 6 ; surto de
anomalias -
mL) crescimento
pubertario aos
15-16 anos.

M- Masculino; F- Feminino; RM- Ressonancia Magnética; TAC- Tomografia Axial Computorizada, SK-
Sindrome de Kallmann, HHIn- Hipogonadismo hipogonadotréfico idiopatico normésmico.

2.2 Analise de mutacdées em pacientes com HHI

2.2.1 Extracdo e purificacdo do DNA a partir de sangue

periférico

O DNA genoémico de cada paciente foi extraido de leucocitos de sangue periférico, usando o
método de salting-out (adaptado de Miller et al.(114)). Resumidamente, para a lise de
eritrocitos, num tubo de centrifuga de 50 mL, adicionaram-se a 10 mL de sangue e 30 mL de
tampao de lise RBC (Red blood cell) a 4°C (RBC: 155 mM NH,Cl; 20 mM KHCO;; 0,1 mM
Na,EDTA; pH 7,4). Ap6s mistura no vortex (Velp Scientifica, Milan, Italy) a solucao foi mantida
no gelo durante 15 minutos fazendo inversdes frequentes, seguindo-se centrifugacao a 2500
rpm (rotacdes por minuto) durante 10 minutos a 4°C (Allegrary X-22R, Beckman Coulter,
Fullerton, Ca, EUA). Repetiu-se o mesmo procedimento de adicdo de tampao de lise,

manutencao em gelo e centrifugacao até que o sedimento de células ficasse branco.
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Com vista a lise de leucocitos, apds ressuspender por vortex o sedimento de células,
adicionaram-se 5 mL de tampéao SE (extracao secundaria) (75 mM NaCl; 25 mM Na,EDTA; pH
8,0), 12,5 pL de proteinase K (20 mg/ml) e 500 pl de SDS 10% (dodecilsulfato de sddio)
ficando a solucao a incubar durante a noite a 55°C (ou no minimo durante 6 horas) num bloco
térmico (Star Lab, Chennai, india). Cada um dos reagentes tem uma funcio especifica: o
tampao SE contém agentes quelantes que se ligam a cofatores de nucleases para evitar a
degradacdao do DNA por estas enzimas, o SDS é um detergente que dissolve a membrana

celular e desnatura as proteinas e a proteinase K digere proteinas (115).

Para a precipitacao de proteinas adicionaram-se 3 mL de NaCl saturado (6M) e incubou-se
novamente a solucao a 55°C durante 10 minutos. Em seguida agitou-se no vortex durante 25
segundos, aos quais se seguiu uma centrifugacdo a 4000 rpm, durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

Com vista a precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi descartado para um novo tubo de
centrifuga de 50 mL tendo-se adicionado ao mesmo etanol a 100%, perfazendo duas vezes o
volume do sobrenadante. Como o DNA é insolivel no etanol, quando este reagente é
adicionado e apo6s diversas inversdes ao tubo de centrifuga as moléculas de DNA agregam-se
formando um novelo. Centrifugou-se a 4500 rpm, durante 5 minutos a 4°C e posteriormente
rejeitou-se o sobrenadante observando sempre o sedimento de DNA no fundo do tubo de
centrifuga. Seguidamente efetuou-se lavagem do DNA adicionando 10 mL de etanol a 70% e
centrifugando a 4500 rpm, durante 5 minutos a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e
transferiu-se com a ajuda de uma ponta estéril o sedimento de DNA para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, ficando este a secar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
O sedimento de DNA foi reidratado com 1 mL de tampao TRIS-EDTA (TE) (acido
etilenodiamino tetra-acético de tris) e mantido em agitacdo lenta e permanente durante a
noite a temperatura ambiente. A concentracdo e o grau de pureza do DNA foram
determinados através da medicdo da densidade 6tica de cada amostra por espectrofotometria
ultravioleta, usando comprimentos de onda de 260 e 280 nm (NanoPhotometer
Spectrophotometer B-80-3004-33, Implen GmbH, Munich, Germany). O DNA absorve a
comprimentos de onda de 260 nm e as proteinas a 280 nm, assim, uma amostra de DNA puro

(sem contaminacao por proteinas ou RNA) tem um racio Ayg/Ayg entre 1,8 e 2,0.

Finalmente, o DNA foi armazenado a -80°C. Para uso corrente, procedeu-se a diluicao de
parte do DNA em TE com uma concentracao de 100 ng/pl num volume de 200 pl que ficou

armazenado a -20°C.
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2.2.2 Reacao de polimerizacdao em cadeia (PCR)

A obtencao de uma grande quantidade de fragmentos de DNA especificos é uma ferramenta
indispensavel em biologia molecular. A reaccdo de polimerizacdao em cadeia (PCR) é uma
técnica de amplificacdo enzimatica que pode ser utilizada, quando as sequéncias de
nucleotidos nas extremidades de uma regido particular de DNA sao conhecidas, por forma a

obter uma amplificacdo exponencial de um fragmento especifico de DNA (116, 117).

Os pacientes foram rastreados para os principais genes relacionados com o eixo hipotalamo-
hipofise-gonadas, KAL1, FGFR1, FGF8, PROK2, PROKR2, CHD7, GNRH1, GNRHR, KISS1R, TAC3
e TACR3. Foram amplificados os exdes, os limites intrao/exao e as regides promotoras de
cada um dos genes mencionados, sendo que, os oligonucleotidos e as condicdes otimizadas de
funcionamento se encontram descritos no Anexo |. Todos os exdes foram amplificados com a
Taq (Thermus aquaticus) polimerase (Dream Taq Green DNA, ThermoScientific, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). Numa reacao de 25 pL foram adicionados cerca de 100 ng de
DNA genomico, 0,2 mM de cada desoxinucleotido trifosfato (dNTP) (Nzytech, Lisboa,
Portugal), 0,25 pM de cada oligonucledtido, 1 U de enzima Taq (Thermus aquaticus)
polimerase e respetivo tampao contendo 1,0, 1,5 ou 2,0 mM de MgCl,, dependendo do exao e

do gene (Anexo I).

A reacdo de PCR decorreu num termociclador (T100™, Bio RAD, Hercules, CA, EUA) com um
periodo inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 95°C, seguidos de 34 ciclos em que cada um
foi composto por 30 segundos de desnaturacao a 95°C, 30 segundos de emparelhamento entre
53-60°C (Anexo ) e 30 segundos de extensao a 72°C. Decorridos os 34 ciclos, a reacao de PCR

terminou com um periodo de extensao final a 72°C, durante 10 minutos.

2.2.3 Sequenciacao do DNA

Para a analise mutacional dos genes em estudo recorreu-se a sequenciacdao. Em 1977, Sanger
et al.(118) descreveram o método de terminacao de cadeia didesoxi. A principal finalidade
deste método consiste na sintese de cadeias a partir do fragmento de DNA de interesse, que
sdo marcadas numa extremidade pela presenca de um ddNTP (2 ', 3'-didesoxinucleotidos
trifosfato) e diferem de comprimento em um nucleétido. A sintese de cadeias truncadas
ocorre devido a utilizacdo dos ddNTPs que, em contraste com os dNTPs normais, ndo possuem
um grupo 3'-hidroxilo. A auséncia deste grupo nos ddNTPs faz com que eles possam ser
incorporados numa cadeia crescente de DNA através de uma polimerase de DNA, contudo,
uma vez incorporados nao podem formar uma ligacao fosfodiéster com o nucleotido seguinte,
levando a terminacao da sintese da cadeia. Procede-se a electroforese destas cadeias para

determinar a sequéncia de bases no DNA. Atualmente este processo esta facilitado pela
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utilizacdo de equipamentos de sequenciacdao automatica de DNA. Estes equipamentos
possuem detetores de fluorescéncia que conseguem distinguir os quatro marcadores

fluorescentes para timinas, adeninas, citosinas e guaninas (117).

A metodologia inicia-se com a desnaturacao de uma amostra de DNA de cadeia dupla para
gerar duas cadeias simples, onde um primer vai hibridar para se iniciar a reacao de
polimerizacao. Nestas reacdes, os ddNTPs, que se encontram em concentracées mais baixas
quando comparando com os dNTPs, sdao incorporados aleatoriamente nas posicoes de dNTP
correspondente, provocando a interrupcao da sintese. Como cada um dos quatro ddNTPs tem
incluido um fluorocromo especifico, torna-se possivel a identificacdo de cada fragmento
truncado apos a sua migracdo através do gel de electroforese e, como tal, a sequéncia de
DNA pode ser determinada pela ordem em que cada fragmento passa através do detetor de

fluorescéncia (117).

Antes de realizar a reacao de sequenciacao, para confirmar se ocorreu amplificacao dos
fragmentos de DNA que pretendiamos, efetuou-se uma eletroforese em gel de agarose a 1%,
tendo sido utilizados na corrida 5 pL do produto de PCR e 2 pL do marcador apropriado
(GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
Os fragmentos foram visualizados num iluminador ultra violeta (Uvitec, Cambridge, Reino
Unido) e fotografados usando o software FireReader (Version 15.15, Uvitec, Cambridge, Reino
Unido). O restante produto foi purificado enzimaticamente utilizando-se as enzimas
exonuclease | e fosfatase alcalina (EXO-SAP, Amersham Science, USB, Cleveland, Ohio, EUA).
Adicionou-se a cada amostra 0,5 pL de EXO e 1,0 pL de SAP e incubou-se durante 20 minutos a
37°C seguidos de 20 minutos a 80°C.

A preparacao das amostras de DNA a sequenciar é composta por dois passos principais:

realizacao da reacao de sequenciacao de DNA e precipitacao com etanol.

Relativamente a reacao de sequenciacao de DNA, para cada amostra foram realizadas duas
reacdes (correspondentes a cada uma das direcoes da cadeia). Cada reacdao de 11 pL foi
preparada com cerca de 14 ng de amostra de DNA, 0,25 pM do primer e 0,5 a 2,5 pL de DTCS
Quick Start Master Mix (GenomelLab, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA), dependendo do
comprimento do fragmento. Os primers utilizados para a reacao de sequenciacao foram os
mesmos utilizados na reacao de PCR. A reacao de sequenciacao decorreu num termociclador,
iniciou-se com um periodo de desnaturacdo de 5 minutos a 96°C, seguido de 30 ciclos em que
cada um foi composto por 20 segundos de desnaturacao a 96°C, 20 segundos de
emparelhamento a 55°C e 40 segundos de extensao a 72°C. Apos os 30 ciclos, decorreu um

periodo de extensao final a 72°C, durante 8 minutos.

Para a precipitacao de cada reacao de sequenciacao efetuada adicionou-se 1 pL de acetato de
sodio (3 M, pH 5,2), 1 uL de EDTA (100 mM Na,-EDTA, pH 8,0), 0,5 uL de glicogénio (20
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mg/mL) e 60 pL de etanol 95% a -20°C. Esta solucao foi centrifugada a 3000 rpm durante 30
minutos a 4°C. Para lavagem do sedimento resultante adicionaram-se 200 pL de etanol a 70%
e centrifugou-se novamente a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Retirou-se o etanol e
deixou-se secar o sedimento a temperatura ambiente. Em seguida, ressuspendeu-se cada
sedimento em 10 pL de SLS (Sample Loading Solution) e este produto foi submetido a
eletroforese num sequenciador automatico de DNA capilar (GenomeLab TM GeXP, Genetic
Analysis System, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA). O método utilizado para sequenciar
as amostras incluiu uma temperatura capilar de 50°C, uma temperatura de desnaturacao de
90°C durante 120 segundos, uma voltagem de injeccao de 2,0 kV durante 15 segundos e uma
voltagem de separacao de 4,0 kV durante um determinado periodo de tempo variavel

dependendo do comprimento do fragmento.

As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias de referéncia existentes no NCBI
usando o programa de analise GenomelLab Genetic Analysis System software (Version 10.2,
Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA).

Todas as mutacdes identificadas foram confirmadas em dois produtos de PCR diferentes e
sequenciadas nas duas direcdes do DNA Forward e Reverse. As variantes identificadas foram
designadas tendo por base a nomenclatura padrao (119). Salienta-se, que quando
encontramos alteracdo genética num determinado gene nao foi descartada a hipdtese de
existirem mais mutacdes oligogénicas, tendo-se sequenciado todos os pacientes para os

principais genes envolvidos no funcionamento do eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadas.

2.2.4 Critérios de patogenicidade

Habitualmente, a designacdo de polimorfismo refere-se a uma alteracao no DNA que esta
presente numa populacdo com uma frequéncia igual ou superior a 1% (120). O limite que
destingue variantes raras de variantes comuns difere na comunidade cientifica,
principalmente depois do aparecimento de métodos de sequenciacdo macica do DNA (Next
Generation Sequencing - NGS), sendo um valor arbitrario. Por exemplo, Frazer et al. (121)
sugerem que uma variante devera ser considerada rara quando possuir uma frequéncia alélica
<1%, enquanto que para Gorlov et al. (122), o limite sao 5%. Bodmer e Bonilla (123) usam
também um limite maximo de 1%, mas sugerem um limite inferior de 0,1% para distinguir
variantes raras de uma terceira categoria de variantes, que incluem o que eles designam de
“mutacdes claramente deletérias”. Cirulli e Goldstein (124) definem quatro categorias de
variantes com base na sua frequéncia: "muito comum", variantes com uma frequéncia entre 5
e 50%; "menos comum"”, com uma frequéncia entre 1 e 5%; “rara (mas nao privada)” com uma
frequéncia <1%, mas que ainda sdo polimdrficas em uma ou mais grandes populagoes

humanas; e "privado”, que sao restritos a pacientes e parentes imediatos.
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Com o desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciacao, mutacdées que se pensava
serem raras numa populacdo foram encontradas em frequéncias superiores a 1%, existindo
ainda uma falta de associacao de algumas mutacdes raras com doencas humanas. Ao
comparar populacdes separadas geograficamente, por vezes verifica-se que uma mutacao
causadora de doenca numa populacao é inofensiva noutra e vice-versa (125). Deste modo, nao
devemos classificar uma variante de acordo apenas com a frequéncia na populacdo, nem
apenas com a sua capacidade em causar doenca. Esta dificuldade na categorizacao das
diferentes alteracdes encontradas no DNA tornou necessario estabelecer determinados
critérios de classificacdo, de forma a manter um compromisso entre o pré e pos Next

Generation Sequencing.

Para classificarmos uma variante como patogénica tivemos em conta alguns critérios. As
variantes nonsense e frameshift exonica foram consideradas patogénicas, uma vez que levam
a formacéo de coddes de terminacdo prematuros que tornam a proteina disfuncional. Para as
restantes variantes foram consideradas patogénicas as que possuiam uma MAF (Minor allele
frequency) inferior ou igual a 1% e consideradas nefastas em pelo menos dois programas
bioinformaticos. Sempre que possivel recorremos ao MAF obtido na nossa populacdo de
controlo Portuguesa ou, em alternativa, na base de dados internacional Ensembl! (disponivel
em www.ensembl.org/). As variantes missense e in-frame aplicaram-se os programas Sift
(108), Provean (107), Polyphen (109), Mutation Taster (110) e Human Splicing Finder (112);
as variantes sinonimas aplicaram-se os programas Sift, Provean, Mutation Taster e Human
Splicing Finder; as variantes intronicas e as que se encontram em regides nao codificantes
aplicaram-se os programas Mutation Taster e Human Splicing Finder. Foram consideradas
patogénicas as variantes que resultaram em nefastas em pelo menos dois programas. Nestes
casos ainda verificamos, quando possivel, através do Mutation Taster, a conservacao dos

aminoacidos entre espécies e mapeamos as variantes no programa Pymol (111).

2.2.5 Confirmacao de mutacdes por endonucleases de restricao

A analise com endonucleases de restricdo foi usada como um método independente para
confirmacao das mutacdes detetadas pela sequenciacao de DNA. Esta analise permitiu
pesquisar se as alteracdes encontradas estariam ou nao presentes num painel de controlos
saudaveis e, se existia segregacdo das mutacdes nos familiares dos pacientes. Foi
determinado que, para detetar um polimorfismo presente em 1% da populacao, com um poder

estatistico de 80%, seria necessario analisar um minimo de 210 cromossomas (105 controlos).

Recorreu-se ao programa Nebcutter 2.0 disponivel na internet
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) para verificar se uma determinada mutacao resultou na

introducao ou eliminacao de um local de corte de uma enzima de restricao. Localizada a
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enzima de interesse, o DNA foi amplificado por reacao de PCR (como descrito no ponto 3.1.6)
e seguidamente digerido com a enzima, de acordo com as condicoes recomendadas pelo
fabricante (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA, EUA). Por fim, os fragmentos resultantes
da restricao enzimatica foram separados por eletroforese em gel de agarose entre 1 e 4% ou
acrilamida 8% e visualizados num transiluminador ultra violeta (Uvitec, Cambridge, Reino
Unido). Por vezes, ndo foi possivel encontrar uma enzima que permitisse a realizacdo de um
corte, nesses casos, construimos um primer com uma alteracdo num nucleotido, de modo a
formar um local de corte reconhecido por uma enzima de restricao. Ocorreram ainda casos
em que para além do primer alterado tivemos que desenhar um novo primer no sentido
inverso, para que as bandas produzidas pelo corte enzimatico tivessem um tamanho que
permitisse uma melhor visualizacdo (no Anexo Il encontram-se discriminados para cada

alteracao os primers utilizados com o nucleotido alterado sublinhado).

2.2.6 Confirma¢ao de mutacgodes por Allele-specific PCR

A técnica de allele-specific PCR foi usada como um método independente para confirmacao
das mutacoes detetadas pela sequenciacio de DNA, quando nao foi possivel usar
endonucleases de restricao. Para cada variante utilizou-se um par de primers que apenas
amplificasse para o alelo mutado. Um dos primers foi desenhado ficando com o nucleotido
mutado na extremidade 3’ e para criar instabilidade alterou-se mais um nucleétido na

antepenultima posicdo, a contar da extremidade 3’ (126).

Para garantir que os 200 controlos nao amplificaram para o alelo com a variante por um
defeito na reacao de PCR, foram ainda utilizados na técnica de allele-specific PCR mais um ou
dois primers cujo fragmento por eles produzido funcionasse como controlo interno da reacao
(no Anexo Il encontram-se discriminados para cada alteracdao os primers utilizados para a

técnica de allele specific PCR).

2.2.7 Clonagem com o vetor pGEM-T

Cada mutacdo frameshift heterozigotica foi confirmada por clonagem dos produtos de PCR
utilizando o Kit pGEM-T Easy Vector Systems (Promega, Madison, WI, EUA) (ver Anexo lll),

seguindo-se a sequenciacao de cada alelo.

O produto de PCR foi obtido de acordo com o ponto 3.1.6, contudo a purificacao foi efetuada
pelo método de colunas (GRS PCR & Gel Band Purification Kit, Grisp, Porto, Portugal).
Juntaram-se a 20 pL de produto PCR, 100 pL de Gel Solubilization Solution (Grisp, Porto,

Portugal). Verteu-se a mistura na coluna de silica e centrifugou-se a 13000 rpm durante 1
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minuto numa centrifuga (MIKRO 20 - Hettich, Tuttlingen, Alemanha). Acrescentaram-se 300
pL de Wash Buffer 2 (Grisp, Porto, Portugal), incubou-se durante um minuto a temperatura
ambiente, realizou-se nova centrifugacao a 13000 rpm durante um minuto, seguido de mais
trés minutos. Por fim, transferiu-se a coluna para um tubo de microcentrifuga de 1,5 pL
estéril e adicionaram-se 30 pL de Elution Buffer (Grisp, Porto, Portugal) (previamente
aquecido a 68°C). Apds incubacao de dois minutos a temperatura ambiente centrifugou-se a

13000 rpm, durante dois minutos.

Apds a purificacao do produto de PCR, realizou-se a reacao de ligacao numa proporcao de 1:3
(1 de vetor para 3 de DNA a clonar) e obteve-se através da férmula indicada pelo fabricante a
quantidade de DNA a clonar. Para cada mutacao frameshift foram testadas duas reacdes com
diferentes proporcdes de reagentes: reacao A (8 pL de tampao, 2 pL de pGEM-T, 5 pL de DNA
a clonar e 1 pL de enzima ligase) e reacao B (10 pL de tampao, 2 pL de pGEM-T, 7 uL de DNA

a clonar e 1 pL de enzima ligase).

Ambas as reacdes ficaram a incubar a temperatura ambiente durante uma hora. De seguida,
procedeu-se a transformacao de células de E.coli. (Escherichia coli) (JM109), tendo-se usado
uma aliquota (50 pL) de células competentes por cada transformacdo que se efetuou. Antes
que as células estivessem completamente descongeladas, adicionou-se a cada uma das
aliquotas de células a totalidade da reacao A e B, respetivamente. As duas reacdes (A e B)
foram incubadas no gelo durante 30 minutos, seguindo-se o choque térmico a 42°C durante 45
segundos. Posteriormente foram colocadas em gelo por dois minutos. Terminado o choque
térmico, transferiram-se as reacdes A e B para dois tubos de centrifuga (25 mL-estéril),
adicionaram-se 200 pL de LB (Luria-Bertani) sem antibiotico e colocaram-se os tubos num
agitador orbital (Agitorb 200, Aralab, Rio de Mouro, Portugal) a 37°C, 250 rpm durante duas
horas. Plaquearam-se 100 pL de cada reacao em placas de LB com agar, ampicilina (100
mg/mL), IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) (0,1 M) e X-gal (40 mg/mL) e ficaram
a incubar numa estufa (Binder, Tuttlingen, Germany) a 37°C, durante a noite. Procedeu-se a
cultura em meio liquido, transferindo-se as colonias brancas para diferentes tubos de
centrifuga esterlizados com 1 mL de LB sem agar e com 1 pl de ampicilina (100 mg/mL). Estas

culturas ficaram num agitador orbital a 37°C, 250 rpm, durante a noite.

Uma vez obtidas as diferentes culturas em meio liquido, utilizou-se o kit Wizard plus SV
Minipreps DNA purification System (Promega, Madison, WI, EUA) para purificar o DNA de
células em meio liquido. Centrifugaram-se 2 mL de cultura, durante 5 minutos, a 13.000 rpm
para obtencao do sedimento de células, retirou-se o sobrenadante, adicionaram-se 250 pL de
cell ressuspension solution e ressuspendeu-se. Em seguida, misturaram-se 250 pL de cell lysis
solution e depois de algumas inversoes a solucao ficou transparente. Juntaram-se 10 pL de
alkaline protease solution e apos incubacdao a temperatura ambiente, durante 5 minutos,
adicionaram-se 350 pL de neutralization solution. Depois de centrifugar durante 10 minutos a

13.000 rpm, o sobrenadante de cada tubo foi passado para a coluna que vem no kit e
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centrifugou-se a mesma velocidade durante 1 minuto. Descartou-se o que ficou no tubo
coletor e lavou-se a coluna com 750 pL de wash solution, colocou-se a centrifugar a
velocidade maxima (13.000 rpm) durante 1 minuto e fez-se nova lavagem com 250 pL de wash
solution com periodo de centrifugacao de 2 minutos. Transferiu-se a coluna para um novo
tubo de centrifuga de 1,5 mL e o DNA foi eluido com 100 pL de nuclease-free water por

centrifugacao a 13.000 rpm durante 1 minuto.

Para podermos observar o alelo normal e o alelo mutado das mutacdes frameshift
procedemos a aplicacdo do protocolo de sequenciacdao (ver ponto 3.1.7) com ligeiras
alteracoes: usaram-se 4 pL de Master Mix; os primers foram os que acompanhavam o Kit de
clonagem, T7 e SP6; antes da reacdo de sequenciacao o plasmideo foi desnaturado durante 2

minutos a 96°C e o periodo de extenséo final também foi aumentado para 10 minutos.

2.2.8 MLPA

Nos pacientes em que nao ocorreu amplificacao do gene KAL1 por PCR (quando repetida mais
que uma vez), aplicou-se a técnica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
para confirmar a delecdo do gene. Assim, a analise de dosagem do gene foi realizada
utilizando o Kit SALSA_ MLPA_ Probemix P018-F1 SHOX (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda),
concebido para detetar delecdes ou amplificacdes em varios genes, incluindo o KALT (exao
10). Como controlos, foram utilizadas amostras de dois homens e duas mulheres saudaveis. A
analise foi realizada de acordo com as instrucbes do fabricante. O primeiro passo desta
técnica consistiu na desnaturacdo de 5 pL de DNA genomico (50 a 250 ng) a 98°C, durante 5
minutos. Na reacao de hibridizacao adicionou-se ao DNA desnaturado 1,5 pL de tampao MLPA
e 1,5 pL de MLPA probemix. A mistura foi incubada 1 minuto a 95°C, 16 horas a 60°C e
mantida até ao proximo passo a 54°C. Cada sonda é formada por dois oligonucledtidos que
hibridizam a sequéncias alvo de DNA adjacentes e que tém de ser ligadas através de uma
reacao de ligacdo. Nesta reacdo, adicionaram-se 25 pL de agua destilada, 3 pL de Ligase
buffer A, 3 uL Ligase buffer B e 1 yL de Ligase-65 enzyme. O programa do termociclador
continuou com 15 minutos a 54°C (para que ocorresse a ligacao), seguidos de 5 minutos a
98°C (para que a enzima Ligase-65 ficasse inativa), aos quais se seguiu uma pausa nos 20°C.
Para que ocorresse amplificacdo das sondas realizou-se um PCR com: 7,5 pL de agua
destilada, 2 pL de Salsa PCR primer mix, 0,5 yuL de Salsa polymerase nas seguintes condicoes:
35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 1 minuto a 72°C, seguidos de 20
minutos a 72°C. Os produtos finais do PCR foram corridos em eletroforese capilar no
sequenciador (GenomelLab TM GeXP, Genetic Analysis System, Beckman Coulter, Fullerton,
CA, EUA) e injetou-se para cada amostra uma mistura de: 0,7 pL de produto PCR, 0,2 pL de
DNA size Standard Kit -400 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA) e 32 pL de formamida.
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Inicialmente, por analise visual, compararam-se os eletroferogramas do paciente e dos
controlos saudaveis através do programa de analise GenomelLab Genetic Analysis System
software (Version 10.2, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA). Os dados foram exportados
num formato compativel com o Excel e analisados através do programa Coffalyser.Net (MRC-
Holland, Amsterdam, Holanda), os quocientes de dosagem fornecidos iguais a 0 foram
indicativos de delecao. As amostras de DNA que evidenciaram resultados anormais foram
reanalisadas por MLPA, e apenas as que mostraram resultados consistentes nas duas

avaliacoes foram consideradas positivas para a delecao.

2.2.9 Detecdao dos limites da delecdo completa do KAL1

Para determinar os limites de uma delecao foram realizadas reacées de PCR utilizando
sempre que possivel primers que delimitam microssatélites ao longo da regiao de interesse
(127). Quando na impossibilidade de o fazermos, foram desenhados primers no programa

informatico Primer3Plus (128) para amplificacdo de outras regioes de DNA.

Inicialmente foram pesquisados os microssatélites que flanqueavam o gene KAL7 contudo,
quando estes nao se encontravam presentes, foram testados outros microssatélites em
regides sucessivamente mais afastadas até identificar os microssatélites presentes. As reacoes
de PCR foram sendo efetuadas de modo a existir uma aproximacao aos limites da delecao,

dependendo se ocorria ou ndao amplificacao das zonas flanqueadas pelos primers

2.2.10 Construcao de uma base de dados de muta¢des no gene
FGFR1

A base de dados com todas as mutacdes publicadas no gene FGFR1, desde a sua identificacao
como associado ao HHI em 2003 até ao presente, foi elaborada através da pesquisa na base de
dados de literatura do NCBI (National Center for Biotechnology and Information) PubMed para
artigos em Inglés, usando as palavras-chave “FGFR1” e “mutation”. No total, obtiveram-se 46
artigos com analise de mutagdes e com pelo menos uma mutacao de linha germinativa. Estes
artigos foram analisados com o intuito de verificar se haveria duplicacao de dados, assim,
familias que haviam sido incluidas em estudos de mutagdes anteriores foram excluidas da
analise. Cada mutacao publicada foi verificada quanto a sua precisdao por comparacao com a
sequéncia normal do gene FGFR1. Os erros devido a atribuicdao incorreta de nimeros de
nucleotidos, ou coddes, ou erros de traducdo entre codao e residuos de aminoacidos, foram
corrigidos sempre que possivel. As mutacdes descritas na literatura apenas ao nivel do

aminoacido foram também descritas ao nivel nucleotidico, sempre que foi possivel prever a
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base alterada usando o codigo genético. Ao existir mais que uma mudanca de nucledtido
possivel para explicar a alteracdo de aminoacido, ou quando outras alteracdes foram
ambiguas, a mutacdo precisa foi considerada nao especificada. Sempre que necessario, a
numeracao de cada nucledtido foi alterada para cumprir as recomendacdes da nomenclatura
de mutacdes (119), onde o nucledtido +1 foi considerado o A do codao de iniciacdo de
traducado ATG. As variacdes encontradas foram descritas em relacdo a sequéncia de referéncia
cDNA (DNA complementar) do FGFR1 (nimero de acesso do GenBank NM_023110.2). Para
comprovar que a nomenclatura usada para designar as mutacdes estava correta utilizou-se o

programa informatico Mutalyzer (https://mutalyzer.nl/) (119).
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3.Resultados
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3.1 Identificacdo de variantes patogénicas em

pacientes com HHI

No decorrer do capitulo dos resultados a designacdo dada as diferentes familias refere-se ao

ndmero do caso index da base de dados laboratorial.

Na Tabela Il encontram-se apenas as alteracdes consideradas patogénicas detetadas no DNA
de 30 das 50 familias. No Anexo IV, estdao descritas todas as alteracdes detetadas no DNA de
50 familias, desde polimorfismos bastante comuns a variantes raras ou mesmo ainda nao
descritas. Dos pacientes presentes na Tabela Il e no Anexo IV, os nimeros 3329/3328;
5102/6999; 5191/6896; 6980/6981; 6776/6952 e 5404/5405/5406 representam conjuntos de

irmaos.
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Tabela Il. Resumo das variantes genémicas consideradas patogénicas, descritas ao nivel do nucleétido e presentes em 30 dos 50 pacientes em estudo.

6€

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
2520 c.2155A>G
(Het)
(0/420
alelos PT)
2594 ¢.307T>A (Het) MAF
0.9% (A) ;
2661 c.2185A>G (Het) MAF c.803G>A
0.1% (G) (Het) (0/402
alelos PT)
3329 ¢.1961dup
A (Het)
(0/418
alelos PT)
3328 - ¢.1961dup
A (Het)
(0/418
alelos PT)
5070 c.600C>T ¢.8355C>T (Het) MAF c.528G>C
(Het) MAF 0.02% (T) (0/408 alelos (Het) (0/416
0.4% (T) PT) alelos PT);
5102 c.542-1G>C ¢.7579A>C (Het) MAF
(Hem) (0/406 0.05% (C)
alelos PT)
6999 c.542-1G>C
(Hem) (0/406
alelos PT)
5136 c.177C>T ¢.5561A>G (Het) (0/404
(Het) MAF alelos PT)
0.02% (T)
(0/414
alelos PT)
5139 ¢.307T>A (Het) MAF
0.9% (A); ¢.2708A>C
(Het) (0/402 alelos PT)
5140 €.5211-251C>A (Het)
MAF 0.5% (A)
5164 ¢.6194G>A (Het) (0/414

alelos PT)




04

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5174 c.287C>G
(Het)
(0/406
alelos PT)
5178 ¢.1163G>A (Het) (0/406
alelos PT);
5184 c.95dupA
(Het)
(0/404
alelos PT)
5185 €.6216C>G (Het) MAF
0.05% (G)
5190 ¢.600C>T
(Het) MAF
0.4% (T)
5191 c.802C>T
(Het) MAF
1.2% (T)
(1/404
alelos PT -
0.25%)
6896 - - - - - - - - - - c.802C>T
(Het) MAF
1.2% (T)
(1/404
alelos PT —
0.25%)
5196 c.401T>G (Het) c.238C>T
MAF 0.05% (G) (Het) (0/400
(0/406 alelos alelos PT)
PT)
5268 €.2262G>A
(Het) MAF
0.8% (A)
5406 ¢.1536A>G (Het) MAF
0.2% (G)
5404
5405
5915 ¢.2067G>A (Het) MAF

0.2% (A) ; c.5404+40G>A




(3%

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
(Het) MAF 0.1% (A)
5943 c.1677G>A (Het) (0/412
alelos PT)
6024 c.1057G>A
(Het)
(0/402
alelos PT)*
6130 c.582G>A
(Het)
MAF
0.14% (A)
(0/420
alelos PT)
6178 ¢.1018A>G (Het) MAF
0.3% (G)
6263 €.2262G>A c.847T>C c.445C>T (Het)
(Het) MAF (Hom) (0/414 (0/402 alelos
0.8% (A) alelos PT) PT)
6776 Delegdo
completa
KAL1
6980 ¢.317A>G (Het)
MAF 0.2% (G)
(2/438 alelos PT
—-0.5%);
€.937_947delTT
TTTAAACCC
(Het) (0/414
alelos PT)
6981 ¢.317A>G (Het)
MAF 0.2% (G)
(2/438 alelos PT
—-0.5%);
c.937_947delTT
TTTAAACCC
(Het) (0/414
alelos PT)
7039 C.243G>A
(Het)
MAF




Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
0.04% (A)
7074 c.571C>T
(Hem) (0/84
alelos PT)
7081 c.12G>T €.3245C>T (Het) (0/412 c.802C>T
(Het) alelos PT) (Het) MAF
(0/410 1.2% (T)
alelos PT) (1/404
alelos PT -
0.25%)

Os nucleotidos foram numerados de acordo com as sequéncias de referéncia para cada gene: KAL1 (NM_000216.2); FGFR1 (isoforma lllc- NM_023110.2, isoforma Illb-
FJ809917); FGF8 (NM_033163.3); CHD7 (NM_017780.3); PROK2 (NM_001126128.1); PROKR2 (NM_144773.2); KISS1R (NM_032551.4); TAC3 (NM_013251.3); TACR3
(NM_001059.2); GNRH1 (NM_000825.3) e GNRHR (NM_000406.2). Het- variante encontrada em heterozigotia; Hom- variante encontrada em homozigotia; Hem- variante
encontrada em hemizigotia. MAF- Minor Allele Frequency disponivel em www.ensemble.org (Ensembl Archive Release 79- Marco 2015) para o total da populacao. As
variantes ¢.2053_2058dupGCAAAA, c.2239-109G>A, c.2614-14delT, c.5894+32C>G, c.8076+163_8076+166dupATCA e c.*127delA presentes no gene CHD7, possuem uma MAF
disponivel em www.ensemble.org (Ensembl Archive Release 80- Maio 2015). Quando possivel, apresenta-se a frequéncia alélica para a populacao Portuguesa (PT), calculada
neste trabalho a partir de controlos saudaveis. Nos casos em que a variante nunca foi descrita, apresenta-se, apenas quando possivel, a frequéncia na populacao
portuguesa. *presente na isoforma llib.
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3.1.1 Variantes patogénicas no gene KAL1

Foram identificadas quatro variantes raras no gene KAL1 (com uma frequéncia inferior a 1%-
Anexo V), que incluem, uma delecdo completa do gene, uma variante nonsense [c.571C>T
(p-R191X)] e duas variantes intronicas [c.542-1G>C, c.1449+98A>G].

Como a delecdo e a variante nonsense podem ser consideradas patogénicas, os programas
bioinformaticos, para prognostico do impacto funcional na proteina, foram aplicados apenas
as variantes intronicas. Deste modo, para a variante c.542-1G>A, evidenciaram efeito
patogénico duas das ferramentas bioinformaticas aplicadas. Uma vez que esta variante se
situa num acceptor splice site, prevé-se que promova alteracdes ao nivel do splicing do RNA
(Tabela Ill). No mesmo paciente, foi ainda identificada uma outra variante rara no intrao 10
(c.1449+98A>G) mas cujo impacto funcional nao foi considerado significativo, uma vez que

nao foi previsto como nefasto por dois programas bioinformaticos.

Tabela lll. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene KAL1, usando diferentes
ferramentas de bioinformatica.

< Mutation - .
Mutacao Taster 2 Human Splicing Finder
€.542-1G>C Disease causing Alteration of the wild type acceptor
’ (1.000) site, most probably affecting splicing.
Activation of an intronic cryptic
Polvmorohism acceptor site. Activation of an intronic
€.1449+98A>G )IO 99%) cryptic donor site. Creation of an

intronic ESE site. Potential alteration of
splicing.

2 0 valor de probabilidade é a probabilidade da previsao, um valor proximo de 1 indica um elevado grau
de seguranca da previsao.

Apds aplicacdo dos critérios de patogenicidade, foram consideradas como nefastas trés
variantes, em pacientes distintos: a variante intrénica c.542-1G>C que se localiza no intrao 4,
a mutacao nonsense [c.571C>T (p.R191X)] no exao 5 e a delecao total deste gene (Figura 5).
A variante c.542-1G>C é nova e a nonsense foi anteriormente descrita como mutacdo por
Oliveira et al. (29). No despiste efetuado as variantes ¢.571C>T e ¢.542-1G>C, em controlos
normais, nao se detetaram mais individuos com esta alteracdo (0 alelos em 84 e 0 alelos em

406, respetivamente) (Figura 6).
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A €.542-1G>C  ¢.571C>T

| | | | \I | | | | | | | l | |
[Exges: 1| 2 | 3 4 [ s | 6 | 7 |8 ]9]10] 1 [12] 13| 14 |
B
—@@ FNII FNII ENII FNII @
R191X

Figura 5. Gene KAL1 e proteina. A, Localizacao das variantes no gene. B, Localizacdo da mutacao R191X
na proteina. CYS- dominio rico em cisteinas no terminal amino; WAP- whey acidic protein (WAP)-like
domain; FNIII- dominio de fibronectina tipo Ill e H- dominio rico em histidinas no terminal carboxilo.

A
Familia 5102 Familia 7074
c.542-1G>C c.571C>T, p.R191*
(intron 4) (exon 5)
| 1
! o gAM
1 2 3 4 5
1
B .
. /A
Fa Do N AN A
VAV S AV S &
TCAGGTG TTACGAT
AR
A ~
// k x/ \\ A e 4\/?)’?\;;;/“ Q\x;\
TCACGTG TTATGAT
C
267 bp 267 bp
239 bp 223 bp

-2 -4 w1 m-2 cC C C

Figura 6. Identificacdo de mutacdes no gene KALT em familias afetadas. A- Heredogramas das familias
afetadas e nomenclatura das mutacées ao nivel do nucledtido e da proteina. Os simbolos preenchidos
representam pacientes com SK (familia 7074) ou com HH normédsmico (familia 5102), setas indicam casos
index, simbolos sem preenchimento representam familiares nao afetados, simbolos ndo preenchidos com
ponto negro representam familiares nao afetados portadores da mutacdo, simbolos sem preenchimento
com um ponto de interrogacao representam individuos ndo estudados, quadrados simbolizam homens,
circulos simbolizam mulheres e linhas obliquas sobre os simbolos representam familiares falecidos. B-
Analise de sequenciacdo de DNA de individuos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posicdo das
mutacgdes € indicada por asteriscos. Todos os pacientes sdo hemizigoticos para os nucledtidos mutados.
C- Confirmacao das mutacdes por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de
digestao enzimatica (EcoNl) e allele-specific PCR, respetivamente. As bandas correspondem a familiares
representados em A e controlos normais (C).
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A auséncia de amplificacdo dos 14 exdes do KAL1, apds diversas tentativas, em contraste com

0 DNA controlo, fez-nos suspeitar de uma delecao total deste gene no paciente 6776. Assim,

fomos confirmar esta delecdo através da técnica de MLPA. Na figura 7, o pico de 237 pb

corresponde a sonda do KAL1, e é possivel observar que a altura do sinal do controlo feminino

quase duplica a altura do marcador de 240 pb (pares de bases), indicando a presenca de dois

alelos. Por comparacao visual verifica-se que a mae possui apenas um alelo com o gene KALT,

pois a altura é de aproximadamente metade da que possui o marcador para 240 pb. Ja o pai,

por ser caridtipo XY possui uma altura de sinal idéntico ao da mae. Os dois filhos revelaram

delecdo do gene KAL1, uma vez que nado se observa qualquer pico correspondente a amostra.
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Figura 7. Resultado da técnica de MLPA aplicada ao paciente com delecdo no gene KALT e restante
familia. As setas pretas indicam o sinal da amostra para os 237 pb que corresponde a sonda do KAL1. A-
Controlo feminino, B- Mae, C- Pai, D- Paciente e E- Irmao.
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Figura 7 (Cont.). Resultado da técnica de MLPA aplicada ao paciente com delecdo no gene KALT e
restante familia. As setas pretas indicam o sinal da amostra para os 237 pb que corresponde a sonda do
KAL1. A- Controlo feminino, B- Mae, C- Pai, D- Paciente e E- Irmao.
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Figura 7 (Cont.). Resultado da técnica de MLPA aplicada ao paciente com delecdo no gene KALT e
restante familia. As setas pretas indicam o sinal da amostra para os 237 pb que corresponde a sonda do
KAL1. A- Controlo feminino, B- Mae, C- Pai, D- Paciente e E- Irmao.

47



Com vista a detecao dos limites da delecao, tentaram-se amplificar diversos microssatélites,
assim como, outros fragmentos delimitados por primers ao longo do cromossoma X. Assumiu-
se que, determinada regiao de DNA estava ausente sempre que nao ocorria amplificacao do
microssatélite/fragmento de DNA e ocorria amplificacdo do controlo positivo. Deste modo,
verificou-se a auséncia de diversos genes a partir do KALT em direcao ao teléomero,
nomeadamente os genes VCX3B, VCX2, PNPLA4, VCX, STS, HDHD1, VCX3A e o NLGN4X,

estimando-se um tamanho de delecao entre 4,7 e 5,0 Mb (Figura 8).

Genes: <VCX3B PNPLA4 > HDHD1 >
KAL1> VCX2>  <VCX <STs VCX3A > NLGN4X >
Microssatélites: ~ DXF22S2 G42691  DXS9745 DXS1130 DXS7979 GDB359827 DXS6726
*) ©) ©) 0 ) ) *)

1 Mb

Figura 8. Localizacao dos genes deletados (VCX3B, VCX2, PNPLA4, VCX, STS, HDHD1, VCX3A e NLGN4X)
no paciente 6776 e microssatélites usados (DXF2252, G42691, DXS9745, DXS1130, DXS57979, GDB359827 e
DXS6726) para detecao dos limites da delecao. +: presente; -: ausente; Mb: megabase.

3.1.2 Variantes patogénicas no gene FGFR1

No gene FGFR1 foram identificadas 12 variantes raras (com uma frequéncia inferior a 1%-
Anexo V), que incluem, duas mutacdes frameshift [c.95dupA (p.P33Afs*17) e c.1961dupA
(p.Y654%)], quatro missense [c.12G>T (p.W4C); c.287C>G (p.S96C); c.1057G>A (p.A353T) e
€.2155A>G (p.M719V)], trés sinénimas [c.177C>T (p.D59D); c.600C>T (p.D200D) e c.2262G>A
(p.L754L)] e trés intronicas [c.359-4A>G; c.449-25G>C e c.1082-13C>T]. Todas as variantes
detetadas, com excecdao das alteracoes frameshift, foram submetidas a analise
bioinformatica. Esta revelou alteracdes na funcdo proteica em sete variantes, evidenciando
efeito patogénico em pelo menos dois dos programas aplicados. Das sete variantes previstas
como patogénicas, quatro sdao missense (W4C, S96C, A353T, M719V) e trés sdo sinonimas
(D59D, D200D e L754L). As duas mutacdes sinonimas D200D e L754L, estdo presentes cada
uma em dois doentes, o que juntamente com as duas mutacdes frameshift perfaz um total de
11 mutacdes patogénicas. Das nove variantes distintas, seis sao passiveis de promover

alteracoes no padrao de splicing (Tabela IV).
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Tabela IV. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene FGFR1, usando diferentes

ferramentas de bioinformatica.

Mutation Taster Human Splicing

= sfe A b c
Mutacéo Sift Provean PolyPhen d Finder
Activation of an exonic cryptic
c.12G>T Damaging Neutral P0551b'ly Disease causing d(?nor s1t§. Creation .Of an
WAC (0.005) (-1.100) damaging (0.999) exonic ESS site. Alteration of an
P : : (0.635) : exonic ESE site. Potential
alteration of splicing.
c.177C>T Tolerated Neutral Disease causing A(itr:fat;?:nO(Ifa:neex)?;r:iccEl-:SSSEsgfe.
p-D39D (1.000) (0.00) (1.000) Potential alteration of splicing.
Probabl No significant splicing motif
c.287C>G Damaging Deleterious dama iny Disease causing alteration detected. This
p.596C (0.001) (-3.143) 0 92’3)g (0.999) mutation has probably no
’ impact on splicing.
No significant splicing motif
Polymorphism alteration detected. This
€.359-4A>G (0.999) mutation has probably no
impact on splicing.
Polymorphism Creation of an intronic ESE site.
€.449-25G>C (0.999) Potential alteration of splicing.
c.600C>T Tolerated Neutral Disease causing  Alteration of an exonic ESE site.
p.D200D (0.461) (0.00) (1.000) Potential alteration of splicing.
. . Probably . . . . .
c.1057G>A Damaging Deleterious damagin Disease causing Creation of an exonic ESS site.
p.A353T (0.004) (-2.808) © 939)g (0.999) Potential alteration of splicing.
No significant splicing motif
Polymorphism alteration detected. This
c.1082-13C>T (0.999) mutation has probably no
impact on splicing.
c.2155A>G Damaging Deleterious Probat?ly Disease causing Creat19n of an exom.c ESS 51t'e.
M719V (0.001) (-3.378) damaging (0.999) Alteration of an exonic ESE site.
P- ’ ’ (0.995) ’ Potential alteration of splicing.
Activation of an exonic cryptic
acceptor site, with presence of
C.2262G>A Tolerated Neutral Disease causing ;.?E(s)r ??;:t?;ﬁp;ca';rz:s:ic
p.L754L (1.000) (0.00) (1.000) P ’

ESS site. Alteration of an exonic
ESE site. Potential alteration of
splicing.

@ 0 resultado do programa € um valor que varia de 0 a 1. A alteracdo do aminoacido tem uma previsao
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; ° Se o
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevé-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious”, se
o valor for acima deste limite, prevé-se que a variante tenha um efeito “neutral’; © A mutacao é
classificada como “probably damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.85, “possibly
damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.15 e as restantes mutacoes sao classificadas como
“benign”; ¢ O valor de probabilidade é a probabilidade da previsao, um valor proximo de 1 indica um

elevado grau de seguranca da previsao.
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As variantes frameshift e missense sao variantes novas. As variantes P33Afs*17, S96C e D200D
localizam-se no exao 3 e as variantes W4C, D200D, Y654*, M719V e L754L localizam-se nos
exoes 2, 5, 14, 16 e 17, respetivamente (Figura 9). Salienta-se ainda que a alteracao A353T
esta presente no exao 8A, resultante de splicing alternativo, sendo exclusiva da isoforma Illb
(Figura 9). Para as variantes em que se efetuou o despiste em aproximadamente 200
controlos normais (400 alelos), nao foram encontrados mais individuos com as mesmas
alteracbes. Verificou-se a existéncia de penetrancia incompleta em pelo menos quatro
familias 7081, 5184, 6024 e 5136 (Figura 10), uma vez que os progenitores possuem a

variante, apesar de, aparentemente possuirem um fendtipo normal.

A D59D
wa4c $96C D200D * M719V
v vV v \%
Exdes:5’UTR 1 |2 | 3 |a] 5 |6 | 7 |saB| 9 |10 |11 ]12]| 13 |14 |15 16 |17] 18 | 3ruTR 1
1 T — T T T L T 1 T T
A A A
Q32QfsX49 Y654XfsX654  L754L

Igllib/c

AB CHD HBS 255 357 ™ M NB KI PLC site
121 127133 | 166-177 377-397 484-492 582-596 766 822

151-170

Figura 9. Gene FGFR1 (A) e proteina (B). O dominio extracelular apresenta o péptido sinalizador (SP-
aminoacidos: 1-21), trés dominios de imunoglobulina (Igl- aminoacidos: 25-119, Igll- aminoacidos: 158-
246 e Iglll- aminoacidos: 255-357), uma caixa acidica (AB- aminoacidos: 127-133), dominio homologo da
molécula de adesdo celular (CAM) (CHD- aminoacidos: 151-170) e um local de ligacdo para
proteoglicanos de sulfato de heparina (HBS- aminoacidos: 166-177). O dominio intracelular compreende
um dominio justamembranar (JM); um dominio tirosina cinase (aminoacidos: 478-767; dois dominios
cinase TK1 e TK2- separados por uma pequena insercao cinase (KI- aminoacidos: 582-596), o dominio de
ligacdo nuclear (NB- aminoacidos: 484-492), o local de interacdo com o PLC gama (PLC- aminoacidos:
766) e um terminal C. Entre os dominios extracelular e intracelular encontra-se o dominio
transmembranar (TM- aminoacidos: 377-397). Os tridngulos pretos correspondem a mutacoes frameshift
enquanto os triangulos brancos correspondem a mutacdes missense. * Mutacdo encontrada no exao 8A
localizado na isoforma llIb. Reproducao autorizada, com adaptacao (129).
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Familia 7081 Familia 5184 Familia 5136 Familia 5174
¢.12G>T (exdo 2) ¢.95dupA (ex&o 3) c.177C>T (exao 3) €.287C>G (exé&o 3)
p.W4C p.P33Afs*17 p.D59D p.S96C
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p.D200D p.D200D p.A353T p.Y654*
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-1 12 1I-k1 C -1 12 € C

Figura 10. Identificacdo de variantes no gene FGFR1 em familias afetadas. A, A’, A’’- Heredogramas
das familias afetadas e nomenclatura das mutacdes ao nivel do nucledtido e da proteina. Os simbolos
preenchidos representam pacientes com SK (familias 5136, 5174, 3329, 2520, e 5268) ou com HH
normoésmico (familias 7081, 5184, 5070, 5190, 6024, e 6263), setas indicam casos index, simbolos sem
preenchimento representam familiares nao afetados, simbolos ndao preenchidos com ponto negro
representam familiares ndo afetados portadores da mutacao, simbolos sem preenchimento com um
ponto de interrogacdo representam individuos nao estudados, quadrados simbolizam homens, circulos
simbolizam mulheres e linhas obliquas sobre os simbolos representam individuos falecidos. B, B’, B’’-
Analise de sequenciacdo de DNA de individuos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posicao
das mutacoes é indicada por asteriscos. Todos os pacientes sdo heterozigoticos para os nucleétidos
mutados. No caso das mutacgdes frameshift (familias 5184 e 3329), apenas esta representado o alelo
mutado clonado. C, C’, C’’- Confirmacao das mutacodes por electroforese em gel de agarose dos
fragmentos resultantes de digestdao enzimatica (Bsrl, PfIMI, FoKl, Mspl, Accl, Asel e BstUI,
respetivamente). As bandas correspondem a familiares representados em A, A’ e A’’ e controlos

normais (C).
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Familia 2520 Familia 5268 Familia 6263
€.2155A>G (ex&o 16) €.2262G>A (exdo 17) €.2262G>A (exdo 17)
p.M719V p.L754L p.L754L

7
B”
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*
A *
%&W@y Z B VAVAYAY AVATA
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S63ph e g - -
379pb |
184 pb
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Figura 10 (Cont.). Identificacdo de variantes no gene FGFR1 em familias afetadas. A, A’, A’’-
Heredogramas das familias afetadas e nomenclatura das mutacées ao nivel do nucledtido e da
proteina. Os simbolos preenchidos representam pacientes com SK (familias 5136, 5174, 3329, 2520, e
5268) ou com HH normésmico (familias 7081, 5184, 5070, 5190, 6024, e 6263), setas indicam casos
index, simbolos sem preenchimento representam familiares nao afetados, simbolos ndo preenchidos
com ponto negro representam familiares nao afetados portadores da mutacdo, simbolos sem
preenchimento com um ponto de interrogacao representam individuos nao estudados, quadrados
simbolizam homens, circulos simbolizam mulheres e linhas obliquas sobre os simbolos representam
individuos falecidos. B, B’, B’’- Analise de sequenciacao de DNA de individuos normais (em cima) e
pacientes (em baixo). A posicao das mutacdes é indicada por asteriscos. Todos os pacientes sao
heterozigoticos para os nucledtidos mutados. No caso das mutagdes frameshift (familias 5184 e 3329),
apenas estd representado o alelo mutado clonado. C, C’, C’’- Confirmacdo das mutacdes por
electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de digestao enzimatica (Bsrl, PfIMI, FoKI,
Mspl, Accl, Asel e BstUI, respetivamente). As bandas correspondem a familiares representados em A,
A’ e A’ e controlos normais (C).

A analise de conservacao de sequéncias revelou que as variantes W4C, S96C, A353T e M719V
ocorrem em aminoacidos que sdo altamente conservados em diferentes espécies de

vertebrados e invertebrados (Tabela V).
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Tabela V. Conservacao evolutiva dos aminoacidos mutados no FGFR1 em diferentes espécies, usando o
Mutation Taster.

Mutacées
w4cC S96C A353T
Espécies Codao Alinhamento Codao Alinhamento Codao Alinhamento
Humano 4 Mws WKcLLF 96 SVPADSGLYAC 353 EANQSAWLTVT
Mutado 4 MWSCKCLLF 96 svPADCGLYAC 353 EANQSTWLTVT
P.troglodytes 4 Mws WKcLLF 96 SVPADSGLYAC 353 LSHHSAwL
M.mulatta 263 LSHHSAwLTVL
F.catus 4 Mws WKy LLL 95 SVPADSGLYAC 351 LSHHSAwLT
M.musculus 4 MweWKcCcLLF 109 SI PADSGLYAC 365 LSHHSAwLTVL
G.gallus 91 AVPEDSGLYAC 349 I SHHSAWLTYV
T.rubripes 4 LWGWAGPVE 98 VELSDSGLYAC 349 FSHHSAWL
D.rerio 94 VEPTDSGLYAC 3 HSHHSAWLTVY
D.melanogaster 294 QSNSTAYLRVYV
C.elegans 498 MSMANATLTVN
X.tropicalis 4 MFSGRsLLL 95 AGPEDNGVYTC 348 | SHHSAWLTYV

Mutagao

M719V
Espécies Codao Alinhamento
Humano 719 KEGHRMDKPSN
Mutado 719 KEGHRVDKPSN
P.troglodytes 720 KEGHRMDKPSN
M.mulatta 630 KEGHRMDKPSN
F.catus 718 KEGHRMDKPSN
M.musculus 730 KEGHRMDKPSN
G.gallus 714 KEGHRMDKPSN
T.rubripes 716 MDKPST
D.rerio 706 KEGHRMDRPST

D.melanogaster 652 MSGQRMEKPAK
C.elegans 894 KEGYRMEPPHL

X.tropicalis 715 KEGHRMDKPTT

As posicdes das variantes p.S96C e p.M719V foram avaliadas através da estrutura cristalina do
FGFR1, respetivamente, do primeiro dominio de imunoglobulina (Protein Data Bank ID: 2CR3)
e do dominio tirosina cinase (Protein Data Bank ID: 3GQl) (Figura 11). O residuo Ser96 esta
localizado no interior da regido hidrofobica do dominio imunoglobulina 1 (D1) tendo uma
funcao importante na sua conformacao (Figura 11- A). O residuo M719 estad localizado na
regiao da alca que liga as a-helices, aH e aG, e portanto mantendo a integridade estrutural
do dominio tirosina cinase (Figura 11- B). Nao foi possivel realizar a analise estrutural da
variante p.W4C, pois esta localizada no péptido sinalizador que ndo faz parte da proteina
madura, nem da variante p.A353T, dado que a estrutura cristalina do dominio imunoglobulina

3 (D3) da isoforma FGFR1-Illb ainda ndo esta disponivel.
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Figura 11. Mapeamento das mutacdes missense S96C e M719V na estrutura cristalina da proteina FGFR1-
lllc. A- O residuo 596 (vermelho) esta mapeado no dominio imunoglobulina | (D1) estrutura de solucao
(Protein Data Bank ID: 2CR3). D1 esta representado a verde. O residuo 596 situa-se no nlcleo hidrofébico
do D1 estabelecendo ligacdes com os residuos hidrofébicos (V116, L51, Y99) e contribuindo para a
conformacéo terciaria deste dominio. B- O residuo mutado M719 esta mapeado no dominio tirosina cinase
do FGFR1 (Protein Data Bank ID: 3GQl). O terminal N (NT) esta representado a rosa, a kinase hinge region
é cinzenta, a alca de ativacao é amarela e o terminal C (CT) é verde. O residuo M719 pertence a alca que
conecta com as hélices aH e aG, mantendo contacto com aminoacidos hidrofobicos das hélices aH e aF
(M733, W691, V688, W737, M719, Y730).
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3.1.3 Construcao de uma base de dados de mutacées no gene
FGFR1

Até agora foram relatadas na literatura 222 mutagdes no FGFR1 (incluindo as descobertas no
presente estudo), que consistem em 145 mutacdes distintas e que estao dispersas pela
sequéncia codificadora sem hotspots mutacionais. As 222 mutacdes identificadas no gene
FGFR1 correspondem a 69,4% mutacdes missense, 11,7% frameshift (delecdes ou insercoes),
9,0% mutacoes nonsense, 8,1% mutacdes que induzem alteracdes no padrao de splicing, 1,8%

grandes delecdes ou rearranjos, 0,5% delecdes in-frame (Anexo V).

Aquando da utilizacdo do programa informatico Mutalyzer (https://mutalyzer.nl/) (119)
verificAmos que algumas mutacdes nao se encontravam bem descritas na publicacao original,
pelo que procedemos a sua conversao para a nomenclatura correta. Contudo, por vezes, o
artigo original ndao nos fornecia informacao suficiente para conseguirmos determinar com
exatidao a nomenclatura correta. Como exemplo tem-se a mutacao identificada por Bailleul-
Forestier et al. (130) c.2069T>G/L690P. Neste caso se a alteracdo nucleotidica for
efetivamente ¢.2069T>G, entdo ao nivel proteico teremos que ter a alteracao de uma leucina
no codao 690 para um triptofano (L690W) e nao para uma prolina (L690P). No entanto,
também podemos considerar que o erro nao esta no aminoacido mas sim no nucleétido e,
desse modo, para obtermos uma prolina tera que existir a alteracao no nucleotido 2069 de um
T para um C. Esta dificuldade seria ultrapassada se tivéssemos no artigo original uma imagem,
por exemplo, da sequenciacdo em que fosse visivel a sequéncia nucleotidica que abrange a
mutacao. Nos casos em que nao foi possivel atribuir a nomenclatura correta, mencionamos
que o codado se encontrava discordante relativamente ao numero de nucledtido do artigo

original e/ou a alteracao exata nao estava especificada.

3.1.4 Variantes patogénicas no gene FGF8

Foram identificadas trés variantes raras no gene FGF8 (com uma frequéncia inferior a 1%-
Anexo V), que incluem duas alteracdes intrdnicas [c.32+11C>T e c.445-35C>T] e uma
sindénima [c.52G>A (p.T194T)]. Os programas bioinformaticos aplicados a estas variantes, para
prognostico do impacto funcional na proteina, revelaram alteracées na funcdo proteica na
variante ¢.582G>A (p.T194T), evidenciando efeito patogénico em dois dos programas
aplicados. Esta alteracao esta localizada no exao 6 e é passivel de promover modificacdes do
splicing (Tabela VI) (Figura 12). Nao foram encontrados mais individuos com a mesma

alteracao no despiste efetuado em 200 controlos normais (Figura 13).
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Tabela VI. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene FGF8, usando diferentes

ferramentas de bioinformatica.

Human Splicing

Mutacéo Sift 2 Provean®  PolyPhen © Mutation Taster ¢ .
Finder
Disease causin No significant splicing alteration
c.32+11C>T g detected. This mutation has
(1.000) . -
probably no impact on splicing
i . Activation of an intronic cryptic
c.445 Polymorphism donor site. Potencial alteration
35C>T (0.999) -
of splicing.
c.582G>A Tolerated Neutral Disease causing Alteration of an exonic ESE site.
p.T194T (1.000) (0.00) (0.999) Potencial alteration of splicing.

@ O resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteracao do aminoacido tem uma previsao
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; ® Se o
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevé-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious”, se
o valor for acima deste limite, prevé-se que a variante tenha um efeito "neutral’; © A mutacdo é
classificada como “probably damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.85, “possibly
damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.15 e as restantes mtacdes sao classificadas como
“benign”; ¢ O valor de probabilidade é a probabilidade da previsdo, um valor préximo de 1 indica um

elevado grau de seguranca da previsao.

p.T194T

149

111
11 148
' // i_
Exdo Exdo Exdo Exdo Exdo
1 2 3 4 5

Figura 12. Localizacdo das variantes no gene FGF8. Os exdes estao representados com retangulos azuis e
o retangulo branco indica uma regido nao codificante. Os intrées estdo representados por linhas pretas.
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A Familia 6130
¢.582G>A (exéo 6)
p.T194T

GACNCGG

313 pb | - wisd

-1 ¢ C C

Figura 13. Identificacdo da variante T194T no gene FGF8 na familia afetada. A- Heredograma da familia
afetada e nomenclatura das mutacdées ao nivel do nucledtido e da proteina. O simbolo preenchido
representa paciente com SK, seta indica caso index, simbolos sem preenchimento representam
familiares nao afetados, simbolos sem preenchimento com um ponto de interrogacdo representam
individuos ndo estudados, quadrados simbolizam homens e circulos simbolizam mulheres. B- Analise de
sequenciacao de DNA de individuo normal (em cima) e paciente (em baixo). A posicdo da mutacao é
indicada por um asterisco. O paciente é heterozigoético para o nucledtido mutado. C- Confirmacao da
mutacao por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de allele-specific PCR. As
bandas correspondem ao paciente representado em A e controlos normais (C).

3.1.5 Variantes patogénicas no gene CHD7

No gene CHD7 foram identificadas 27 variantes raras (com uma frequéncia inferior a 1%-
Anexo IV), que incluem, dez mutacdes missense [c.307T>A (p.S103T); c.1018A>G (p.M340V*);
c.1163G>A (p.G388E); c.2185A>G (p.K729E); c.2708A>C (p.H903P); ¢.3245C>T (p.T1082l);
€.4354G>T (p.V1452L); c.5561A>G (p.D1854G); c.6194G>A (p.R2065H) e c.7579A>C
(p.M2527L)], sete sinonimas [c.1536A>G (p.P512P); c.1677G>A (p.S559S); c.2067G>A
(p.T689T); c.4437G>A (p.G1479G); c.6111C>T (p.P2037P); c.6216C>G (p.P2072P) e c.8355C>T
(p.A2785A)] e dez intrénicas [c.2239-109G>A; c.2498+70T>A; c.2613+4C>T; c.3523-67A>G;
€.5051-4C>T; ¢.5211-251C>A; ¢.5404+40G>A; ¢.5894+32C>G; ¢.5895-78G>A e ¢.7830+57C>G].

Todas as variantes foram analisadas com recurso aos programas bioinformaticos. Estes
revelaram alteracbes na funcdo proteica em 16 variantes (p.S103T, p.M340V, p.G388E,

p.P512P, p.S559S, p.T689T, p.K729E, p.H903P, p.T10821, c.5211-251C>A, c.5404+40G>A,
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p.D1854G, p.R2065H, p.P2072P, p.M2527L e p.A2785A), evidenciando efeito patogénico com

pelo menos dois dos programas aplicados. A variante S103T existe em dois pacientes, o que

perfaz um total de 17 variantes detetadas. Das 16 variantes distintas, 14 sdo passiveis de

promover alteracao no padrao de splicing (Tabela VII).

Tabela VII. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene CHD7, usando diferentes
ferramentas de bioinformatica.

Human Splicing

Mutacéo Sift ® Provean®  PolyPhen®  Mutation Taster ¢ ;
Finder
c.307T>A Damaging Neutral Benign Disease causing Creation of an exonic ESS site.
p.S103T (0.011) (-1.07) (0.050) (0.997) Potencial alteration of splicing.
Activation of an exonic cryptic
donor site. Activation of an
exonic cryptic acceptor site,
c.1018A>G Tolerated Neutral Benign Disease causing with presence of one or more
p.M340V (0.080) (-0.42) (0.000) (0.898) cryptic branch point(s). Creation
of an exonic ESS site. Alteration
of an exonic ESE site. alteration
of splicing.

Probabl No significant splicing motif
c.1163G>A Damaging Deleterious dama ].ny Disease causing alteration detected. This
p.G388E (0.001) (-3.03) 0 9§8)g (0.999) mutation has probably no impact

: on splicing.
c.1536A>G Tolerated Neutral Disease causing Alteration of an exonic ESE site.
p.P512P (1.000) (0.00) (0.999) Potencial alteration of splicing.

Activation of an exonic cryptic
acceptor site, with presence of
Cc.1677G>A Tolerated Neutral Disease causing pc?irr:i(s)r rg?ggt?gng}caﬁrzgg:ic
P.55595 (1.000) (0.00) (1.000) ESS site. Alteration of an exonic
ESE site. Potencial alteration of
splicing.

C.2067G>A Tolerated Neutral Disease causing Alteration of an exonic ESE site.
p.T689T (1.000) (0.00) (1.000) Potencial alteration of splicing.
c.2185A>G Tolerated Neutral (I;arr(:]l;al]?rl]y Disease causing Alteration of an exonic ESE site.
p.K729E (0.333) (-0.11) © 9§1)g (0.999) Potencial alteration of splicing.
i Polymorphism Creation of an intronic ESE site.
€.2239-109G>A (0.999) Potencial alteration of splicing.

Alteration of an intronic ESS
Polymorphism site. Creation of an intronic ESE

C.2498+70T>A (0.999) site. Potencial alteration of

splicing.
No significant splicing motif
Disease causing alteration detected. This
€.2613+4C>T (0.999) mutation has probably no impact
on splicing.

c.2708A>C Damaging Deleterious :arrc:]t;at;rl]y Disease causing Alteration of an exonic ESE site.
p.H903P (0.003) (-6.59) © 84gS)g (0.999) Potencial alteration of splicing.
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Human Splicing

Mutacéo Sift ° Provean®  PolyPhen ¢  Mutation Taster ¢ Fi
inder
C.3245C>T Damaging Deleterious (Egga?:ly Disease causing Alteration of an exonic ESE site.
p.T1082I (0.000) (-5.74) ( OSO)g (0.999) Potencial alteration of splicing.
Alteration of WT Branch Point.
i Polymorphism Alteration of an intronic ESS
€.3523-67A>G (0.999) site. Potencial alteration of
splicing.

No significant splicing motif
C.4354G>T Tolerated Neutral Benign Disease causing alteration detected. This
p.V1452L (0.120) (-1.65) (0.053) (0.999) mutation has probably no impact

on splicing.

No significant splicing motif
C.4437G>A Tolerated Neutral Disease causing alteration detected. This
p.G1479G (1.000) (0.00) (1.000) mutation has probably no impact

on splicing.

No significant splicing motif

i Polymorphism alteration detected. This
€.5051-4C>T (0.906) mutation has probably no impact
on splicing.

Alteration of an intronic ESS
c.5211- Disease causing site. Creation of an intronic ESE
251C>A (1.000) site. Potencial alteration of

splicing.

Alteration of an intronic ESS

Disease causing site. Creation of an intronic ESE
€.5404+40G>A (0.999) site. Potencial alteration of
splicing.
c.5561A>G Damaging Deleterious dP0551b.ly Disease causing A(ireatlgn offan exonic EESSSES]t.e'
'D1854G (0.007) (-4.09) amaging (0.999) teration of an exonic ESE site.
P (0.689) Potencial alteration of splicing.
No significant splicing motif
Polymorphism alteration detected. This
€.5894+32C>G (0.999) mutation has probably no impact
on splicing.
Activation of an intronic cryptic
Polymorphism acceptor site. Alteration of an
€.5895-78G>A )('0 99%) intronic ESS site. Creation of an
: intronic ESE site. Potencial
alteration of splicing.

No significant splicing motif
c.6111C>T Disease causing alteration detected. This
p.P2037P (0.999) mutation has probably no impact

on splicing.
Probabl No significant splicing motif

C.6194G>A Damaging Deleterious dama iny Disease causing alteration detected. This
p.R2065H (0.011) (-4.67) P 9§0)g (0.999) mutation has probably no impact

' on splicing.
€.6216C>G Tolerated Neutral Disease causing Alteration of an exonic ESE site.
p.P2072P (1.000) (0.00) (0.999) Potencial alteration of splicing.
c.7579A>C Tolerated Neutral Benign Disease causing A(itr::;;?c?no;fa:nee)(;;:iccEEsssESgtee.
p.M2527L (0.998) (-0.09) (0.000) (0.999) !

Potencial alteration of splicing.
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Human Splicing

Mutacéo Sift ° Provean®  PolyPhen ¢  Mutation Taster ¢ .
Finder
) ) ) Polymorphism Creation of an intronic ESE site.
€.7830+57C>G (0.999) Potencial alteration of splicing.
€.8355C>T Tolerated Neutral ) Disease causing Creation of an exonic ESS site.
p.A2785A (1.000) (0.00) (1.000) Potencial alteration of splicing.

@ 0 resultado do programa € um valor que varia de 0 a 1. A alteracdo do aminoacido tem uma previsao
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; ° Se o
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevé-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious”, se
o valor for acima deste limite, prevé-se que a variante tenha um efeito "neutral’; © A mutacdo é
classificada como “probably damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.85, “possibly
damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.15 e as restantes mtacdes sao classificadas como
“benign”; ¢ O valor de probabilidade é a probabilidade da previsao, um valor proximo de 1 indica um
elevado grau de seguranca da previsao.

As alteracdes G388E, S559S, H903P, T1082I, D1854G e R2065H sao novas, nao estao presentes
na populacdo controlo e juntamente com as restantes variantes encontram-se distribuidas ao
longo da proteina, nao existindo hot-spots mutacionais (Figura 14). Também no CHD7

ocorreram casos de penetrancia incompleta nas familias 5406, 7081 e 5136 (Figura 15).

G388E 55595 K729E R2065H M2527L  A2785A
i i i SNF2/Helicase N i i i

aa1 L1 o2 glicass ¢ | | |

— T T T O WPl EX

| | | | ! : p SANT s BRK1le2

! : i 6Is9 ! ! ! ~ LzD

T689T 100 \
$103T M340V P512P H903P T1082] D1854G P2072P

Figura 14. Localizacao das variantes na proteina codificada pelo gene CHD7. Chr 1 e 2- cromodominio 1
e 2; SNF2/Helicase N- Dominio formado por Sucrose non fermenting 2 e o terminal N da helicase;
DEXHc- DEAD-like helicase superfamily incluindo um dominio de ligacdo do ATP; Helicase C- terminal C
da helicase; SANT- dominio de ligacdo ao DNA; BRK 1 e 2- dominios Brahma e Kismet 1 e 2; LZD- dominio
Leucine Zipper.
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Familia 2594 Familia 5139 Familia 5139 Familia 6178 Familia 5178
¢.307T>A (ex&o 2) ¢.307T>A (ex&o 2) €.2708A>C (ex&o 10) ¢.1018A>G (exdo 2) €.1163G>A (exdo 2)
p.S103T p.S103T p.H903P p.M340V p.G388E

B
’,\\ % . /,\
| N * " ;b
\ 'Y VA L Favi / ,.A./ \A * / \\
CACNCGC CACNCGC CTCNCTA AGGNAAC
C
329pb Dl
upe - 00 - - -
1 Cc Cc ¢ 11 C C cC
A
Familia 5406 Eamilia 5943 Familia 5915 Familia 5915 Familia 2661
€.1536A>G (exdo 2) €.1677G>A (ex&o 3) €.2067G>A (ex&o 3) €.5404+40G>A €.2185A>G (ex&o 4)
p.P512P p.S559S p.T689T (intrdo 25) p.K729E
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Figura 15. Identificacdo de mutacdes no gene CHD7 em familias afetadas. A, A’, A, A’”’-
Heredogramas das familias afetadas e nomenclatura das mutagdes ao nivel do nucleétido e da proteina.
Os simbolos preenchidos representam pacientes com SK (familias 2594, 6178, 5178, 5186, 5140, 5136 e
5164) ou com HH normosmico (familias 5139, 5406, 5943, 5915, 2661, 5102, 7081, 5185, 5194 e 5070),
setas indicam casos index, simbolos sem preenchimento representam familiares ndo afetados, simbolos
nao preenchidos com ponto negro representam familiares ndao afetados portadores da mutacao,
simbolos com triangulo no centro representam individuos afetados sem a mutacdo, simbolos sem
preenchimento com um ponto de interrogacdo representam individuos nao estudados, quadrados
simbolizam homens, circulos simbolizam mulheres e linhas obliquas sobre os simbolos representam
individuos falecidos. B, B’, B’’, B’’’- Analise de sequenciacao de DNA de individuos normais (em cima) e
pacientes (em baixo). A posicdo das mutacdes é indicada por asteriscos. Todos os pacientes sao
heterozigoéticos para os nucledtidos mutados. C, C’, C’’, C’’’- Confirmacdo das mutacdes por
electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de digestao enzimatica (HindIlI-G388E, Mnll-
H903P, Rsal-V1452L, Apal-D1854G, BstUI-R2065H e Mspl-A2785A) e allele-specific PCR (Ser559Ser,
Thr1082Ile e c.7830+57C>G). As bandas correspondem a familiares representados em A e controlos
normais (C).
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A’ Familia 5102 Familia 7081 Familia 5140 Familia 5136
€.7579A>C (exao 34) €.3245C>T (exdo 13) ¢.5211-251C>A c.5561A>G (exdo 27)
p.M2527L p.T1082| (intrdo 23) p.D1854G
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Figura 15 (Cont.). Identificacdo de mutacées no gene CHD7 em familias afetadas. A, A’, A’’, A’”’-
Heredogramas das familias afetadas e nomenclatura das mutacgoes ao nivel do nucleétido e da proteina.
Os simbolos preenchidos representam pacientes com SK (familias 2594, 6178, 5178, 5186, 5140, 5136 e
5164) ou com HH normésmico (familias 5139, 5406, 5943, 5915, 2661, 5102, 7081, 5185, 5194 e 5070),
setas indicam casos index, simbolos sem preenchimento representam familiares ndo afetados, simbolos
nao preenchidos com ponto negro representam familiares nao afetados portadores da mutacao,
simbolos com triangulo no centro representam individuos afetados sem a mutacdo, simbolos sem
preenchimento com um ponto de interrogacdo representam individuos nao estudados, quadrados
simbolizam homens, circulos simbolizam mulheres e linhas obliquas sobre os simbolos representam
individuos falecidos. B, B’, B’’, B’’’- Analise de sequenciacao de DNA de individuos normais (em cima) e
pacientes (em baixo). A posicdo das mutacdes é indicada por asteriscos. Todos os pacientes sao
heterozigoéticos para os nucledtidos mutados. C, C’, C’’, C’’’- Confirmacdo das mutacdes por
electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de digestao enzimatica (HindIlI-G388E, Mnll-
H903P, Rsal-V1452L, Apal-D1854G, BstUI-R2065H e Mspl-A2785A) e allele-specific PCR (5559S, T10821 e
€.7830+57C>G). As bandas correspondem a familiares representados em A e controlos normais (C).
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A analise de conservacao revelou que, a excecao da variante G388E, as restantes variantes

missense ocorrem em aminoacidos que sdao altamente conservados nas diferentes espécies

(Tabela VIII).

Tabela VIIl. Conservacao evolutiva dos aminoacidos mutados no CHD7 em diferentes espécies, usando o

Mutation Taster.

Mutacées

S103T M340V G388E
Espécies Codao Alinhamento Codao Alinhamento Codao Alinhamento
Humano 103 LASPHSQYHTP 340 NNTPMNQSVP 388 PSQPQGTYASP
Mutado 103 LASPHTQYHTP 340 NNTPVNQSVP 388 PSQPQETYASP
P.troglodytes 103 LASPHSQYHTP 340 NNTPMNQSVP 388 PSQPQETYASP
M.mulatta 103 LASPHSQYHTP 340 NNTPMNQSVP 388 PSQPQETYASP
F.catus
M.musculus 103 LASPHSQYHTP 334 NSTPMNQsSVP 382 PSQPQETYASP
G.gallus
T.rubripes
D.rerio 104 MSSPHSRYHGA 349 TSSNSNPNAP 402 AQPQGsyssvp
D.melanogaste
r
C.elegans 235 PHSQQQ 509 NPYAQQQQ 544 PHQHQQPASVP
X.tropicalis 43 I ASPHSQYHNT 275 NNTPMTPSVP 323 PSQPQGTYASP

Tabela VIII (Cont.). Conservacao evolutiva dos aminoacidos mutados no CHD7 em diferentes espécies,
usando o Mutation Taster.

Mutacées

K729E H903P T1082I
Espécies Codao Alinhamento Codao Alinhamento Codao Alinhamento
Humano 729 NSDLDKTPPPS 903 GEPVTHYLVKW 1082 FHAI I TTFEMI
Mutado 729 NSDLDETPPPS 903 GEPVTPYLVKW 1082 FHAI Il TFEMI
P.troglodytes 729 NSDLDKTPPPS 903 VTHYLVKwW 1082 I TTFEMI
M.mulatta 729 NSDLDKTPPPS 903 VTHYLVKwW 1082 I TTFEMI
F.catus
M.musculus 719 NSDLDKTPPPS 893 PVI HyLvkw 1072 I TTFEMI
G.gallus 141 PVTHYLVKW 320 FHAI I TTFEMI
T.rubripes
D.rerio 779 TsbvEKTPPQS 947 GELVTLYLVKW 1126 FHAVI TTFEMI
D.melanogaster 1754 QSETVKTEENS 1962 GETTKHYLVKW 2143 FNVLI TTFEMI
C.elegans 958 sDDEDKI DTPA 1135 GQEFV- -LI KW 1311 I DALI TTFETV
X.tropicalis 655 PLDLDKTPPPS 830 GEPVCHYLVKW 1009 FHAI I TTFEMI
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Tabela VIII (Cont.). Conservacao evolutiva dos aminoacidos mutados no CHD7 em diferentes espécies,
usando o Mutation Taster.

Mutacées

D1854G R2065H M2527L
Espécies Codao Alinhamento Codao Alinhamento Codao Alinhamento
Humano 1854 DREDEDPEYKP 2065 LRKI REQV 2527 DLLFMSHKRT
Mutado 1854 DREDEGPEYKP 2065 LRKI HEQV 2527 DLLFLSHKRT
P.troglodytes 1854 DREDEDPEYKP 2065 LRKI REQV 2527 DLLFMSHKRT
M.mulatta 1856 DREDEDPE 2067 LRKI REQV 2529 DLLFMSHKRT
F.catus
M.musculus 1844 DREDEDPEYKP 2055 LRKI REQV 2516 DLLFMSHKRT
G.gallus 1092 DREDEDPEYKP 1302 LRKI REQV 1766 DLLFMSHKRT
T.rubripes
D.rerio 1906 EEeDPEYKP 2149 LRRI REQV 2642 ELLFMGNKRG
D.melanogaster 2991 KHDDGDEVDDD
C.elegans
X.tropicalis 1784 EDPEYKP 1993 LRKI REQV 2455 DLLFMSNKRT

3.1.6 Variantes patogénicas no gene PROK2

No gene PROK2 foram identificadas trés variantes raras (com uma frequéncia inferior a 1%-

Anexo V), que incluem, duas alteracdes nas regides 5’ e 3’ UTR [c.1-35A>G e c.*19C>G] e

uma sinonima [c.243G>A (p.R81R)]. Os programas bioinformaticos aplicados a estas variantes,

para prognostico do impacto funcional na proteina, revelaram alteracdes na funcdo proteica

da variante sinonima c.243G>A (p.R81R) (Tabela IX), evidenciando efeito patogénico em dois

dos programas aplicados. Esta variante € passivel de promover alteracdo no padrao de

splicing (Tabela IX) e localiza-se no exao 3 (Figuras 16 e 17).
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Tabela IX. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene PROK2, usando diferentes
ferramentas de bioinformatica.

Human Splicing

Mutacéo Sift ® Provean®  PolyPhen © Mutation Taster ¢ Fi
inder
Activation of an intronic
cryptic acceptor site.
c.1-35A>G - - - Polymorphism (0.999) Creation of an intronic ESE
site. Potential alteration of
splicing.
C.243G>A Tolerated Neutral i Disease causing sii;ea;g;z:tfi:lnaft); ?’g]t(;oisif
p.R81R (1.000) (0.00) (0.999) : .
splicing.
Creation of an intronic ESE
c.*19C>G - - - Polymorphism (0.999)  site. Potential alteration of

splicing.

@ 0 resultado do programa € um valor que varia de 0 a 1. A alteracdo do aminoacido tem uma previsao
de “damaging” se o valor for igual a ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; ® Se
o resultado for igual a ou inferior a -2.5, prevé-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious",
se o valor for acima deste limite, prevé-se que a variante tenha um efeito “neutral’; © A mutacédo é
classificada como “probably damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.85, “possibly
damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.15 e as restantes mtacoes sao classificadas como
“benign”; ¢ O valor de probabilidade é a probabilidade da previsao, um valor préximo de 1 indica um
elevado grau de seguranca da previsao.

1©2 33©74 75p95 96©129

€.243G>A

Figura 16. Localizacdo da variante rara no gene PROK2. A regidao vermelha delimita o exao 3 que
juntamente com os restantes exdes codificam a proteina PROK2-L. Apos clivagem proteolitica, os
aminoacidos codificados pelo exdo 3 sdo removidos, originando a proteina PROK2. Os exdes 1, 2 e 4
estao representados a azul e a verde estao esquematizados os intrdes.
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Familia 7039
¢.243G>A (exdo 3)
p.R81R
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Figura 17. Identificacdo da variante R81R no gene PROK2 na familia afetada. A- Heredograma da familia
afetada e nomenclatura da mutacdo ao nivel do nucledtido e da proteina. O simbolo preenchido
representa um paciente com SK (familia 7039), seta indica caso index, simbolos sem preenchimento
representam familiares nao afetados, simbolos sem preenchimento com um ponto de interrogacao
representam individuos nao estudados, quadrados simbolizam homens e circulos simbolizam mulheres. B-
Andlise de sequenciacdo de DNA de individuos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posicao da
mutacao é indicada pelo asterisco.

3.1.7 Variantes patogénicas no gene PROKR2

Foram identificadas no gene PROKR2 quatro variantes raras (com uma frequéncia inferior a
1%- Anexo V), que consistem em quatro alteracdes missense heterozigdticas: ¢.238C>T
(p-R80C), ¢.528G>C (p.L176F), c.802C>T (p.R268C) e c.803G>A (p.R268H). Os programas
bioinformaticos aplicados a estas variantes, para progndstico do impacto funcional na
proteina, revelaram alteracdes na funcao proteica de todas as variantes, evidenciando efeito
patogénico em dois dos programas aplicados. A variante R268C existe em dois pacientes, o
que perfaz um total de 5 variantes detetadas. Das quatro variantes distintas, trés sao
passiveis de promover alteracdes no padrao de splicing (Tabela X). Localizam-se no primeiro
laco intracelular (R80C), no quarto dominio transmembranar (L176F) e no terceiro laco
intracelular (R268C e R268H) (Figura 18). As missense L176F e R268H sao novas, a variante
R80C foi descrita por Abreu et al. (79) e a variante R268C foi descrita por Dodé et al. (131). O
despiste das variantes R80C, L176F e R268H em aproximadamente 200 controlos normais nao
revelou mais individuos com estas alteracdes (0 em 400 alelos), ja a variante R268C foi

detetada em um de 202 controlos saudaveis (Figura 19).
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Tabela X. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene PROKR2, usando diferentes
ferramentas de bioinformatica.

Mutacéo Sift ® Provean ° PolyPhen © Mutation Taster ¢ Human Splicing

Finder

Probabl Alteration of an
c.238C>T Damaging Deleterious dama ].ny Disease causing exonic ESE site.
p.R80C (0.001) (-4.69) sing (0.999) Potencial alteration

(0.995) .
of splicing.

No significant splicing
c.528G>C Tolerated Neutral dPa?;s;g?il:g Disease causing nc;(e)?efcilet;ra}rtr:?sn
p.L176F (0.344) (-0.79) (0.702) (0.654) mutation has probably

no impact on splicing.

c.802C>T Damaging Deleterious Probaply Disease causing Creatign of an eanic
p.R268C (0.001) (-4.55) damaging (0.999) ESS site. Potencial
: : : (0.956) : alteration of splicing.
Possibl Alteration of an
Damaging Neutral Y Disease causing exonic ESE site.
€.803G>A (0.006) (-1.85) damaging (0.999) Potencial alteration
p.R268H ’ ’ (0.888) ’

of splicing.

@ 0 resultado do programa € um valor que varia de 0 a 1. A alteracdo do aminoacido tem uma previsao
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; ° Se o
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevé-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious”, se
o valor for acima deste limite, prevé-se que a variante tenha um efeito "neutral’; © A mutacdo é
classificada como “probably damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.85, “possibly
damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.15 e as restantes mtacdes sao classificadas como
“benign”; ¢ O valor de probabilidade é a probabilidade da previsao, um valor proximo de 1 indica um
elevado grau de seguranca da previsao.
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1
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L176F
76 \ / 88 161 \ P }173 245 274 324
R80C R268C/R268H

TC 384

Figura 18. Localizacdo das variantes raras na proteina codificada pelo gene PROKR2. As linhas pretas
delimitam a membrana citoplasmatica na qual se encontram os sete dominios transmembranares da
proteina. Os dominios intra e extracelulares estao representados a azul. TN - Terminal amino e TC -
Terminal carboxilo.

A Familia 5196 Familia 5070 Familia 5191 Familia 7081 Familia 2661
€.238C>T (ex&o 1) ¢.528G>C (exao 2) €.802C>T (ex&o 2) €.802C>T (ex&o 2) €.803G>A (exdo 2)
p.R80C p.L176F p.R268C p.R268C p.R268H

B
Ak N * oA N K N At i / A7
FAVAVAN / - J LAY e WAV AVAVE Fav \/\, raYavi '\g\> N VAN / Yo
ACCNGCT CTTNGTC CTGNGCT CTGNGCT TGCNCTG
C
221 pb
777 pb ”

528 pb
435 pb

528 pb
435 pb

194 pb | m—
121 pb
99 pb

-1 ¢ C C

Figura 19. Identificacdo de variantes no gene PROKR2 em familias afetadas. A- Heredogramas das
familias afetadas e nomenclatura das mutacdes ao nivel do nucledtido e da proteina. Os simbolos
preenchidos representam pacientes com HH normdsmico (familias 5196, 5070, 2661 e 7081) ou com SK
(familia 5191), setas indicam casos index, simbolos sem preenchimento representam familiares nao
afetados, simbolos nao preenchidos com ponto negro representam familiares nao afetados portadores da
mutacdo, simbolos sem preenchimento com um ponto de interrogacdo representam individuos nao
estudados, quadrados simbolizam homens e circulos simbolizam mulheres. B- Analise de sequenciacao
de DNA de individuos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posicdo das mutacdes é indicada por
asteriscos. Todos os pacientes sao heterozigéticos para os nucleétidos mutados. C- Confirmacao das
mutacoes por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de digestao enzimatica (Mspl -
R80C e Hhal - R268H) e allele-specific PCR (L176F). As bandas correspondem a familiares representados
em A e controlos normais (C).
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A andlise de conservacdo revelou que as variantes R80C, R268C e R268H ocorrem em

aminoacidos que sdo altamente conservados entre as diferentes espécies, contudo, a leucina

do codao 176, varia nas espécies T.rubripes, D.rerio e X.tropicalis (Tabela XI).

Tabela XI. Conservacao evolutiva dos aminoacidos mutados no PROKR2 em diferentes espécies, usando o

Mutation Taster.

Mutacées

R80C L176F R268C
Espécies Codao Alinhamento Codao Alinhamento Codao Alinhamento
Humano 80 I AALTRYKK 176 SFLI ALvwMmVs 268 Il RKRLRCRRKT
Mutado 80 I AALTCYKK 176 SFLI AFvwMmvs 268 Il RKRLCCRRKT
P.troglodytes 80 I AALTRYKK 176 SFLI ALvVvwMYV 268 Il RKRLRCRRKT
M.mulatta 80 I AALTRYKK 176 SFLI ALvVvwMYV 268 Il RKRLRCRRKT
F.catus 80 I AALARCKK 176 XX XXX XXXXX 268 Il RKRLRCRRKT
M.musculus 77 I AALARYKK 173 SFLI ALvVvwMYV 265 Il RKRLRCRRKT
G.gallus
T.rubripes 78 I ATLTRYKK 174 ycLlI TGvVwIFP 269 Il RKRLRCRRKT
D.rerio 84 I ATLARYKK 180 ycLlI TGvwvvVvep 272 Il RKRLRCRR
D.melanogaster
C.elegans
X.tropicalis 74 RyYk«k 170 SFLI GSVWI VS 262 Il RKRLRCRRKT

Tabela XI (Cont.). Conservacao evolutiva dos aminoacidos mutados no PROKR2 em diferentes espécies,

usando o Mutation Taster.

Mutacao
R268H

Espécies Codao Alinhamento
Humano 268 RKRLRCRRKT
Mutado 268 RKRLHCRRKT
P.troglodytes 268 RKRLRCRRKT
M.mulatta 268 RKRLRCRRKT
F.catus 268 RKRLRCRRKT
M.musculus 265 RKRLRCRRKT
G.gallus
T.rubripes 269 RKRLRCRRKT
D.rerio 272 RKRLRCRR
D.melanogaster
C.elegans
X.tropicalis 262 RKRLRCRRKT
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3.1.8 Variantes patogénicas no gene KISS1R

No gene KISS1R foi apenas identificada uma variante rara (com uma frequéncia inferior a 1%-
Anexo V), que consiste numa mutacdao missense heterozigética c.445C>T (p.Arg149Cys). Os
programas bioinformaticos aplicados a esta variante, para prognostico do impacto funcional
na proteina, revelaram alteracoes na funcao proteica da mesma, evidenciando efeito
patogénico com quatro dos programas aplicados. Esta variante é passivel de promover
modificacbes no padrao de splicing (Tabela XIl) (Figura 20), é nova e nado foi detetada num

grupo de controlos saudaveis (0 em 402 alelos) (Figura 21).

Tabela XIlI. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene KISS1R, usando diferentes
ferramentas de bioinformatica.

Mutagao Sift @ Provean ° PolyPhen ¢ Mriiig,?? Human Splicing Finder
Disease Activation of an exonic

€.445C>T Damaging Deleterious Benign causin cryptic donor site.

p-R149C (0.002) (-5.99) (0.189) © 999§ Potential alteration of

splicing.

0 resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteracao do aminoacido tem uma previsao
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; ® Se o
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevé-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious”, se
o valor for acima deste limite, prevé-se que a variante tenha um efeito "neutral’; © A mutacdo é
classificada como “probably damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.85, “possibly damaging”
se o valor probabilistico for superior a 0.15 e as restantes mtacdes sio classificadas como “benign”; ¢ O
valor de probabilidade é a probabilidade da previsdo, um valor proximo de 1 indica um elevado grau de
seguranca da previsao.

TN

(adady

R149C

TC

Figura 20. Localizacdo da variante rara R149C na proteina codificada pelo gene KISSTR. As linhas pretas
delimitam a membrana citoplasmatica na qual se encontram a laranja os sete dominios
transmembranares. A azul identificam-se os dominios extracelulares, a verde os dominios intracelulares
e a rosa os terminais amino (TN) e carboxilo (TC).
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Figura 21. Identificacdo da variante R149C no gene KISSTR. A- Heredograma da familia afetada e
nomenclatura da mutacdo ao nivel do nucledtido e da proteina. O simbolo preenchido representa um
paciente com HH normédsmico, seta indica caso index, simbolos sem preenchimento representam
familiares nao afetados, simbolos sem preenchimento com um ponto de interrogacao representam
individuos nao estudados, quadrados simbolizam homens e circulos simbolizam mulheres. B- Analise de
sequenciacdo de DNA de individuo normal (em cima) e paciente (em baixo). A posicdo da mutacédo é
indicada por um asterisco. O paciente e heterozigético para o nucledtido mutado. C- Confirmacao da
mutacao por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de restricdo enzimatica com
BstUI. As bandas correspondem ao paciente representado em A e controlos normais (C).

A analise de conservacao revelou que a variante R149C ocorre num aminoacido que nao é

altamente conservado nas diferentes espécies (Tabela XIll).

Tabela XIIl. Conservacao evolutiva do aminoacido mutado no KISS1R em diferentes espécies, usando o
Mutation Taster.

Mutacéo

R149C
Espécies Codao Alinhamento
Humano 149 TVFPLRALHRR
Mutado 149 TVFPLCALHRR
P.troglodytes 149 TVFPLRALHRR
M.mulatta
F.catus
M.musculus 149 TVFPLRALHRR
G.gallus
T.rubripes 153 TVYPLKSLRHR
D.rerio 149 TVYPLQSLHHR

D.melanogaster 145 VVHPI RSRMMR
C.elegans 149 VVYPVESMTLR

X.tropicalis 149 TVYPLQSLRQR
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3.1.9 Variantes patogénicas no gene TAC3

No gene TAC3, conforme é possivel observar no Anexo IV, apenas foi detetada uma alteracao
no DNA, que se encontra descrita no Ensembl com uma frequéncia de 11,6% pelo que se

considera nao ter efeito patogénico.

3.1.10 Variantes patogénicas no gene TACR3

Os programas bioinformaticos aplicados as duas variantes raras no gene TACR3 (com uma
frequéncia inferior a 1%- Anexo V), para prognostico do impacto funcional na proteina, nao
revelaram alteracdes na funcdo proteica, tendo em conta a exigéncia de critérios definidos

(patogenicidade em pelo menos dois programas) (Tabela XIV).

Tabela XIV. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene TACR3, usando diferentes
ferramentas de bioinformatica.

Human Splicing

Mutacdo Sift 2 Provean ® PolyPhen © Mutation Taster ¢ Fi
inder
Activation of an
Polymorphism intrqnic cryptic'
c.738-82A>G donor site. Potential
(0.999) .
alteration of
splicing.
No significant
splicing motif
C.1345G>A Tolerated Neutral Benign Polymorphism alteration detected.
p.A449T (1.000) (0.62) (0.000) (0.999) This mutation has
probably no impact
on splicing.

20 resultado do programa é um valor que varia de 0 a 1. A alteracao do aminoacido tem uma previsao
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; ® Se o
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevé-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious”, se
o valor for acima deste limite, prevé-se que a variante tenha um efeito "neutral’; © A mutacdo é
classificada como “probably damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.85, “possibly
damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.15 e as restantes mtacdes sao classificadas como
“benign”; ¢ O valor de probabilidade é a probabilidade da previsao, um valor préximo de 1 indica um
elevado grau de seguranca da previsao.

3.1.11 Variantes patogénicas no gene GNRH1

As variantes encontradas no gene GNRH1 [c.47G>C; ¢.141+40T>G e c.141+85A>G] estao
descritas com uma frequéncia superior a 1% (Anexo IV) pelo que se considera nao possuirem

efeito patogénico.
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3.1.12 Variantes patogénicas no gene GNRHR

No gene GNRHR foram identificadas quatro variantes raras (com uma frequéncia inferior a 1%-
Anexo V), que incluem uma missense [c.401T>G (p.V134G) em heterozigotia, uma missense
[c.847T>C (p.Y283H)] em homozigotia e uma mutacdo heterozigotica composta constituida
por uma missense [c.317A>G (p.Q106R)] e uma frameshift [c.937_947delTTTTTAAACCC
(p.F313Mfs*3)]. Os programas bioinformaticos aplicados as trés variantes missense, para
prognostico do impacto funcional na proteina, revelaram alteracdes na funcao proteica nas 3

variantes, evidenciando efeito patogénico com todos os programas aplicados (Tabela XV).

Tabela XV. Previsao do impacto funcional das variantes encontradas no gene GNRHR, usando diferentes
ferramentas de bioinformatica.

Mutacéo Sift 2 Provean ° PolyPhen © Mutation Taster ¢ Human Splicing

Finder
Activation of an
exonic cryptic
Probabl donor site.
c.317A>G Damaging Deleterious dama ].ny Disease causing Creation of an
p-Q106R (0.001) (-3.66) © 9§2)g (0.999) exo:ic ESS slite.
! otencia
alteration of
splicing.
Creation of an
c.401T>G Damaging Deleterious dzcr)risa];ilrilg Disease causing exo;(l)ieEnStSiasl]te.
p.-V134G (0.015) (-5.91) (0.666) (0.999) alteration of
splicing.
Creation of an
exonic ESS site.
c.847T>C Damaging Deleterious gz:;ia;rl]yg Disease causing /ex)l(t;:{actlé)snEosfitaén
p-Y283H (0.000) (-4.373) (0.999) (0.999) Potential
alteration of
splicing.

@ 0 resultado do programa € um valor que varia de 0 a 1. A alteracdo do aminoacido tem uma previsao
de “damaging” se o valor for igual ou inferior a 0.05, e “tolerated” se o valor for superior a 0.05; ® Se o
resultado for igual ou inferior a -2.5, prevé-se que a variante proteica tenha um efeito "deleterious", se
o valor for acima deste limite, prevé-se que a variante tenha um efeito “neutral’; © A mutacao é
classificada como “probably damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.85, “possibly
damaging” se o valor probabilistico for superior a 0.15 e as restantes mutacoes sao classificadas como
“benign”; 4 O valor de probabilidade é a probabilidade da previsao, um valor préximo de 1 indica um
elevado grau de seguranca da previsao.

As variantes localizam-se no primeiro laco extracelular (Q160R), no terceiro dominio
transmembranar (V134G), no sexto dominio transmembranar (Y283H) e no sétimo dominio
transmembranar (F313Mfs*3) (Figura 22). A alteracao Y283H detetada em homozigotia foi
descrita anteriormente em heterozigotia por Beneduzzi et al. (132), e a variante Q106R foi

detetada por de Roux et al. (101) também em heterozigotia. As quatro variantes foram
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despistadas num grupo de aproximadamente 200 controlos saudaveis (400 alelos) e apenas a

alteracao Q106R surgiu em dois casos de 219 controlos (2 em 438 alelos- 0.5%) (Figura 23).

— Exdo 1 f
1 l 22

c.317A>G c.401T>G €.850T>C €.937_947delTTTTTAAACCC

F313Mfs*3

Figura 22. Gene GNRHR e proteina. A, Localizacdo das mutacdes no gene, os retdngulos brancos
correspondem as regides 5’ e 3’ UTR, retangulos cinzentos representam os exdes e linhas pretas
representam os intrées. B, Localizacdo das mutacbes na proteina. Reproducdo autorizada, com
adaptacao.(103).
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A Familia 6980 Familia 5196 Familia 6263

¢.317A>G (exdo 1) p.Q106R e €.401T>G (exdo 1) €.847T>C (exdo 3)
€.937_947delTTTTTAAACCC p.V134G p.Y283H
(exdo 3)
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Figura 23. Identificacdo de mutacdes no gene GNRHR em familias afetadas. A- Heredogramas das
familias afetadas e nomenclatura das mutacées ao nivel do nucleétido e da proteina. Os simbolos
preenchidos representam pacientes com HH normoésmico (familias 6980, 5196 e 6263), setas
indicam casos index, simbolos sem preenchimento representam familiares nao afetados, simbolos
sem preenchimento com um ponto de interrogacdao representam individuos nao estudados,
quadrados simbolizam homens e circulos simbolizam mulheres. B- Analise de sequenciacao de DNA
de individuos normais (em cima) e pacientes (em baixo). A posicdo das mutacdes é indicada por
asteriscos. A paciente da familia 6263 é homozigdtica para o nucledtido mutado e os restantes sao
heterozigoticos. No caso da mutacado frameshift (familia 6980), apenas esta representado o alelo
mutado clonado. C- Confirmacao das mutacdes por electroforese em gel de acrilamida dos
fragmentos resultantes de digestao enzimatica (XcmI-Q106R) e PCR (c.937_947delTTTTTAAACCC) e
confirmacao das mutacdes por electroforese em gel de agarose dos fragmentos resultantes de
digestdo enzimatica (Bsrl-Y283H) e allele-specific PCR (V134G). As bandas correspondem a
familiares representados em A e controlos normais (C). # Fragmento de heteroduplex.

A anadlise de conservacao revelou que as variantes Q106R e Y283H ocorrem em aminoacidos
que sao altamente conservados entre as diferentes espécies, contudo, a valina do codao 134,

varia nas espécies D.melanogaster e C.elegans (Tabela XVI).
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Tabela XVI. Conservacao evolutiva dos aminoacidos mutados no GNRHR em diferentes espécies, usando
o Mutation Taster.

Mutacées

Q106R V134G Y283H
Espécies Codao Alinhamento Codao Alinhamento Codao Alinhamento
Humano 106 WNI TVQWYAGE 134 AFMMVVI SL 283 VCWTPYYVLGI
Mutado 106 WNI TVRWYAGE 134 AFMMV GI SL 283 VCWTPHYVLGI
P.troglodytes 106 WNI TVQWYAGE 134 AFMMV VI SL 283 VCWTPYYVLGI
M.mulatta 106 WNI TVQWYAGE 134 AFMMVVI SL 283 VCWTPYYVLGI
F.catus
M.musculus 106 WNI TVQWYAGE 134 AFMMVVI sL 282 VCWTPYYVLGI
G.gallus
T.rubripes
D.rerio
D.melanogaster 190 WCYTVQWLANE 218 TYVvLVLIGvV 373 I CWTPYYVMMI
C.elegans 86 HNYMVA WFAGD 114 MNVLICITL 269 FCWTPYSI LMF
X.tropicalis
3.2 Variantes privadas previstas como nao

patogénicas

Para além das variantes patogénicas identificadas nos diversos genes e anteriormente

mencionadas, foram detetadas outras variantes que apesar de ndo passarem nos critérios de

patogenicidade estabelecidos, nao foram ainda descritas na literatura existente ou nas bases
de dados existentes (FGF8: c.32+11C>T; CHD7: V1452L, c.7830+57C>G e c.2613+14C>T;
PROK2: c.1-35A>G).
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3.3 Variantes oligogénicas

Dos 50 pacientes estudados sete (14%) exibem oligogenia, uma vez que possuem variantes

raras em mais do que um gene. Destes sete pacientes, quatro possuem alteracoes em dois

genes diferentes (digenia) e trés em trés genes diferentes (trigenia) (Figura 24).

Familia 2661 Familia 5070

2O 2O

7 7
® CHD7 c.2185A>G (Het) * FGFR1 c.600C>T (Het)
® PROKR2 c.803G>A (Het) o CHD7 ¢.8355C5T (Het)

® PROKR2 c.528G>C (Het)

Familia 5136

® CHD7 c.5561A>G (Het)

® FGFR1 c.177C>T (Het)

& o 0

o FGFR1 c.177C>T (Het)

® CHD7 c.5561A>G (Het)
Familia 7081

[ O

Familia 5196 Familia 6263

2O

7
® FGFR1 c.2262G>A (Het)
® GNRHR c.401T>G (Het) ® GNRHR c.847T>C (Hom)
® PROKR2 c.238C>T (Het) ® KISSIR c.445C>T (Het)

Familia 5102

B O e
e KAL1 c.542-1G>C o KAL1 c.542-1G>C
(Het) (Het)

® KAL1 c.542-1G>C (Hem) ® KAL1 c.542-1G>C (Hem)

® CHD7 ¢.7579A>C (Het)

® FGFR1 c.12G>T (Het) ® PROKR2 c.802C>T (Het)

® CHD7 c.3245C>T (Het)
7
® FGFR1c.12G>T (Het)

® CHD7c.3245C>T (Het)
© PROKR2 c.802C>T (Het)

Figura 24. Representacao das sete familias com mutagdes oligogénicas. Destas, as familias 5070, 6263 e
7081 possuem variantes em trés genes distintos. As setas indicam os casos index, simbolos com
preenchimento representam individuos afetados, simbolos sem preenchimento representam familiares
nao afetados, simbolos sem preenchimento com um ponto de interrogacao representam individuos nao
estudados, quadrados simbolizam homens, circulos simbolizam mulheres e linhas obliquas sobre os

simbolos representam familiares falecidos.
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4.Discussao
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4.1 Analise de mutacdes em pacientes com HHI

No presente trabalho identificaram-se 43 variantes consideradas patogénicas. Dado que
alguns doentes partilhavam a mesma mutacao, o total de variantes diferentes foi de 39.
Destas 39, 18 sao novas, uma vez que ainda nao se encontram descritas na literatura. As
variantes foram detetadas em 30 dos 50 pacientes em estudo, a que corresponde uma
frequéncia de causas genéticas identificadas de 60%. Este valor é superior ao obtido em
outros trabalhos, nos quais foram identificadas causas genéticas em aproximadamente 30%
dos pacientes com HHI (28, 133-135). Esta discrepancia de valores podera dever-se ao fato de
no presente estudo ter sido analisado um elevado nimero de genes, que possibilitou a
descoberta de um maior nimero de mutacdes, incluindo o CHD7, que por ser um gene muito
extenso (38 exdes) nem sempre é alvo de estudo na investigacao dos pacientes. Um outro
motivo que podera ter contribuido para a elevada percentagem de mutacdes encontradas foi

o rigor na selecao dos doentes, reduzindo assim a probabilidade de inclusdo de fenocopias.

As variantes foram identificadas com diferentes frequéncias dependendo do gene, KAL1 (7%),
FGFR1 (25,6%), FGF8 (2,3%), CHD7 (39,5%), PROK2 (2,3%), PROKR2 (11,6%), KISS1R (2,3%) e
GNRHR (9,3%). Das variantes identificadas, 23 sao missense (53,5%) e 15 podem provocar
alteracdes no padrao de splicing (34,9%). Detetamos ainda uma nonsense (2,3%), uma grande
delecdo (2,3%) e trés frameshift (7%).

Desde sempre que o grande foco dos investigadores tem sido as mutacées que alteram a
sequéncia de aminoacidos (mutacdes missense), uma vez que permitem clarificar o papel de
cada aminoacido na proteina. Contudo, outros tipos de alteracdes genéticas podem afetar
gravemente a expressao ou estrutura da proteina codificada (136). Sao exemplos: as
alteracdes sinonimas nas regides codificantes, que nao alteram a composicao em aminoacidos
das proteinas e por isso designadas como silenciosas; as mutacdes nas regides intrénicas, e
nas regides 3’ e 5° UTR (regides nao traduzidas); e mutacdes em outras regides nao
codificadoras que também n&o alteram a sequéncia aminoacidica (136). Durante a ultima
década, surgiram provas de que as mutacdes sinénimas podem resultar no splicing anormal de
mRNA (137, 138); podem afetar a estabilidade do mRNA e logo a expressao da proteina e sua
atividade (139); e podem afetar a conformacao das proteinas com consequéncias funcionais e
manifestacoes clinicas (140, 141). Existem diversos mecanismos que explicam como as
mutacdes sinonimas podem alterar os niveis de proteinas e a sua conformacao. A presenca
destas mutacoes no RNA transcrito pode inviabilizar o correto funcionamento de uma das
proteinas de regulacdo do splicing, que ndo reconhece os limites exonicos, promovendo o
“exon skipping”. O exon skipping origina mRNAs truncados, que podem produzir proteinas nao
funcionais. As mutacdes sindonimas podem ainda influenciar os niveis proteicos alterando a
degradacdao de mRNA, ou seja, produzem mRNA com estruturas secundarias menos estaveis

que levam a uma degradacdo maior do mesmo e, consequentemente, a menores niveis
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proteicos. Contudo, perto do codao de iniciacao, a estabilidade local das estruturas do mRNA
controla os niveis de proteina através da iniciacdo da traducao, ou seja, estruturas muito
estaveis nesta regidao acabam por impedir a traducdo, resultando em menores niveis
proteicos. As alteracdes sinonimas podem também afetar a cinética da traducao levando,
quer a diminuicdo da taxa de sintese da proteina, quer ao enrolamento incorreto desta,
resultando em proteotoxicidade (136). De acordo com Tsai et al. (141), as mutacbes
sinonimas, mesmo nao apresentando alteracao de aminoacido, podem afetar a conformacao
da proteina. As hélices-a, que adquirem uma conformacdo rapida na proteina, possuem
menos cododes raros que as folhas-B, que adquirem uma conformacao mais lenta. Do mesmo
modo, os genes mais complexos, que codificam proteinas maiores, possuem uma maior
proporcdo de coddes raros, que por sua vez ocorrem em locais estratégicos (por exemplo
entre dominios) (141). Neste sentido, a escolha dos coddes pode limitar ou prolongar o tempo
para os elementos estruturais secundarios interagirem, o que, por sua vez, pode afetar a
conformacéo final da proteina. Como exemplo, um local de pausa ribossomal que retarda a
traducdao entre dois dominios permite que estes adquiram as suas conformagoes
independentemente, pelo que, caso uma mutacdo sindénima remova o local de pausa, os
dominios poderao adquirir uma conformacao conjunta, resultando numa estrutura alterada
(141).

Para além do efeito das mutacdes sinonimas e de mutacdes que ocorrem em locais de
splicing, também as mutacdes missense podem exercer efeito no processamento do RNA.
Geralmente, quando se pretende determinar o efeito patogénico de uma variante missense, o
foco principal sao os defeitos que cria sobre a estrutura da proteina. Contudo, as
substituicoes de um Unico nucledtido dentro de exdes também podem ter um impacto
significativo sobre o processamento do mRNA, logo sobre a funcdo da proteina. Alguns estudos
evidenciaram o efeito que mutacées missense desempenham no splicing levando ao
aparecimento de diversas doencas, nomeadamente, a doenca renal poliquistica (138) e o
mesotelioma maligno da pleura (142). Tendo em conta que o splicing do mRNA é um passo
essencial na expressao proteica, a possibilidade de alterar este mecanismo deve ser sempre
testada para todos os tipos de mutacdes (137).Das variantes encontradas (Anexo 1V), trés
intrénicas, uma exonica e uma localizada na regidao 5’UTR (FGF8: c.32+11C>T; CHD7: V1452L,
€.7830+57C>G e c.2613+4C>T; PROK2: c.1-35A>G), apesar de serem variantes novas, nao
foram consideradas nefastas por pelo menos dois programas bioinformaticos. Grandes estudos
de sequenciacdo, tal como, o Projeto 1000 Genomas, que caracterizou as sequéncias
genomicas completas de mais de mil individuos que cobrem a diversidade mundial (143, 144),
tém relatado variantes raras e privadas (variantes privadas sdao encontradas em apenas uma

familia ou numa pequena populacao) (145).

As mutacoes que detetamos como sendo privadas podem efetivamente possuir uma auséncia

de expressao fenotipica, ou podem ser de facto a causa da doenca, dado que, os programas
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bioinformaticos ndo sao 100% fidveis. Das 5 mutagdes privadas previstas como nao
patogénicas, 4 encontram-se em regides nao codificantes. As regides 5’ e 3’ UTR e os introes
estdo envolvidos na regulacdo da expressao do gene. Além disso, existe uma gama de
transcritos nao codificantes que interagem com estas regioes e contribuem para a regulacao
genética (146), nomeadamente, pequenos RNAs nao codificantes, como micro RNAs, que
podem regular diretamente a expressao de genes transcritos (146). As regides nao
codificantes desempenham ainda papéis estruturais (mantendo o DNA em volta das histonas),

na regulacao da expressao genética por meio de acetilacdo e de-acetilacdo (147).

Os programas bioinformaticos também possuem as suas limitacdoes, sendo que ha uma
possibilidade de uma previsao incorreta. Nomeadamente, o Mutation Taster evidencia uma
incapacidade de analisar insercoes-delecoes maiores que 12 pares de bases e alteracdes que
abrangem a fronteira intrao-exao. A analise de alteracbes ndo-exonicas esta restrita a
sequéncia de consenso Kozak, locais de splicing e a cadeia poli (A) do RNA, nao entrando em
conta, por exemplo, com os locais de ligacado ao DNA de fatores de transcricao (110).
Acrescenta-se ainda que os critérios em que se baseiam os diferentes programas variam, pelo
que os resultados podem diferir, por exemplo o Sift (108) considera a posicao em que a
alteracao ocorreu e o tipo de alteracdo de aminoacido, enquanto o Polyphen (109) baseia-se
em oito caracteristicas relacionadas com a sequéncia e trés carateristicas relacionadas com a
estrutura. Os programas bioinformaticos possuem uma sensibilidade e uma especificidade
inferior a 100%, dai que para minimizar a margem de erro se tenha utilizado uma combinacao

de varios programas.

4.1.1 Gene KAL1

As trés mutacdes encontradas no gene KALT explicam as causas genéticas de trés dos 42
pacientes do sexo masculino (7,1%), valor este semelhante ao obtido em outros estudos (10-
13%) (42, 148). As mutacbes neste gene sdao mais frequentes em individuos com SK (149)
contudo, também sao detetadas em pacientes com HHn (28). Das trés mutacoes identificadas,
uma pertence a um individuo com HHn (1 em 22- 4,5%). A prevaléncia de variantes no KAL1
em individuos com SK foi de 10% (2 em 20), sendo este um valor expectavel, uma vez que os
defeitos genéticos neste gene encontram-se entre 10 a 20% dos pacientes com SK (27). Como
exemplo, tém-se os estudos desenvolvidos por Izumi et al. (150) (3 em 18 homens com SK-
16,7%), Oliveira et al., (29) (7 em 59 pacientes com SK- 11,9%) e Montenegro et al.(151) (17
em 98 homens com SK- 17,3%). No entanto, a prevaléncia de mutacdes neste gene na
populacao Japonesa parece ser superior (10 em 22 homens com SK- 50%) a populacao

caucasiana (152).
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No presente estudo, verificAmos que alguns casos apresentaram resultados sugestivos de
heterozigotia para este locus, mas cuja analise mais cuidadosa revelou tratarem-se de casos
de coamplificacao do pseudogene KALP presente no cromossoma Y. Esta dificuldade na
analise de sequenciacao do KAL1 pela amplificacdo tanto do gene como do pseudogene, ja
tinha sido descrita anteriormente (153). Pela primeira vez, foi descrito um caso de reversao
de HHI associado a uma mutacao no KAL1, no qual existiu a insercao de uma citosina na
posicdo 75 do exdo 2 (8). Curiosamente, este nucledtido € o mesmo que se encontra na
posicdo correspondente no KALP. Esta situacdo faz com que se especule se efetivamente
algumas variacoes missense relatadas na literatura poderao ser verdadeiras mutacdes no KAL1

ou, se representam apenas o produto do pseudogene.

As diversas mutacdes do KAL1 descritas na literatura estao distribuidas de forma dispersa por
todo o gene, nao existindo hotspots mutacionais (45, 104, 150, 152, 154-159), e interferem de
forma distinta com a atividade da anosmina, dependendo do local onde se encontram. As
mutacdes frameshift ou nonsense levam a auséncia de sintese proteica ou a sintese de
proteinas truncadas. As alteracdes missense, presentes nos dominios FNIIl, podem interferir
com a capacidade da anosmina interagir com a matriz extracelular (160, 161) e as que se
encontram nos residuos de cisteina da regiao WAP podem interromper as ligacoes disulfito
levando a alteragdes na estrutura terciaria da proteina, comprometendo a sua atividade (45).
Foi ainda descrito um caso familiar, em que apesar de nao existir qualquer mutacao no gene
KAL1, ocorreu uma delecdao na zona adjacente a regido codificadora deste gene (que
compreende também o gene STS), sugerindo que elementos reguladores essenciais para a

expressao do KAL1 também tenham sido deletados (162).

Apesar de nao termos efetuado o estudo genético do pai do paciente 5102, como o KAL1
manifesta uma forma de hereditariedade ligada ao X, verifica-se que a variante c.542-1G>C
foi herdada da mae, uma vez que esta possui a alteracao em heterozigotia e os filhos sao
homens e hemizigéticos para a variante em causa. A mutacao c¢.542-1G>C, identificada no
paciente 5102, tem como efeito mais provavel uma alteracao ao nivel do splicing, uma vez

que esta alteracao se encontra num local de aceitacao de splicing.

A mutacao nonsense R191X foi anteriormente descrita por Oliveira et al. (29). Também neste
caso, apesar de nao termos efetuado o estudo genético ao pai do paciente 7074, podemos
concluir que a alteracao neste paciente foi herdada da mae, dado que esta a possui em
heterozigotia. As irmas tal como a mae nao manifestam a doenca pois sdo heterozigodticas
para esta alteracdo, ja o sobrinho do paciente é hemizigético para a variante em causa,

tendo sido diagnosticado com a mesma patologia do tio.

Através da técnica de MLPA, Pedersen-White et al. (163) demonstraram que 12% dos
pacientes com SK possuiam delecdes intragénicas. De acordo com Montenegro et al. (151), as

delecoes do KALT foram o defeito genético mais frequentemente encontrado (29.4%). Num
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dos pacientes englobados neste estudo (6776) nao se conseguiu amplificar qualquer dos 14
exdes deste gene, pelo que se procedeu a realizacdo de MLPA para confirmar a delecéao.
Como era expectavel, os resultados permitiram verificar que o paciente 6776 e o seu irmao
tém uma delecdo completa do gene KAL1, a mae possui uma delecdo num dos alelos, e o pai

nao apresenta delecao deste locus.

A delecao presente no paciente 6776 abrange cerca 4,7 a 5,0 Mb e abrange nao sé o KALT mas
também outros genes, VCX3B, VCX2, PNPLA4, VCX, STS, HDHD1, VCX3A e NLGN4X. Uma
publicacao recente descreveu uma delecao que abrange os genes ausentes no paciente 6776,
com excecao do gene NLGN4X (164). A maioria dos pacientes com ictiose ligada ao X (XLI)
possui delecao completa do gene STS e das sequéncias adjacentes (165). Um défice na enzima
esterdide sulfatase (STS) é responsavel pela XLI, esta patologia € uma doenca genética de
queratinizacdo, caracterizada por uma descamacao generalizada da pele (166). O gene
NLGN4X codifica a neuroligina 4. As neuroliginas sdao moléculas de adesao celular pos-
sinapticas que interagem com as neurexinas, para regular o bom equilibrio entre a excitacao
e inibicdo de sinapses. Este gene esta envolvido na patologia do autismo, um transtorno
neurologico caracterizado clinicamente por auséncia de interacdo social, défice na
comunicacao verbal, bem como comportamentos estereotipados e repetitivos (167). De
acordo com Fukami et al. (168), o gene VCX3A esta presente em pacientes com inteligéncia
normal e ausente nos pacientes com atraso mental, sugerindo que o gene VCX3A é suficiente
para manter o desenvolvimento mental normal. Por outro lado, um estudo revelou que nao se
pode relacionar a auséncia do gene VCX3A com o atraso mental, uma vez que, em pacientes
mexicanos com XLI (devido a delecdo do gene STS) e atraso mental, o gene VCX3A nao esta
deletado (165). Sendo assim, as caracteristicas clinicas do paciente 6776 revelam ictiose
ligada ao X (XLI) devido a delecdo do gene STS e um ligeiro atraso mental que se podera dever
a delecao dos genes VCX3A e/ou NLGN4X.

4.1.2 Gene FGFR1

A prevaléncia global de mutacdées no FGFR1 nesta coorte foi de 22% (11 em 50), valor
ligeiramente superior aos apresentados em outros estudos (9-12%) (27, 42, 102, 105). A
frequéncia de mutacdes neste gene em pacientes com SK, de 22,7% (5 em 22), encontra-se
dentro do intervalo de frequéncias relatadas (7-25%) (32, 42, 45, 49, 102, 105, 152) e em
pacientes com HH normoésmico, de 21,4% (6 em 28), é superior aos 3-7% descritos por outros
autores (27, 42, 47, 102).
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As mutacdes frameshift podem ser consideradas altamente disruptivas uma vez que,
promovem a formacao de cododes stop prematuros, que resultam na producao de proteinas
truncadas, ou ativam mecanismos de eliminacao de RNA com coddes stop (nonsense-mediated
MRNA decay)(169).

Prevé-se que a mutacdo S96C, encontrada no paciente 5174, destabilize a conformacao do
dominio D1, uma vez que uma serina foi substituida por uma cisteina. Além disso, a diferenca
de tamanho entre os dois aminoacidos sugere que as ligacdes hidrofobicas possam falhar. Num
estudo (47), perto do codao 96, foi encontrada a alteracao Y99C, na qual uma tirosina foi
substituida por uma cisteina mais pequena. Esta variacdo causou uma reducdo nos niveis de
expressao do FGFR1 na superficie das células e este ndo responde a estimulacao pelo FGF,
provando ser uma mutacdo patogénica (47). A mutacao S96C estd localizada no primeiro
dominio de imunoglobulina, que esta envolvido no modelo de auto-inibicdo do recetor, e
interage com o segundo e o terceiro dominios (170). Foi proposto que mutacdes que se
encontram no dominio D1 ou na caixa acidica, em pacientes com SK, possam promover uma
maior auto-inibicdo do FGFR1, perturbando o equilibrio e resultando na insuficiente
sinalizacao do FGFR1 (35, 171).

A variante A353T, presente no exdo 8A, encontra-se no terceiro dominio de imunoglobulina.
Mutacdes presentes neste dominio podem influenciar a interacdo do recetor com o ligando
uma vez que, estas regides desempenham um papel estrutural importante na conformacao e
consequentemente na ligacao ao ligando (35). A mutacao que afeta o exao 8A é nova e sugere
um papel importante da isoforma FGFR1-1llb que resulta do splicing alternativo deste exao. Os
transcritos do FGFR1 que contém os exdes 8A ou 8B, codificam as isoformas FGFR1-1IIB ou -
lllc, respectivamente. Foi demonstrado que estas duas isoformas tém caracteristicas distintas
de ligacao ao ligando e padroes de expressao tecidular um pouco diferentes (43). Pensa-se
que o FGFR1-llic representa a isoforma dominante para executar a maioria das funcoes
biologicas do gene FGFR1, enquanto o FGFR1-lllb desempenha provavelmente um papel
menor. A importancia relativa destas isoformas foi confirmada por experiéncias com ratinhos
geneticamente modificados, nos quais mutacdes homozigoticas no exdao 8B resultaram em
letalidade embrionaria devido a graves defeitos de desenvolvimento, enquanto mutacdes
homozigéticas no exao 8A resultaram em ratinhos viaveis e férteis (44). Assim, a descoberta
de um paciente com uma mutacao no exao 8A que afeta selectivamente a isoforma FGFR1-
lllb, parece contradizer a funcdo redundante desta isoforma. Até agora, sO existiu uma
publicacao, um estudo de Miura et al. (172), identificando uma mutacao no exao 8A (p.T358I)
num doente com SK. Nenhuma outra mutacao neste exao foi relatada, o que contrasta com as
mutacdes do exao 8B, que estdao presentes em 19 das 222 familias relatadas na literatura
(Anexo V). Em contraste com o paciente descrito por Miura et al. (172), o atual paciente em
estudo com uma mutacao no exao 8A carece de defeitos olfactivos, e, portanto, é o primeiro

caso de HHI normdsmico associado a um defeito na isoforma FGFR1-lllb. Assim, este estudo
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fornece evidéncia adicional para um papel da isoforma FGFR1-lllb na patogénese do HHI, e
indica a necessidade de incluir a sequenciacdo do exao 8A (além do exdo 8B) no rastreio
genético do SK e do HHI normoésmico. Alguns laboratorios excluem ocasionalmente o exao 8A
da sua analise genética (102, 176), correndo-se o risco de nao identificar mutacdes nesta
regiao do gene. Permanece por clarificar se a raridade relativa de mutacdes observadas no
exao 8A é devida: a falta de rastreio adequado deste exao na analise da sequéncia de DNA; a
auséncia de expressao fenotipica da maioria das mutacdes neste exao; ou a um efeito severo

da maioria das mutacdes neste exdo, que seria incompativel com a vida.

A analise estrutural do dominio de tirosina cinase demonstrou que a mutacao M719V pode
prejudicar as ligacdes hidrofobicas, induzindo alteracdes estruturais e conduzindo a uma
reducdo na actividade da cinase. Estudos funcionais suportam esta evidéncia, uma vez que
mutacdes localizadas no dominio de tirosina cinase promoveram uma diminuicdo na
actividade da mesma (34, 47). Além disso, a substituicdo de um aminoacido maior (metionina)
por um menor (valina) na proximidade da tirosina 730 pode perturbar a autofosforilacao do
dominio TK, impedindo a sua actividade que é essencial para a sinalizacdo do FGFRT1. A
importancia da tirosina 730 foi ja descrita por Mohammadi et al. (173) como um substrato

para a fosforilacao, essencial para a atividade da cinase.

Para além das mutacdes descritas anteriormente, identificaram-se ainda trés mutacdes
sinénimas. De acordo com os programas bioinformaticos, Mutation Taster e Human Splicing
Finder, estas mutacdes sao consideradas patogénicas podendo provocar alteracdées no

mecanismo de splicing.

Em suma, o efeito prejudicial destas mutacdes missense pode ser devido: a diminuicao do
trafico intracelular da proteina FGFR1 traduzida (p.W4C); a disrupcao da conformacado do
dominio D1 pela quebra das ligacdes hidrofébicas, e/ou pela alteracao do mecanismo de auto-
inibicdo do receptor (p.596C); a alteracao da ligacdo ao dominio D3 (p.A353T); a diminuicao
da atividade da tirosina cinase resultante de alteracdes nas ligacdes hidrofébicas (p.M719V) e
ainda a modificacées no mecanismo de splicing (p.W4C, p.A353T, p.M719V, p.D59D, p.D200D,
p.L754L).

4.1.3 Gene FGF8

A prevaléncia global de mutagcdes no FGF8, no presente estudo, foi de 2% (1 em 50), valor
semelhante ao obtido por outros autores (1-2%) (28, 55). A frequéncia de mutacdes em
individuos com SK de 4,5% (1 em 22), foi igualmente semelhante ao documentado em outros
estudos (=2%) (27, 28, 55). De acordo com os programas bioinformaticos, a variante sinonima

p.T194T, presente no paciente 6130, promove alteracoes ao nivel do splicing, pela
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modificacdo de um local ativador de splicing exénico usado pelo fator de splicing SF2/ASF.
Nao é a primeira vez que é detetada uma mutacdo sinonima no FGF8 que interfere com o
mecanismo de splicing (174). A alteracao T72T, encontrada numa paciente com deficiéncia
multipla hipofisaria, foi igualmente prevista como patogénica pelo Human Splicing Finder,
comprometendo de forma idéntica o mecanismo de splicing. Estudos funcionais com a
referida mutacdo (T72T) comprovaram o efeito ao nivel do splicing e constataram que esta é

uma mutacao ativadora, que promove um aumento da atividade do ligando (174).

Os resultados bioinformaticos e a frequéncia muito baixa em que ocorre na populacao sao
fortes indicios do efeito patogénico da mutacdo T194T, que pode por si so justificar a
patologia, uma vez que este gene possui uma forma de hereditariedade autossomica

dominante.

Uma falha na sinalizacdo do ligando FGF pode resultar na perda do destino dos neurdnios
secretores de GnRH e/ou em defeitos migratorios dos mesmos, comprometendo a correta
neurogénese do epitélio ou do bolbo olfativo, causando a SK. Através de mecanismos
alternativos, uma falha na funcdo do FGF pode ainda afetar a sobrevivéncia dos neurdénios de
GnRH apds a neurogénese olfativa resultando em HHIn [2]. Assim, mutacdes no FGF8 estao
subjacentes ao SK e ao HHIn, confirmando que este gene é um locus para a deficiéncia de
GnRH. As alteracées do FGF8 podem exercer um leque de efeitos variavel, que vai desde a
faléncia no inicio do desenvolvimento pubertario até a alteracdes da funcao reprodutiva, apds

a conclusao da maturacao sexual (HHA- hipogonadismo hipogonadotréfico adquirido) (55).

4.1.4 Gene CHD7

A prevaléncia global de mutacdes no CHD7 nesta coorte foi de 34% (17 em 50 pacientes), a
frequéncia de alteracbes em individuos com SK foi de 27,3% (6 em 22) e em individuos com
HHn de 39,3% (11 em 28). Comparando estes valores com os resultados obtidos em outros
estudos, observamos percentagens muito superiores de mutacoes neste gene, quer ao nivel da
prevaléncia global que varia entre os 5% e os 7% (27, 62, 67), quer apenas em individuos com
SK (6 a 11%) (6, 67, 175, 176) ou HHn (8%) (67).

A sindrome CHARGE caracteriza-se por multiplas anomalias congénitas incluindo: coloboma do
olho, defeitos cardiacos, atrésia de coanas, atraso de crescimento, anomalias genitais,
anomalias auditivas internas e externas, bem como hipoésmia e outras anomalias do nervo
olfativo (177, 178). Uma vez que a incidéncia desta sindrome pode ser relativamente alta,
variando de 1:8500 a 1:12000 nascimentos (179, 180), tem suscitado bastante interesse na
comunidade cientifica, sendo o gene CHD7 o foco de estudo. Apesar de nao existirem

pacientes neste estudo que cumpram os critérios da sindrome de CHARGE, é sabido que a
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anosmia/hipoésmia e o hipogonadismo hipogonadotréfico sao um fenotipo encontrado nesta

sindrome, pelo que se procedeu a sequenciacao do gene CHD7 neste trabalho.

Mutacées heterozigoticas no gene CHD7 explicam cerca de 60 a 70% das causas genéticas do
Sindrome de CHARGE (57). Diversos tipos de mutacdes na regido codificadora do CHD7 tém
sido identificadas em individuos com esta sindrome, incluindo mutacdes nonsense (44%),
mutacoes frameshift causadas por insercoes ou delecoes (34%), mutacdes de splicing (11%),
mutacoes missense (8%), grandes delecoes e duplicacoes (2%), translocacoes (<1%) e pequenas

delecoes in-frame (<1%) (64).

Das 16 variantes diferentes, encontradas no presente estudo, seis nao se encontram descritas
na literatura (G388E, S559S, H903P, T1082l, D1854G e R2065H) pelo que sao mutacoes novas.
A patogenicidade prevista pelas ferramentas de bioinformatica, a auséncia destas variantes
na populacao controlo de individuos saudaveis, e o fato de a maioria se localizarem em
aminoacidos altamente conservados entre as diferentes espécies, permitem fundamentar o
efeito nocivo que estas alteracdes produzem na atividade da proteina codificada pelo CHD7.
Acrescenta-se ainda que as mutacdes H903P e T1082I localizam-se no cromodominio 2 e no
dominio SNF2/Helicase, respetivamente, e desempenham um papel fundamental na proteina,
comprometendo a sua atividade de remodelacdo da cromatina. O primeiro (cromodominio 2)
medeia as interacdes da cromatina ligando-se as histonas (67) e o segundo (SNF2/Helicase) é
responsavel pela ligacdo do ATP; assim como pela separacdo das cadeias de DNA pela enzima
helicase (61).

No que diz respeito as variantes S103T, M340V, K729E e M2527L, tudo indica que também
tenham um efeito patogénico na proteina codificada pelo CHD7, na medida em que ocorreram
em aminoacidos que sdo altamente conservados entre as espécies, sao previstas como
patogénicas em pelo menos dois programas bioinformaticos e embora ja tenham sido
descritas na populacdo, ocorreram com uma frequéncia muito baixa (S103T- MAF 0,9%;
M340V- MAF 0,3%, K729E- MAF 0,1% e M2527L- MAF 0,05%).

As variantes sinonimas P512P, T689T, P2072P, A2785A e as variantes intronicas ¢.5211-21C>A
e c.5404+40G>A sdo igualmente previstas como patogénicas pelos programas Mutation Taster
e Human Splicing Finder, sendo que este Ultimo evidencia para todas elas alteragdes no
mecanismo de splicing. De igual forma, outros estudos tém reportado a existéncia de
mutacdes sindnimas neste gene, que originam possiveis alteracdes no padrdao de splicing
(181).

Verificaram-se ainda nos pacientes 5139 e 5915 casos de heterozigotia composta no CHD7
(5139- p.S103T e p.H903P; 5915- p.T689T e c.5404+40G>A). O facto do gene ter uma
hereditariedade autossomica dominante sugere que pelo menos uma das alteragcdes possa nao

ter efeito patogénico.
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4.1.5 Genes PROK2 e PROKR2

A frequéncia de individuos com variantes no PROKR2 foi de 10% (5 em 50), sendo que uma das
variantes estava presente em dois pacientes nao relacionados. Este valor é semelhante ao
descrito por outros grupos de investigacao (3-8%) (74, 105). Foram identificadas mutacdes em
4,5% dos casos de SK (1 em 22) e em 14,3% dos casos de HHn (4 em 28). O valor obtido para
pacientes com SK é semelhante ao reportado em estudos anteriores (4-11%) (27, 74, 105). No
que se refere a pacientes com HHn a percentagem de mutacdes que identificamos é
ligeiramente superior ao descrito, 1-5% (27, 74, 105). No que respeita ao gene PROKZ2, a
frequéncia global de mutacoes detetadas de 2% (1 em 50) é igual a documentada (74, 105),
contudo, as alteracdes ocorreram apenas em pacientes com SK, e apesar de outros autores
terem detetado as variantes nas duas formas de HH, os valores que descreveram (2-5%) (27,

74, 105, 131) para SK nao distam da frequéncia por nos observada (4,5%- 1 em 22).

A variante R80C no gene PROKR2, localizada na primeira alca intracelular, ocorre num
aminoacido muito conservado entre as espécies, nao foi detetada num painel de controlos
saudaveis, foi prevista como patogénica por dois programas bioinformaticos e ja foi
anteriormente descrita por Abreu et al. (79). Os estudos funcionais revelaram que esta
variante resulta em perda de funcao do recetor, por interferir no processo de maturacao pos-
translacional e na diminuicao da expressao do PROKR2, contudo, esta variante nao exerce um
efeito dominante negativo (79), pelo que por si s6 nao explica a patologia neste paciente. A
variante L176F, localizada no quarto dominio transmembranar do PROKR2, ocorre num
aminoacido que nao é conservado entre as espécies, nao foi detetada num grupo de controlos
saudaveis e foi prevista como patogénica por dois programas bioinformaticos. As variantes
L173R e W178S, identificadas por Monnier at al. (80) e Cole et al. (74), encontram-se no
mesmo dominio e os estudos funcionais revelaram que a mobilizacao intracelular de calcio foi
prejudicada, comprometendo a atividade de sinalizacao. Os trabalhos de Monnier et al. (80)
revelaram ainda que estas variantes apresentavam baixos niveis de expressao na superficie
celular, sugerindo que tinham dificuldades de passagem no sistema de controlo de qualidade.

No entanto, ndo se demonstrou qualquer efeito de dominancia negativa.

As variantes R268C e R268H localizam-se na terceira alca intracelular do recetor da
procineticina, ocorrem em aminoacidos muito conservados entre as espécies, sao
consideradas patogénicas pela maioria dos programas bioinformaticos e apenas foi detetado
um individuo com a variante R268C, em 200 controlos saudaveis. Esta variante foi
anteriormente identificada por Monnier et al. (80). Os estudos funcionais indicaram uma
sinalizacao deficiente do receptor quando estimulado por um agonista da procineticina e a
auséncia de efeito dominante negativo, evidenciando mais uma vez, que a presenca desta

variante em heterozigotia ndo é suficiente para produzir a patologia(80).
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No que respeita a alteracao R81R presente no PROK2, foi sugerida como nociva por dois dos
programas bioinformaticos utilizados, podendo promover alteracdes no splicing, e ocorre na
populacdo com uma frequéncia muito baixa (MAF 0,04%). O fato de ter sido detetada em
heterozigotia nao explica a patologia. Esta alteracao foi detetada no exao 3, que nao codifica
a proteina madura, sugerindo um papel pouco significativo na sua atividade. Contudo, pode
desempenhar uma funcao importante na conformacao final da mesma, deixando em aberto o
papel do ex@o 3 no PROK2. As mutacdes identificadas no PROK2 ocorrem em menor nimero
que no seu recetor e as presentes no exao 3 sao raras, tendo sido anteriormente identificada

uma duplicacao (182).

Tal como acontece em individuos portadores de mutacées no FGF8/FGFR1, também no
PROK2/PROKR2 é evidente uma variabilidade fenotipica em membros da mesma familia, e
alguns irmdos normais possuem mutacdes idénticas as de irmaos afetados (2). Esta
expressividade variavel e penetrancia incompleta estdao a emergir cada vez mais para varios
genes que causam deficiéncia da hormona GnRH, o que sugere a existéncia de casos de
digenia/oligogenia (74, 131, 183). Assim, pacientes com alteracdes heterozigoticas nestes

dois genes sugerem um modelo de hereditariedade oligogénico.

As quatro mutacdes do gene PROKR2, identificadas no presente estudo, sdao heterozigoticas e
encontram-se em individuos com alteracdes genéticas em outros genes. Na familia 5196,
identificaram-se duas variantes [p.R80C (PROKR2) e V134G (GNRHR)]; na familia 5070, trés
variantes [L176F (PROKR2), D200D (FGFR1) e A2785A (CHD7)]; na familia 2661, duas variantes
[R268H (PROKR2) e K729E (CHD7)] e na familia 7081, trés variantes [R268C (PROKR2), W4C
(FGFR1) e T1082I (CHD7)].

Apenas o paciente 5191 com a alteracao R268C no PROKR2 e o paciente 7039 com a alteracao
sinénima R81R no gene PROK2, nao evidenciaram mais variantes nos genes estudados, pelo

que é espectavel que possam existir outras alteracdes em genes ainda nao rastreados.

4.1.6 Gene KISS1R

A mutacdo missense R149C, presente no exdo 3, representou a causa genética de 2% (1 em
50) da totalidade de pacientes e de 3,6% (1 em 28) dos que possuem HHn, valores estes que
estao de acordo com o documentado. Bonomi et al. (105) nao relatou qualquer alteracao
neste gene, Semple e Topaloglu. (27) e Gurbuz et al. (184) descreveram mutacdes neste gene

<3% e de 9%, respetivamente, em pacientes com HHn.

Embora a alteracdo R149C tenha sido considerada patogénica por quatro dos programas

aplicados e de nao estar presente em aproximadamente 200 controlos saudaveis, ocorre ainda

89



num aminoacido que nao é muito conservado entre as espécies. A mutacdo L148S encontrada
por Seminara et al. (82), em homozigotia, situa-se ao lado da alteracao descoberta por nds no
codao 149. Os estudos funcionais revelaram que a resposta maxima de fosfato de inositol, por
parte de células transfetadas com a mutacdo (L148S), reduziu em 65%, quando comparadas
com as células transfetadas com o gene wild type. Embora os estudos funcionais revelem que
este laco intracelular da proteina desempenha um papel fundamental na atividade da mesma,
a variante por nos detetada ocorre em heterozigotia, o que nao explica isoladamente a

patologia neste paciente, uma vez que a forma de hetereditariedade é autossomica recessiva.

4.1.7 Genes TAC3 e TACR3

Tal como descrito por Bonomi et al. (105), também no presente estudo nao foram detetadas
mutacoes nos genes que codificam a neurocinina B (TAC3) e o seu recetor (TACR3). Contudo,
Gianetti et al. (92) observaram 6% (19 em 345) de pacientes com HHn com alteracées no gene
TACR3 e 0,3% (1 em 345) no gene TAC3. Da mesma forma, Gurbuz et al. (184) identificaram
em individuos com HHn, uma prevaléncia de variantes no gene TACR3 superior ao gene TAC3,
27% (6 em 22) e 5% (1 em 22), respetivamente.

As variantes identificadas no TAC3 nao foram previstas como patogénicas, na medida em que
ocorreram na populacdo com uma frequéncia superior a 1%. Ja no gene TACR3, embora
tenham sido identificadas variantes com uma frequéncia infeior a 1%, as mesmas nao
passaram no critério de terem sido previstas como patogénicas em pelo menos dois dos
programas aplicados. A variante A449T foi mesmo considerada indcua pelos cinco programas

€em uso.

4.1.8 Genes GNRH1 e GNRHR

A semelhanca do descrito por outros autores, como Bonomi et al. (105), nao foram detetadas
mutacdes no gene GNRH1. As alteracdes genéticas neste gene tém sido encontradas com uma
frequéncia muito baixa, inferior a 1%, em individuos com HHn (27). Frequéncias superiores
foram relatadas noutros estudos no GNRHR, em que mutacdes neste gene foram encontradas
em 4 a 5% dos pacientes com HHI (105, 185). Tendo em conta apenas individuos com HHn, as
alteracbes genéticas estdo presentes entre 7 a 40% dos pacientes (105, 185, 27) no que
respeita a casos de HHn. Desta forma, verifica-se que os valores observados neste estudo se
enquadram na literatura existente, uma vez que identificamos, na globalidade, mutacdes no
GNRHR em 8% (4 em 50) dos casos com HHI, sendo que estes ocorreram apenas em pacientes

com HHn, correspondendo a 14,3% (4 em 28) destes.
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As variantes Q106R, V134G e Y283H, observadas no GNRHR, foram consideradas patogénicas
pelos cinco programas de analise, podendo todas promover alteracées ao nivel do splicing.
Com excecao da alteracdo V134G, que ocorre num aminoacido que varia em duas das
espécies, as restantes duas alteracdes surgiram em aminoacidos muito conservados. Estas
evidéncias suportam o efeito nocivo que as variantes encontradas podem ter na actividade do

recetor da GnRH.

A mutacdo presente no paciente 6263 (Y283H) encontra-se no sexto dominio transmembranar,
que esta relacionado com a configuracao e mudanca conformacional associada a propagacao
de sinal (99). Esta variante foi descrita anteriormente em heterozigotia composta por
Beneduzzi et al. (132), contudo, o fato de ter sido encontrada neste caso em homozigotia,
por si sd, explica a existéncia da patologia, uma vez que a forma de transmissao associada a
este gene é autossomica recessiva. Mais tarde, Beneduzzi et al. (186) desenvolveu estudos
funcionais com esta variante e os ensaios com IP3 demonstraram uma perda completa da
atividade do mutado. A mutacdo P282R, identificada por Tello et al. (187), também se
encontra no sexto dominio transmembranar e, tal como a alteracao Y283H, encontra-se num
residuo conservado. Os estudos funcionais demonstraram que esta arginina no codao 282 foi
incapaz de se ligar a um analogo da GnRH. Como este residuo conservado é importante na
conformacao do receptor, é provavel que a mutacdo perturbe a ligacdo ao ligando e/ou afete

o percurso do recetor para a superficie celular (187).

A mutacdo Q106R, presente no paciente 6980, ocorreu em heterozigotia composta com uma
mutacao frameshift (c.937_947delTTTAAACCC) até agora nao descrita. Embora a variante
Q106R tenha sido detetada em dois dos 219 controlos saudaveis, ndo deixa de exercer um
papel nefasto, uma vez que estudos funcionais confirmaram o seu potencial patogénico (101).
A variante Q106R foi descrita anteriormente por de Roux et al. (101) também em
heterozigotia composta, mas com a alteracao R262Q. Os estudos funcionais que efetuaram
demonstraram que a modificacao de uma glutamina no codao 106 por uma arginina, diminui
drasticamente a ligacdo da GnRH ao seu recetor. Esta diminuicdo era espectavel, uma vez
que, os dominios extracelulares do receptor de GnRH estao envolvidos na ligacdo da GnRH
(99, 188). Surgiram ainda diversos pacientes com HHI, apresentando uma ampla gama de
fendtipos, que eram portadores das mutacdes Q106R e R262Q em heterozigotia composta ou
em combinacao com outras mutacées no GNRHR (103, 186, 189, 190). Bedecarrats et al. (191)
analisaram os efeitos destas duas mutacdes na estimulacdo das subunidades de
gonadotrofinas e na expressdao do gene GNRHR pela GnRH. Para além dos dois recetores
mutantes apresentarem uma reducao na resposta do IP a GnRH, foram também observados
diferentes efeitos nas subunidades de gonadotrofinas estimuladas pela GnRH e na expressao
do GNRHR, sugerindo efeitos diferentes sobre uma via de sinalizacdo comum ou, mais
provavelmente, em diferentes vias de transducao de sinal. Deste modo, a variabilidade

fenotipica observada nos pacientes com HHI, causada por mutacdes no GNRHR, podera ser
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explicada pelos diferentes efeitos produzidos na expressdao genética das subunidades LHB,
FSHB e aGSU estimuladas pela GnRH. Casos como estes, de heterozigotia composta, sao as

mutacoes mais frequentemente detetadas neste gene (100).

A alteracao genética V134G do exdo 1, presente no paciente 5196, deixa algumas dividas
quanto ao efeito patogénico. Se por um lado, a previsdo dos programas bioinformaticos, a
ocorréncia num aminoacido que é conservado entre as espécies e a auséncia em 203 controlos
saudaveis, apoiam o efeito nocivo; por outro lado, ocorre em heterozigotia, o que por si so
nao explica a patologia, uma vez que a forma de hereditariedade neste gene é autossomica
recessiva. Uma possivel explicacdo para este caso € a existéncia de uma delecdo dos
restantes exdes deste gene, no outro alelo, que nao é detetada aquando da sequenciacéo.
Esta mutacao foi anteriormente identificada por Beneduzzi et al. (186) em heterozigotia com
a variante R262Q (V134G/R262Q) e com a variante Q106R (V134G/Q106R). Os estudos
funcionais realizados a variante V134G demonstraram uma perda de resposta ao nivel da
producao de IP3 quando estimulado com GnRH, ou seja, indicaram uma perda completa da
atividade do mutado (186).

4.2 Penetrancia incompleta e oligogenia

A hereditariedade oligogénica tornou-se evidente devido as grandes variacdes fenotipicas
reprodutivas e nao reprodutivas exibidas por diversas familias (192). Uma descricao detalhada
de individuos com mutacdes idénticas neste gene revelou uma grande gama de fenotipos
(quer dentro, quer entre familias), variando de aparentemente normal a andsmia, labio
leporino, fenda palatina, atraso pubertario, reversao do HHI e mesmo SK com malformacdes
do esqueleto e craniofaciais (7, 34, 49). Mais tarde, Dodé et al. (131) encontraram as
primeiras mutacdes no PROKRZ e no seu ligando em pacientes com HHn e SK. Em 14
pacientes, nao aparentados, detetaram mutacdes distintas no PROKR2, incluindo uma
mutacao digénica, em que um alelo mutado estava presente no PROKR2 e outro no KALT. Num
paciente com SK e defeitos na linha média e no esqueleto foi detetada uma mutacao no gene
NELF, que resultou de uma delecdo intronica de 8 pares de bases e, mais tarde, foi
encontrada no mesmo individuo uma alteracdo no FGFR1 (53). Estas alteracbes genéticas
explicaram que o fendtipo do paciente se deveu a ter herdado um alelo mutado de cada
progenitor, explicando também a aparente auséncia de segregacdo de qualquer gene com a
doenca (53). Outros estudos se seguiram nos quais se identificaram mais casos de digenia
(193) e oligogenia (28).

Neste estudo, as analises genéticas efetuadas aos familiares dos pacientes, demonstraram a
existéncia de casos em que as variantes foram herdadas de progenitores aparentemente
normais, nomeadamente nas familias 7081, 5184, 6024 e 5136 (Figura 10, 15 e 19). Esta
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penetrancia incompleta ja foi descrita anteriormente em diversos genes associados ao HHI e
sugere que outros fatores genéticos ou ambientais possam contribuir para a variabilidade do
fendtipo (194). Em particular, como referido anteriormente, casos de mutacoes digénicas e
oligogénicas tém sido descritos em individuos com HHI e poderdo explicar alguns casos de

expressao fenotipica variavel e penetrancia incompleta (28, 193).

0 paciente 7081 possui trés alteragdes genéticas nos genes FGFR1 (p.W4C), CHD7 (p.T1082l) e
PROKR2 (p.R268C). Neste caso duas variantes (FGFR1 e CHD7) foram herdadas do pai, que
teve atraso pubertario constitucional, e uma variante (PROKR2) foi herdada da mae,
aparentemente normal, sugerindo uma explicacdo para a variabilidade fenotipica desta

familia (Figura 24).

Um outro caso de mutacdes digénicas e penetrancia incompleta esta presente na familia
5136. A variante do FGFR1 (p.D59D) foi herdada do pai e a variante no gene CHD7 (p.D1854G)
foi herdada da mae (Figura 24).

Nos pacientes 5184 (Figura 10) e 6024 (Figura 10), poderdo existir, para além das alteracoes
detetadas, outras alteracdes genéticas em genes ainda nao rastreados, ou fatores externos

que expliguem a penetrancia incompleta nestas familias.

Na familia 5102 (Figura 24), como a mutacdo do KALT por si so ja desencadeia a doenca, tudo
leva a crer que a alteracao no CHD7 (M2527L) nao exerca efeito patogénico. Dois fatores vém
apoiar esta hipotese, o irmao 6999 nao possui a alteracdo no CHD7 e evidencia caracteristicas
fenotipicas iguais as do irmao 5102, e o pai de ambos, saudavel, mesmo nao tendo sido
efetuada a analise genética, devera ter transmitido a alteracdo M2527L ao filho 5102, uma

vez que a mae nao possui a alteracao.

4.3 Relacao gendtipo/fenétipo

Quer o HH normoésmico, quer o SK partilham uma etiopatogenia anatémica e genética com
caracteristicas comuns. Diversos estudos descrevem genes implicados no HH com diferentes
expressoes fenotipicas, mesmo quando a mesma mutacdo estd presente em diferentes

individuos dentro da mesma familia (49, 102), suavizando a separacao entre SK e HHn.

Os pacientes com SK nao atingem geralmente a puberdade e o fendtipo reprodutivo pode
variar desde hipogonadismo grave (criptorquidia ou micropénis em criancas do sexo
masculino) a reversao completa na vida adulta (10, 47). Todos os pacientes no presente
estudo apresentaram atraso pubertario devido aos baixos niveis de gonadotrofinas. A

percentagem de individuos com criptorquidia é de 19% (8 em 42 homens). Dos pacientes com
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SK, 15% possuem antecedentes de criptorquidia (3 em 20 homens) e dos pacientes com HHn,
23% possuem antecedentes de criptorquidia (5 em 22 homens). A percentagem semelhante de
criptorquidia entre as duas formas congénitas de HHI ndo é exclusiva deste estudo. Bhagavath
et al. (195) também verificaram que a frequéncia de criptorquidia nao diferiu muito entre
anésmicos e normdsmicos. Embora a literatura evidencie que alteracbes no gene KALT
provocam fenoétipos reprodutivos mais severos que o FGFR1 (29, 30), neste estudo, nos casos
com criptorquidia e/ou micropénis (21%, 9 dos 42 homens) a maioria das mutacdes ocorreu no

gene FGFR1, isoladamente ou em oligogenia (56%, em 5 dos 9 individuos).

A an6smia/hiposmia estao significativamente relacionadas com anomalias anatémicas do trato
e bolbos olfativos. A prevaléncia de outras anomalias, especialmente defeitos na linha média
e surdez neurosensorial, € elevada e independente da presenca de andsmia/hipdsmia (5). Nos
22 pacientes com SK estudados, 10 (45 %) possuem anomalias anatomicas olfativas, na maioria
com agenesia dos sulcos e bolbos olfativos, o que corrobora os resultados obtidos por Della
Valle et al. (5).

Outras caracteristicas fenotipicas associadas ao SK incluem labio leporino e fenda palatina,
deficiéncia auditiva, agenesia dentaria, anomalias dos membros, agenesia renal e movimentos
de espelho (sincinesia) (4). A agenesia renal unilateral ocorre em cerca de 30% dos pacientes
com alteracoes no KALT (159, 196), fenotipo presente nos irmados da familia 5102, que
possuem uma mutacao neste gene. Costa-Barbosa et al, (6) evidenciaram que certas
caracteristicas clinicas em homens e mulheres sdo altamente associados com causas genéticas
de SK. A sincinesia (KAL), a agenesia dentaria (FGF8/FGFR1), anomalias o6sseas digitais
(FGF8/FGFRT1) e surdez (CHD7) tornam-se Uteis na prioridade a dar ao estudo genético (6).
Dos 50 pacientes em estudo, quatro apresentavam surdez (8%, trés SK-13,6% e um HHn-3,6%)
e as alteracbes genéticas associadas aos mesmos ocorreram no FGFR1 e CHD7, confirmando

em parte a associacao obtida por Costa-Barbosa et al. (6) relativamente ao gene CHD7.

4.4 Reversao do hipogonadismo hipogonadotréfico

0 diagnostico de HHI reversivel inclui todos os pacientes, que se tornaram férteis sem terapia
de gonadotrofinas ou GnRH e/ou que apresentaram melhoria na secrecao de testosterona,
apos a interrupcao do tratamento de reposicao de gonadotrofinas, GnRH ou testosterona (8).
Para induzir o desenvolvimento pubertario e para manter os niveis adultos de hormonas
sexuais, a maioria dos pacientes do sexo masculino com HH precisa de terapia de reposicao
de testosterona (TRT) ao longo da vida (197). No entanto, até 10% dos doentes com HH pode

sofrer reversao da doenca e alguns deles podem mesmo produzir sémen normal (10).
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Apesar de ja terem sido descritos diversos casos de reversao no HH (7-10, 47, 92, 198-203), as
caracteristicas clinicas e de genética molecular, assim como, os mecanismos que conduzem a
reversao do HH nao sao bem conhecidos. Os casos reportados possuiam mutacdes em genes
distintos, no KAL1 (8), FGFR1 (7, 47), PROK2 (9), GNRHR (199, 203), TAC3/TACR3 (92), CHD7,
GNRHR, FGFR1 (198). De acordo com Laitinen et al. (198), uma proporcdo consideravel de
pacientes com HH (8% dos pacientes com SK) pode recuperar no inicio da idade adulta.

Durante a TRT, o aumento testicular foi altamente sugestivo da reversao do HH.

Apesar da maioria dos casos de reversao no HH ocorrerem em homens, também tém sido
documentados casos de reversao em mulheres. Em 2002, Dewailly et al. (204) descreveram
uma gravidez espontanea numa mulher com HHn parcial e mutacdo no GNRHR, apos a
reposicao de esterdides sexuais. Mais tarde, Raivio et al.(47) relataram um caso de reversao
numa mulher diagnosticada com HHn severo e com alteracdes genéticas nos genes FGFR1 e
PROKR?2.

Igualmente, no presente estudo ocorreu pelo menos um caso de reversao no HHn, o paciente
da familia 5943. Este possui a alteracao sindénima no CHD7 p.S559S, iniciou a TRT passando de
um estagio de Tanner 1 para 4, em que 5 é considerado um desenvolvimento completo, e
apresentando um volume testicular normal (15-20 cc). Apos ter cessado a terapia de

testosterona o paciente continuou a desenvolver a puberdade.

4.5 Perspetivas futuras

Em 20 familias (40%) ndo se identificaram causas genéticas que explicassem o fenotipo. Esta
situacao podera dever-se ao facto de estarmos na presenca de uma causa adquirida, ou
poderao ser outros os genes que explicam a doenca. Estudos mais recentes tém permitido
descobrir genes adicionais que estao relacionados com o funcionamento do eixo hipotalamo-
hipofise-gbnadas, nomeadamente o NELF, HS6T1, FGF17, FGF18, IL17RD, DUSP6, SPRY2,
SPRY4, FLRT3, Ebf2, NROB1, LEP, LEPR, entre outros.

O gene NELF (OMIM: 608137) também conhecido por NSMF codifica o fator LHRH embrionario
nasal (Hormona libertadora da hormona luteinizante). Este gene esta relacionado com a
migracdo dos neurdnios olfativos e dos neurénios secretores de GnRH em ratinhos (205),
tendo sido associado ao HHI em 2004 por Miura et al. (206). O gene HS6ST1 (Heparan sulfate
6-O-sulfotransferase) (OMIM: 604846) codifica a enzima sulfotransferase de heparina,
necessaria para a funcdo da anosmina-1, tendo sido descobertas mutacdes em familias com
HHI (207). Miraoui et al. (208) efetuaram pesquisa de mutacées em diversos genes e
identificaram variantes em individuos com HH congénito nos genes FGF17 (Fibroblast growth
factor 17) (OMIM: 603725), IL17RD (interleukin 17 receptor D [OMIM 606807]), DUSP6 (dual

95



specificity phosphatase 6 [OMIM 602748]), SPRY4 (sprouty homolog 4 (Drosophila) [OMIM
607984]) e FLRT3 (fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 [OMIM 604808]). Um
outro gene que merece ser alvo de estudo é o Ebf2 (early B-cell factor 2) (OMIM: 609934) que
possui um papel chave no eixo neuroendocrino como proposto por Corradi et al. (209). Estes
autores descreveram ratinhos nulos para o Ebf2, em que a migracao dos neuronios de GnRH é
defeituosa, levando ao HH. O NROB1 (Nuclear receptor subfamily 0, group B, Member 1)
(OMIM: 300473) codifica um novo membro da superfamilia dos recetores nucleares e participa
na formacao da glandula supra-renal adulta, actuando como uma proteina co-reguladora que
inibe a atividade da transcricao de outros recetores nucleares (210). Mutacdes neste gene
foram descritas em pacientes com hipoplasia adrenal congénita ligada ao X e HHI normésmico
(211). A leptina codificada pelo gene LEP (Leptin) (OMIM: 164160) é uma hormona que regula
a ingestao de alimentos, o gasto de energia e reproducao ao nivel do hipotalamo, sendo o seu
recetor codificado pelo gene LEPR (Leptin receptor) (OMIM: 601007) (2). Mutacdes em ambos
0s genes estao associadas a obesidade e HH (212). Os genes anteriormente mencionados ficam
para posterior estudo, uma vez que, as mutacoes nestes genes tém uma prevaléncia muito
baixa ou estao associadas a caracteristicas fenotipicas especificas e ndo muito frequentes nos

pacientes.

Atendendo ao elevado e crescente niumero de genes envolvidos no HH, as técnicas de Next
Generation Sequencing (NGS) poderao ser aplicadas nesta patologia, uma vez que permitem
uma economia de tempo e custos relativamente a sequenciacdo pelo método de Sanger.
Como exemplo tem-se a targeted resequencing que permite a analise simultanea de varios
genes de interesse (213) e o whole genome/exome sequencing, que como o préprio nome
indica, ao sequenciar todo o genoma ou exoma humano, permite nao s6 detetar alteracdes
genéticas em genes ja relacionados com a patologia, como possibilita ainda a descoberta de

novos genes até entdo nao associados a doenca (214).

Para além da sequenciacao de genes adicionais, existem outros estudos que poderao ser Uteis
para completar os resultados obtidos neste trabalho. Quando na posse de amostras sanguineas
realizar-se-a o estudo genético dos familiares em falta, a fim de se analisar a existéncia de
segregacao familiar das alteracodes identificadas. Também sera (til efetuar o estudo do RNA

de familiares dos pacientes que possuem mutacoes previstas como modificadoras de splicing.

Uma limitacdo deste trabalho foi a auséncia de estudos funcionais in vitro, para se confirmar
ou nao os resultados obtidos pelos diferentes programas de simulacdo. Assim, em futuros
estudos, poderemos avaliar a atividade de sinalizacdo e os niveis de expressao/maturacao da
proteina. As mutacdes que se encontram no dominio transmembranar de um recetor acoplado
a proteina G sdo mais suscetiveis de prejudicar o trafico do recetor e resultam em niveis
reduzidos de recetores na membrana plasmatica (215). Nestes casos podera ser possivel
quantificar o recetor na membrana plasmatica em células nao-permeabilizadas e células

permeabilizadas. As mutacées que se encontram nas alcas extracelulares podem
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comprometer severamente a transducao de sinal. Estas mutacdes podem interferir com a
ligacdo do ligando, pelo que podera ser necessario realizar ensaios de ligacdo ao recetor
(215).

As delecoes completas de genes em heterozigotia nao sao detetadas pelos métodos de
sequenciacao utilizados, pelo que se poderdo ainda realizar outras técnicas complementares
para descartar esta hipotese, nomeadamente através de MLPA (anteriormente descrita), ou

por fluorescence in situ hybridisation (FISH) ou por microarrays.

Falta ainda perceber de que forma as alteracdes heterozigdticas, em genes cuja forma de
hereditariedade é autossomica recessiva, podem contribuir para o fenétipo. Estudos
funcionais deverao ser realizados para avaliar um possivel efeito dominante-negativo destas

variantes.

Destaca-se que os estudos funcionais in vitro sao muito laboriosos, dispendiosos e que por
isso, nem sempre sao realizados para demonstrarem o efeito patogénico das mutacoes.
Convém salientar que a gravidade da perda de funcdo in vitro nem sempre esta
correlacionada com a apresentacao fenotipica (216). Na investigacao elaborada por Koika et
al. (216) no gene FGFR1, os estudos funcionais de duas mutacoes (R254W e R254Q) que foram
detetadas em dois individuos distintos, indicaram uma reducao nos niveis de expressdao no
geral e na superficie celular, em ambas as mutacdes. Embora a substituicao de uma arginina
por um triptofano no codao 254 (R254W) tenha demonstrado ser mais perturbadora do que a
substituicao por uma glutamina (R254Q), nao existiu uma relacao clara entre a apresentacao
fenotipica e a gravidade da perda de funcdo detetada in vitro, revelando algumas limitacoes

dos estudos funcionais das mutacoes.
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5.Conclusoes
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Concluida a sequenciacao dos principais genes relacionados com o HHI, e tendo sido aplicados
critérios de patogenicidade muito exigentes, ainda assim, detetaram-se defeitos genéticos em
60% dos casos estudados. Nos restantes pacientes, em que ainda nao foram identificadas as
causas genéticas, a patologia podera estar associada a alteracées em outros genes que ainda
nao foram alvo de estudo, ou poderao ser individuos nos quais nao existe efetivamente uma

causa genética, mas sim adquirida.

O presente trabalho permitiu ampliar o espetro de defeitos genéticos associados ao HHI em
diversos genes, identificando 18 novas mutacdes. Destas, seis foram identificadas no gene
FGFR1, duas no KAL1, seis no CHD7, uma no KISS1R, duas no PROKR2 e uma no GNRHR. A
mutacdo A353T do FGFR1 atribuiu-se especial importancia, uma vez que foi detetada no exéo
8A que codifica a isoforma IlIb. Pela primeira vez, foi detetada uma mutacao num paciente
com HHn nesta isoforma, o que sugere um papel da mesma na patologia do HHI, devendo
incluir-se sempre o exao 8A no estudo genético. Foi possivel atribuir uma causa genética a 30
dos 50 pacientes englobados no estudo, contudo, nenhuma das alteracdes foi detetada nos
genes GNRH1, TAC3 e TACR3.

Os casos de digenia/oligogenia detetados constituem uma possivel explicacdo para a
variabilidade fenotipica e penetrancia incompleta presente em certas familias. A tendéncia
de encontrar este tipo de hereditariedade sera cada vez maior, uma vez que, os avancos da
ciéncia tém permitido encontrar cada vez mais genes, que estdo de alguma forma
relacionados com o funcionamento do eixo hipotalamo-hipofise-gonadas, e como tal com o
HHI.

Os diferentes estudos reportados na literatura permitiram verificar que uma determinada
mutacao num gene pode alertar para a presenca de outras malformacdes, nomeadamente, as
mutacoes no KALT1 poderao estar associadas a problemas renais e, alteracées no CHD7
poderao ser indicativas de malformacGes em outros 6rgaos. Apesar de nao ter sido possivel
estabelecer uma efetiva relacao genotipo/fenotipo, verificAmos que dois irmaos com mutacao
no KAL1 evidenciavam agenesia renal unilateral e os pacientes que apresentavam surdez eram
portadores de mutacdes nos genes FGFR1 e/ou CHD7. Considerando que a prevaléncia de
mutacdes foi superior no FGFR1 e no CHD7, estes genes sao particularmente relevantes,
devendo ser prioritarios no rastreio de mutacées em pacientes com HHI, especialmente se
possuirem surdez. Em caso negativo, devera ser procurada uma causa genética nos outros
genes. Mesmo quando identificada uma mutacdo, ha vantagens em alargar o estudo aos
restantes genes dado que, tal como tem sido descrito, existem diversos casos de

hereditariedade oligogénica.

A existéncia de casos com reversdao no HHI apds cessar a TRT foi também constatada em um
dos pacientes em estudo. Assim, sugere-se um acompanhamento médico assiduo, na medida

em que alguns casos tém reversao do HHI aquando do término do tratamento.
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Os programas bioinformaticos sao uma ferramenta muito Util para prognéstico do efeito
funcional das mutacdes detetadas, sobretudo quando ha restricoes praticas a utilizacao
sistematica de estudos funcionais in vitro. Porém, os programas de previsao bioinformaticos

também tém as suas limitacoes, dado que nado sao 100% sensiveis, nem especificos.

Salienta-se ainda a importancia deste estudo no aconselhamento genético. Sabendo quais os
genes mutados, podemos inferir qual o risco dos descendentes ou outros familiares serem
portadores das mutacOes e testar, para sabermos se herdaram efetivamente a mutacao.
Tomando conhecimento da existéncia de uma mutacdo patogénica € possivel aplicar
atempadamente os procedimentos necessarios para que se consigam ultrapassar os efeitos
nefastos, nomeadamente, fazer o tratamento de reposicdo de testosterona ou estrogénios na
idade apropriada, assim como, identificar outras anomalias potencialmente associadas.
Contudo, o caracter oilgogénico e de penetrancia incompleta associado a diversos casos,

podera dificultar o processo de aconselhamento genético.

A genética humana, através da contribuicdo dos estudos dos genes mutados, tem sido uma
poderosa ferramenta para a descoberta de mecanismos moleculares envolvidos no controlo
central da reproducéo, levando a identificacdo de varias moléculas que sdo essenciais para a
migracdo dos neurénios embrionarios de GnRH, bem como, para a regulacdo e acdo da GnRH
hipotalamica. Estudos adicionais em pacientes com SK e HHn isolado, poderdao levar a
identificacao de novos genes e mecanismos envolvidos na regulacao da reproducao, e

identificar novos alvos terapéuticos com interesse clinico.
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Anexo |- Primers para PCR e sequencia¢ao

Na amplificacdo dos produtos de PCR foi maioritariamente utilizada a enzima Dream Taq
(Dream Taq Green DNA, ThermoScientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), as
excecdes encontram-se descritas nas tabelas seguintes. Os primers de PCR foram também
usados para a sequenciacao dos produtos amplificados.

Os primers usados na amplificacao do gene KAL1 foram publicados por Hardelin et al. (159),
com excecao do primer forward do exdao 1 e do primer reverse do exao 10 que foram
desenhados por nés no programa Primer 3 Plus (128).

Nome do

L . , , CondicGes otimizadas com " Tamanho do
Primer Primer 5’ para 3 )
kall temperatura de annealing produto (pb)
1F TGGGAGGGAGGTCGGCGAGGAGGG 2,0 mM Mg +10% DMSO + 60°C 1 462
1R GAACTTTGCGAGCCCAGGCTGGGAG
2F TTGGAAGGGAAGGACAGCAGG 1,5 mM Mg + 56°C 2 230
2R GCACCATTCATACAGGTATAG
3F TCTCAGCTTTGTTTGTTTCCA 2,0 mM Mg + 56°C 3 174
3R CGTAAGCATAGTCAGATTTGG
4F ATGTCTTGGAAATCAGACTTC 2,0 mM Mg + 56°C 4 334
4R ATGTGACACTGCATGTGTCTT
5F CAGATTGTTTTAATTGATACG 2,0 mM Mg + 56°C 5 267
5R GCAGACACTACCTCCAGGATG
6F AGTGACATGTTCCCTGTGCTC 2,0 mM Mg + 60°C 6 218
6R CTGGTAGCAAGGATAGTATTC
7F ATGATGTGTCTTTGTACTGGG 2,0 mM Mg +56°C 7 269
7R TGGGAATAACAATCCTTCCTC
8F GACGTGGAAGGTTTGTAACGC 2,0 mM Mg + 56°C 8 237
8R ATCATGTCACAATCATCTTGA
9F TGCCCAGGAATCTATAATTAC 2,0 mM Mg + 56°C 9 269
9R ACTATCTCTATATTACTGTGC
10F ACCTGGAATGTAACATCCAGC 2,0 mM Mg + 60°C 10 325
10R GTGAATGGATAAAAGAATGAGTGA
11F AATATGATTTCAATTCTTGCC 2,0 mM Mg + 56°C 11 283
11R GATGTAGAAGTCCTTCAGGTG
12F TCTCCAGTCGCCTAATCCTGG 2,0 mM Mg + 56°C 12 302
12R CCAATGACACAGACATAGTAC
13F GTGCATTGCATGTTGTCTCTG 1,5 mM Mg + 56°C 13 241
13R TGACAGGATGGCTTAATGCCC
14F ATGTGACTGACATATTTTGTC 2,0 mM Mg + 56°C 14 147
14R GGCCGAAGTTCAACAAGCTTA

Os primers usados na amplificacao do gene FGFR1 foram publicados por Sato et al. (152), com
excecao dos primers dos exdes 14 e 15 que foram publicados por Albuisson et al. (45).

CondigOes otimizadas

Nome do Primer . , , ~ Tamanho do
Primer 5’ para 3 com temperatura de Exao

FGFR1 . produto (pb)

annealing

2F CCTTCTG TCCTTTCCCC 1,5 mM Mg + 60°C 2 354

2R GAGCCTTCCCTGTTGACCA

3F TCTTCCTCTCTCGCCCCTT 2,5 mM Mg + 60°C 3 434

3R AAGCAGAGTGGGGGCAGAT

4/5F AAATCTAGGGGTCCCTAGGAG 1,5 mM Mg + 60°C 4e5 611

4/5R TCCCCTGTTCCCATTACTCTA

6F GTCATGGGGCCTGCATTTT 1,5 mM Mg + 60°C 6 299

6R AAGTGCCAATCGCTATCCTGA
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CondigOes otimizadas

Nome do Primer . -
Primer 5’ para 3’ com temperatura de Exdo

Tamanho do

FGFR1 annealing produto (pb)
7F ATGGCAAGGTCCCCATGA 1,5 mM Mg + 60°C 7 354
7R AAGCGTGAGGAATGATCCCAT

8AF CCTGGGCCTGCCTGAAAG 1,5 mM Mg + 60°C 8A 372
8AR TCCATGGCTCTGGGCACTA

8BF AGGTCTCATGTCCTGTGCTTG 1,5 mM Mg + 60°C 8B 355
8BR AGGATTCAGCCCTCAAAGCT

9F CAGGAGACAGGTGTTGCTTTT 1,5 mM Mg + 60°C 9 403
9R AGCCAGAAAATAAGGCCCAA

10/11F TTGGGAAGCCCTGACTAAGAA 1,5 mM Mg + 60°C 10e11 639
10/11R TGTTTGCTTGGAATGGGACA

12F AAAGCAGCCCCTCGACACATA 1,5 mM Mg + 60°C 12 261
12R ACCCCAGCTCAGATCTTCTCC

13F AAACCTGCTCACCTGCTGCT 1,5 mM Mg + 60°C 13 354
13R AGTGCTCAGTGCATCCACAA

14F GCAGAGCAGTGTGGCAGAAGT 1,5 mM Mg + 60°C 14 300
14R CCACTCCTTGCTTCTCAGAT

15F TTCCCACCTGTGCCCTCATG 1,5 mM Mg + 60°C 15 227
15R AGAGGACTCCTCAGTCCAGG

16/17F TGCCCTGGGTAGAGGATTTGT 1,5 mM Mg + 60°C 16e17 563
16/17R TGTGATGGGCGAGAGGAA

18F GTAAGGCTGCCCGTGCCAG 1,5 mM Mg + 60°C 18 634
18R GCTCAGGAAGCTCTCACTTGC

Os primers usados na amplificacao do gene FGF8 foram publicados por Ericka et al. (217),
com excecao do primer forward dos exdes 1/2 que foi desenhado por nos no programa Primer
3 Plus (128).

Nt?me do . , , Condigbes otimizadas com o Tamanho do
Primer Primer 5’ para 3 . Exao

FGES temperatura de annealing produto (pb)
1/2F ACCCGCACCCTCTCCGCTC 1,0 mM Mg +1% DMSO + 60°C le2 435
1/2R TACCTCTCTGTGCCTCAGCTCC

3/4F AGGGGATGGATGTTCGATG 1,5 mM Mg + 56°C 3e4d 825
3/4R CCCTCAAGACACCTTTCTGC

SF CAGTTGCTGCTGGGCTGT 2,0 mM Mg +56°C 5 295

5R GCCTACCTTGTTGGGATCAG

6F TGCGAGTTGTGAGGGATTAG 2,0 MM Mg +56°C 6 600

6R CAATATCAACAACCGGAACC

Os primers usados na amplificacao do gene GNRHR foram publicados por Antelli et al. (218).

Nome do Condig¢des otimizadas
. . o Tamanho do
Primer Primer 5’ para 3’ com temperatura de Exdo
GNRHR annealing produto (pb)
1F AACAGGACTTTAGATTCGGT 2,0 mM Mg + 56°C 1 777
1R GTTAAGAAGTTTGCCCAAG
2F AGATCTATTGACACTTACCC 2,0 mM Mg +56°C 2 535
2R ATGAGCTAATATATGCAAACTG
3F ATTTTCTCCCATTGATTAAGTTG 2,0 mM Mg + 56°C 3 433
3R CATTTGTGTTAATCATTCCC
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Os primers usados na amplificacao do gene GNRH1 foram publicados por Chan

et al. (94).

Nome do CondigOes otimizadas

Primer Primer 5’ para 3’ com temperatura de Exao Tamanho do
GNRH1 annealing produto (pb)
1F CTCTGACTTCCATCTTCTGC 1,5 mM Mg + 56°C 1 392

1R GCCTTATCTCACCTGGAGC

2F CTGCAACTTTCCCAATCTCC 1,5 mM Mg + 56°C 2 346

2R GAGGAGTCAGGAATGTAAGC

3F CCTAGCACTAACTAGAGC 1,5 mM Mg + 56°C 3 303

3R GTGCAACTTGGTGTAAGG

Os primers usados na amplificacdo do gene KISS1R foram publicados por Seminara et al. (82),
com excecao do primer reverse do exao 4 e dos primers do exao 5 que foram desenhados por
nos no programa Primer 3 Plus (128).

Nt?me do . , , Condig6es otimizadas com " Tamanho do
Primer Primer 5’ para 3 . Exao
temperatura de annealing produto (pb)
KISS1R
1F GCTGGGTGAATAGAGGGC 1,5 mM Mg + 60°C 722
1R GGAGTTTGCGACCTCTAGC
2F CCATCCTGCTGGTCACTCG 1,5 mM Mg + 60°C 352
2R CACTGCGGAGCGCACTCC
3F GCCTGAGTGTTCGCACACG 1,5 mM Mg + 60°C 340
3R GCGCCCATTTTCCAGATGC
4F GCATCTGGAAAATGGGCGC 1,5 mM Mg + 60°C 566
4R GTGAAGGTGGTTAGACGAAAGGC
SF AGGAGGGGCGGTGCGAG 1,5 mM Mg + DMSO 5% + 55°C 611
5R CTAATAACAGAAGAATAGCCGC

Os primers usados na amplificacao do gene CHD7 foram publicados por Song et al. (219), com
excecao dos primers dos exodes 2.4 e 3 que foram desenhados por noés no programa Primer 3

Plus (128).

Nome do Condig6es otimizadas
i . Tamanho do

Primer Primer 5’ para 3’ com temperatura de Exdao
CHD7 annealing produto (pb)
2.1F TGGGGACCAAATTCAGATGT 1,5 mM Mg + 60°C 669
2.1R ATTCTGCATGCCAGGGTAGA
2.2F CCGAACAGAATGATGAGCAAC 1,5 mM Mg + 60°C 642
2.2R GACTGTCTGGCTCCGAGAAC
2.3F TCACCACCCCTCTACTGCTC 1,5 mM Mg + 60°C 630
2.3R GCCGAGGACATGCCTATAAA
2.4F CTCTCCACCTCCCATGTCAC 1,5 mM Mg + 60°C 606
2.4R AGGCACTCATAATGAAAAAGC
3F ACATCAGCCACTAACTTTCAG 1,5 mM Mg + 60°C 678
3R AATGCGTAAAAGCCTTAGC
4F TTGCCAGGAAAACTTAATTGG 1,5 mM Mg + 57°C 4 361
4R GCTAAAGTTACCCATGCCAAA
SF ATGGTCTCGATCTCCTGACCT 1,5 mM Mg + 60°C 636
5R AAAATGCATCCATAAATCCC
6F ACCTAGGCTGGTCCACGTAA 1,5 mM Mg + 60°C 479
6R CTGGGGTCAAATATCCCAAAG
7F TAGAAGCTCTCGCACGTTGA 1,5 mM Mg + 60°C 401
7R CCAGGCCATGATGACTAAAGA
8F GAGCTGGAGGCTTAGGACAG 1,5 mM Mg + 60°C 452
8R CAAGTTGACAGCACCAAATGA
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Nome do

CondigOes otimizadas

Tamanho do

Primer Primer 5’ para 3’ com temperatura de Exdo

CHD7 annealing produto (pb)
9F TCACAGTAAAAGGTTTCACACG 1,5 mM Mg + 60°C 9 426
9R AAGGCTCTGACCAAGACCAG

10/11F TGTATGTGGTCAAATGAATCCAA 1,5 mM Mg + 60°C 10e11 469
10/11R TCAATAACTAAAGGAAAGGAACTACAG

12F TGCATTTGTGGGTACAATGG 1,5 mM Mg + 60°C 12 428
12R CCTTCCCAAGTCACCAAGAC

13F GATGCATGTGCTCTGTTAGGA 1,5 mM Mg + 60°C 13 482
13R TCTGAGCAACGGGACTATCA

14F TGTCCATGGATCTGTCTACCTG 1,5 mM Mg + 60°C 14 489
14R TGATGACCTGGAAAGTCCAA

15F CAACCTTCATGCACTGCTCT 1,5 mM Mg + 60°C 15 494
15R AAGGGATTTCTGGTGCTTCA

16F AATGCCTCAATGTGTTGTGC 1,5 mM Mg + 60°C 16 486
16R GACCCCTGGGAAGGTAATTT

17F CGCCAATAAACCCTATTTGCT 1,5 mM Mg + 60°C 17 457
17R CTGAGTGACGACGCAACATT

18F ACATTGGAATGAGGGTTTCAG 1,5 mM Mg + 60°C 18 550
18R GCCCCTTTTCGTAGAAGATCC

19F GCCTTTGATTATTTTTCGACCTC 1,5 mM Mg + 60°C 19 478
19R AGGGGTTCCACAGGGAGTTA

20/21F TGTCTGGCATAAGTGGAGGA 1,5 mM Mg + 60°C 20e21 596
20/21R TTCTCTACCAGTTGGGAATTCTA

22/23F CACCCAGTGTGAATTGTTGC 1,5 mM Mg + 60°C 22e23 759
22/23R CTGCATCTGCAGACGTGAAG

24F AGGCAATGGTAGGGTACGTG 1,5 mM Mg + 60°C 24 585
24R ACAGCCTTTTCCTGATTCTCA

25F TGGCAGAGGGCTACTGACTC 1,5 mM Mg + 60°C 25 572
25R CGCTGGAAGCAAAGTTTAGG

26F CCAGGCATCTTGCAGTTATTC 1,5 mM Mg + 60°C 26 466
26R GAACCCTGCCAATAGATGTGA

27/28F ATGTCATTTCCCGCAATCTCC 1,5 mM Mg + 60°C 27 e 28 554
27/28R ACCACGTGAACAATGACTGC

29F TAAAAATGAGGGCACTGAGATG 1,5 mM Mg + 60°C 29 538
29R CCCCCAGACTTTATACATGGTAG

30F GGTAGTGACCACCAAAGAAAGG 1,5 mM Mg + 60°C 30 532
30R CTCTGTGATCGGCTCAATTATG

31.1F GCCATGTGTAGGCGAGTATGT 1,5 mM Mg + 60°C 31 642
31.1R CCTCTTCTTTGCCCTCACATT

31.2F CAAAACAGAGGGGCAGGTAATA 1,5 mM Mg + 60°C 31 552
31.2R ATAAGGTGCGAGAGCAAAACAC

32F GACAACAGTGCCCAATACCA 1,5 mM Mg + 60°C 32 578
32R ATGGAGCCAAAGATCAATCC

33F CTAGGACCTTCTGCCAGAGC 1,5 mM Mg + 60°C 33 531
33R TTTCTAAGCAAGGCCAGTGAA

34F CTCAGCTCTGTGCACCAGTCAT 1,5 mM Mg + 60°C 34 689
34R GGAAGCTGGCTTTCATACAATG

35F CCAGCCTCATTTTCTGACTTTT 1,5 mM Mg + 60°C 35 544
35R AACAACAAAGACCTGGGAAATG

36F CCTTAATGGACGGGTAAAATAGG 1,5 mM Mg + 60°C 36 586
36R CACCTGGGTAGATCCTTCATTG

37F TTTCTTAGCCCAGAAGGAAGTG 1,5 mM Mg + 60°C 37 539
37R CCCCTGGAGAAGTCTACCTCTAA

38.1F TGAGCTGTTAGGAGGGAAGAAC 1,5 mM Mg + 60°C 38 533
38.1R GTTTCCAGTAGCAGCTGACAGAG

38.2F GAATCTCCAGAATCTCCAGTCG 1,5 mM Mg + 60°C 38 670
38.2R GTCTAGCTCTTCACCCTGTGCT

38.3F TCCATGTTTCTACCTCCAGGAC 1,5 mM Mg + 60°C 38 630
38.3R TGAGCAGCACTTTCTTCCATTA
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Os primers usados na amplificacao do gene TAC3 foram publicados por Gianetti et al. (92).

Nome do Condigoes otimizadas

Primer Primer 5’ para 3’ com temperatura de Exao Tamanho do
TAC3 annealing produto (pb)
2F CAAGCTGCTGGTAATGAATG 1,5 mM Mg + 60°C 2 326

2R AAATGCCCTCTGACGGAC

3/4F GATTCAGGATGGGCTCAGG 1,5 mM Mg + 60°C 3ed 534
3/4R GGGAGCTGGCATATTGTTTG

5/6F ACAGAGACCAGAAACCCAGTC 1,5 mM Mg + 60°C S5e6 692
5/6R TTTAATACCTGTAGCATGGGAG

Os primers usados na amplificacao do gene TACR3 foram publicados por Gianetti et al. (92).

Condigoes
Nome do s
. . , , otimizadas com o Tamanho do
Primer Primer 5’ para 3 Exao
temperatura de produto (pb)
TACR3 .
annealing
1AF CAGGACGCTCAGTTCTCCA 1,5 mM Mg + 60°C 1 629
1AR ATTTCCCAAAACTGCCACTG
1BF ACCAAGCTGGCAACCTCTC 1,5 mM Mg + 60°C 1 603
1BR CCACGGAAGCAGAAACTTGT
2F GCCATGATTACCATTCTACG 1,5 mM Mg + 60°C 2 527
2R TGACCACACACAAATCATACCA
3F CAACTGGCAGCATTTGAAAC 1,5 mM Mg + 60°C 3 529
3R GATTACAGTATGTGGACAGCAGC
4F CTGTCCGTATATTGCTTCACC 1,5 mM Mg + 60°C 4 496
4R AAAGCCTGTGCCTCTCTCAG
SF TGACATAAATTCTAAGAGTCTGG 1,5 mM Mg + 56°C 5 600
5R CTTTCTCAATTTGACCATAGC

Os primers usados na amplificacao do gene PROK2 foram publicados por Pitteloud et al. (46),
com excecao dos primers do exao 1 que forma desenhados por nos no programa Primer 3 Plus
(128).

Nt?me do . , , Condigdes otimizadas com o Tamanho do
Primer Primer 5’ para 3 . Exao
temperatura de annealing produto (pb)
PROK2
1F GGCGGGGCTAGCCTTTAT 2,0 mM Mg + 10% DMSO + 53°C 1 393
1R ATTTTCCCAAGTGCACCAAG
2F GATTTTCATAATCCAGGGGC 1,5 mM Mg + 56°C 2 464
2R TGTTTGTCGAGCACGTTACC
3F GTATCTTGCTCCGCCAGTTC 2,0 mM Mg + 56°C 3 259
3R AGGACAGACCCAACTCTATGG
4F TGAGCATATTGCCTAATGGG 2,0 mM Mg + 56°C 4 352
4R TTGAGGAAGCAAGAGCATTTC
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Os primers usados na amplificacdo do exao 1 do gene PROKR2 foram publicados por Dodé et
al.(131), e os primers usados para o exao 2 foram desenhados por nds no programa Primer 3

Plus (128).
N‘?me do . , , Condig¢des otimizadas com " Tamanho do
Primer Primer 5’ para 3 temperatura de annealing Exdo produto (pb)
PROKR2
1F GGCTCACTGACCCTGAAAGA 1,5 mM Mg + 56°C 1 619
1R TGTCAGCCTGTCAGAGCCTA
2AF TGAGGATTCACTGTGCCACT 1,0 mM Mg + 55°C 2 488
2AR AGAATGCACATGAGCACCAG
2BF CACCATGACCCTGTGCTATG 2,0mM Mg + 55°C 2 528
2BR CCCATGCAGCCTATGAACTT
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Anexo IlI- Primers usados para despiste de
variantes em controlos usando diferentes
técnicas.

Os primers foram desenhados usando o programa Primer3Plus (128) e os nucleétidos
sublinhados representam alteracées nucleotidicas da cadeia original.

Primers usados em diferentes técnicas no gene humano KAL1 para despiste
de variantes em controlos.

Condigoes

. Técnica . , , otimizadas . Tamanho do
Variante aplicada Primer 5’ para 3 com Enzima roduto (pb)

P temperatura P P

de annealing

Alelo normal:

.542-1G>C Reétrllga?o F: CAGATTGTTTTAATTGATACG 2,0 leIo Mg + EcoNI 239e 28
enzimatica R: GCAGACACTACCTCCAGGATG 56°C Alelo mutado:

267

Allele F: CAGATTGTTTTAATTGATACG | . AIEIOngma':
p.R191X soecific R: GCAGACACTACCTCCAGGATG "~ e & Alelo mutado:
P F: AAGCCCAGAAAAGAGTGAT Ut

Primers usados em diferentes técnicas no gene humano FGFR1 para
despiste de variantes em controlos.

Condig¢oes
otimizadas
Técnica com Tamanho do
Variante Primer 5’ para 3’ Enzima
! aplicada ! P temperatura # produto (pb)
de

annealing

Restricio  F: AGAACTGGGATGTGGAACTG 1,5 mM Mg Alelo normal: 183,

p-W4C enzimtica  R: GAGCCTTCCCTGTTGACCA +60°C Bsrl 13,9
Alelo mutado: 196, 9
Restricio F: TCTTCCTCTCTCGCCCCTT 2,5mMM M Alelo normal: 273
c.95dupA SLriGa ; ~MVVE  pfiMI Alelo mutado: 215,
enzimatica  R: TGCTGGTTACGCAAGCATAG +60°C o
059D Restricio F: TCTTCCTCTCTCGCCCCTT 25mMMg /Q:'c)om”:’:g:; ‘2‘2‘7‘
P- enzimitica  R: AAGCAGAGTGGGGGCAGAT +60°C o
Alelo normal: 147,
so6c Restricdo F: TCTTCCTCTCTCGCCCCTT 25mMMg 69,31, 26
P- enzimatica  R: TGCTGGTTACGCAAGCATAG +60°C P Alelo mutado: 173,
69, 31
Alelo normal: 584
Restricao F: CAGTGCCCCTTCTTCTTCGC 1,5 mM Mg )
¢359-4A>G  imitica  R: TCCCCTGTTCCCATTACTCTA +60°C BstUl Alelo mult;do' 265,
A353T Restricdo F: CCTGGGCCTGCCTGAAAG L5mMMg /ﬁﬁfm“z{:ﬂ zéé
P enzimatica  R: TCCATGGCTCTGGGCACTA +60°C e T
Ca Alelo normal: 96
.1961dupA: Restricdo  F: GACATTCACCACATCGACTATTA 1,5 mM Mg Asel Alelo mutado: 76 e
: PA* enzimdtica  R: CCACTCCTTGCTTCTCAGAT +60°C N
719y Restrigio  F: TGCCCTGGGTAGAGGATTTGT  15mMMg . /Q:'c)om”:’:g:f; 23;
p: enzimatica  R: TGTGATGGGCGAGAGGAA +60°C o
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Primers usados em diferentes técnicas no gene humano FGF8 para despiste
de variantes em controlos.

Condigoes
. Técnica . , , otimizadas . Tamanho do
Variante K Primer 5’ para 3 com Enzima
aplicada produto (pb)
temperatura
de annealing
Alelo normal:
F: GCAAGGGCTCCAAGCCA bandas
p.T194T SA('E';':}C R: CAATATCAACAACCGGAACC 20 '22/' CMg * ; inespecificas
P F: TGCGAGTTGTGAGGGATTAG Alelo mutado:
313
Primers usados em diferentes técnicas no gene humano GNRHR para

despiste de variantes em controlos.

Condigoes
otimizadas
Variante Tet.:nlca Primer 5’ para 3’ com Enzima Tamanho do
aplicada temperatur produto (pb)
ade
annealing
Alelo normal: 401,
QL06R Restrigao F: AACAGGACTTTAGATTCGGT 2,0 mM Mg xeml 218,158
P: enzimatica R: GTTAAGAAGTTTGCCCAAG +56°C Alelo mutado: 559,
218
F: CCAGCCTTCATGATGGTAGG )
p.V134G SAL':ilfeic R: GTTAAGAAGTTTGCCCAAG 2'O+m52f', CMg - z\l';';’ :ﬁjrt:‘;cl) 737177
P F: AACAGGACTTTAGATTCGGT '
s Alelo normal: 235
Y283H Restri¢do F: ATTTTCTCCCATTGATTAAGTTG 2,0 mM Mg Bsrl Alelo mutado: 214
P- enzimatica R: CCAAATTCCTAGGACATACT +56°C 21 ’ !
Zl??’?#:;i PCR F: ATTTTCTCCCATTGATTAAGTTG 2,0 mM Mg Alelo normal: 433
cce R: CATTTGTGTTAATCATTCCC +56°C Alelo mutado: 422
Primers usados em diferentes técnicas no gene humano KISSTR para

despiste de variantes em controlos.

Condigoes
. Técnica . , , otimizadas . Tamanho do produto
Variante . Primer 5’ para 3 com Enzima
aplicada (pb)
temperatura
de annealing
Rigoc  Restricio  FiGCCTGAGTGTTCGCACACG  1SmMMg+ o Alelo “Orm;;: 163,114,
P- enzimatica R: GCGCCCATTTTCCAGATGC 60°C

Alelo mutado: 277, 63
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Primers usados em diferentes técnicas no gene humano CHD7 para
despiste de variantes em controlos.

Condigoes
. Técnica . , , otimizadas . Tamanho do
Variante licad Primer 5’ para 3 com Enzima dut b
aplicada temperatura produto (pb)
de annealing
caggp  Restricio F: TCACCACCCCTCTACTGCTC LSmMMg /ﬁzfm”:’g:f; g;g
P enzimatica R: GAGGTGGAGAGGCATAAGCT +60°C e
F: TCTCAGCATTCCCCGGCA
65595 Allele soecific R: AATGCGTAAAAGCCTTAGC 1,5 mM Mg ) Alelo normal: 777
P: P F: AACAGGACTTTAGATTCGGT +55°C Alelo mutado: 604
R: GTTAAGAAGTTTGCCCAAG
;gg;a; ocr F: ACATCAGCCACTAACTTTCAG 1,5 mM Mg ) Alelo normal: 678
AAGOA R: AATGCGTAAAAGCCTTAGC +60°C Alelo mutado: 684
Taq .
Hoozp | Restrigdo F: GAGCATGCTTTTCCTTAATGTG  supreme* + /ﬁz'c?m”:’g:f; iiz
P: enzimatica R: GAACACCACTTCACCAGAGAG 1,5 mM Mg 1 ’ !
+60°C
110821 Allele specific F: TAAGTTTCATGCCATCATAAT 1,5 mM Mg ] Alelo normal: -
P: P R: TCTGAGCAACGGGACTATCA +55°C Alelo mutado: 227
Alelo normal: 241,
p.V1452  Restricio F: GCCTTTGATTATTTTTCGACCTC  1L,5mMMg 166, 71
L enzimatica R: AGGGGTTCCACAGGGAGTTA +60°C Alelo mutado: 407,
71
F: TGGATGAGGAGGATGAATGA .
2’G1479 Allele specific  R: AGGGGTTCCACAGGGAGTTA 1’5:25'\/'0 CMg ; /’:l':l': ;z:?;; 175%
F: GCCTTTGATTATTTTTCGACCTC :
pDI8S4  Restricio  F:AGAATTTGATAGAGAAGATGAGG ~ 15mMMg :}'eell)omnzgﬂ 222
G enzimatica R: ACCACGTGAACAATGACTGC +60°C P e
F: AAGGTTTCCACTCAGCTACG
c.5894+ Allele specific R: CCCCCAGACTTTATACATGGTAG 1,5 mM Mg ) Alelo normal: 544
32C5G P F: CCAGCCTCATTTTCTGACTTTT +61°C Alelo mutado: 164
R: AACAACAAAGACCTGGGAAATG
p.R2065 Restricio F: GCCATGTGTAGGCGAGTATGT  1SmMMg Alelo “C;S";a': 383,
H enzimatica R: CTCTTCTTTGCCCTCACATT +60°C
Alelo mutado: 642
F: AGGCCGGTCCACTTCAATG .
;77 gjg Allele specific  R: AACAACAAAGACCTGGGAAATG 1,5+r2l1\/lo CMg - :I':I';’ ;\?th:‘;; 51‘:;;
F: CCAGCCTCATTTTCTGACTTTT :
p.A2785  Restricio F: TGAGCTGTTAGGAGGGAAGAAC  15mMMg Alelo "TZT': 409,
A enzimatica  R: GTTTCCAGTAGCAGCTGACAGAG +60°C P

Alelo mutado: 533

*Supreme Nzytaq (Nzytech, Lisboa, Portugal)

Primers usados em diferentes técnicas

despiste de variantes em controlos.

no gene humano PROK2 para

Condigoes
Variante Te?nlca Primer 5’ para 3’ otimizadas com Enzima Tamanho do produto
aplicada temperatura de (pb)
annealing
craspes oo FosceseacascerTar - ZPTNIRE o He0Tee 3
' enzimdtica  R: TGCACCAAGGGGCGACAGG HiEi* 105 ’ !

*HiFi DNA polymerase (High-Fidelity DNA Polymerase, Wilmington, MA, EUA)
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Primers usados em diferentes técnicas no gene humano PROKR2 para
despiste de variantes em controlos.

Condigoes
. Técnica . , , otimizadas com . Tamanho do
Variante . Primer 5’ para 3 Enzima
aplicada temperatura produto (pb)
de annealing
p.R80C Alelo normal:
Restricdo F: GGCTCACTGACCCTGAAAGA 1,5 mM Mg + Mspl 221,99, 22
enzimatica R: GGTTGCGCAACTTCTTATACC 56°C Alelo mutado:
221,121
p.L176F F:TGAGGATTCACTGTGCCACT Alelo normal:
Allele R:AGAATGGACACCATCCAGCCG 1,5 mM Mg + diversas bandas
specific F: AACAGGACTTTAGATTCGGT 55°C i Alelo mutado:
R: GTTAAGAAGTTTGCCCAAG 194
p.R268C Alelo normal:
Restrigdo F: CACCATGACCCTGTGCTATG 2,0 mM Mg + Hhal 435,93
enzimatica R: CCCATGCAGCCTATGAACTT 56°C Alelo mutado:
528
p.R268H Alelo normal:
Restrigdo F: CACCATGACCCTGTGCTATG 2,0 MM Mg + Hhal 435, 93
enzimatica R: CCCATGCAGCCTATGAACTT 56°C Alelo mutado:

528
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Anexo lllI- Vetor de clonagem pGEM-T

Xmnl 1994

Sca
1875

Amp’

Nae
2692
f1o;‘a\\
pGEM®'T lacZ w
Vector T T
(3000bp)

ori

7 1

Apal
Aatll
Sphl
BstZI
Ncol
Sacll

Spel
Notl
BstZ|
Psil
Sall
Ndel
Sac
BsiXl
Nsil

T spe

1 start

0356VA04_3A
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Anexo V- Listagem de todas as variantes
genéticas identificadas
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
2520 c.1-91T>G ¢.2155A>G c.47G>C ¢.24A>G (Het) ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.1-271C>G (Het) ¢.585G>C
(Hem) MAF (Het) (Het) MAF MAF 16.3% (G); | MAF 20.3% (G); MAF 36.2% (G); (Hom) MAF
49.4% (T) (0/420 27.2% (C); c.738+64G>T ¢.2442+93A>G (Hom) ¢.1-103T>C (Het) 27.4% (G)
alelos PT) c.141+40T>G | (Het) MAF MAF 13% (A); c.2614- MAF 36.2% (C)
(Hom) MAF 46.6% (G) 45A>G (Hom) MAF 17.9%
3.4% (T) (A); c.4533+46A>G (Hom)
MAF 19.3% (A);
¢.5894+32C>G (Het) MAF
0.5% (G) (3/414 alelos PT
—0.7%); c.6103+8C>T
(Het) MAF 12% (T);
€.6111C>T (Het) MAF
0.3% (T); c.*127delA (Het)
MAF (15.1%) (-)
2594 c.1600G>A c.47G>C ¢.24A>G (Het) ¢.307T>A (Het) MAF 0.9% ¢.525C>G
(Hem) MAF (Het) MAF MAF 16.3% (G); | (A); c.1665+34G>A (Het) (Het) MAF
45% (G); 27.2% (C); c.1091T>A MAF 20.3% (G); 10.8% (G);
c.1833C>T c.141+40T>G | (Het) MAF €.2442+93A>G (Het) MAF ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF 23.3% (T) 13% (A); ¢.2498+70T>A (Het) MAF
45.8% (C) 3.4% (T) (Het) MAF 0.9% (A); 27.4% (G)
€.2614-45A>G (Het) MAF
17.9% (A); ¢.2614-14delT
(Het) MAF 5.2% (-);
€.4533+46A>G (Het) MAF
19.3% (A); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
2661 c.1-91T>G c.141+40T>G | c.244+128C>T ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF (Hom) MAF MAF 20.3% (G); (Het) MAF
49.4% (T); 3.4% (T) 43% (C); €.2185A>G (Het) MAF 27.4% (G);
¢.1600G>A c.738+64G>T 0.1% (G); c.2614-45A>G c.803G>A
(Hem) MAF (Hom) MAF (Het) MAF 17.9% (A); (Het) (0/402
45% (G); 46.6% (G); c.*127delA (Het) MAF alelos PT)
€.1833C>T c.1091T>A (15.1%) (-)
(Hem) MAF (Hom) MAF
45.8% (C) 23.3% (T)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
3329 c.1-91T>G c.1961dup c.453C>T (Het) c.47G>C €.738+64G>T €.1665+34G>A (Het) MAF ¢.1-103T>C (Het) ¢.585G>C
(Hem) MAF A (Het) MAF 6.5% (T) (Het) MAF (Het) MAF 20.3% (G) ; MAF 36.2% (C); (Hom) MAF
49.4% (T); (0/418 27.2% (C); 46.6% (G); €.2442+93A>G (Hom) €.549-114C>A (Het) 27.4% (G)
c.1600G>A alelos PT) c.141+40T>G | c.1091T>A MAF 13% (A); MAF 11.1% (A)
(Hem) MAF (Hom) MAF (Het) MAF €.3523-35C>G (Het) MAF
45% (G); 3.4% (T) 23.3% (T) 5.6% (G);
c.1833C>T ¢.4533+46A>G (Hom)
(Hem) MAF MAF 19.3% (A);
45.8% (C) €.6103+8C>T (Het) MAF
12% (T);
c.6738G>A (Het) MAF
1.4% (A); c.*127delA (Het)
MAF (15.1%) (-)
3328 - ¢.1961dup - - - - - - - -
A (Het)
(0/418
alelos PT)
5040 c.1-91T>G c.47G>C ¢.24A>G (Het) ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.549-114C>A (Het) ¢.585G>C
(Hem) MAF (Het) MAF MAF 16.3% (G); | MAF 20.3% (G); MAF 11.1% (A); (Hom) MAF
49.4% (T); 27.2% (C); €.244+128C>T | ¢.2124T>C (Het) MAF ¢.1345G>A (Het) 27.4% (G)
c.1600G>A c.141+40T>G | (Het) MAF43% | 1.1% (A); c.2377-3dupT MAF 0.8% (A);
(Hem) MAF (Hom) MAF (C); (Het) MAF 1.3% (TT); C.*73C>T (Het)
45% (G); 3.4% (T) .738+64G>T €.2614-45A>G (Hom) MAF MAF 39.2% (C)
c.1833C>T (Het) MAF 17.9% (A); c.2614-14delT
(Hem) MAF 46.6% (G); (Het) MAF 5.2% (-);
45.8% (C) c.1091T>A ¢.4533+46A>G (Hom)
(Hom) MAF MAF 19.3% (A);
23.3% (T) €.6103+8C>T (Het) MAF

12% (T); c.6276G>A (Het)
MAF 10.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5070 c.1600G>A ¢.600C>T c.141+40T>G | c.24A>G (Het) €.1665+34G>A (Het) MAF €.738-82A>G (Het) c.465C>T
(Hem) MAF (Het) MAF (Hom) MAF MAF 16.3% (G); | 20.3% (G); c.2614-45A>G MAF 0.3% (G) (Het) MAF
45% (G); 0.4% (T) 3.4% (T) .738+64G>T (Hom) MAF 17.9% (A); 42.1% (T);
c.1833C>T (Het) MAF €.2614-14delT (Het) MAF ¢.528G>C
(Hem) MAF 46.6% (G); 5.2% (-); c.4533+46A>G (Het) (0/416
45.8% (C) c.1091T>A (Hom) MAF 19.3% (A); alelos PT);
(Hom) MAF ¢.8076+163_8076+166du ¢.585G>C
23.3% (T) pATCA (Hom) MAF 49.6% (Hom) MAF
(dupATCA); c.8355C>T 27.4% (G)
(Het) MAF 0.02% (T)
(0/408 alelos PT);
c.*127delA (Het) MAF
(15.1%) (-)
5102 c.1-91T>G c.141+40T>G | c.244+128C>T €.1665+34G>A (Het) MAF ¢.1-271C>G (Het) ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF (Hom) MAF 20.3% (G); c.2614-14delT MAF 36.2% (G); (Het) MAF
49.4% (T); 3.4% (T) 43% (C); ¢.245- | (Het) MAF 5.2% (-); ¢.1-103T>C (Het) 27.4% (G)
€.542-1G>C 34G>A (Het) €.2613+4C>T (Het); MAF 36.2% (C)
(Hem) (0/406 MAF 9% (A); €.7579A>C (Het) MAF
alelos PT); c.738+64G>T 0.05% (C); ; c.*127delA
c.1449+98A> (Hom) MAF (Het) MAF (15.1%) (-)
G (Hem) MAF 46.6% (G);
0.3% (G) c.1091T>A
(Hom) MAF
23.3% (T)
6999 ¢.542-1G>C
(Hem) (0/406
alelos PT)
5135 c.1-91T>G c.445- c.141+40T>G | c.244+128C>T ¢.1665+34G>A (Hom) c.¥*19C>G | ¢.585G>C
(Hem) MAF 62G>A (Hom) MAF (Hom) MAF MAF 20.3% (G); (Het) (Hom) MAF
49.4% (T); (Het) 3.4% (T) 43% (C); €.2442+93A>G (Hom) MAF 27.4% (G)
¢.1600G>A MAF c.1091T>A MAF 13% (A); c.2614- 0.03% (G)
(Hem) MAF 1.9% (A) (Hom) MAF 14delT (Het) MAF 5.2% (-);
45% (G); 23.3% (T) ¢.4533+46A>G (Hom)
c.1833C>T MAF 19.3% (A);
(Hem) MAF ¢.5894+102C>G (Het)
45.8% (C) MAF 1.4% (G); c.¥127delA

(Het) MAF (15.1%) (-)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5136 c.177C>T c.32+11C c.47G>C ¢.1665+34G>A (Hom) €.1-103T>C (Het) ¢.585G>C
(Het) MAF >T (Het) (Het) MAF MAF 20.3% (G); c.2614- MAF 36.2% (C); (Het) MAF
0.02% (T) 27.2% (C); 45A>G (Hom) MAF 17.9% €.549-114C>A (Het) 27.4% (G)
(0/414 ¢.141+40T>G (A); c.4533+46A>G (Hom) MAF 11.1% (A)
alelos PT) (Hom) MAF MAF 19.3% (A);
3.4% (T) ¢.5561A>G (Het) (0/404
alelos PT);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5139 c.1-91T>G c.1082- c.453C>T (Het) c.141+40T>G | c.24A>G (Het) ¢.307T>A (Het) MAF 0.9% €.1-271C>G (Het)
(Hem) MAF 13C>T (Het) MAF 6.5% (T) (Hom) MAF MAF 16.3% (G); | (A); c.1665+34G>A (Het) MAF 36.2% (G);
49.4% (T); MAF 0.05% 3.4% (T) c.1091T>A MAF 20.3% (G); ¢.1-103T>C (Het)
c.1600G>A (T) (Het) MAF c.2708A>C (Het) (0/402 MAF 36.2% (C)
(Hem) MAF 23.3% (T) alelos PT); c.4533+46A>G
45% (G); (Het) MAF 19.3% (A);
c.1833C>T ¢.8076+163_8076+166du
(Hem) MAF PATCA (Het) MAF 49.6%
45.8% (C) (dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5140 ¢.1600G>A c.141+40T>G | c.1091T>A €.2614-14delT (Het) MAF ¢.1-103T>C (Het) c.465C>T
(Het) MAF (Hom) MAF (Het) MAF 5.2% (-); ¢.5211-251C>A MAF 36.2% (C); (Hom) MAF
45% (G); 3.4% (T) 23.3% (T) (Het) MAF 0.5% (A); ¢.*73C>T (Het) 42.1% (T);
c.1833C>T ¢.5895-78G>A (Het) MAF MAF 39.2% (C) ¢.585G>C
(Het) MAF 0.2% (A); c.*127delA (Het) (Hom) MAF
45.8% (C) MAF (15.1%) (-) 27.4% (G)
5161 c.1-91T>G c.47G>C ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.1-103T>C (Het) c.465C>T
(Hem) MAF (Het) MAF MAF 20.3% (G); MAF 36.2% (C) (Het) MAF
49.4% (T); 27.2% (C); €.2442+93A>G (Hom) 42.1% (T);
¢.1600G>A ¢.141+407>G MAF 13% (A); c.2614- ¢.525C>G
(Hem) MAF (Hom) MAF 45A>G (Hom) MAF 17.9% (Het) MAF
45% (G); 3.4% (T) (A); c.2614-14delT (Het) 10.8% (G);
c.1833C>T MAF 5.2% (-); ¢.585G>C
(Hem) MAF ¢.4533+46A>G (Hom) (Hom) MAF
45.8% (C) MAF 19.3% (A); 27.4% (G)

¢.8076+163_8076+166du
pATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)




GEl

Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2

5163 c.1-91T>G c.141+40T>G | c.1091T>A ¢.1665+34G>A (Hom) c.465C>T
(Hem) MAF (Hom) MAF (Het) MAF MAF 20.3% (G); (Het) MAF
49.4% (T); 3.4% (T) 23.3% (T) €.2442+93A>G (Hom) 42.1% (T);
c.1600G>A MAF 13% (A); c.2614- ¢.585G>C
(Hem) MAF 45A>G (Hom) MAF 17.9% (Het) MAF
45% (G); (A); c.2614-14delT (Het) 27.4% (G)
€.1833C>T MAF 5.2% (-);

(Hem) MAF ¢.4533+46A>G (Hom)

45.8% (C) MAF 19.3% (A);
¢.6103+8C>T (Hom) MAF
12% (T);
¢.6111C>T (Het) MAF
0.3% (T); c.6276G>A (Het)
MAF 10.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)

5164 c.1-91T>G ¢.453C>T (Het) c.141+40T>G | c.24A>G (Het) €.1665+34G>A (Het) MAF ¢.1-271C>G (Het) c.285+14 | ¢.585G>C
(Hem) MAF MAF 6.5% (T) (Hom) MAF MAF 16.3% (G); | 20.3% (G); c.2442+93A>G MAF 36.2% (G); G>A (Hom) MAF
49.4% (T) 3.4% (T) c.1091T>A (Hom) MAF 13% (A); ¢.1-103T>C (Het) (Het) 27.4% (G)

(Het) MAF €.2614-45A>G (Hom) MAF MAF 36.2% (C) MAF
23.3% (T) 17.9% (A); ¢.2614-14delT 15.9% (A)
(Het) MAF 5.2% (-);
¢.4533+46A>G (Hom)
MAF 19.3% (A);
c.6194G>A (Het) (0/414
alelos PT); c.¥*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5174 c.287C>G ¢.453C>T (Het) c.47G>C ¢.24A>G (Het) €.1665+34G>A (Het) MAF ¢.549-114C>A (Het)
(Het) MAF 6.5% (T) (Het) MAF MAF 16.3% (G); | 20.3% (G); c.2442+93A>G MAF 11.1% (A);
(0/406 27.2% (C); €.245-34G>A (Het) MAF 13% (A); €.*73C>T (Het)
alelos PT) €.141440T>G | (Het) MAF9% | c.4354-104A>G (Het) MAF MAF 39.2% (C)
(Hom) MAF (A); 1.1% (G); c.4533+46A>G
3.4% (T) €.738+64G>T (Het) MAF 19.3% (A);
(Het) MAF ¢.8076+163_8076+166du
46.6% (G); pATCA (Het) MAF 49.6%
c.1091T>A (dupATCA); c.*127delA
(Hom) MAF (Het) MAF (15.1%) (-)
23.3% (T)




9¢l

Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5178 ¢.1600G>A c.141+40T>G | c.244+128C>T c.1163G>A (Het) (0/406 ¢.1-103T>C (Het) ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF (Hom) MAF alelos PT); c.1665+34G>A MAF 36.2% (C); c.1- (Hom) MAF
45% (G); 3.4% (T) 43% (C); (Het) MAF 20.3% (G); 232C>G (Het) MAF 27.4% (G)
c.1833C>T €.738+64G>T €.2442+93A>G (Het) MAF 3.6% (G)
(Hem) MAF (Hom) MAF 13% (A); ¢.2614-45A>G
45.8% (C) 46.6% (G); (Het) MAF 17.9% (A);
c.1091T>A €.2614-14delT (Het) MAF
(Hom) MAF 5.2% (-); c.*127delA (Het)
23.3% (T) MAF (15.1%) (-)
5182 c.1-91T>G c.47G>C c.738+64G>T ¢.5051-4C>T (Het) MAF ¢.*73C>T (Hom) c.465C>T
(Hem) MAF (Het) MAF (Het) MAF 0.5% (T); c.2614-14delT MAF 39.2% (C) (Het) MAF
49.4% (T); 27.2% (C); 46.6% (G); (Het) MAF 5.2% (-); 42.1% (T);
¢.1600G>A c.141+40T>G | c.1091T>A c.6135G>A (Het) MAF ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF (Het) MAF 2.1% (A); c.*127delA (Het) (Hom) MAF
45% (G); 3.4% (T) 23.3% (T) MAF (15.1%) (-) 27.4% (G)
c.1833C>T
(Hem) MAF
45.8% (C)
5183 c.1-91T>G c.47G>C c.1091T>A ¢.1665+34G>A (Hom) c.*73C>T (Het) ¢.585G>C
(Hem) MAF (Het) MAF (Het) MAF MAF 20.3% (G); MAF 39.2% (C) (Hom) MAF
49.4% (T) 27.2% (C); 23.3% (T) €.2442+93A>G (Hom) 27.4% (G)
¢.141+40T>G MAF 13% (A);
(Hom) MAF ¢.4533+46A>G (Hom)
3.4% (T) MAF 19.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5184 ¢.1600G>A c.95dupA ¢.453C>T (Het) c.47G>C c.1091T>A ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.549-114C>A (Het) c.465C>T
(Hem) MAF (Het) MAF 6.5% (T) (Het) MAF (Het) MAF MAF 20.3% (G); ¢.2614- MAF 11.1% (A) (Het) MAF
45% (G) (0/404 27.2% (C); 23.3% (T) 45A>G (Hom) MAF 17.9% 42.1% (T);
alelos PT) c.141+40T>G (A); c.4533+46A>G (Hom) c.525C>G
(Hom) MAF MAF 19.3% (A); (Het) MAF
3.4% (T) ¢.8076+163_8076+166du 10.8% (G);
pATCA (Hom) MAF 49.6% ¢.585G>C
(dupATCA); c.*127delA (Hom) MAF
(Het) MAF (15.1%) (-) 27.4% (G)




LEL

Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5185 c.47G>C ¢.24A>G (Het) €.1665+34G>A (Het) MAF ¢.1-271C>G (Het) c.465C>T
(Het) MAF MAF 16.3% (G); | 20.3% (G); c.2442+93A>G MAF 36.2% (G); (Hom) MAF
27.2% (C); ¢.1091T>A (Het) MAF 13% (A); ¢.1-103T>C (Het) 42.1% (T);
c.141+40T>G | (Het) MAF €.2614-45A>G (Het) MAF MAF 36.2% (C) ¢.585G>C
(Hom) MAF 23.3% (T) 17.9% (A); c.2614-14delT (Hom) MAF
3.4% (T) (Het) MAF 5.2% (-); 27.4% (G)
c.4533+46A>G (Het) MAF
19.3% (A); ¢.5051-4C>T
(Het) MAF 0.5% (T);
€.6216C>G (Het) MAF
0.05% (G);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5186 c.445- c.47G>C €.244+128C>T ¢.1665+34G>A (Hom) c.*73C>T (Het) ¢.525C>G
62G>A (Het) MAF (Hom) MAF MAF 20.3% (G); MAF 39.2% (C) (Het) MAF
(Het) 27.2% (C); 43% (C); €.2442+93A>G (Hom) 10.8% (G);
MAF c.141+40T>G c.738+64G>T MAF 13% (A); c.2614- ¢.585G>C
1.9% (A) (Hom) MAF (Het) MAF 45A>G (Hom) MAF 17.9% (Hom) MAF
3.4% (T) 46.6% (G); (A); c.2614-14delT (Het) 27.4% (G)
c.1091T>A MAF 5.2% (-); c.4354G>T
(Hom) MAF (Het) (0/404 alelos PT);
23.3% (T) €.4533+46A>G (Het) MAF

19.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
pATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5187 c.1600G>A c.445- c.141+40T>G | c.738+64G>T €.1665+34G>A (Het) MAF ¢.549-114C>A (Het) ¢.585G>C
(Hom) MAF 35C>T (Hom) MAF (Het) MAF 20.3% (G); c.2442+93A>G MAF 11.1% (A); (Hom) MAF
45% (G); (Het) 3.4% (T) 46.6% (G); (Het) MAF 13% (A); C.*¥73C>T (Het) 27.4% (G)
c.1833C>T MAF c.1091T>A €.2614-45A>G (Het) MAF MAF 39.2% (C)
(Hom) MAF 0.1% (T) (Het) MAF 17.9% (A); c.2614-14delT
45.8% (C) 23.3% (T) (Het) MAF 5.2% (-);
c.4533+46A>G (Het) MAF
19.3% (A); ¢.5405-176C>G
(Het) MAF 4.1% (G);
.6135G>A (Het) MAF
2.1% (A); c.7356A>G (Het)
MAF 4.1% (G); c.¥127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5189 c.1-91T>G c.141+40T>G | c.24A>G (Het) €.1665+34G>A (Het) MAF ¢.1-103T>C (Het) c.465C>T
(Hem) MAF (Hom) MAF MAF 16.3% (G); | 20.3% (G); c.2442+93A>G MAF 36.2% (C); (Hom) MAF
49.4% (T); 3.4% (T) c.1091T>A (Hom) MAF 13% (A); C.*73C>T (het) 42.1% (T);
¢.1600G>A (Hom) MAF €.2614-45A>G (Het) MAF MAF 39.2% (C) €.585G>C
(Hem) MAF 23.3% (T) 17.9% (A); c.2614-14delT (Hom) MAF
45% (G); (Het) MAF 5.2% (-); 27.4% (G)
c.1833C>T €.4533+46A>G (Het) MAF
(Hem) MAF 19.3% (A); ¢.5307C>T
45.8% (C) (Het) MAF 1.5% (T);
¢.5404+67A>G (Het) MAF
1.7% (G);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5190 c.1-91T>G ¢.600C>T c.141+40T>G | c.244+128C>T €.1665+34G>A (Het) MAF c.465C>T
(Hem) MAF (Het) MAF (Hom) MAF (Het) MAF 43% | 20.3% (G); c.2442+93A>G (Hom) MAF
49.4% (T); 0.4% (T) 3.4% (T) (C); (Het) MAF 13% (A); 42.1% (T);
¢.1600G>A c.738+64G>T €.2614-45A>G (Het) MAF ¢.585G>C
(Hem) MAF (Het) MAF 17.9% (A); ¢.2614-14delT (Hom) MAF
45% (G); 46.6% (G); (Het) MAF 5.2% (-); 27.4% (G)
c.1833C>T c.1091T>A €.4533+46A>G (Het) MAF
(Hem) MAF (Het) MAF 19.3% (A);
45.8% (C) 23.3% (T) ¢.8076+163_8076+166du

pATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5191 c.1-91T>G c.445- c.47G>C €.738+64G>T ¢.4533+46A>G (Hom) ¢.1-103T>C (Het) c.285+14 | c.585G>C
(Hem) MAF 62G>A (Het) MAF (Het) MAF MAF 19.3% (A); c.5405- MAF 36.2% (C); G>A (Het) MAF
49.4% (T) (Het) 27.2% (C); 46.6% (G); 176C>G (Het) MAF 4.1% C.*¥73C>T (Het) (Het) 27.4% (G);
MAF c.141+40T>G | c.1091T>A (G); €.5894+102C>G (Het) MAF 39.2% (C) MAF c.802C>T
1.9% (A) (Hom) MAF (Het) MAF MAF 1.4% (G); c.7356A>G 15.9% (A) | (Het) MAF
3.4% (T) 23.3% (T) (Het) MAF 4.1% (G); 1.2% (T)
c.*127delA (Het) MAF (1/404
(15.1%) (-) alelos PT -
0.25%)
6896 - - - - - - - - - - c.802C>T
(Het) MAF
1.2% (T)
(1/404
alelos PT -
0.25%)
5192 ¢.1600G>A c.141+40T>G | c.738+64G>T ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.1-271C>G (Het) c.465C>T
(Hem) MAF (Hom) MAF (Het) MAF MAF 20.3% (G); MAF 36.2% (G); (Het) MAF
45% (G); 3.4% (T) 46.6% (G); €.2442+93A>G (Hom) ¢.1-232C>G (Het) 42.1% (T);
€.1833C>T c.1091T>A MAF 13% (A); ¢.2614- MAF 3.6% (G); c.1- €.585G>C
(Hem) MAF (Het) MAF 45A>G (Hom) MAF 17.9% 103T>C (Het) MAF (Het) MAF
45.8% (C) 23.3% (T) (A); €.2614-14delT (Het) 36.2% (C); 27.4% (G)

MAF 5.2% (-);
¢.4533+46A>G (Hom)
MAF 19.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)

c.*73C>T (Hom)
MAF 39.2% (C)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5194 c.1600G>A c.47G>C ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.1-271C>G (Het) c.465C>T
(Hem) MAF (Het) MAF MAF 20.3% (G); MAF 36.2% (G); (Hom) MAF
45% (G); 27.2% (C); €2053_2058dupGCAAAA ¢.1-232C>G (Het) 42.1% (T);
c.1833C>T c.141+40T>G (Het) MAF 0.3% MAF 3.6% (G); c.1- ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF (dupGCAAAA) (4/214 103T>C (Het) MAF (Hom) MAF
45.8% (C) 3.4% (T) alelos PT - 1.9%); 36.2% (C); c.549- 27.4% (G)
¢.2442+93A>G (Hom) 114C>A (Het) MAF
MAF 13% (A); c.2614- 11.1% (A);
45A>G (Hom) MAF 17.9% c.*73C>T (Het)
(A); c.2614-14delT (Het) MAF 39.2% (C)
MAF 5.2% (-);
¢.4533+46A>G (Hom)
MAF 19.3% (A);
€.7830+57C>G (Het)
(0/402 alelos PT);
¢.8076+163_8076+166du
pATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5195 c.1-91T>G c.141+40T>G | c.1091T>A ¢.1665+34G>A (Hom) c.*73C>T (Het) ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF (Het) MAF MAF 20.3% (G); MAF 39.2% (C) (Het) MAF
49.4% (T) 3.4% (T) 23.3% (T) €.2442+93A>G (Hom) 27.4% (G)

MAF 13% (A); c.2614-
45A>G (Het) MAF 17.9%
(A); c.2614-14delT (Het)
MAF 5.2% (-);
¢.4533+46A>G (Hom)
MAF 19.3% (A);
¢.6135G>A (Het) MAF
2.1% (A);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5196 c.1-91T>G c.401T>G (Het) c.141+40T>G | c.24A>G (Het) €.1665+34G>A (Het) MAF c.238C>T
(Hem) MAF MAF 0.05% (G) (Hom) MAF MAF 16.3% (G); | 20.3% (G); c.2442+93A>G (Het) (0/400
49.4% (T); (0/406 alelos 3.4% (T) c.1091T>A (Het) MAF 13% (A); alelos PT);
c.1600G>A PT) (Hom) MAF €.2614-45A>G (Het) MAF ¢.525C>G
(Hem) MAF 23.3% (T) 17.9% (A); c.2614-14delT (Het) MAF
45% (G); (Het) MAF 5.2% (-); 10.8% (G);
c.1833C>T c.4533+46A>G (Het) MAF ¢.585G>C
(Hem) MAF 19.3% (A); c.6135G>A (Het) MAF
45.8% (C) (Het) MAF 2.1% 27.4% (G)
(A);c.*127delA (Het) MAF
(15.1%) (-)
5236 ¢.1600G>A c.47G>C ¢.24A>G (Het) €.2614-14delT (Het) MAF €.292+ | c.*73C>T (Het) c.285+14 | c.525C>G
Hem) MAF (Hom) MAF MAF 16.3% (G); | 5.2% (-); c.6135G>A (Het) | 16A>G | MAF 39.2% (C) G>A (Het) MAF
45% (G); 27.2% (C); €.738+64G>T MAF 2.1% (A); c.*127delA | (Het) (Het) 10.8% (G);
c.1833C>T c.141+40T>G | (Het) MAF (Het) MAF (15.1%) (-) MAF MAF ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF | 46.6% (G); 11.6% 15.9% (A) | (Hom) MAF
45.8% (C) 3.4% (T) c.1091T>A (G) 27.4% (G)
(Hom) MAF
23.3% (T)
5237 ¢.1600G>A c.47G>C ¢.24A>G (Het) €.2614-14delT (Het) MAF c.292+ | c.*73C>T (Het) c.465C>T
(Hem) MAF (Het) MAF MAF 16.3% (G); | 5.2% (-); c.*127delA (Het) 16A>G | MAF 39.2% (C) (Het) MAF
45% (G); 27.2% (C); €.738+64G>T MAF (15.1%) (-) (Het) 42.1% (T);
c.1833C>T c.141+40T>G | (Het) MAF MAF ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF 46.6% (G); 11.6% (Hom) MAF
45.8% (C) 3.4% (T) c.1091T>A (G) 27.4% (G)
(Hom) MAF
23.3% (T)
5268 c.1-91T>G €.2262G>A c.47G>C ¢.24A>G (Het) €.1665+34G>A (Het) MAF c.285+14 | c.465C>T
(Hem MAF (Het) MAF (Het) MAF MAF 16.3% (G); | 20.3% (G); c.2442+93A>G G>A (Het) MAF
49.4% (T)); 0.8% (A) 27.2% (C); €.738+64G>T (Het) MAF 13% (A); (Het) 42.1% (T);
c.1600G>A c.141+40T>G | (Het) MAF €.2614-45A>G (Het) MAF MAF ¢.585G>C
(Hem) MAF (Hom) MAF 46.6% (G); 17.9% (A); c.2614-14delT 15.9% (A) | (Het) MAF
45% (G); 3.4% (T) c.1091T>A (Het) MAF 5.2% (-); 27.4% (G)
c.1833C>T (Hom) MAF €.4533+46A>G (Het) MAF
(Hem) MAF 23.3% (T) 19.3% (A); ¢.5405-176C>G
45.8% (C) (Het) MAF 4.1% (G);

¢.7356A>G (Het) MAF
4.1% (G); c.*127delA (Het)
MAF (15.1%) (-)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5406 c.1600G>A c.141+40T>G | c.24A>G (Het) ¢.1536A>G (Het) MAF ¢.1-103T>C (Het) c1- c.465C>T
(Het) MAF (Hom) MAF MAF 16.3% (G); | 0.2% (G); c.1665+34G>A MAF 36.2% (C); 35A>G (Hom) MAF
45% (G) 3.4% (T); €.687C>T (Het) | (Het) MAF 20.3% (G); C.*¥73C>T (Het) (Hom) 42.1% (T);
c.141+85A>G | MAF 1.2% (T); €.3523-67A>G (Het) MAF MAF 39.2% (C) (0/408 ¢.585G>C
(Het) MAF c.1091T>A 0.9% (G); c.4533+46A>G alelos PT) | (Hom) MAF
5% (G) (Hom) MAF (Het) MAF 19.3% (A); 27.4% (G)
23.3% (T) ¢.6103+8C>T (Het) MAF
12% (T); c.6276G>A (Het)
MAF 10.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
pATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5404 c.141+40T>G | c.24A>G (Het) €.1665+34G>A (hom) MAF ¢.1-103T>C (Het) c.465C>T
(Hom) MAF MAF 16.3% (G); | 20.3% (G); c.2239-109G>A MAF 36.2% (C); (Het) MAF
3.4% (T); c.1091T>A (Het) MAF 0.4% (A); C.*¥73C>T (Het) 42.1% (T);
c.141+85A>G | (Hom) MAF ¢.2442+93A>G (Hom) MAF 39.2% (C) ¢.525C>G
(Hom) MAF 23.3% (T) MAF 13% (A); c.2614- (Het) MAF
5% (G) 45A>G (Hom) MAF 17.9% 10.8% (G);
(A); c.4533+46A>G (Hom) ¢.585G>C
MAF 19.3% (A); (Hom) MAF
¢.8076+163_8076+166du 27.4% (G)
PATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5405 c.141+40T>G | c.24A>G (Het) ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.1-103T>C (Het) c.l- c.465C>T
(Hom) MAF MAF 16.3% (G); | MAF 20.3% (G); c.2239- MAF 36.2% (C); 35A>G (Het) MAF
3.4% (T); c.1091T>A 109G>A (Het) MAF 0.4% ¢.*73C>T (Het) (Hom) 42.1% (T);
c.141+85A>G | (Hom) MAF (A); c.4533+46A>G (Hom) MAF 39.2% (C) (0/408 ¢.525C>G
(Hom) MAF 23.3% (T) MAF 19.3% (A); alelos PT) | (Het) MAF
5% (G) ¢.8076+163_8076+166du 10.8% (G);
PATCA (Hom) MAF 49.6% €.585G>C
(dupATCA); c.*127delA (Hom) MAF
(Het) MAF (15.1%) (-) 27.4% (G)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5679 c.453C>T (Het) c.47G>C €.244+128C>T €.1665+34G>A (Het) MAF €.292+ | c.1-271C>G (Het) c.465C>T
MAF 6.5% (T) (Het) MAF (Het) MAF 43% | 20.3% (G); c.2442+93A>G 16A>G | MAF 36.2% (G); (Hom) MAF
27.2% (C); (c); (Het) MAF 13% (A); (Het) ¢.1-103T>C (Het) 42.1% (T);
c.141+40T>G | c.738+64G>T €.2614-45A>G (Het) MAF MAF MAF 36.2% (C); c.1- ¢.585G>C
(Hom) MAF (Het) MAF 17.9% (A); c.2614-14delT 11.6% | 232C>G (Het) MAF (Hom) MAF
3.4% (T) 46.6% (G); (Het) MAF 5.2% (-); (G) 3.6% (G) 27.4% (G)
c.1091T>A c.4533+46A>G (Het) MAF
(Het) MAF 19.3% (A);
23.3% (T) ¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
5915 c.1-91T>G c.47G>C c.738+64G>T €.1665+34G>A (Het) MAF c.*73C>T (Het) c.285+14 | c.465C>T
(Het) MAF (Het) MAF (Het) MAF 20.3% (G); c.2067G>A MAF 39.2% (C) G>A (Het) MAF
49.4% (T); 27.2% (C); 46.6% (G); (Het) MAF 0.2% (A); (Het) 42.1% (T);
¢.1600G>A c.141+40T>G | c.1091T>A €.2442+93A>G (Het) MAF MAF ¢.585G>C
(Hom) MAF (Hom) MAF (Het) MAF 13% (A); ¢.2614-14delT 15.9% (A) | (Het) MAF
45% (G); 3.4% (T) 23.3% (T) (Het) MAF 5.2% (-); 27.4% (G)
c.1833C>T c.4533+46A>G (Het) MAF
(Hom) MAF 19.3% (A);
45.8% (C) ¢.5404+40G>A (Het) MAF

0.1% (A);

¢.6103+8C>T (Hom) MAF
12% (T); c.6135G>A (Het)
MAF 2.1% (A); c.6276G>A
(Het) MAF 10.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
pATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
5943 c.1600G>A c.449- c.47G>C €.244+128C>T ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.1-103T>C (Het) ¢.585G>C
(Hem) MAF 25G>C (Het) MAF (Het) MAF 43% | MAF 20.3% (G); MAF 36.2% (C) (Het) MAF
45% (G) (Het) MAF 27.2% (C); (€); ¢.1677G>A (Het) (0/412 27.4% (G)
0.3% (C) c.141+40T>G | c.738+64G>T alelos PT); ¢.2442+93A>G
(Hom) MAF (Het) MAF (Hom) MAF 13% (A);
3.4% (T) 46.6% (G); €.2614-45A>G (Hom) MAF
c.1091T>A 17.9% (A); ¢.2614-14delT
(Het) MAF (Het) MAF 5.2% (-);
23.3% (T) c.4533+46A>G (Het) MAF
19.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
6021 c.1600G>A c.141+40T>G | c.738+64G>T ¢.1665+34G>A (Hom)
(Het) MAF (Hom) MAF (Hom) MAF MAF 20.3% (G);
45% (G); 3.4% (T) 46.6% (G); €.2442+93A>G (Hom)
c.1833C>T c.1091T>A MAF 13% (A); c.2614-
(Het) MAF (Hom) MAF 45A>G (Hom) MAF 17.9%
45.8% (C) 23.3% (T) (A); c.2614-14delT (Het)
MAF 5.2% (-);
¢.4533+46A>G (Hom)
MAF 19.3% (A);
c.*127delA (Het) MAF
(15.1%) (-)
6024 ¢.1600G>A c.1057G>A c.47G>C c.738+64G>T €.1665+34G>A (Het) MAF c.*73C>T (Het)
(Hem) MAF (Het) (Het) MAF (Het) MAF 20.3% (G); ¢.2614-45A>G MAF 39.2% (C)
45% (G); (0/402 27.2% (C); 46.6% (G); (Het) MAF 17.9% (A);
c.1833C>T alelos PT)* c.141+40T>G | c.1091T>A €.2614-14delT (Het) MAF
(Hem) MAF (Hom) MAF (Het) MAF 5.2% (-); ¢.4533+46A>G
45.8% (C) 3.4% (T) 23.3% (T) (Het) MAF 19.3% (A);

¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
6130 c.582G>A c.47G>C €.244+128C>T ¢.1665+34G>A (Hom) C.*73C>T (Het) ¢.525C>G
(Het) (Het) MAF (Hom) MAF MAF 20.3% (G); MAF 39.2% (C) (Het) MAF
MAF 27.2% (C); 43% (C); €.2442+93A>G (Hom) 10.8% (G);
0.14% (A) c.141+40T>G | c.738+64G>T MAF 13% (A); c.2614- ¢.585G>C
(0/420 (Hom) MAF (Hom) MAF 45A>G (Hom) MAF 17.9% (Het) MAF
alelos PT) 3.4% (T) 46.6% (G); (A); c.2614-14delT (Het) 27.4% (G)
c.1091T>A MAF 5.2% (-);
(Hom) MAF c.4533+46A>G (Hom)
23.3% (T) MAF 19.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
pATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
6178 c.1-91T>G c.47G>C €.244+128C>T ¢.1018A>G (Het) MAF ¢.1-271C>G (Hom) ¢.585G>C
(Hom) MAF (Het) MAF (Hom) MAF 0.3% (G); c.1665+34G>A MAF 36.2% (G); (Het) MAF
49.4% (T); 27.2% (C); 43% (C); (Hom) MAF 20.3% (G); €.549-114C>A (Het) 27.4% (G)
¢.1600G>A c.141+40T>G | c.738+64G>T ¢.2442+93A>G (Hom) MAF 11.1% (A);
(Het) MAF (Hom) MAF (Hom) MAF MAF 13% (A); c.2614- ¢.857A>G (Het)
45% (G); 3.4% (T) 46.6% (G); 45A>G (Het) MAF 17.9% MAF 1.5% (G)
c.1833C>T c.1091T>A (A); c.2614-14delT (Het)
(Het) MAF (Hom) MAF MAF 5.2% (-);
45.8% (C) 23.3% (T) ¢.4533+46A>G (Hom)
MAF 19.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
pATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
6263 c.1-91T>G ¢.359-4A>G c.847T>C c.47G>C €.244+128C>T €.1665+34G>A (Het) MAF C.*73C>T (Het) ¢.585G>C
(Het) MAF (Het) MAF (Hom) (0/414 (Het) MAF (Hom) MAF 20.3% (G); c.2614-14delT MAF 39.2% (C) (Hom) MAF
49.4% (T) 0.09% (G) alelos PT) 27.2% (C); 43% (C); (Het) MAF 5.2% (-); 27.4% (G)
(0/416 c.141+40T>G | c.445C>T (Het) ¢.4437G>A MAF 0.05% (A)
alelos PT); (Hom) MAF (0/402 alelos (Het) (1/398 alelos PT —
€.2262G>A 3.4% (T) PT); 0.3%); c.4533+46A>G
(Het) MAF €.738+64G>T (Het) MAF 19.3% (A);
0.8% (A) (Hom) MAF c.*127delA (Het) MAF
46.6% (G); (15.1%) (-)
c.1091T>A
(Hom) MAF
23.3% (T)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
6776 Delegdo c.141+40T>G | c.738+64G>T ¢.1665+34G>A (Hom) €.292+ | c.1-271C>G (Het) c.465C>T
completa (Hom) MAF (Het) MAF MAF 20.3% (G); 16A>G | MAF 36.2% (G); (Hom) MAF
KAL1 3.4% (T) 46.6% (G); ¢.2442+93A>G (Hom) (Het) ¢.1-103T>C (Het) 42.1% (T);
c.1091T>A MAF 13% (A); c.2614- MAF MAF 36.2% (C) ¢.585G>C
(Hom) MAF 45A>G (Hom) MAF 17.9% | 11.6% (Hom) MAF
23.3% (T) (A); c.2614-14delT (Het) (G) 27.4% (G)
MAF 5.2% (-);
€.4533+46A>G (Het) MAF
19.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
pATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA)
6889 c.47G>C c.738+64G>T €.1665+34G>A (Het) MAF c.*73C>T (Het) c.465C>T
(Het) MAF (Hom) MAF 20.3% (G); ¢.2614-45A>G MAF 39.2% (C) (Het) MAF
27.2% (C); 46.6% (G); (Het) MAF 17.9% (A); 42.1% (T);
c.141+40T>G | c.1091T>A c.2614-14delT (Het) MAF ¢.585G>C
(Hom) MAF (Hom) MAF 5.2% (-); ¢.4533+46A>G (Hom) MAF
3.4% (T) 23.3% (T) (Het) MAF 19.3% (A); 27.4% (G)
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA)
6980 c.1-91T>G c.449- ¢.317A>G (Het) c.141+40T>G | c.245-34G>A €.1665+34G>A (Het) MAF ¢.1-271C>G (Het) ¢.525C>G
(Hem) MAF 25G>C MAF 0.2% (G) (Hom) MAF (Het) MAF 9% | 20.3% (G); c.2614-45A>G MAF 36.2% (G); (Het) MAF
49.4% (T); (Het) MAF (2/438 alelos PT | 3.4% (T) (A); (Het) MAF 17.9% (A); ¢.1-232C>G (Het) 10.8% (G);
¢.1600G>A 0.3% (C) —-0.5%); €.738+64G>T €.2614-14delT (Het) MAF MAF 3.6% (G); c.1- ¢.585G>C
(Hem) MAF ¢.453C>T (Het) (Hom) MAF 5.2% (-); ¢.4533+46A>G 103T>C (Het) MAF (Hom) MAF
45% (G); MAF 6.5% (T); 46.6% (G); (Het) MAF 19.3% (A); 36.2% (C); 27.4% (G)
c.1833C>T €.937_947delTT c.1091T>A c.*127delA (Het) MAF ¢.*73C>T (Het)
(Hem) MAF TTTAAACCC (Hom) MAF (15.1%) (-) MAF 39.2% (C)
45.8% (C) (Het) (0/414 23.3% (T)
alelos PT)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
6981 c.1-91T>G c.449- c.445- ¢.317A>G (Het) c.141+40T>G | c.738+64G>T €.2614-14delT (Het) MAF ¢.1-271C>G (Het) ¢.525C>G
(Het) MAF 25G>C 62G>A MAF 0.2% (G) (Hom) MAF (Hom) MAF 5.2% (-); c.*127delA (Het) MAF 36.2% (G); (Het) MAF
49.4% (T); (Het) MAF | (Het) (2/438 alelos 3.4% (T) 46.6% (G) MAF (15.1%) (-) €.1-232C>G (Het) 10.8% (G);
c.1600G>A 0.3% (C) MAF PT-0.5%); MAF 3.6% (G); c.1- ¢.585G>C
(Hom) MAF 1.9% (A) c.453C>T (Het) 103T>C (Het) MAF (Hom) MAF
45% (G); MAF 6.5% (T); 36.2% (C); 27.4% (G)
c.1833C>T c.937_947delTT c.*73C>T (Het)
(Hom) MAF TTTAAACCC MAF 39.2% (C)
45.8% (C) (Het) (0/414
alelos PT)
7013 c.1600G>A c.445- c.141+40T>G | c.24A>G (Het) ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.1-271C>G (Hom) c.465C>T
(Hem) MAF 62G>A (Hom) MAF MAF 16.3% (G); | MAF 20.3% (G); c.2614- MAF 36.2% (G); (Hom) MAF
45% (G); (Het) 3.4% (T) .738+64G>T 45A>G (Hom) MAF 17.9% €.1-232C>G (Het) 42.1% (T);
c.1833C>T MAF (Het) MAF (A); €.2614-14delT (Het) MAF 3.6% (G); c.1- ¢.585G>C
(Hem) MAF 1.9% (A) 46.6% (G) MAF 5.2% (-); 103T>C (Hom) MAF (Hom) MAF
45.8% (C) €.4533+46A>G (Hom) 36.2% (C); 27.4% (G)
MAF 19.3% (A); €.*73C>T (Het)
¢.8076+163_8076+166du MAF 39.2% (C)
PATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
7030 c.47G>C €.738+64G>T ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.*73C>T (Hom) ¢.525C>G
(Het) MAF (Hom) MAF MAF 20.3% (G); c.2614- MAF 39.2% (C) (Hom) MAF
27.2% (C); 46.6% (G); 45A>G (Hom) MAF 17.9% 10.8% (G);
c.141+40T>G | c.1091T>A (A); €.2614-14delT (Het) ¢.585G>C
(Hom) MAF (Hom) MAF MAF 5.2% (-); (Hom) MAF
3.4% (T) 23.3% (T) ¢.4533+46A>G (Hom) 27.4% (G)

MAF 19.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)




81

Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
7031 c.1-91T>G c.453C>T (Het) c.47G>C ¢.24A>G (Het) ¢.1665+34G>A (Hom) ¢.1-271C>G (Hom) c.465C>T
(Het) MAF MAF 6.5% (T) (Het) MAF MAF 16.3% (G); | MAF 20.3% (G); c.2614- MAF 36.2% (G); (Het) MAF
49.4% (T); 27.2% (C); .738+64G>T 45A>G (Hom) MAF 17.9% ¢.1-103T>C (Hom) 42.1% (T);
c.1600G>A c.141+40T>G | (Het) MAF (A); €.2614-14delT (Het) MAF 36.2% (C); ¢.585G>C
(Het) MAF (Hom) MAF 46.6% (G); MAF 5.2% (-); c.4354- ¢.1085+16C>T (Het) MAF
45% (G); 3.4% (T) ¢.1091T>A 104A>G (Het) MAF 1.1% (Het) MAF 2.3% 27.4% (G)
c.1833C>T (Hom) MAF (G); c.4533+46A>G (Hom) (T); ¢.*73C>T (Het)
(Het) MAF 23.3% (T) MAF 19.3% (A); MAF 39.2% (C)
45.8% (C) c.8076+163_8076+166du
PATCA (Hom) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
7039 c.1-91T>G c.141+40T>G ¢.1665+34G>A (Hom) c.*73C>T (Het) c.243G>A | c.465C>T
(Hem) MAF (Hom) MAF MAF 20.3% (G); MAF 39.2% (C) (Het) (Hom) MAF
49.4% (T) 3.4% (T) €.2442+93A>G (Hom) MAF 42.1% (T);
MAF 13% (A); ¢.2614- 0.04% (A) | c.585G>C
45A>G (Hom) MAF 17.9% (Hom) MAF
(A); c.2614-14delT (Het) 27.4% (G)
MAF 5.2% (-);
¢.4533+46A>G (Hom)
MAF 19.3% (A);
c.6103+8C>T (Het) MAF
12% (T); c.6276G>A (Het)
MAF 10.3% (A);
¢.8076+163_8076+166du
PATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
7074 c.571C>T ¢.453C>T (Het) c.47G>C ¢.24A>G (Het) €.1665+34G>A (Het) MAF c.*73C>T (Het) c.285+14 | c.465C>T
(Hem) (0/84 MAF 6.5% (T) (Hom) MAF MAF 16.3% (G); | 20.3% (G); c.2614-45A>G MAF 39.2% (C) G>A (Het) MAF
alelos PT) 27.2% (C); c.1091T>A (Het) MAF 17.9% (A); (Hom) 42.1% (T);
c.141+40T>G | (Het) MAF €.2614-14delT (Het) MAF MAF ¢.585G>C
(Hom) MAF 23.3% (T) 5.2% (-); c.4533+46A>G 15.9% (A) | (Hom) MAF
3.4% (T) (Het) MAF 19.3% (A); 27.4% (G)

€.6135G>A (Het) MAF
2.1% (A);
¢.8076+163_8076+166du
pATCA (Het) MAF 49.6%
(dupATCA); c.*127delA
(Het) MAF (15.1%) (-)
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Tabela (Anexo IV). Listagem de todas as variantes genéticas identificadas.

Doente KAL1 FGFR1 FGF8 GNRHR GNRH1 KISS1R CHD7 TAC3 TACR3 PROK2 PROKR2
7081 ¢.1600G>A c.12G>T c.47G>C c.738+64G>T €.2614-14delT (Het) MAF c.1-271C>G (Het) ¢.585G>C
(Hem) MAF (Het) (Het) MAF (Hom) MAF 5.2% (-); €.3245C>T (Het) MAF 36.2% (G); (Het) MAF
45% (G); (0/410 27.2% (C); 46.6% (G) (0/412 alelos PT); ¢.5051- ¢.1-103T>C (Het) 27.4% (G);
c.1833C>T alelos PT) c.141+40T>G 4C>T (Het) MAF 0.5% (T) MAF 36.2% (C); c.802C>T
(Hem) MAF (Hom) MAF (0/412 alelos PT); c.*73C>T (Hom) (Het) MAF
45.8% (C) 3.4% (T) ¢.*127delA (Het) MAF MAF 39.2% (C) 1.2% (T)
(15.1%) (-) (1/404
alelos PT -
0.25%)

Os nucleotidos foram numerados de acordo com as sequéncias de referéncia para cada gene: KAL7T (NM_000216.2); FGFR1 (isoforma Illc- NM_023110.2, isoforma
IlIb- FJ809917); FGF8 (NM_033163.3); CHD7 (NM_017780.3); PROK2 (NM_001126128.1); PROKR2 (NM_144773.2); KISSTR (NM_032551.4); TAC3 (NM_013251.3);
TACR3 (NM_001059.2); GNRH1 (NM_000825.3) e GNRHR (NM_000406.2). Het- variante encontrada em heterozigotia; Hom- variante encontrada em homozigotia;
Hem- variante encontrada em hemizigotia. MAF- Minor Allele Frequency disponivel em www.ensemble.org (Ensembl Archive Release 79- Marco 2015) para o total
da populagdo. As variantes c.2053_2058dupGCAAAA, c.2239-109G>A, c.2614-14delT, c.5894+32C>G, c.8076+163_8076+166dupATCA e c.*127delA presentes no
gene CHD7, possuem uma MAF disponivel em www.ensemble.org (Ensembl Archive Release 80- Maio 2015). Quando possivel, apresenta-se a frequéncia alélica
para a populacao Portuguesa (PT), calculada neste trabalho a partir de controlos saudaveis. Nos casos em que a variante nunca foi descrita, apresenta-se, apenas
quando possivel, a frequéncia na populacao portuguesa. *presente na isoforma Ilb.




Anexo V- Mutacdes germinativas inativadoras do
gene FGFR1 no hipogonadismo hipogonadotrépico

idiopatico (2003-2014).

Mutagéio @ Codao Efeito previsto® Referéncia Designacéo original
Exon 2

c.11G>A 4 ns, p.w4x Laitinen et al., 2011 (1) c.12@
Cc.12G>A 4 ns, p.w4x Dode & Hardelin 2009 (2) 12G>A
c.12G>T 12 ms, p.W4C Presente estudo

c.47C>G 16 ms, p.A16G Dode & Hardelin 2009 (2) 4BC>

Intron 2

C.91+2T>A - sp Laitinen et al., 2012 (3) C.91+2T>A
Exon 3

€.95dupA 32 fs Presente estudo

C.142G>A 48 ms, p.G48S Laitinen et al., 2011 (1) 142G > A
C.142G>A 48 ms, p.G48S Trarbach et al., 2006 (4) 2GHA
c.165_171delTCGGCTE 55-57 fs Shaw et al., 2011 (5) c165_171 deletion
c.177C>T 59 sp, p.D59D Presente estudo

c.231C>GY 77 ms, p.N77K Dode et al., 2007 (6) €.231C>G
€.232C>G 78 ms, p.R786 Pitteloud et al., 2006 (7) €.232 C>G, p.R78C
€.232C>G 78 ms, p.R786 Pitteloud et al., 2006 (7) €.232 C>G, p.R78C
€.232C>T 78 ms, p.R78C Sykiotis et al., 2010 (8) 232C>T
C.246_247delAG 82-83 fs Laitinen et al., 2011 (1) .246_247delAG
C.246_247delAG 82-83 fs Entrala-Bernal et al., 2(0)4 C. 246_247delAG
C.246_247delAG 82-83 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 62247del
c.287C>G 96 ms, p.S96C Presente estudo

C.289G>A 97 ms, p.G97S Dode & Hardelin 2009 (2) @88
C.289G>A 97 ms, p.G97S Jarzabek et al., 2012 (10) .2896G>A
¢.289G>A" 97 ms, p.G97S Tommiska et al., 2014 (11) c.289G>A
C.290G>A 97 ms, p.G97D Dode et al., 2003 (12) G97D
€.296A>G 99 ms, p.Y99C Dode et al., 2003 (12) Y99C
C.296A>G 99 ms, p.Y99C Raivio et al., 2007 (13) 96.2>G
C.296A>G 99 ms, p.Y99C Sykiotis et al., 2010 (8) 296. A>G
c.301T>G 101 ms, p.C101G Quaynor et al., 2011 (14) c.301T>G
c.302G>T 101 ms, p.C101F Dode et al., 2007 (6) 230
€.303_304insCC 102 fs Dode et al., 2003 (12) 308i+3CC
€.304G>A®) 102 ms, p.vV102| Albuisson et al., 2005 (15) €.308Gp.V102I
c.304G>A 102 ms, p.vV102| Pitteloud et al., 2006 (7) ¢.304G>A
c.304G>A 102 ms, p.vV102| Sykiotis et al., 2010 (8) c.304G>A
€.304G>AW 102 ms, p.V102I Fukami et al., 2013 (16) €.304G>A
€.304G>A 102 ms, p.V102I lzumi et al., 2014 (17) Vin2l

€.319T>A 107 ms, p.S107T lzumi et al., 2014 (17) S197T
€.320C>A 107 ns, p.S107X Sato et al., 2004 (18) G320
€.320C>T 107 ms, p.S107L Sykiotis et al., 2010 (8) c.320C>T
€.320C>T™ 107 ms, p.S107L Fukami et al., 2013 (16) €.320C>T
€.326dupG 109 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 325_326in
c.327delT 109 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 327del
€.336C>T 112 sp, (p.T112T) Raivio et al., 2012 (19) €.336C>T
c.347T>G 116 ms, p.V116G Dode & Hardelin 2009 (2) 47B>G
€.350A>G9 117 ms, p.N117S Raivio et al., 2009 (20) c.350A>G
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Mutagéio @ Codao Efeito previsto® Referéncia Designacéo original
¢.350A>G9 117 ms, p.N117S Miraoui et al., 2013 (21) c.350A>G
€.350A>G9 117 ms, p.N117S Shaw et al., 2011 (5) c.350A>G
Exon 4

€.386A>C® 129 ms, p.D129A Albuisson et al., 2005 (15) C.386Ap.D129A
C.424_427delGATA 142-143 fs Dode & Hardelin 2009 (2 424 _427del
C.424_427delGATA 142-143 fs Sarfati et al., 2013)(2 c.424_427del
c.482T>C 161 ms, p.M161T Jarzabek et al., 2012 (10) €.482T>C
Exon 5

c.[499G>T];[499G>T™ 167 ms, p.A167S Dode et al., 2003 (12) Al67S
¢.533G>C® 178 ms, p.C178S Zenaty et al., 2006 (23) ¢.535G8¢s178Ser
¢c.570G>A 190 ns, p.W190Xx Doknic et al., 2012 (24) 570G>A
c.591C>A 197 ms, p.F197L Sykiotis et al., 2010 (8) c.591C>A
€.600C>T 200 sp, .D200D Presente estudo

Exon 6

C.625C>T 209 ms, p.R209C Dode & Hardelin 2009 (2) 25T
C.625C>T 209 ms, p.R209C Tommiska et al., 2014 (11) C.625C>T
C.626G>A 209 ms, p.R209H Laitinen et al., 2011 (1) c.626 G>A
c.670G>C 224 ms, p.D224H Pitteloud et al., 2006 (7) c.670G>C
c.682T>G 228 ms, p.Y228D Raivio et al., 2009 (20) .682 T>G
¢.682T>GY 228 ms, p.Y228D Miraoui et al., 2013 (21) c.682T>G
¢.682T>G" 228 ms, p.Y228D Shaw et al., 2011 (5) c.682T>G
c.709G>A 237 ms, p.G237S Pitteloud et al., 2006 (25 €.709 G-A
c.710G>A 237 ms, p.G237D Pitteloud et al., 2006 (7) c.710G>A
c.716T>C® 239 ms, p.1239T Raivio et al., 2009 (20) c.716 T>C
c.716T>CV 239 ms, p.1239T Chan et al., 2009 (26) p.1239T
c.716T>C® 239 ms, p.1239T Sykiotis et al., 2010 (8) c.716T>C
c.716T>CV 239 ms, p.1239T Shaw et al., 2011 (5) c.716T>C
c.716T>CV 239 ms, p.1239T Miraoui et al., 2013 (21) c.716T>C
c.734T>C 245 ms, p.L245P Trarbach et al., 2006 (4) 734T>C
Exon 7

C.748C>T 250 ms, p.R250W Trarbach et al., 2006 (4) 748C>T
C.748C>T 250 ms, p.R250W Trarbach et al., 2006 (4) 748C>T
C.748C>T 250 ms, p.R250W Dode et al., 2007 (6) 8CAHT
€.749G>AW 250 ms, p.R250Q Falardeau et al., 2008 (27) et
C.749G>AW 250 ms, p.R250Q Sykiotis et al., 2010 (8) C.749G>A
€.749G>AW 250 ms, p.R250Q Miraoui et al., 2013 (21) C.749G>A
C.749G>A 250 ms, p.R250Q Sykiotis et al., 2010 (8) C.749G>A
C.749G>A 250 ms, p.R250Q Sykiotis et al., 2010 (8) C.749G>A
€.749G>A" 250 ms, p.R250Q Miraoui et al., 2013 (21) C.749G>A
c.760C>T 254 ms, p.R254W Dode & Hardelin 2009 (2) 60C@>T
c.760C>T 254 ms, p.R254W Koika et al., 2013 (28) 760C>T
C.761G>A 254 ms, p.R254Q Pitteloud et al., 2006 (7) C.761G>A
C.761G>A 254 ms, p.R254Q Sykiotis et al., 2010 (8) C.761G>A
C.779G>A 260 ms, p.G260E Caronia et al., 2011 (29) G260E
c.809G>A 270 ms, p.G270D Dode et al., 2007 (6) YBA
c.809G>A 270 ms, p.G270D Jarzabek et al., 2012 (10) c.809G>A
c.817G>A® 273 ms, p.V273M Albuisson et al., 2005 (15) .820G
c.817G>A 273 ms, p.V273M Pitteloud et al., 2006 (7) c.817G>A
c.817G>A 273 ms, p.V273M Sykiotis et al., 2010 (8) c.817G>A
¢.821A>G® 274 ms, p.E274G Pitteloud et al., 2006 (7) c.82AG>
c.821A>G 274 ms, p.E274G Sykiotis et al., 2010 (8) c.821A>G
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Mutagéio @ Codao Efeito previsto® Referéncia Designacéo original
c.830G>A 277 ms, p.C277Y Dode et al., 2003 (12) 27
c.841_846delAGTGAC 281-282 if, p.S281_D282del BailForestier et al., 2010 (30) c.841del6
€.848C>G 283 ms, p.P283R Dode et al., 2007 (6) 8€C86
c.854C>G™ 285 ms, p.P285R Shaw et al., 2011 (5) €.854C>G
c.854C>G 285 ms, p.P285R Sykiotis et al., 2010 (8) €.854C>G
C.936G>A 312 sp, (p.K312K) Dode et al., 2003 (12) 366-A

Exon 8A ™

c.1057G>A - ms Presente estudo

¢.1073G>A® - ms Miura et al, 2010 (31) c.1072C>T
Exon 8B

€.962_963delAA 321 fs Laitinen et al., 2011 (1) 64.9962delAA
€.962_963delAA 321 fs Laitinen et al., 2011 (1) 64.9962delAA
€.962_965delAAGA 321-322 fs Dode & Hardelin 2009 (2 961_964del
c.970G>T 324 ns, p.E324X Dode et al., 2007 (6) oBer
€.995C>G 332 ms, p.S332C Dode et al., 2007 (6) 5€9G
c.1016A>G 339 ms, p.Y339C Pitteloud et al., 2006 (7 c.1016A>G
c.1016A>G 339 ms, p.Y339C Sykiotis et al., 2010 (8) c.1016A>G
€.1019C>T 340 ms, p.T340M Dode & Hardelin 2009 (2) 1019C>T
€.1019C>T 340 ms, p.T340M Sarfati et al., 2013 (22) €.1019C>T
¢.1023C>G 341 ms, p.C341W Bailleul-Forestier et20110 (30) ¢.1023C>G
€.1025T>C° 342 ms, p.L342S Pitteloud et al., 2007 (32) c.T028
€.1025T>C° 342 ms, p.L342S Sykiotis et al., 2010 (8) c.1025T>
€.1025T>C° 342 ms, p.L342S Miraoui et al., 2013 (21) c.1026T>
€.1028C>T 343 ms, p.A343V Trarbach et al., 2006 (4) 1028C>T
¢.1037C>G 346 ms, p.S346C Pitteloud et al., 2006 (7 ¢.1037C>G
€.1038dupT 347 fs Sykiotis et al., 2010 (8) €.1639i
¢.1042G>A 348 ms, p.G348R Bailleul-Forestier et2010 c.1042 G>A
€.1042G>AP 348 ms, p.G348R Miraoui et al., 2013 (21) c.1042G>
€.1081G>C 361 sp, (p-A361P) Dode et al., 2007 (6) .1081G>C
Exon 9

€.1093_1094delAG 365 fs Albuisson et al., 2005 (15) €.1093_1094delAG
c.1097C>T 366 ms, p.P366L Trarbach et al., 2006 (4) 1097C>T
c.1151C>A 384 ms, p.A384D Dode & Hardelin 2009 (2) 1151C>A
c.1279G>T 427 ms, p.V427L Sykiotis et al., 2010 (8) c.1279G>T
Exon 10

C.1286T>A 429 ms, p.V429E Sykotis et al., 2010 (8) C.1286T>A
¢.1305_1306dupAT 436 fs Laitinen et al., 2011 (1) .1365_1306dupAT
€.1317_1318delTG 439-440 fs Sato et al., 2006 (33) 1317_1318delTG
€.1317_1318delTG 439-440 fs Dode et al., 2007 (6) €.1317_1318delTG
€.1349C>T 450 ms, p.S450F Raivio et al., 2012 (19) €.1349C>T
¢.1377_1378insA 460 fs Novo et al., 2012 (34) €713378insA
€.1383_1384insTT 462 fs Dode & Hardelin 2009 (2) 8331384insTT
Exon 11

€.1409G>T9 470 ms, p.R470L Pitteloud et al., 2007 (32) ¢.1@09T
€.1409G>T9 470 ms, p.R470L Sykiotis et al., 2010 (8) ¢.1409G>
€.1409G>T9 470 ms, p.R470L Shaw et al., 2011 (5) c.1409G>T
€.1409G>T9 470 ms, p.R470L Miraoui et al., 2013 (21) €.1409G>
c.1428C>® 476 ms, p.D476E Wang et al., 2014 (35) c.1422 C>G
€.1447C>AY 483 ms, p.P483T Miraoui et al., 2013 (21) c.144RC>
c.1447C>T 483 ms, p.P483S Raivio et al., 2012 (19) c.1447C>T
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Mutagéio @ Codao Efeito previsto® Referéncia Designacéo original
€.1535C>T 512 ms, p.A512V Tommiska et al., 2014 (11 €.1535C>T
Intron 11

€.1553-2A>G™ - sp Sykiotis et al., 2010 (8) €.1549-2A>G
¢.1553-2A>G™ - sp Shaw et al., 2011 (5) C.1549-2A>G
¢.1553-2A>G™ - sp Miraoui et al., 2013 (21) .1553-2A>G
€.1553-2A>G - sp Sarfati et al., 2013 (22) IVS12Z>ZA
Exon 12

€.1558G>A® 520 ms, p.A520T Albuisson et al., 2005 (15) c.X58A /p.A520T
c.1612A>G 538 ms, p.1538V Pitteloud et al., 2006 (7 c.1612A>G
c.1614C>T 538 sp, (p.1538l) Tommiska et al., 200H) ( €.1614C>T
Exon 13

¢.1708C>T 570 ms, p.R570W Izumi et al., 2014 (17) .R570W
C.1755C>A 585 ns, p.Y585X Pitteloud et al., 2006 (7 c.1755C>A
C.1755C>A 585 ns, p.Y585X Sykiotis et al., 2010 (8) c.1755C>A
€.1755C>A® 585 ns, p.Y585X Miraoui et al., 2013 (21) c.1753C>
¢.1810G>A® 604 ms, p.A604T Sarfati et al., 2010 (36) c.1818G>
c.1819G>A 607 ms, p.V607M Dode et al., 2003 (12) ova
c.1825C>T 609 ns, p.R609X Laitinen et al., 2011 (1) c.1825C>T
€.1837dupT 613 fs Albuisson et al., 2005 (15) c6L8B37insT
€.1852_1853delAA 618 fs Trarbach et al., 2006 (4) 8521-1853delAA
€.1854G>T9 618 ms, p.K618N Raivio et al., 2009 (20) c.1854G>
€.1854G>T9 618 ms, p.K618N Sykiotis et al., 2010 (8) c.1854G>
€.1854G>T¥ 618 ms, p.K618N Miraoui et al., 2013 (21) €.1854G>
Exon 14

C.1862A>G 621 ms, p.H621R Dode et al., 2007 (6) 8621>G
c.1864C>T 622 ns, p.R622X Dode et al., 2003 (12) 26
€.1864C>T 622 ns, p.R622X Pitteloud et al., 200A (3 €.1864C>T
c.1864C>T 622 ns, p.R622X Xu et al., 2007 (38) Q186
€.1864C>T 622 ns, p.R622X Sykiotis et al., 2010 (8) €.1864C>T
¢.1864C>T 622 ns, p.R622X Sykiotis et al., 2010 (8) c.186%C>
€.1864C>T 622 ns, p.R622X Miraoui et al., 2013 (21) c.1864C>
€.1864C>G 622 ms, p.R622G Zenaty et al., 2006 (23) €.1864C>G
C.1865G>A 622 ms, p.R622Q Zenaty et al., 2006 (23) €.1865 G>A
C.1865G>A 622 ms, p.R622Q Bailleul-Forestier et2010 (30) ¢.1865 G>A
c.1867G>T 623 ms, p.D623Y Simonis et al, 2013 (39) c.1867G>T
€.1884T>G 628 ms, p.N628K Simonis et al, 2013 (39) €.1884T>G
€.1907_1908delTG 636 fs Sarfati et al., 2013 (22) .19@7_1908del
€.1936C>T 646 ms, p.R646W Tommiska et al., 2014 (11 €.1936C>T
€.1961dupA 654 fs Presente estudo

€.1970_1971delCA 657 fs Dode et al., 2003 (12) 1p901delCA
Intron 14

C.1977+1G>A - sp Dode et al., 2007 (6) C.1977+1G>A
c.1977+1G>A - sp Dallago et al, 2008 (40) IVS14G-4 A
c.1977+1G>A - sp Sarfati et al., 2013 (22) IVS14»2G
Exon 15

€.1981C>T 661 ns, p.R661X Dode et al., 2007 (6) 981C>T
€.1981C>T 661 ns, p.R661X Dode et al., 2007 (6) 981C>T

@ 666 ms, p.W666R Dode et al., 2003 (12) W666R
€.2008G>AY 670 ms, p.E670K Miraoui et al., 2013 (21) €.2008G>
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Mutagéio @ Codao Efeito previsto® Referéncia Designacéo original
C.2009A>C 670 ms, p.E670A Laitinen et al., 201} ( C.2009A>C
c.2011G>C 671 ms, p.A671P Raivio et al., 2009 (20) c.2011 G>C
c.2011G>C 671 ms, p.A671P Sykiotis et al., 2010 (8) c.2011G>C
€.2038C>T 680 ns, p.Q680X Pitteloud et al., 200 (2 €.2038G->T
€.2038C>T 680 ns, p.Q680X Sykiotis et al., 2010 (8) €.2038C>T
Intron 15
€.2048+1G>A - sp Dode et al., 2003 (12) IVS15+16
€.2049-1G>C - sp Laitinen et al., 2010 (41) €.2049-1 G-C
Exon 16
€.2054C>T 685 ms, p.S685F Dode et al., 2007 (6) 05ae>T
€.2059G>A 687 ms, p.G687R Sato et al., 2005 (42) 5920-A
€.2059G>A 687 ms, p.G687R Maione et al., 2013 (43) G687R
€.2059G>A 687 ms, p.G687R Sykiotis et al., 2010 (8) €.2059G>A
@@ 690 ms Bailleul-Forestier et al., 2010 (30) ¢.ZDsS
/Leu690Pro
€.2075A>G 692 ms, p.E692G Cadman et al., 2007 (44) 2075A>G
¢.2075A>GY 692 ms, p.E692G Miraoui et al., 2013 (21) c.2076A>
c.2077A>T 693 ms, p.1693F Dode et al., 2007 (6) 0e7A>T
€.2099C>T 700 ms, p.P700L Sykiotis et al., 2010 (8) €.2099C>T
c.2107G>C 703 ms, p.G703R Pitteloud et al., 2006 (7 €.2107G>C
€.2107G>C 703 ms, p.G703R Sykiotis et al., 2010 (8) €.2107G>C
€.2107G>A 703 ms, p.G703S Pitteloud et al., 2006 (7 €.2107G>A
C.2155A>G 719 ms, p.M719V Presente estudo
€.2156T>G 719 ms, p.M719R Dode et al., 2003 (12) 1R
€.2164C>T 722 ms, p.P722S Trarbach et al., 2006 (4) 2164C>T

€.2165_2172delCCAGTAACT22-724
iNSACAGTAAG

€.2165_2172delCCAGTAACI22-724
iNSACAGTAAG ©

C.2174G>A 725

Intron 16
€.2187-5C>A® -

Exon 17

€.2190C>G 730
€.2203delG 735
€.2233C>T 745
€.2233C>T 745
C.2262G>A 754
C.2267G>A 756

¢.[2292G>T];[2302G>T[Y 764

€.[2292G>T];[2302G>T{V 764

Exon 18

€.2302G>T 768
€.2302G>C 768
c.2314C>T 772
c.2314C>T 772
€.2383G>A 795
€.2399C>T 800
€.2464C>T9 822

ms, p.P722H; p.N724K
ms, p.P722H; p.N724K

ms, p.C725Y

sp

ns, p.Y730X

fs

ms, p.P745S

ms, p.P745S

sp, p.L754L

ms, p.R756H
ms, p.Q764H; p.D768Y

ms, p.Q764H; p.D768Y

ms, p.D768Y
ms, p.D768H
ms, p.P772S
ms, p.P772S
ms, p.V795I
ms, p.P800L
ms,p.R822C

Pitteloud et al., 2%
Miraoui et al., 2023B)(

Simonis et al., 2013 (39)

Sykiotis et al., 2010 (8)

Albuisson et al., 200 (1

Dode & Hardelin 2009 (2)
Sato et al., 2004 (18)
Sykiotis et al., 2010 (8)
Presente estudo

Caronia et al., 2011 (29)
Falardeau et al., 2008

Sykiotis et al., 2010 (8)

Miraoui et al., 2013 (21)
Sykiotis et al., 2010 (8)
Dode et al., 2003 (12)
Dode et al., 2007 (6)

Trarbach et al., 2006 (4)
Sarfati et al., 2013 (22)

Dode et al., 2007 (6)

c.2165 G-»A + ¢.2172
C—-G

C.2165C>A +
€.2172C>G

C.2174G>A

€.2188-5C>A

€.2190C>G
2203del
33@3T
€.2233C>T; p.P745R

R756H

2292G>T +
c.2302G>T

€.2292G>T +
€.2302G>T

€.2302G>
€.2302 G>C; p.D768H
7287
314e>T
2383G>A
€.2399C>T
€.2464C>T
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Mutagéio @ Codao Efeito previsto® Referéncia Designacéo original

Whole gene deletion Trarbach et al., 2010 (45) mglete gene
deletion

Whole gene deletion Fukami et al., 2013 (16) Sabwacopic
deletion involving
FGFR1~8.5 Mb

Whole gene deletion Izumi et al., 2014 (17) Sudrascopic
deletion involving
FGFR1

Translocation Kim et al., 2005 (46) t(7;8)(p12.3;p11.2)

t(7;8)(p12.3;p11.2) with disruption
between FGFR1 exons
2and3

(a) As mutagbes estdo numeradas em relagdo a semuenreferéncia do cDNA do FGFR1 (GenBank accession
NM_023110.2, ou GenBank accession FJ809917, no dasexdo 8A do splicing alternativo). O nucle6tidd +
corresponde ao A do codao de iniciacdo ATG. A nag@ e nomenclatura de cada mutagéo foi alterajareejue
necessario de forma a seguir as recomendacdesopddna (b) Efeito previsto: fs, mutacdo frameshifi, mutacao
nonsense; ms, mutagdo missense if, inser¢do ocddete-frame; sp, mutagdo splice site; (c) Mutadigénica (com
mutacdo nd®ROKR2). (d) Foi ainda encontrada em dois de 150 corgrofirmais. (e) C6dao/ nimero de nucleétido
discordante no artigo original. (f) Mutagdo digén{com mutacdo n®AC3). (g) Mutagdo digénica (com mutacéo no
GNRHR). (h) Mutacdo homozigética. (i) Mutagdo digénicari mutagdo n&ISSLIR). (j) Mutacéo trigénica (com
mutacdes ndGNRH1 e PROKR2). (k) Mutacdo digénica (com mutacdo RGF8). () Mutacdo oligogénica (com
FGF17, FRLT3 (bialélica) eHS6ST1). (m) Mutagdo digénica (com mutacdo no KAL1). BXao 8A do splicing
alternativo (nimero dos nucleétidos de acordo caenBank accession FJ809917). (0) Mutagdo digénican (co
mutagcdo naNELF). (p) Mutagdo digénica (com mutacdo HA7RD). (q) Alteracdo exata nao especificada. (r)
Mutac&o digénica (com mutagao 8BRY4). (s) Mutacdo digénica (com mutacéo TACRS). (t) Mutacgdo digénica
(com mutacéo n&LRT3). (u) Mutacéo digénica (com mutacdo DOUSP6). (v) Mutacdo dupla-heterozigdtica. (w)
Foi ainda encontrada em dois de 100 controlos rierrp@ Foi ainda encontrada em um de 100 contnodomais.
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