UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Ericka Barbosa Trarbach

“ESTUDO CITOGENETICO E MOLECULAR EM PACIENTES COM
HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO COM E SEM ANOSMIA -
SINDROME DE KALLMANN E HIPOGONADISMO
HIPOGONADOTROFICO NORMOSMICO”

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia para obtenc¢do do Titulo de
Doutor em Genética e Biologia
Molecular na éarea de Genética
Humana e Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Christine Hackel

Campinas
2004



e e e

UNIDADE .
N® CHAMADA AT ,,,,/ )
’7‘4’64%%:

._a-.-.---'—-"-""

TOMEC /t‘\ i
PRCC lk_éé_go%;-&5

i
Pnsco -
DATA Iﬁiﬁ.&ﬂ.ﬁ

Ne& CPD

p))}{i-:// %ﬂ

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Trarbach, Ericka Barbosa
T689e Estudo citogenético e molecular em pacientes com hipogonadismo

hipogonadotréfico com e sem anosmia — sindrome de Kallmann e hipogonadismo
hipogonadotroéfico / Ericka Brabosa Trarbach. --
Campinas, SP:[s.n.], 2004.

Orientadora: Christine Hackel
Tese ( doutorado) — Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia.

1.Genética médica. 2.Cromossomo. 3.Genética molecular. 1.Hackel, Christine.
I1. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. III. Titulo.

1



Banca Examinadora

Profa. Dra. Christine Hackel (Orientadora)

Profa. Dra. Ana Claudia Latronico

Profa. Dra. Maria Isabel Aranha Melaragno

Profa. Dra. Antonia Paula Marques de Faria

Prof. Dr. Heraldo Mendes Garmes

Profa. Dra. Denise Engelbrecht Zantut Wittmann

Profa. Dra. Maria Tereza Mathias Baptista

Campinas, 18 de outubro de 2004.

Assinatura

Assinatura

Assinatura

Assinatura

Assinatura

Assinatura

Assinatura



A minha mde, Perciliana, e minha irmd, Marcia, que
estdo sempre comigo, apoiando e respeitando as minhas
decisoes (vocés me ensinaram muito e por isso podem ter a
certeza de que estarei sempre bem e feliz).

Ao meu pai, José, minha madrinha, “Bebé’’ e minha
pequenina avo, “Vo Ana’”, que também muito me ajudaram.

Ao meu irmdo, Bruno, em quem sempre penso e por
quem sinto um profundo carinho.



AGRADECIMENTOS

A “VIDA”, de quem sou uma eterna aprendiz, simplesmente por sua grandiosidade.

Aos meus pais, Mamy e Papy, minha irma, Marcia, e demais familiares, V6 Ana,
Bebé e Camila, pelo apoio, dedicagdo e amor.

A Chris, orientadora e amiga, com quem trabalharia pelo resto de minha carreira!
Com essa afirmacdo espero que tenham ficado registrados toda a admiracdo e o respeito

que tenho pela excelente profissional e pessoa maravilhosa que € a Chris.

Ao Alberto, pela paciéncia e compreensdo, pelo imenso carinho e pelas flores de
sempre.

A Mads, pela ajuda e pelo delicioso sorriso com que nos recebe todos os dias.

A minha “casa”, Alberto 18, Morango, Xr e Cleyton, e agregados, Lucy, Sharon,
Elcio Japipa, Paulinho e Ivan Lima, pela convivéncia harmoniosa! “Minha filha” € muito
grata a vocé€s por terem aturado o meu inconstante humor.

A Neusa, e familia, pelo carinho e ensinamentos de valor inestimével.

Aos professores e amigos da academia, Sandro, grande amigo, Luizdo e Marien, que
sempre me deram a maior “for¢a”, especialmente ao Alexandre, meu professor de boxe.

As amigas Dani, minha companheira de sempre, Frauzinha (“fecho os olhos pra
ndo ver passar o tempo, ja sinto falta de voce”), Ferzinha e Renata, pelas quais sinto um
carinho super especial.

A Dra Valquiria Magrini e ao Dr Marcelo K. Dias, pelo apoio e incentivo.

A Dra Tereza e demais docentes, aos internos e residentes do Ambulatério de
Endocrinologia e Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da

UNICAMP, que fizeram a avaliacdo clinica da maioria dos pacientes desse estudo.

A Dra Isabella, que muito contribui nos enviando material de uma das familias
avaliadas nesse estudo.

Aos pacientes, que sempre foram muito solicitos em nossos encontros.



Aos gatinhos, Luiz Eduardo, Andrey, Dud’s e Lucio, e gatinhas, Frauzinha,
Fernandas I, II e III, Renata, Lucy, Camila, Carla, Thalita e Marta, meus queridissimos
colegas de laboratério.

Aos excelentissimos sécios diretores da Thorus Scisoft, Alberto, Aquiles, Claudio e
Sérgio, em especial ao Cantdo pela ajuda em computacdo gréifica, pelos almogos
divertidissimos desses tltimos meses.

Aos funciondrios e amigos do laboratério de Citogenética Humana, Nilma, Henry,
JO, Jair e Daniel, pela colaboracdo prestada.

A Andrezza, funciondria do Ambulatério de Endocrinologia, pela coleta das
amostras de sangue.

A todos que, embora ndo nomeados, contribuiram, direta ou indiretamente, na
realizacdo desse projeto.

A FAPESP pelo apoio financeiro e concessio de bolsa.

Vi



SUMARIO

ABREVIATURAS ix
LISTA DE FIGURAS E TABELAS Xi
RESUMO Xiii
ABSTRACT XV
1. INTRODUCAO 1
1.1 - HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO E ANOSMIA — SINDROME
DE KALLMANN 3
1.1.1 - Sindrome de Kallmann ligada ao X 6
1.1.2 — Formas autossOmicas da sindrome de Kallmann 10

1.2 — HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO E OLFACAO NORMAL — HHn 14
1.2.1 — Gene GnRH-R e seu receptor. 14
1.2.2 — Outros genes relacionados ao HHn. 17

1.3 —NOVOS GENES CANDIDATOS AO HIPOGONADISMO

HIPOGONADOTROFICO 19

2. OBJETIVOS 22

3. MATERIAIS E METODOS 23

3.1 — Casuistica 23

3.2 — Metodologia 28
3.2.1 — Técnicas de cultivo de linfécitos de sangue periférico e de andlise

cromossdmica com bandamento GTG 28

3.2.2 — Andlise molecular dos genes KAL-1, GnRH-R, NELF EBF?2 31

4. RESULTADOS 39

4.1 — Analise citogenética por bandamento GTG e FISH 39

4.2 — Andlise molecular do gene KAL-1 40

4.3 — Analise molecular do gene GnRH-R. 44

4.4 — Andlise molecular dos genes NELF ¢ EBF2 44

5. DISCUSSAO 48

5.1 — Anélise citogenética. 48

5.2 — Deteccao de mutagdes no geneKALI 48

5.3 — Andlise mutacional do gene GnRH-R. 54

5.4 — Anélise mutacional dos genes NELF ¢ EBF2 55

6. CONCLUSOES 56

Vii



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
8. ARTIGO PUBLICADO

9. ANEXOS

viii

57

72

77



ABREVIATURAS

AST - “alcohol sniff test”

BLAST - “Basic Local Alignment Search Tool”

del — delecao

der — derivado

DMSO — N,N-dimetil suféxido

dup - duplicacio

DNA - 4cido desoxirribonucléico

EBF?2 — gene do “early B-cell factor”

DNTPs - desoxirribonucleotideos trifosfatados

EDAS - “electrophoresis documentation and analysis system”
EDTA - 4cido etilenodiaminotetraacético

FGF - fator de crescimento de fibroblastos

FGFRI — gene do receptor 1 do fator de crescimento de fibroblastos
FISH — hibridacao in situ por fluorescéncia

FNIII - fibronectina tipo III

FSH — hormoénio foliculo-estimulante

GnRH - hormonio liberador de gonadotrofinas

GnRH-R - receptor para o hormonio liberador de gonadotrofinas
GPR54 — gene do receptor 54 acoplado a proteina G

GTG — bandamento G com Tripsina-Giemsa

HC1 - 4cido cloridrico

HH - hipogonadismo hipogonadotréfico

HHI — hipogonadismo hipogonadotréfico idiopético

HHn — hipogonadismo hipogonadotréfico normésmico

ns — insercao

inv - inversao

IVS — “intervening sequence”

KAL-1 — gene da sindrome de Kallmann ligado ao X

kb — quilobases

KCl1 - cloreto de potdssio



LH - hormonio luteinizante

LSI - “locus specific identifier”

MgCl; — cloreto de magnésio

MIM - “Mendelian inheritance in man”

NaOH - hidréxido de s6dio

NCBI — “National Center for Biotechnology Information”
NELF - gene do fator nasal embrionario do hormonio liberador de hormonio luteinizante
p — braco curto do cromossomo

pb — pares de bases

q — brago longo do cromossomo

PCR - reacdo em cadeia da polimerase

RMI - ressonancia magnética por imagem

RNA - 4cido ribonucléico

rpm — rotagdes por minuto

SK - sindrome de Kallmann

SK-X - sindrome de Kallmann ligada ao X

SRY — “sex-determining region Y’

t — translocagao

ter — terminal

Tris — Tris hidroximetilaminometano

UNCSISAL - Universidade de Ciéncias da Saide de Alagoas
UNICAMP — Universidade Estadual de Campinas
UNIFESP — Universidade Federal de Sao Paulo

WAP — “whey acidic protein”



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1.1 - Eixo hipotdlamo-hipéfise (pigina 2)

Figura 1.2 — Rota de migracdo dos neurdnios olfativos e secretores de GnRH (pagina 4).
Figura 1.3 — Diagrama de delecdes em Xp22.3 (pagina 7).

Figura 1.4 — Representacdo esquemadtica do gene KAL-I com a distribui¢do das mutacgdes
descritas neste gene e da anosmina (pagina 7).

Figura 1.5 - Modelo patogénico da SK (pagina 10).

Figura 1.6 — Estrutura esquemdtica do gene e do receptor GnRH-R com a localizacdo de
algumas mutacgdes identificadas neste receptor (pagina 15).

Figura 3.1 — Heredogramas dos casos familiais de SKX (pagina 26).

Figura 3.2 — Heredogramas dos casos familiais com heranca autossomica na SK (pigina
27).

Figura 3.3 — Heredogramas dos casos familiais de HHn (pdgina 27).

Figura 3.4 — Fluxograma das andlises utilizadas na investigagao do HH (pagina 29).
Figura 4.1 — Mutagdo encontrada no éxon 12 do gene KAL-1 (pagina 40).

Figura 4.2 — Seqiiéncia de nucleotideos do gene KAL-1 de um paciente com uma delecdo
da base C no éxon 12 e seqiiéncia de aminoécidos correspondente (pagina 40).

Figura 4.3 — Delecdo intragénica dos éxons 5-10 do gene KAL-1 (pagina 41).

Figura 4.4 — PCR multiplex utilizado na detec¢do de heterozigotas para delecdo dos éxons
5-10 do gene KAL-1 (pagina 42).

Figura 4.5 — Mutacao encontrada no éxon 5 do gene KAL-1 (pagina 43).

Figura 4.6 — Polimorfismo encontrado no gene EBF?2 (pagina 45).

Figura 4.7 — Alinhamento das seqiiéncias do éxon 8 do gene NELF depositada no
GenBank e aquela vista em nossos pacientes (pagina 45).

Figura 5.1 — Representacdo esquemadtica da delecdo intragénica dos éxons 5-10 do gene
KAL-1 e da area de cobertura da sonda KAL (péagina 50).

Figura 5.2 — Elementos de repeti¢cao encontrados nos introns 4 e 10 do gene KAL-1 (pagina
51).

Tabela I — Mutacdes descritas no gene KAL-1 (péagina 8).

Tabela II — Correlacdo entre expressdo do gene KAL-1 e o fendtipo da SK (pagina 9).

Xi



Tabela III — Mutacdes descritas no gene GnRH-R (pagina 16).

Tabela IV — Resumo dos achados clinicos em pacientes com SK (pagina 24).

Tabela V — Resumo dos achados clinicos em pacientes com HHn (pagina 25).

Tabela VI - Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do gene KAL-1 (pagina 33).
Tabela VII — Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do gene GnRH-R (pagina 33).
Tabela VIII - Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do gene NELF (pagina 34).
Tabela IX - Oligonucleotideos utilizados na amplifica¢do do gene EBF2 (pagina 35).
Tabela X — Intensidade das bandas de amplifica¢do dos genes KAL-1 e NPC1 (pagina 42).
Tabela XI — Resumo das alteracdes encontradas no gene KAL-1 (pagina 43).

Tabela XII - Resumo dos resultados obtidos nas anélises citogenéticas e moleculares entre
pacientes com SK (pédgina 46).

Tabela XIII — Resumo dos resultados obtidos nas andlises citogenéticas e moleculares

entre pacientes com HHn (pédgina 47).

Xii



RESUMO

A sindrome de Kallmann (SK) € uma afeccdo relativamente rara, caracterizada pela
associacdo de hipogonadismo hipogonadotréfico (HH) e anosmia/hiposmia. Embora a
maioria dos casos de SK seja esporddica, diferentes padrdes de heranga, recessivo ligado ao
X, autossomico dominante e autossdmico recessivo t€m sido descritos, sendo que a forma
ligada ao X da sindrome (SKX) encontra-se genotipica e fenotipicamente melhor definida.
O gene KAL-I localizado em Xp22.3 escapa a inativagdo e codifica uma proteina, a
anosmina, cujo papel tem sido relacionado ao processo de migracdo de neurdnios
produtores de GnRH que ocorre durante a embriogénese humana. No entanto, muitos casos
de hipogonadismo hipogonadotréfico ndo podem ser relacionados a qualquer alteragao
olfativa, sendo estes classificados como hipogonadismo hipogonadotréfico normésmicos
(HHn). Mutagdes no gene do receptor do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH-R)
tém sido descritas numa parcela desses casos. Além disso, os genes NELF (fator nasal
embriondrio do horménio liberador de hormodnio luteinizante) e EBF2 (“early B-cell
factor”) tém sido relacionados ao processo de migracdo de neurdnios produtores de

GnRH, sendo considerados possivelmente envolvidos na génese do HH.

O presente trabalho foi elaborado com o objetivo de se investigar a base genética
das diferentes formas do HH. Para tal, foram avaliados 31 individuos com hipogonadismo
hipogonadotréfico (pertencentes a 26 familias), 22 com anosmia € nove com olfacdo
normal, mediante a andlise do caridtipo pela técnica de bandamento GTG seguida da

andlise molecular dos genes KAL-1 e GnRH-R, por PCR e seqiienciamento. Todos os

Xiii



pacientes estudados apresentaram caridtipo normal, a exce¢do de um caso esporddico de
SK com microdelecio do locus KAL-1 detectada somente por FISH em estudo
anteriormente realizado. Entre os pacientes com SK, foram detectadas mutacdes na regiao
codificante do gene KAL-I nas trés familias com heranca recessiva ligada ao X e em um
caso esporddico. Duas familias apresentaram duas delecdes intragénicas similares
envolvendo os éxons 5-10; na terceira familia detectou-se uma muta¢do 721C>T no éxon 5
levando a um cdédon de parada prematuro. Esta mutagcdo ainda ndo se encontra descrita na
literatura. No caso esporddico identificou-se uma mutacdo “frameshift” 1956delC no éxon
12. Em relacdo aos pacientes com HHn, ndo foram identificadas muta¢des nos genes
GnRH-R e KAL-I. Nesses casos, € nos pacientes com SK cuja etiologia ndo pdde ser
esclarecida, foram ainda analisados os genes NELF e EBF2. Contudo, nenhuma alteragdao

nas seqiiéncias desses genes foi identificada entre os pacientes da nossa casuistica.

Em conclusdo, nao foram encontradas evidéncias cromossomicas da localizacdo de
outros genes candidatos responsaveis pelo surgimento do HH. Duas muta¢des novas e duas
delecdes intragénicas semelhantes foram identificadas no gene KAL-I entre os casos
esporadicos e familiais da SK, observando-se que essas mutacdes ocorreram numa
freqiiéncia relativamente elevada em nossa casuistica. Os pacientes com HHn nao
apresentaram mutagdes nos genes KAL-1 e GnRH-R. Nao foram observadas anomalias nas

seqiiéncias codificantes dos genes NELF ¢ EBF2 em nenhuma das formas de HH.
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ABSTRACT

Kallmann syndrome (KS) is a relatively rare disorder characterized by the
association of hypogonadotropic hypogonadism (HH) with anosmia or hyposmia. Although
the majority of KS cases are sporadic, the syndrome may be transmitted as an autosomal
dominant, autosomal recessive and X-linked modes of inheritance. The KAL-I gene
responsible for the X linked form of KS (X-KS) was mapped in Xp22.3 and encodes a
protein called anosmin, that could function in the migration of GnRH-secreting neurons
during embryonic development. However, many cases of hypogonadotropic hypogonadism
do not have olfactory alterations, and are referred as normosmic hypogonadotropic
hypogonadism (nHH). Mutations in the GnRH-R gene have been described in some of these
cases. In addition, the NELF and EBF?2 genes have been implicated in the neuronal GnRH

migration and are considered promising candidate to HH manifestation.

The aim of the present study was to investigate the genetic basis of different forms
of HH. Thirty-one patients with HH (belonging to 26 families), 22 affected by KS and nine
with normal olfaction, were evaluated by karyotype analysis using GTG banding technique
followed by molecular analysis of the KAL-I and GnRH-R genes, by PCR and sequencing
techniques. All patients exhibited normal karyotypes, with exception of a previously

studied KS sporadic case, where a microdeletion of the KAL-1 locus was detected only by
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FISH. Mutations were identified in the coding region of the KAL-I gene in the three
familial cases with X-linked inheritance and in one of the sporadic cases of KS. Two
similar intragenic deletions involving exons 5-10 were observed in two families. In the
third, a new point mutation on exon 5 (721C>T) leading to a premature stop codon was
found, while a frameshift mutation caused by one nucleotide deletion (1956delC) within
exon 12 was identified in the sporadic case. Mutations in the KAL-I and GnRH-R genes
were not observed in the patients with nHH. In these cases and in the KS patients without
KAL-1 abnormalities, the coding sequences of genes NELF and EBF2 were analyzed.

However, no mutation was detected in these genes in our sample.

In conclusion, no chromosomal rearrangements or deletions that could be useful for
the localization of other candidate genes responsible for HH were detected. Two new point
mutations and two similar intragenic deletions of the KAL-1 gene were identified among
sporadic and familial KS cases, with a relative high frequency in our sample. In the HHn
patients, neither KAL-I nor GnRH-R mutations were detected. No sequence abnormalities
were demonstrated for the coding regions of the NELF and EBF2 genes in both forms of

HH.
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1. INTRODUCAO




Em humanos, o inicio e a manutencao da vida reprodutiva dependem da secrecdo pulsatil
do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH). O GnRH é um decapeptideo secretado por
neuronios do hipotdlamo que modula a produc¢do e a liberacdo hipofisaria dos hormdnios
gonadotréficos luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (FSH). Estes hormdnios vao atuar sobre os
testiculos e os ovdrios controlando a producdo dos esterdides sexuais e a gametogénese nesses
orgdos (Figura 1.1). Com a elevacdo da concentracdo dos hormonios sexuais, predominantemente
testosterona em homens e estradiol nas mulheres, tem inicio o processo de desenvolvimento
sexual que ocorre na puberdade e resulta em individuos sexualmente maduros e aptos para

reproducido (SWERDLOFF & ODELL, 1975).

A producdo de andrégenos ocorre ainda na vida intra-uterina, onde a testosterona
produzida pelos testiculos embriondrios € responsavel pela diferenciacdo dos genitais internos
masculinos e, uma vez convertida em di-hidrotestosterona, viriliza os rudimentos genitais
externos. Nesses embrides, a secre¢dao de androgenos € induzida pela gonadotrofina corionica até o
final da primeira metade da gestacdo; a partir de entdo, esse estimulo € feito pelas gonadotrofinas
hipofisarias do préprio feto, em especial o LH, que é, portanto, fundamental para que se complete

a descida testicular bem como para o crescimento peniano (JOSSO, 1992).

Déficits na producdo ou secrecio de GnRH levam a uma liberagdo insuficiente de
gonadotrofinas  hipofisdrias e de esterdides sexuais, resultando em hipogonadismo
hipogonadotréfico (HH). A deficiéncia de GnRH pode estar associada a lesdes estruturais que
interfiram com o padrdo normal de secrecio de GnRH pela destruicio ou compressdo de areas
criticas na eminéncia média do hipotdlamo. O HH idiopético (HHI), por sua vez, tem sido descrito
e caracterizado pela deficiéncia isolada de gonadotrofinas na auséncia de tais lesdes. Pacientes

com hipogonadismo hipogonadotréfico associado a uma deficiéncia olfativa (anosmia ou



hiposmia) recebem o diagndstico de sindrome de Kallmann (SK) e aqueles com olfacdo normal,
HHI. Contudo, ambas as apresentagdes podem ocorrer dentro de uma mesma familia e ha

controvérsia sobre SK e HHI fazerem parte da mesma sindrome ou serem sindromes distintas

(QUINTON et al., 1996; GEORGOPOULOS et al., 1997).

HIPOTALAMO

HIPOTALAMO

GnRH GnRH

LH
\l/LH FSH \l)'H \l/FSH

OVARIOS Células da TESTicuLOs | Gelulas dej Celes de
Granulosa ydig

Andrégenos J{ \l/ E N
Esfradiol spermatogénese

Testosterona
Progesterona

Figura 1.1 - Eixo hipotalamo-hipéfise-génadas. A esquerda, estimulo hipofisario sobre os ovarios na
liberagao de esterdides sexuais. A direita, atuacdo da hipéfise sobre os testiculos na liberagao de
testosterona e na producao de espermatozoides. Em ambos os casos, a hipéfise libera LH e FSH
em resposta ao GnRH hipotalamico.

Uma vez que as etiologias de diferentes formas de HH tém sido recentemente
estabelecidas, a terminologia HHI ndo vem se mostrando muito adequada e serd substituida neste

trabalho por HHn na denominacio de individuos portadores de hipogonadismo hipogonadotréfico

normosmicos.



1.1 HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO E ANOSMIA - SINDROME DE

KALLMANN

A sindrome de Kallmann é a forma mais comum de hipogonadismo resultante da
deficiéncia isolada de gonadotrofinas, ocorrendo em 1/10.000 individuos do sexo masculino e
1/50.000 individuos do sexo feminino (PAWLOWTZKI et al., 1987). Esta sindrome é definida
pela associacdo de hipogonadismo hipogonadotréfico e anosmia, podendo ser transmitida de
forma recessiva ligada ao X (MIM 308700) ou autossdomica dominante (MIM?244200) ou recessiva
(MIM147950), embora a maioria dos casos observados seja esporddica. Entre os casos familiais
de SK existe predomindncia do modo de heranga autossdmico (cerca de 65% dominante e 25%
recessivo) com apenas uma minoria (aproximadamente 11%) de heranca recessiva ligada ao X

(WALDSTREICHER et al., 1996; GEORGOPOULOS et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2001).

Historicamente, a SK foi primeiramente descrita por MAESTRE DE SAN JUAN (1856).
Entretanto, KALLMANN ez al. (1944) foram os primeiros a assegurar a base genética de sua
transmissdo. Além deles, DE MORSIER (1954) descreveu sob o termo “displasia olfacto-genital”
uma série de pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico nos quais foi detectada, na
autopsia, agenesia de bulbos e tratos olfativos. Na SK, a associacdo entre hipogonadismo e
anosmia pode ser explicada pela origem embrionaria comum dos neur6nios olfativos e liberadores
de GnRH. Os neurdnios liberadores de GnRH sdo os tnicos entre os neurdnios hipotalamicos que
tém sua origem fora do sistema nervoso central. Esses neurdnios sio formados por células
progenitoras da placa olfativa (WRAY et al,, 1989) e migram em associagcdo com 0s neurdnios
olfativos até alcancarem a placa crivosa, onde as fibras olfativas juntam-se ao bulbo olfativo e os
neuronios secretores de GnRH seguem rumo ao hipotdlamo, um processo que se completa com

cerca de 3,5 semanas de gestacio (SCHWANZEL & PFAFF, 1989) (Figura 1.2). Clinicamente,



distirbios nessa rota de migracao poderiam explicar a deficiéncia de gonadotrofinas e a anosmia
observadas em SK. Esta hipétese foi confirmada por estudos anatomopatolégicos realizados em
um feto humano de 19 semanas afetado pela sindrome que apresentava um emaranhado anormal
sobre a placa crivosa formado pelo acimulo de neurdnios olfativos e secretores de GnRH na area

superior nasal (SCHWANZEL et al., 1989).

TRATO OLFATIVO
\
| BULBO OLFATIVO
CAVIDADE MENINGES
NASAL PLACA CRIBRIFORME
EPITELIO OLFATIVO
HMEURONIOS OLFATIOS

Figura 1.2 — Rota de migrag&o dos neurénios olfativos e secretores de GnRH. Os neur6nios olfativos
sdo formados no epitélio olfativo e seus axbnios atravessam a placa crivosa para alcangar o bulbo
olfativo, onde fazem sinapse com dendritos das células mitrais, formando o trato olfativo. Os neurdnios
secretores de GnRH seguem a rota de migracao dos neur6nios olfativos e atravessam o bulbo olfativo
até alcancarem o hipotélamo.

Além do hipogonadismo e da anosmia, outros sinais e sintomas ocasionais tém sido
descritos em pacientes com SK. Estes incluem malformag¢des como anomalias faciais (atresia e
estenose de coanas, fissura labiopalatina e hipertelorismo), anomalias neuroldgicas (sincinesia
bimanual, nistagmo, agenesia do lobo olfativo e ataxia) e anomalias genitourindrias (agenesia
renal unilateral), sendo que sincinesia bimanual e agenesia renal tém sido relatadas mais
freqiientemente na forma da sindrome ligada ao X (BOULOUX et al., 1994; QUINTON et al.,
1997). Muitas familias com SK exibem ainda uma variacdo fenotipica entre seus membros

afetados que podem apresentar anosmia e/ou hipogonadismo (WALDSTREICHER et al., 1996).



Existe assim, uma expressividade varidvel dos genes relacionados a doenca, sendo tal variagao
mais extensa nas familias com heranga autossomica dominante do que naquelas com sindrome de
Kallmann ligada ao X. Além disso, a expressividade é varidvel, existindo o relato de gémeos

1dénticos com fendtipo discordante para a SK (HIPKIN ez al., 1990).

O diagnéstico da SK € feito, em geral, na adolescéncia, por atraso no desenvolvimento
puberal, sendo que a avaliagio hormonal deve evidenciar a producdo insuficiente de
gonadotrofinas hipofisdrias (SEMINARA et al., 1998). Porém, o diagndstico pode ser feito de
forma precoce, ainda na infancia ou mesmo em recém-nascidos, uma vez que a observagdo de
micropénis e criptorquidismo podem ser fortes indicios da presengca da SK (SEMINARA et al.,
1998; WHITE et al., 1983). A anosmia/hiposmia, que por definicdo estd presente na SK, pode ser
diagnosticada com o auxilio de kits comerciais como o “Smell Identification Test” ™
(SENSONICS, INC) desenvolvido pela Universidade da Pensilvania. No entanto, testes
alternativos, em que sdo empregadas uma série de diluicdes de odorantes multiplos (ROSEN et al.,
1979; STEVENS et al., 1988) ou mesmo lencos de papel umedecidos em solucdes alcodlicas
(DAVIDSON & MURPHY, 1997), tém sido descritos e utilizados com sucesso na determinagdo
do status olfativo. Em muitos casos, a realiza¢do da ressonincia magnética por imagem (RMI)
pode auxiliar na caracterizagdo da anosmia, pois evidencia a existéncia de aplasia ou hipoplasia de
bulbos e lobos olfativos (CASTILLO et al., 1998). Contudo, essa técnica € limitada e menos
sensivel que o diagnostico clinico, existindo relatos de individuos com SK portadores de anosmia
que ndo possuem alteracOes anatomicas visiveis nas estruturas olfativas (DISSANEVATE et al.,

1998; QUINTON et al., 2001a). Quanto ao tratamento, este consiste na reposi¢cdo hormonal com

administracdo de esterdides sexuais, o que permite o desenvolvimento e a manuten¢do dos



caracteres sexuais secunddrios, e na administracdo de GnRH, quando é desejada a inducdo da

fertilidade (CROWLEY & WHITCOM, 1990).

1.1.1 - Sindrome de Kallmann Ligada ao X (SK-X)

A caracterizacdo molecular de aberragdes cromossomicas envolvendo a regido Xp22.3 em
pacientes com SK que exibem fendtipo de sindrome de genes contiguos, caracterizada pela
associacdo com ictiose ligada ao X, condrodisplasia punctata, albinismo ocular e retardo mental
(Figura 1.3), levou ao mapeamento do gene KAL-I nesta regido (BALLABIO et al., 1986;
BALLABIO et al., 1987; BICK et al., 1989; BALLABIO & ANDRIA, 1992). A localizagdo deste
gene foi confirmada por andlise de ligacdo utilizando-se o marcador CRI-S232 (previamente
mapeado na regido) em familias com SK-X (MEITINGER et al., 1990) e pelo achado de uma
delecdo intragénica de 3,3 kb dentro do locus KAL-1 em dois irm@os com a sindrome (BICK ez al.,

1992).

Posteriormente, dois grupos distintos, FRANCO et al. (1991) e LEGOUIS et al. (1991),
isolaram e clonaram o gene KAL-I, mostrando que este compreende uma regidao de 210 kb e é
formado por 14 éxons codificantes (Figura 1.4a), cujo produto é uma proteina de 680 aminodcidos
(proteina KAL ou anosmina) que possui propriedades de moléculas de adesdo celular. A por¢ao
amino-terminal da proteina contém uma regido rica em cisteina, vista em inibidores de proteases

e neurofisinas, seguido por um dominio WAP (“whey
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acidic protein”), enquanto sua regido carboxi-terminal possui regides de repeti¢des de fibronectina

tipo III (FNIII), que ocorrem em moléculas de adesdo de células neurais e quinases (Figura 1.4b).
Diversas mutagdes tem sido descritas no locus KAL-1, incluindo delecdes completas do gene,
delecdes intragénicas e alteracdes de bases, das quais as mais freqiientes e heterogéneas sio as

mutacdes pontuais (Figura 1.4a e Tabela I).
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(b) [Istop A/A FRAMESHIFT ~ © MISSENSE 7 SPLICING
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_m FNIII-1 )C FNIII-2 X FNIII3 D@D
N terminal C}l @ C terminal

Figura 1.4 — (a) Representagao esquematica do gene KAL-1 com a distribuigdo das mutagdes descritas
para o locus (veja tabela 1.2) e (b) estrutura da proteina anosmina com seus dominios funcionais: PS,
peptideo sinal; Cis, regido rica em cisteina; N, sitios de N-glicosilagdo, WAP, “whey acidic protein”; FNIII,
fibronectina tipo 11l e H, regido rica em histidina (adaptado de ROBERTSON et al., 2001).

Qbs: a regido hachurada corresponde as regides néo codificantes dos éxons 1-14.
Tabela | — Mutag6es descritas no gene KAL-1



M | EXON TIPO NUCLEQOTIDEO AMINOACIDO REFERENCIA

a 5 Non sense 861G>A Trp”°’ STOP | Hardelin et al., 1992.

b 6 Non sense 919C>T Arg™’ STOP |Hardelin et al., 1992.

c 6 Non sense 924G>A Trp>° STOP | Hardelin et al., 1992.

d 9 Non sense 1411C>T GIn*'STOP | Hardelin et al., 1993.

e 9 Non sense 1417C>T Arg”’STOP |Hardelin et al., 1993.

g 7 Non sense 328C>G Tyr’**STOP | Georgopoulos et al., 1997.

h 1 Non sense 346C>T GIu®STOP | Izumi et al.,1999.

i 6 Non sense 934C>T Arg”™°STOP | Soderlund et al.,2002.

j 13 | Non sense 2041C>T Arg®™' TOP | Jansen et al.,2000.

K 5 Non sense 721C>T Arg'”'STOP | Oliveira et al., 2001.

[ 10 | Non sense 1519T>C Arg®’STOP | Oliveira et al., 2001.

m 6 Frameshift 981delC - Hardelin et al., 1992.

n 7 Frameshift 1166insA - Hardelin et al., 1993.

0 12 Frameshift 1847delC - Quinton et al., 1996.

p 10 Frameshift | 1542_1555delTGAAGCGTGTGCCC - Georgopoulos et al., 1997.

q 1 Frameshift 242 _252delCTGCGCGGCGG - Gu et al., 1998.

r 9 Frameshift | 1407_1420delTTTTCAAAGACGAC - Matsuo et al., 2000.

s 1 Frameshift 53_63dupCGCGGCGGCTG - Soderlund et al.,2002.

t 12 Frameshift 1951delC - Oliveira et al., 2001.

u 6 Missense 951T>A Asn®*’Lys | Hardelin et al., 1993.

v 11 Missense 1701C>G Phe’'’Leu | Georgopoulos et al., 1997.

X 11 Missense 1690G>A GIu”"Lys |[Maya-Nunez et al., 1998.

z 4 Missense 664T>C Cys'”“Arg | Oliveira et al., 2001.

a' |Intron12| Splicing IVS12 + 1G>A - Hardelin et al., 1993.

b’ 8 Splicing 1351_1357delAACAACA - Georgopoulos et al., 1997.
IVS9 + 1_2delGT

c 2 Delecéo - - Parenti et al., 1995.

d 11 Delecao - - Quinton et al., 1996.

e 1 Delecéo - - Quinton et al., 1996.

f 5 Delecao - - Soderlund et al.,2002.

g | 13-14 |Delecéo - - Bick et al.,1992.

h’ 3-5 Delecao - - Maya-Nunez et al., 1998.

I 5-10 | Delecéo - - Nagata et al., 2000.

m’ 3-13 | Delecéo - - Massin et al., 2003.

O gene KAL-I escapa a inativacdo do X, e um pseudogene em Yql1.2 foi identificado

(DEL CASTILLO et al., 1992). E interessante notar que, apesar da demonstracio da existéncia de

anosmina em camundongos (SOUSSI-YANICOSTAS et al., 2002), o ortélogo do gene KAL-I

ainda nao foi identificado em roedores, estando presente em galindceos, primatas e bovinos

(INCERTI et al., 1992; DELLOVADE et al., 2003). Em galinhas, sua expressao foi observada no

epitélio olfativo, nicleo oculomotor, mesénquima facial, mesonefros e metanefros (LEGOUIS et

al., 1993). Um padrdo de expressdo similar foi confirmado em fetos humanos, sendo observado
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que o gene KAL-I é também expresso no trato cortico-espinal do cordao medular (DUKE et al.,

1995) (Tabela II).

Tabela Il — Tentativa de correlagao entre o padrao de expressao do gene KAL-1 e o fenétipo da
sindrome de Kallmann (RUGARLI & BALLABIO, 1993).

Padrdo de Expressao Caracteristicas Clinicas

Bulbo olfativo (células mitrais) <= Anosmia
Cerebelo (células de Purkinje) <—> Disfuncio cerebelar

Nucleo 6culo-motor <—> Anomalias no movimento dos
olhos

Mesonefros/metanefros <—> Anomalias renais

Mesénquima facial <—> Palato fendido

A anosmina parece exercer um papel no processo de migracao dos neurdnios olfativos e
liberadores de GnRH que ocorre durante a embriogénese humana. RUGARLI & BALLABIO
(1993) propuseram que a anosmina atuaria como mediadora de interacdes entre os axdnios dos
neuronios olfativos e os dendritos das células mitrais essenciais para a morfogénese do bulbo
olfativo. A auséncia da proteina funcional afetaria tais interagdes impedindo que o bulbo olfativo
adquirisse sua estrutura normal acarretando, assim, a anosmia. Desde que os neurdnios secretores
de GnRH precisam atravessar essa estrutura para alcancarem o hipotdlamo, a falha em seu
desenvolvimento traria, como efeito secundario, a auséncia de uma rota normal de migracao

(Figura 1.5).

SOUSSI —-YANICOSTAS et al. (2002) mostraram que anticorpos anti-anosmina
bloqueiam a formagdo dos ramos colaterais de neurénios do bulbo olfativo em roedores, sendo a
anosmina capaz de aumentar a ramificacdo axonica de neurdnios dissociados em cultura e agir
como uma molécula quimiotrativa para os axonios do cértex piriforme. RUGARLI et al. (2002),

analisando a expressdo do ortélogo do gene KAL-1 em Caenorhabditis elegans, revelaram que a



anosmina induz a formacgao de ramifica¢des axOnicas e age na orientacdo dos axonios. BULOW et

al. (2002) obtiveram resultados semelhantes também em C. elegans, demonstrando ainda que tais

atividades sao relacionadas a um dominio de liga¢do a proteoglicanos dependentes de sulfato de

heparina. Esses dominios foram localizados nas regides 1, 2 e 3 de FNIII (ROBERTSON et al.,

2001).

Epﬂéli.ﬁ\ Neurdnios

Offativos

NORMAL SINDROME DE KALLMANN

Figura 1.5 — Modelo Patogénico da SK, onde é proposto que a anosmina seria secretada pelas
células mitrais (M) sendo necesséria para o estabelecimento/manutencdo das interagbes dos
axonios olfativos na camada glomerular (GL). Em SK, a proteina KAL estaria ausente; deste modo
os axbnios olfativos ndo poderiam interagir adequadamente com seu alvo, finalizando sua migracéo
entre a placa crivosa (PC) e o cortex cerebral (adaptado de RUGARLI & BALLABIO, 1993).

1.1.2 — Formas Autossomicas da Sindrome de Kallmann

A descricdo de individuos portadores de rearranjos cromossdmicos, sobretudo

translocagdes equilibradas e delecdes intersticiais, € posterior mapeamento € caracterizacao dos

pontos de quebra sdo importantes meios para identificacdo de novos genes candidatos em doencas
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humanas. No entanto, existem poucas descri¢des de tais anomalias em cromossomos autossomos

de pacientes com SK.

O primeiro relato consistente foi feito por BEST et al. (1990). Os autores descreveram um
paciente cuja a andlise cariotipica revelou a presenca de uma translocacdo reciproca,
46,XY,t(7;12)(7Tpter—7q22::12q24—12qter; 1 2pter—12q24::7q22—7qter). Trés anos mais tarde,
CASAMASSIMA et al. (1993) relataram um outro paciente com fenétipo caracteristico da
sindrome de Kallmann, cujo estudo cromossdmico revelou um rearranjo complexo entre os
Cromossomos 3, 9, 12, resultando no cariotipo: 46,XY,t(3;9)(9;12)
(3pter—3q13.3::9921.2—>9pter;12qter—12q15::9p13—59q21::3q13—>3qter; 1 2pter—12q15::9p13
—9pter).

SCHINZEL et al. (1995) descreveram o caso de um paciente pré-pubere com cariotipo
46,XY,der(1),(1pter—1q44::10g26—10qter) apresentando algumas manifestacdes fenotipicas da
SK. Neste dltimo, a hipétese de SK-X foi afastada pelo exame molecular que demonstrou a
auséncia de mutacdoes no gene KAL-I. KROISEL et al. (2000) relataram o achado de uma
translocagdo cromossdmica complexa entre os cromossomos 3; 13 e 18 em um paciente com SK,
que ainda exibia uma inversdo paracéntrica no braco longo do outro cromossomo 3. Neste
paciente, foi realizada a técnica de FISH com sonda especifica para o gene KAL-I, sendo
visualizado o sinal referente ao locus. O caridtipo desse individuo foi descrito como
46,XY,inv(3)(q24926.32),t(3;13;18)(q26.32;q21.2;q12.2), tendo os pontos de quebra sido
determinados com o auxilio da técnica de pintura cromossomica. LITVINOVICH et al. (2001)
analisaram um paciente com SK portador de uma translocacio balanceada entre as regides q29 e

g21 dos cromossomos 3 e 14, respectivamente: caridtipo 46,XY,t(3;14)(q29;921). E, finalmente,
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VERMEULEN et al. (2002) descreveram uma delecao intersticial, 46,XY,del(8)(p11.2) em um

paciente com sindrome de genes contiguos incluindo SK e esferocitose congénita.

Virios genes foram assinalados nas regides envolvidas nesses rearranjos cromossomicos
(www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink), entre eles LAMBI (lamina beta 1, em 7q22), PTPRR
(receptor para proteina tirosina-fosfatase, em12q15), FGFR2 (receptor 2 para fator de crescimento
de fibroblastos, em 10q26), e FGFRI (receptor 1 para fator de crescimento de fibroblastos, em
8pl1.2), cujas fungdes tém sido relacionadas a diversos processos celulares, incluindo
diferenciacdo e migracdo neuronal; até o0 momento, porém, apenas o gene FGFRI foi associado ao

aparecimento da SK.

O papel do FGFRI na SK foi sugerido por DODE et al. (2003) a partir da descrig¢ao e
caracterizacdo da delecdo intersticial em 8p11.2 descrita por VERMEULEN et al. (2002). DODE
et al. (2003) consideraram o gene FGFRI como melhor candidato a SK e pesquisaram alteracoes
neste gene numa casuistica de 129 individuos com a sindrome. Esses autores encontraram
mutacdes em heterozigose, que acarretam a perda de fungdo do receptor codificado pelo alelo
mutante, em quatro casos familiais (936G>A, sitio doador de “splicing” no éxon 7; Val®"Met;
ArngTOP; 1970_1971delCA) e nove esporddicos (Gly’ Asp; Tyr99Cys; 303_304insCC;
Alal67Ser; Cys277Tyr; Trp666Arg; IVS15+GI1>A; Met719Arg e Pr077ZSer). E importante mencionar
que mutacdes com ganho de funcdo de FGFRI sdo referidas como causa de uma das formas de
craniossinostose, denominacdo atribuida a fusdo prematura das suturas Osseas (MUENKE &

SCHELL, 1995).

O FGF (fator de crescimento dos fibroblastos) atua como uma proteina sinalizadora,

controlando os processos de diferenciacio e proliferacdo celular em indmeros tecidos e 6rgaos, e

12



sua acdo € mediada pela ligacdo e ativacdo de seu receptor tirosina-quinase, o FGFR1 (RUTA et
al., 1989). DODE et al. (2003) sugeriram que a anosmina seria importante na sinaliza¢cdo do FGF
e que os produtos dos genes KAL-1 e FGFRI poderiam interagir funcionalmente. Esses autores
propuseram ainda que tal interagdo explicaria a alta prevaléncia de SK em homens, baseando-se
no fato de que o gene KAL-I escapa a inativacdo do cromossomo X. Assim, as mulheres
produziriam uma quantidade maior de anosmina, sendo esta suficiente para iniciar a cascata de
sinalizagdo do FGF mesmo num contexto de haploinsuficiéncia de FGFRI. De fato, foi observado
que a anosmina possui sitios de ligacdo para proteoglicanas dependentes de sulfato
(ROBERTSON et al., 2001; BULOW et al., 2002), moléculas importantes na formacdo do
complexo FGF-FGFR1 (PELLEGRINI et al., 2000). Além disso, nos casos familiais onde foram
encontradas alteracdes no gene FGFRI, a transmissdo da mutacdo foi feita por mulheres

portadoras ndo afetadas (DODE et al., 2003).
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1.2 -HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO E OLFACAO NORMAL -

HHn

1.2.1 — Gene GnRH e seu Receptor

Devido ao seu papel central na regulacdo da liberacao de gonadotrofinas, o gene do GnRH
foi um dos primeiros a serem investigados nos casos de HHn. Contudo, embora camundongos
hipogonddicos com delecoes no gene Gnrh tenham sido descritos (MASON et al, 1986),
alteracOes no gene GnRH humano ndo foram, at€ o momento, identificadas (LAYMAN et al.,
1992; WEISS et al., 1989; BO-ABBAS et al., 2003). No entanto, o gene que codifica para seu
receptor, 0 GnRH-R, tem sido extensivamente estudado e diversas mutagdes neste gene ja foram

descritas em pacientes com HH e olfacdo normal.

O gene GnRH-R é composto por trés éxons que se estendem numa regidao de 19 kb em
4q13 (KAISER et al., 1994), cujo produto € um receptor prot€ico da familia de receptores
acoplados a proteina G, formado por sete dominios trans-membranicos helicoidais, seis algas (trés
intracelulares e trés extracelulares) e um segmento extracelular em sua por¢ao amino-terminal,
mas falta um dominio citoplasmatico carboxi-terminal (Figura 1.6). Estes receptores estdo
localizados na superficie celular dos gonadotrofos sendo responsdveis pela transducao de sinais do
hormoénio GnRH, via producgao de fosfolipase C e inositol trifosfato que resulta na mobiliza¢io de

Ca'" intracelular e liberacio de LH e FSH (KAKAR et al., 1992).

De ROUX et al. (1997) foram os primeiros a descrever alteragdes no gene GnRH-R. Esses
autores demonstraram que dois irmaos com HHn eram heterozigotos compostos para as mutacoes

Gln106Arg e Arg262Gln no receptor de GnRH, sendo as transicdes 317A>G e 785G>A as
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responsaveis pelas alteracdes dos aminoacidos 106 e 262, respectivamente. Um ano mais tarde,
LAYMAN et al. relataram uma outra familia com HH onde os quatro membros afetados eram
portadores das mutagdes Tyr284Cys (transicao da base 851A>G), e Arg262Gln. Desde entdo, novos
relatos foram surgindo, sendo descritas mais de dez mutacdes diferentes neste gene (Tabela III).
De um modo geral, € observado que as mutagdes no gene GnRH-R parecem ocorrer em
freqiiéncias de 40% e 16,7% entre os casos com padrdo de heranca autossOmica recessiva e

esporadicos de HHn, respectivamente (BERANOVA et al., 2001).

(a) 1 2 3 EXON

(o)

ALCAS EXTRACELULARES
T321

DOMINIOS
TRANSMEMBRANA

ALCAS  INTRACELULARES

Figura 1.6 — Estrutura esquematica (a) do gene e (b) do receptor de GnRH-R mostrando a
localizacdo de algumas mutagdes descritas neste receptor. A area hachurada corresponde a regido
néo codificante do gene.

Obs: para descri¢gao das mutagdes consulte a tabela Il

As mutagdes no gene GnRH-R, em sua maioria, impedem ou reduzem a formacdo do
complexo hormonio-receptor, sendo que a combinacdo alélica dessas alteracdes pode estar

associada ao amplo espectro fenotipico apresentado por pacientes com HH (KOTTLER et al.,
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1999). Esses pacientes exibem caracteristicas que variam de hipogonadismo hipogonadotréfico

completo com criptorquidismo e falta de desenvolvimento puberal, a hipogonadismo parcial com

atraso no desenvolvimento sexual (PRALONG et al., 1999). De fato, tém sido observadas boas

correlagdes entre o gendtipo e o fendtipo dos individuos com HHn portadores de mutagdes no

gene GnRH-R (COSTA et al., 2001).

Tabela Ill — Mutagdes descritas no gene GnRH-R.

EXON TIPO | NUCLEOTIDEO AMINOACIDO REFERENCIA
1 Missense 386C>A Ala™Asp (A129D) CARON et al., 1999.
3 785G>A Arg®*Gin (R262Q)
1 Missense 502A>C Ser™™ Arg (S168R) PRALONG et al., 1999.
3 Non sense 941T>A Leu®™ STOP (L314X) KOTTLER et al., 2000.
1 Missense 317A>G GIn'® Arg (Q106R)
1 Missense 95C>T Thr*lle (T32l) BERANOVA et al., 2001,
2 599G>A Cys®® Tyr (C200Y)
3 Missense 328C>G Cys“" Tyr (C279Y) BERANOVA et al., 2001.
1 Missense 317A>G GIn" Arg (Q106R) COSTA et al., 2001.
1 30T>A Asn'’Lys (N10K)
1 Missense 416G>A Arg'*His (R139H) PITTELOUD et al., 2001.
1 Missense 416G>A Arg"*His (R139H) WOLCZYNSKI et al., 2003.
1 2T>C Met'Thr (M1T)
2 Missense 651C>A Ser”'"Arg (S217R) de ROUX et al., 1999.
3 785G>A Arg®**Gin (R262Q)
1 Missense 268G>A Glu™Lys (E90L) SODERLUND et al., 2001.
1 Missense | 30A>T+31A>C Asn1°I_a¥s(N10K+Q11K) MEYSING et al., 2004.
3 959T>C Pro®*°Leu(P320L)

Intron1 | Splicing IVS1 - 1G>A - SILVEIRA et al., 2002.
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1.2.2 - QOutros Genes relacionados ao HHn

A presenca de um novo locus para HH em 19p13.3 foi proposta por ACIERNO et al.
(2003), que realizaram um amplo ‘“screening" gendmico em uma familia consangiiinea com seis
individuos afetados. Estudo semelhante foi feito por de ROUX et al. (2003) em outra familia com
HH e relato de consanguinidade, onde também foram encontradas evidéncias de que o gene
causador do hipogonadismo estivesse localizado em 19p13. O seqiienciamento de varios genes
candidatos presentes nessa regido, mostrou que os individuos afetados desta familia eram
portadores de uma delecao de 155 nucleotideos em homozigose no gene GPR54 (gene para o
receptor 54 acoplado a proteina G). O GPR54 foi inicialmente identificado como um receptor
acoplado a proteinas G da familia das rodopsinas ao qual se liga o produto do gene KiSS-1, gene

supressor de metastase (LEE et al., 1999).

SEMINARA et al. (2003) realizaram um amplo estudo do gene GPR54 em humanos e
camundongos. Mutagdes neste gene foram identificadas em seis individuos afetados pertencentes
a uma familia com padrdo de heranga autossomico recessivo
(443T>C[L148S]) e em um de 83 casos esporddicos (991C>T[R331X]/1195T>A[X399R]) de
HHn. Para determinar se essas alteracdes afetam a fungdo do receptor, células COS-7 foram
transfectadas com mutantes 1.148S e R331X, observando-se um decréscimo no acumulo de fosfato
de inositol em relacdo a células contendo o gene GPR54 normal. Nesse mesmo estudo, descreve-
se um camundongo “knockout” Gpr54-/- com hipogonadismo hipogonadotréfico isolado e

fenétipo semelhante ao observado em humanos com deficiéncia neste gene.

Com esses resultados, de ROUX et al. (2003) e SEMINARA et al. (2003) sugeriram que a

proteina GPR54 desempenha um papel importante na regulacdo do desenvolvimento puberal.
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Mais recentemente, de ROUX et al. (2004) investigaram a ocorréncia de mutagdes no gene KISS-1/
em 260 pacientes com HHn, identificando-se um caso esporadico portador de uma insercao de 20

nucleotideos (413-432dup) em homozigose no éxon 3 deste gene.
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1.3 — GENES CANDIDATOS AO HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO

Estudos recentes mostram que alguns fatores de transcricdo e moléculas guia,
especialmente as relacionadas com a interacdo célula-célula/célula-substrato (receptores de
membranas, moléculas de adesdo e moléculas de matriz extracelular) e comunicacdo a distancia
(neurotransmissores, moléculas quimioatrativas e moléculas repelentes) (MacCOLL et al., 2002),
estdo envolvidos no desenvolvimento e migracdo de neurdnios liberadores de GnRH. Alguns
parecem ter papel importante no estabelecimento e manuten¢do das estruturas olfativas, sendo

considerados candidatos em potencial ao surgimento das outras formas da SK ou do HHn.

KRAMER & WRAY (2000), realizando um “screening” diferencial que comparava a
populacdo de RNAs obtidos de células secretoras de GnRH ainda em migracdo com a de células
pOs-embriondrias em camundongos, identificaram uma nova proteina chamada fator nasal
embrionario do hormonio liberador de hormonio luteinizante, Nelf. Durante o desenvolvimento, a
expressdo desta proteina foi observada em neur6nios secretores de GnRH e axo6nios olfativos,
sendo demonstrado também que Nelf estd presente na matriz extracelular. Estes resultados
sugerem que Nelf funciona como uma molécula guia para projecdo de axodnios olfativos e
subseqiiente migracdo de neurdnios secretores de GnRH. Contudo, o padrao de expressao desta
proteina ndo € restrito aos sistemas olfativo e de neurdnios liberadores de GnRH, sendo também
observado no cortex, hipocampo e talimo de camundongos (KRAMER & WRAY, 2001).
Curiosamente, com excec¢do dos neurdnios secretores de GnRH, a expressdo de Nelf é mantida
nessas regides, bem como no bulbo olfativo, mesmo no periodo pds-natal. O homoélogo do gene
Nelf foi mapeado em humanos em 9q34, sendo este formado por 16 éxons que compreendem

cerca de 2,2 kb. O segundo gene identificado por expressdao diferencial em neurdnios liberadores
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de GnRH em migracao codifica um receptor tirosina-quinase, o ARK (“‘adhesion-related kinase”),

que parece regular a expressao de GnRH durante o desenvolvimento (ALLEN et al., 1999).

Da classe dos fatores de transcri¢do, o gene EBF2 (“Early B-Cell Factor”) é um forte
candidato ao HH. CORRADI et al. (2003), descreveram camundongos “knock-out” para o gene
Ebf2 com hipogonadismo associado a neuropatia periférica. Esses autores demonstraram que o
hipogonadismo visto nestes camundongos foi decorrente de uma falha na migracao de neurdnios
secretores de GnRH interrompida ainda no mesénquima nasal, mas ndo foram encontradas
alteracdes nas fibras olfativas que servem como rota de migracdo desses neurdnios. O gene EBF2
¢ ¢ um dos quatro membros da familia dos fatores de transcricdo OIf/Ebf isolados em mamiferos.
Os produtos desses genes sdo fatores HLH (“helix-loop-helix”) altamente conservados na
evolugdo e tém sido implicados em numerosos processos, desde o desenvolvimento de células do
sistema imune, onde foram originalmente descritos (HAGMAN et al., 1993), até a migracdo e
diferenciacdo de células neurais (GAREL et al., 1997; POZZOLI et al., 2001). Em humanos, o

locus EBF?2 foi mapeado em 8p21.2.

Além disso, a quantidade de neurdnios secretores de GnRH que alcanga o hipotdlamo ¢é
influenciada pela acdo de neurotransmissores e estudos recentes t€m demonstrado que receptores
GABA (y-acido aminobutirico), AMPA (a-amino acido propridnico) e NMDA (N-metil-D-
aspartato) tém papel importante na regulacdo da migragdo dos neurOnios através do sistema
olfativo e em seu posicionamento dentro do sistema nervoso central (BLESS et al., 2000;
SIMONIAN & HERBISON, 2001). O gene DCC (deletado em céncer coloretal) também tem sido
relacionado a migracdo de neurdnios secretores de GnRH pela demonstracao de que camundongos
com deficiéncia de DCC também apresentam migragdo inapropriada desses neurdnios

(SCHWARTING et al., 2001).
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Com esses estudos, novos genes candidatos tem sido revelados como causadores do
hipogonadismo hipogonadotréfico em seres humanos, sendo interessante verificar a participagao
dos genes KAL-1 e GnRH-R, previamente relacionados a forma ligada ao X da SK e ao HHn
respectivamente, e de novos genes candidatos, como NELF e EBF2, no surgimento do HH, com o

intuito de se contribuir com o esclarecimento e a compreensao desse complexo fenétipo.
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2. OBJETIVOS




Este trabalho teve como objetivos:

- investigar a ocorréncia de aberragdes cromossOmicas em culturas de linfécitos de
pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico (sindrome de Kallmann e hipogonadismo
hipogonadotréfico normésmico), utilizando técnicas citogenéticas de alta resolugdo, a fim de obter
evidéncias sobre a localizacao de novos genes que atuam no desenvolvimento e funcionamento do

eixo reprodutivo,

- determinar a freqiiéncia de mutacdes no gene KAL-I em todos os casos de

hipogonadismo hipogonadotroéfico,

- verificar a freqiiéncia de alteragdes no gene GnRH-R entre os pacientes com HH e olfato

normal, e

- avaliar a ocorréncia de mutacdes nos genes NELF e EBF2 nos casos de hipogonadismo

hipogonadotréfico onde ndo foram encontradas evidéncias da etiologia da deficiéncia de GnRH.
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3. MATERIAIS E METODOS




3.1 — CASUISTICA

Foram estudados 31 pacientes com diagndstico clinico e laboratorial (Anexo I) de
hipogonadismo hipogonadotroéfico, sendo 22 casos classificados como SK (18 homens e quatro
mulheres) e 9 HHn (oito homens e uma mulher), com base na presenca ou auséncia de anosmia,
respectivamente (Tabelas IV e V). Tal avaliacdo foi feita por questionamento direto e, quando
possivel, foram aplicados testes olfativos alternativos aos testes comerciais: o AST — “Alcohol
Sniff Test” (DAVIDSON & MURPHY, 1999) e o teste com butanol (STEVENS et al.,, 1988).
Esses testes foram realizados em 18/31 pacientes e encontram-se descritos no Anexo II juntamente

com seus resultados.

A maior parte dos individuos estudados foi atendida nos ambulatérios de Endocrinologia
(Endocrinologia Geral e Endocrinopediatria) do Hospital de Clinicas da UNICAMP, onde os
critérios adotados no diagndstico do HH sdo: 1) sintomas e sinais clinicos de hipogonadismo; 2)
baixas concentragdes de esterdides sexuais e gonadotrofinas 3) auséncia de resposta ao teste de
estimulo com GnRH; 4) imagem tomogréfica normal do hipotdlamo e hipdfise para exclusdo de
tumor; 5) fungdo tireoideana normal para afastar panhipopituitarismo. Alguns casos foram
provenientes de outras institui¢des (P17, Hospital de Clinicas da USP/Ribeirdao Preto/SP; P19,
UNIFESP/Sao Paulo/SP; P20, Departamento de Pediatria UNCISAL/AL) ou de consultério

particular de Campinas (P26 e P28).

Todos os pacientes foram devidamente esclarecidos quanto aos objetivos e procedimentos
utilizados neste projeto e um termo de consentimento, aprovado pelo comité de ética da Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP, foi assinado por cada um, com excecao dos pacientes P17 e

P19, para os quais foi utilizado um termo de consentimento
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proprio de suas respectivas instituigdes.

Tabela IV - Resumo dos achados clinicos observados nos pacientes com SK e provavel modo de
heranga nos casos em que ha recorréncia familial da sindrome.

WSRO PRPE | POSMIA | GLINICAS ASSOCIADAS | ADICIONAIS HERATIGA
P2 M 27 +* 'le M-C G+n /////// - Esporadico
P3 M 24 + |+ ] - //////// A Pés cavos Esporadico
P4 M 27 + |+ ] - M Ataxia Esporadico
p5% M 35 + + - + / / Rim ectopico . Ligada ao X
Pe* | M | 28 2 o |+ | - | |iboplasia renaluniateral |50 g x
P7# | M 32 N + + ?/////// égg”ﬁ"ﬁsre”a' unilateral, L?gada a0 X
P10 F 26 + %% ///- Esporadico
P11 M 37 + - ////// Rim em ferradura Esporadico
P12 | M 16 + . //////// Hlpersonla AD?
P13 M 27 + - / - % + //////// Cubitus valgus AD?
il - +i ///////% -Agenesia renal unilateral; A.D?
P21 F 32 + /% // - Bg;;n:s”:“?g::iﬁ Esporadico
P23t | M 18 + || Agenesia renal unilateral Ligada ao X
P24 M 22 +? - / / Malformago facial Esporadico
P25 M 12 + - /// :Et‘;%'jfp'i:e 4°e s Esporrfldfco
P27 M 50 + _ _ % //////// Esporadico
P2s | F 33 - =k _ AR? _
P30 M 13 + - %//////% Sincinesia bimanual Esporadico

* nesses casos ndo foram realizados testes olfativos, a anosmia/hiposmia foi referida pelo proprio paciente.

? nesses pacientes a ocorréncia de anomalia olfativa esta interrogada devido a presenga de caracteristicas (retardo mental,
P6 e rinite, P24 e P30) que dificultaram a realizagao do teste olfativo.
& # & pacientes pertencentes a mesma familia.
MP, micropénis; Cp, criptorquidia; Gn, ginecomastia; Am, amenorréa primaria; AD, autossdbmico dominante; AR, autossémico
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Tabela V - Resumo dos achados clinicos observados nos pacientes com HHn.

P1 [ M 27 - Nlp C+p Cin e - - Esporédico
PO | F 31 %% i Esporeildico
SEEEaTD e
P19 | M 28 . i . Esporadico
P22a| M 24 . i //////////// i ND
P3ta| M 14 s : /////////////% i ND

* nesses casos ndo foram realizados testes olfativos, a normosmia foi referida pelo préprio paciente.
A pacientes pertencentes a mesma irmandade.
MP, micropénis; Mc, microrquidia; Cp, criptorquidia; Gn, ginecomastia; Am, amenorréa primaria; ND, ndo determinada.

Na avaliacdo clinica os pacientes foram ainda questionados quanto a historia familiar,
sendo a caracteristica considerada como recessiva ligada ao X quando padrdes classicos desse tipo
de heranca foram observados: presenca de no minimo dois individuos afetados do sexo masculino,
auséncia de transmissdo do carater de pai para filho e auséncia de mulheres afetadas. O
estabelecimento desse tipo de heranca foi possivel nos casos P5 e P6 (Familia 1), P7, P8 e P23
(Familia 2) e P20 (Familia 5), sendo que na Familia 1, apesar de ndo pode ser excluida heranca
autossOmica pela andlise do heredograma, a observagao de caracteristicas clinicas descritas apenas
em individuos com SKX (agenesia renal, por exemplo), indicou o envolvimento do gene KAL-1 na

determina¢do da sindrome (Figura 3.1). Na figura 3.1 a consangiiinidade relatada nas Familias 2 e

5 refere-se a primos em primeiro grau.
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Familia 5

. Hipogonadismo hipogonadotrofico e anosmia
Anosmia

Figura 3.1 - Heredogramas dos pacientes P5 e P6 (lI-6e II-4 respectivamente, Familia 1), P7, P8 e P23 (llI-
8, -7 e IV-1 respectivamente, Familia 2) e P20 (lll-4, Familia 5), representando os modelos de heranca
recessiva ligada ao X encontrados em nossa casuistica com SK. As setas assinalam os individuos
estudados.

Nas familias com presenca de homens e mulheres com SK suspeitou-se logo de heranca
autossOomica, sendo esta considerada dominante quando foram observados individuos afetados por
duas geracdes consecutivas. Nos casos P12, P15 (Familia 3) e P13 (Familia 4) a histéria
genealdgica € sugestiva de padrao de heranca autossomico dominante com penetrancia incompleta
e expressividade varidvel, enquanto em P28 (Familia 6), onde a probanda ¢ filha de primos em

terceiro grau, a caracteristica parece ser herdada de modo autossdmico recessiva (Figura 3.2).
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Familia 3 Familia 4
N Hipogonadismo hipogonadotrofico e anosmia
Hipogonadismo hipogonadotroéfico
Anosmia
Figura 3.2 - Heredogramas dos pacientes P12 e P15 (llI-2 e 1I-3 respectivamente, familia 3), P13 (lll-2,

familia 4) e P28 (l11-2, familia 6) com SK. Nas duas primeiras familias é observado um provével padrdo de
heranga autossdmica dominante e na terceira, autossémica recessivo.

Entre os casos de HHn, a recorréncia familial da sindrome foi observada nos pacientes P16
(Familia 7) e P22 e P31 (Familia 8), cujo padrio de heranca € dificil de ser determinado (Figura

3.3). Na Familia 7, os avés do paciente P16 sdo primos em 2° grau.

1.9 2% 3
\" Familia 8

| Hipogonadismo hipogonadotréfico
Familia 7 @ Amenorréa primaria
@ Irreqularidade Menstrual?

Figura 3.3 - Heredograma dos pacientes P16 (Familia 7) P22 e P31 (llI-2 e IlI-3 respectivamente, Familia
8). O modo de heranga nessas familias ndo pdde ser determinado.
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3.2 - METODOLOGIA

Amostras de sangue para obtencdo de material cromossdmico e extracdo de DNA foram
colhidas de cada paciente. As preparagdes cromossOmicas foram analisadas pela técnica de
bandamento GTG (banda G-Giemsa-Tripsina) para avaliar a presen¢a ou auséncia de rearranjos
estruturais tanto na SK quanto no HHn. O DNA gen6mico foi empregado na anélise mutacional
por PCR (“polymerase chain reaction”) e no seqiienciamento dos genes KAL-1, GnRH-R, NELF e
EBF?2. A investigacdo molecular foi iniciada com o estudo sistemédtico do gene KAL-1 em todos os
pacientes com HH e do gene GnRH-R apenas nos casos sem deficiéncia olfativa. Quando ndo
foram encontradas alteragdes nesses genes, seguiu-se a anélise dos genes NELF e EBF2 em ambos

os grupos. A figura 3.4 apresenta um fluxograma de como foram conduzidas as analises.

3.2.1 — Técnicas de Cultivo de Linf6citos de Sangue Periférico e de Analise Cromossomica

com Bandamento GTG

a) Técnica Citogenética de Alta Resolucao com Brometo de Etidio (YUNIS, 1976)

Foram preparados, para cada caso, trés frascos de cultura contendo 10mL de meio RPMI-
1640 completo suplementado com 15% de soro fetal bovino e 0,2mL de fitohemaglutinina (pH
6.8-7.0), sendo todo o material manipulado sob condi¢des assépticas. Cada frasco foi devidamente
etiquetado indicando o niimero do paciente e data da coleta. Em cada frasco foi inoculado cerca de
0,5mL de sangue (colhido com seringa e agulha descartdveis previamente heparinizadas com

Liquemine), seguindo-se incubacao em estufa a 37°C.
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HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO

AVALIACAO OLFATIVA
NORMOSMIA ANOSMIA OU HIPOSMIA
(HHn) , , (SINDROME DE KALLMANN)
ANALISE CITOGENETICA
(BANDAMENTO GTG)
CARIOTIPO NORMAL CARIOTIPO NORMAL
| |
AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO
DOS EXONS DOS GENES KAL-1e GnRH-R DOS EXONS DO GENE KAL-1
MUTACOES NOS GENES KAL-1E GnRH-R MUTAGAO NO GENE KAL-1
GENES KAL-1E GnRH-R NORMAIS GENE KAL-1 NORMAL

\%

AMPLIFICAGAO E SEQUENCIAMENTO
DOS EXONS DOS GENES NELFE EBF2

Figura 3.4 — Fluxograma mostrando a sequéncia das andlises utilizadas na investigacao do hipogonadismo
hipogonadotréfico em pacientes com anosmia associada (sindrome de Kallmann) e em pacientes
normoésmicos (HHnN).

Decorridas 70 horas foram adicionados aos tubos 10ulL de solu¢do de brometo de etidio
(100ug/mL) e duas gotas de colquicina (4 x 10°M) retornando-os  estufa. Apés 30 minutos antes
da coleta o conteido dos frascos foi transferido para um tubo conico e centrifugado por 10
minutos a 900 rpm. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram mantidos em banho-maria a
37°C/40mim com solugdo hipotonica KC1 0,075M. Passados os 40 minutos, foram acrescentados

3mL de fixador (etanol:acido acético 3:1) a cada tubo, misturando-se gentilmente a solugdo, e
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estes foram centrifugados por outros 10 minutos, sendo este procedimento repetido por mais trés
vezes para lavagem do pellet.

Apo6s a ultima lavagem, a suspensdo de células foi colhida com auxilio de uma pipeta
Pasteur e duas ou trés gotas foram pingadas sobre uma lamina levemente inclinada. Antes de
serem utilizadas na técnica de bandamento GTG, as laminas foram envelhecidas “overnight” a

temperatura ambiente.

b) Técnica de Bandamento GTG (DRETS & SHAW, 1971).

Foram preparados 300mL de tampao fosfato, juntando-se as solugdes A (14,2g de fosfato
dissédico anidro (NaHPO,4)/1000mL de 4gua desionizada) e B (13,8g de fosfato monobdsico de
s6dio 10 H,O/1000mL de dgua desionizada) na propor¢do de 1:1. O pH foi ajustado para 6,8. A
solucdo tampao foi distribuida em trés boréis: dois foram mantidos a temperatura ambiente e um,
onde foi dissolvido 0,1g de tripsina 1:1250 (Gibco), foi deixado em banho-maria a 37°C. As
laminas foram mergulhadas, uma de cada vez, no borel contendo tripsina e agitadas por 6-12
segundos (esse tempo foi ajustado conforme a qualidade das bandas obtidas). Em seguida, as
laminas foram imediatamente lavadas nos boréis com tampdo e coradas utilizando solucdo de

Giemsa diluida na propor¢ao de 1:3 no tampao fosfato.

¢) Analise Citogenética

De cada paciente foram analisadas dezesseis preparagdes cromossOomicas
(aproximadamente doze metafases, 400-550 bandas por lote hapldide, e quatro pré-metéfases,
550-650 bandas por lote hapléide), sendo estas analisadas em microscépio Olympus BX 60

acoplado a um sistema de captura de imagens da Cytovision' ™ da Applied Imaging Corporation.
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3.2.2 - ANALISE MOLECULAR DOS GENES KAL-1, GnRH-R, NELF e EBF2

a) Extracao de DNA gendmico

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total (10mL de sangue periférico colhidos
em tubos “vacutainer” com EDTA) utilizando um método que inclui lise celular, digestdo com
proteinase K, extracdo com fenol/cloroférmio e precipitacdo por intermédio de etanol absoluto
gelado, seguindo o protocolo estabelecido no Laboratério de Genética Humana do Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP.

No total, foram obtidas 21 amostras de DNA, ndo sendo possivel a coleta de sangue dos
pacientes P3, P4, P10, P15, P21 e P23 (casos com SK) e P9, P14 e P17 (casos com HHn). Foram
analisadas, portanto, amostras de DNA de dezenove individuos com SK pertencentes a nove

familias, e de seis individuos com HHn pertencentes a cinco familias.

b) Amplificacdo via PCR dos genes KAL-1, GnRH-R, NELF e EBF2

A PCR foi utilizada na amplificacdo de cada um dos éxons dos genes KAL-1, GnRH-R,
NELF e EBF2, sendo as reagdes realizadas num volume final de 50ul. contendo 100-200ng de
DNA molde, 0,2mM de dNTP, 0,6pmol de cada oligonucleotideo, 1,5mM de MgCl,, tampao de
PCR 1X (20mM Tris-HCI1 pH 8.4 e 50mM KCl) e 1 U de enzima Taq polimerase (Invitrogen).
Ap6s uma desnaturacdo inicial de 10 min a 95°C, as amostras foram submetidas a 30 ciclos como
se segue: desnaturacdo a 94°C/1 min; anelamento a 56-62°C/1 min e extensdo a 72°C/1 min. Para
os éxons 1 (gene KAL-1)e 1,2,4,7,8-9, 10-11 e 14-15 (gene NELF), as reacdes foram realizadas
com 10% de DMSO, a fim de se evitar o aparecimento de bandas inespecificas. As amostras foram

entdo aplicadas em gel de agarose 1,2% e, apds corrida eletroforética, coradas em solucdo de
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brometo de etidio (0,05ug/100mL). O gel foi entdo visualizado sobre o transluminador de luz
ultravioleta para andlise do padrao de bandas obtido.

As seqiiéncias dos oligonucleotideos, suas respectivas temperaturas de anelamento e o
tamanho esperado dos produtos da amplificacdo de cada gene encontram-se listados nas tabelas VI
(KAL-1), VII (GnRH-R), VIII (NELF) e IX (EBFI). Os oligonucleotideos utilizados nas
amplificacdes dos genes KAL-1 e GnRH-R foram previamente descritos por HARDELIN et al.
(1993) e BERANOVA et al. (2001), e aqueles empregados nas amplificacdes dos genes NELF e
EBF?2 foram criados com o auxilio do programa PRIMER 3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3www.cgi/) de acordo com as seqiiéncias NM_015567 e NM_022659 depositadas no

NCBI, respectivamente.

¢) Reacoes de PCR multiplex — Gene KAL-1

Reacdes de PCR multiplex foram empregadas para confirmar o achado de delecdes
intragénicas do gene KAL-I. Para tal, foram montadas reagdes combinando-se oligonucloetideos
do(s) éxon(s) envolvido(s) na delecdo do locus KAL-I com oligonucloetideos especificos para
uma regiao de 380 pb do gene SRY
(5 - CATTGTCGACCAGTGTGAAACGGGAGAAAACA - 35 -
CATTGTCGACGTACAACCCTGTTGTCCAGTTGC - 3’) como controle interno da reacdo. As
condi¢des da reacdo foram similares as utilizadas na amplificacio dos éxons do gene KAL-1,
aumentando-se a concentracdo desses oligonucleotideos para 1,2pmol. Os oligonucleotideos para

o SRY foram utilizados numa concentragdo final de 0,8pmol.
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Tabela VI - Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo dos éxons KAL-1, temperatura de anelamento

e tamanho do produto de amplificacao.

Exon

Oligonucleotideos 5' — 3'

Temperatura de
anelamento (°C)

Amplificado (pb)

1

10

11

12

13

14

CCTCGCCCTCGCCCTCGACCCGCAG (5Y)
GAACTTTGCGAGCCCAGGCTGGGAG (as™)
TTGGAAGGGAAGGACAGCAGG (s)
GCACCATTCATACAGGTATAG (as)
TCTCAGCTTTGTTTGTTTCAA (s)
CGTAAGCATAGTCAGATTTGG (as)
ATGTCTTGGAAATCAGACTTC (s)
ATGTGACACTGCATGTGTCTT (as)
CAGATTGTTTTAATTGATACG (s)
GCAGACACTACCTCCAGGATG (as)
AGTGACATGTTCCCTGTGCTC (s)
CTGGTAGCAAGGATAGTATTC (as)
ATGATGTGTCTTTGTACTGGG (s)
TGGGAATAACAATCCTTCCTC (as)
GACGTGGAAGGTTTGTAACGC (s)
ATCATGTCACAATCATCTTGA (as)
TGCCCAGGAATCTATAATTAC (s)
ACTATCTCTATATTACTGTGC (as)
ACCTGGAATGTAACATCCAGC (s)
ACCATTCTGCTTTCCACTTCC (as)
AATATGATTTCAATTCTTGCC (s)
GATGTAGAAGTCCTTCAGGTG (as)
TCTCCAGTCGCCTAATCCTGG (s)
CCAATGACAACGACATAGTAC (as)
GTGCATTGCATGTTGTCTCTG (s)
TGACAGGATGGCTTAATGCCC (as)
ATGTTACTGACATATTTTGTC (s)
GGCCGAAGTTCAACAAGCTTA (as)

62

58

58

58

58

58

58

58

58

58

58

58

58

58

329

230

174

334

267

218

269

237

266

293

272

302

241

147

*s sense
** as antisense

Obs: Para os éxons 2-13 os oligonucleotideos sdo correspondentes a seqiiéncias intrénicas que flanqueiam os éxons,
enqguanto os oligonucleotideos para os éxons 1 e 14 correspondem a regides nédo codificantes presentes nestes éxons.

Tabela VII - Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo dos éxons GnRH-R, temperatura de
anelamento e tamanho do produto da amplificac&o.

Exon

Oligonucleotideos 5' —» 3'

Temperatura de
anelamento (°C)

Amplificado (pb)

1A

1B

2

3

ACACAAGGCTTGAAGCTCTGTCC (s*)
GCTGGGGCATACATGGAGAAAA (as™)
ACACAGAAGAAAGAGAAAGGG (s)
AGACCTTATATCAAATTTAGATAGGA (as)
CTAGCAGAGTACCAAAGAGAAAACTT (s)
AAACTGCCCACAAATGACACT (as)
CACCTCTCTTTTCTCTATCCAACA (s)
ACATTTGTGTTAATCATTCCCAGA (as)

56

56

56

56

418

408

336

349

*s sense

** as antisense
Obs: para o éxon 1 foram necessarios dois pares de oligonucleotideos (1A e 1B)
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Tabela VIII: Oligonucleotideos criados para amplificacdo dos éxons do gene NELF, temperatura de
anelamento e tamanho do produto de amplificagéo.

Temperatura de

Exon Oligonucleotideos 5' — 3' Anelamento (°C) Amplificado (pb)
1 CCTGACGTCACGGTAGGTG(s*) 60 725
ACACACCCTTGGTCCTGGT (as*™*)
2 CCGACCCTCCTTCCAGAC (s) 60 250
GAGGCAGGGATCAGCATC (as)
3A CCTTCGGCCTGCTATGAAAC (s) 60 352
GCTGGCTGTGATGGTGAG (as)
3B CACCCTCACCATCACAGC (s) 59 278
CACCCCCAAACCTGTCTATG (as)
4 CACCGCTCCTTTTTGTCTCT(s) 60 228
ATAGGCACGTGGGTCTGTTC (as)
5 ACTGTCCCGACGTCTGTGT (s) 59 187
CAGCACAGACCAGAGATGGA (as)
6 ACCGAAGGGGTGAGAGTAGA (s) 60 198
TCTTATCGCAGCTAGCAGCA (as)
7 GCTAATGCGGGTTTTGCTC(s) 60 167
GGTCTAGGGGAGGCTCTGG (as)
8-9 TGGCCAGGATAGGAGGTG (s) 59 547
CGCAAGAGGGCATCTGTT (as)
10-11  CTCTGACGCAGCCTTGATGT (s) 60 341
CTTCTTCCCCTTGGTCTTCC (as)
12-13 AAACTACCTCCCACGCATGT (s) 60 491
AAGGCTCTGCCCTGTCTGT (as)
14-15 TCTCTCTGCCTCGGACTCAT (s) 60 357

AGTGGCCTGATGGTGACTG (as)

*s sense

** as antisense

Obs: para o éxon 3 foram necessarios dois pares de oligonucleotideos (3A e 3B).

O PCR multiplex foi também empregado na confirmac¢do do estado heterozigoto de
mulheres presentes na familia de pacientes portadores de delecao intragénica em KAL-1, tal como
proposto por NAGATA et al (2000). Nessa situacdo, utilizou-se o gene autossomico NPCI
(“Nieman Pick disease type C”) como padrdo interno na quantificacdo dos produtos de PCR do
gene KAL-1. A reacdo de PCR foi realizada num volume final de 10uL, contendo 100ng de DNA

molde, 0,2mM de dNTPs, 1,0mM de MgCl,, tampao de PCR 1x (20mM Tris-HCl e 50mM KCl) e

0,5 Ude TagDNA polimerase (Invitrogen), combinando-se oligonucleotideos sense e
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Tabela IX - Oligonucleotideos criados para amplificacdo dos éxons do gene EBF2, temperatura de
anelamento e tamanho do produto de amplificagao.

Temperatura de

Exon Oligonucleotideos 5' — 3' Anelamento (°C) Amplificado (pb)
1 GTCAACAACGGTGAATGTGG(s*) 56 283
AGCAGGCTGGAGTCTGTGTT (as**)
2 CCCATGAAAGAACAAACCTGA (s) 56 295
CCCATGCCTGATTTACTATGA (as)
3 GTCCTTGGTGATGGCTTGTC (s) 56 243
GAACTAGCGCAAAGGCAAAC (as)
4 AGGTTTGCTTTATAGCCAGGA (s) 56 214
GCCTGCATTTGTCTAAGTTTCC (as)
5-6 TTTGCCATCTTGGATTTTGC (s) 56 460
CCCAACCTCTGACTCTGTCC (as)
7 GCACGCCTGTTGATTTACCT (s) 56 300
TCCCAAAAGGCCCAATAGTA (as)
8 TGTGCCAAATGTGTGAACTG (s) 56 298
TTTGCTTTACTTTGCCAACC (as)
9 CCCTCATTCTGTTGCATAGCC (s) 56 297

CAGTTTGTGTAGCCACCATCA (as)

*s sense
** as antisense

antisense para os éxons 7 do gene KAL-1 e 20 do NPCI (5° - GTAATGCCCCTCACTGTCAG -
3’/5° — GTCTTAGCCCAGTCCTCTCC - 3’), numa concentracdo final de 0,6pmol cada. As
condig¢des da reacdo foram: 5 min a 95°C, seguidos por 23 ciclos: 30s a 95°C, 30s a 58°C e 1 min
a 72°C, com extensao final de 10 min. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 2,8% e corados em solucdo de brometo de etidio (0,05ug/100mL). A imagem do
gel foi capturada e digitalizada com o auxilio da camera Kodak DC40 e a leitura da intensidade
das bandas foi feita com o software 1D IMAGE ANALYS (ambos, componentes do “Kodak
Digital Science Electrophoresis Documentation and Analysis System” - EDAS), avaliando-se a
razdo KAL-1/NPC1. Foram examinadas amostras de 12 individuos controles (seis homens e seis

mulheres) para avaliar se a razdo obtida refletia a dosagem dos genes analisados.
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d) Seqiienciamento Manual — Genes KAL-1 e GnRH-R

No inicio desse estudo, o seqiienciamento dos genes KAL-1 e GnRH-R foi feito utilizando
[0-*P]ddNTPs. Os produtos de amplificacio dos segmentos correspondentes aos genes foram
purificados e seqiienciados utilizando os kits IN CONCERT GEL EXTRACTION SYSTEMS
(Life Technologies) e THERMO SEQUENASE RADIOLABED TERMINATOR CYCLE
SEQUENCING KIT (USB ™) respectivamente, seguindo instru¢des dos fabricantes. As amostras
obtidas foram desnaturadas por 15 min a 95°C e aplicadas em gel de poliacrilamida 6% (75mL de
19 acrilamida: 1 bis-acrilamida, 210g de uréia e S00mL de 1XTBE) para corrida eletroforética. O
tempo e o numero de corridas necessarios para andlise das seqiiéncias variaram de acordo com o
tamanho do produto amplificado. Nao raras vezes, foram realizadas reacdes de seqiienciamento da

fita antisense dos éxons para completar a leitura, feita apds deteccao por auto-radiografia.

e) Seqiienciamento Automatico - Genes KAL-1, GnRH-R, NELF e EBF?2

Purificacdo dos Produtos de PCR

Antes de serem utilizados nas reacdes de seqiienciamento, os produtos de amplificacdo
correspondentes aos éxons do gene KAL-1, GnRH-R, NELF e EBF2 foram purificados utilizando
kit comercial WIZARD®SV GEL AND PCR CLEAN-UP SYSTEM (PROMEGA) .

Um outro método de purificacdo foi também empregado nesse estudo, sendo, na maioria
das vezes, utilizado em substituicdio ao kit comercial. Nesse método, cerca de
S50ull da reacdo de PCR foram submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose
1,5- 1,8% contendo 2uL. de brometo de etidio (10ug/mL). Ao final da corrida, a banda de interesse

foi cortada com o auxilio de um bisturi cirtrgico e colocada num tubo “eppendorff” de 0,5mL

(previamente perfurado com agulha de insulina). Este “eppendorff” foi inserido num “eppendorft”
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coletor de 2mL e deixado a —70°C por uma hora. Apds esse periodo, os tubos foram
imediatamente centrifugados a 7000 rpm por 5 minutos. A solucdo retida no tubo coletor foi
transferida para um “eppendorff” de 1,5mL, e a ela foram misturados metade do seu volume de
acetato de amonio 7,5 M e duas vezes seu volume de etanol absoluto gelado. O tubo foi levado a
centrifugacdo a 13000rpm/30 minutos, descartando-se o liquido e deixando secar o pellet a
temperatura ambiente. O DNA precipitado foi entdo solubilizado em 3-5ulL de 4gua desionizada

estéril.

Reacido de seqgiienciamento

Para a reacdo de seqiienciamento foram misturados 1-2ulL de PCR purificado, 1,0ul. de
oligonucleotideo (sense ou anti-sense contendo 5 pmol), 2,0ul. de BIG DYE TERMINATOR v3.1
CYCLE SEQUENCING KIT (ABI PRISM), contendo didesoxinucleotideos terminadores
marcados com compostos fluorescentes, e 4gua desionizada estéril para um volume final de 10uL.
A reacdo foi levada a um termociclador por 96°C/2min, seguindo-se 36 ciclos: 96°C/30s,
58°C/20s e 60°C/4min.

Ao término do tempo de reacdo, o produto foi precipitado adicionando-se 80ulL de
isopropanol 75% (preparado antes do uso) e incubando-se no escuro por 15 min a temperatura
ambiente. O material foi centrifugado a 13.000 rpm por 30 min e o sobrenadante foi descartado.
Ao tubo foram adicionados 150uL de etanol 70% gelado e centrifugado a mesma velocidade por
mais 15min. O etanol foi completamente descartado invertendo-se o tubo sobre papel toalha e
deixado secar sobre a bancada ao abrigo da luz. A reacdo foi entdo ressuspendida em 3ul de

solugdo 2:5 dextran:formamida.
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Desnaturacio das amostras, leitura e andlise das seqiiéncias

As amostras foram desnaturadas por 2 min a 95°C e encaminhadas ao seqiienciador ABI
377, onde foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida 4,5% (10mL de 18,5 acrilamida: 1
bis-acrilamida, 36 g de uréia e 60mL de 1xTBE) e lidas por um feixe de laser. As informag¢des
captadas pelo seqiienciador foram automaticamente enviadas para um computador MACINTOSH
e interpretadas pelo ABI ANALYSIS SOFTWARE. Este Software gera um cromatograma,
formado por picos de quatro cores diferentes (cada uma correspondendo a uma das bases C, A, T e
G), referente a seqiiéncia das amostras. Os cromatrogramas foram entdo exportados para o
programa
CHROMAS 1.45 (livremente distribuido pela Technelysium no site

http://www.technelysium.com.au/chromas.html) onde as seqiiéncias obtidas foram analisadas.
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4.RESULTADO




Dos 31 casos de HH estudados, 22 (71%) foram diagnosticados como portadores da SK
devido a presenca de anosmia/hiposmia, sendo esta referida pelo paciente ou detectada apds a
realizacdo de um teste olfativo adequado. Em apenas trés dos dezoito casos de SK nos quais
foram realizados os testes olfativos, a ocorréncia ou nao de anosmia ndo foi esclarecida, pois estes
pacientes apresentavam caracteristicas que dificultaram seu diagnéstico (P6, retardo mental e P24
e P30, rinite). Entre os 22 casos da SK, dezoito representam individuos ndo relacionados, dos
quais doze sdo casos esporadicos (67%) e seis familiais (50% com sugestdo de heranca recessiva
ligada ao X, 33% autossomica dominante e 17% autossOmica recessiva). Nove pacientes
representam casos de HH e olfacdo normal (29%), sendo que destes seis sdao casos isolados (67%)
e trés (33%) pertencem a duas familias distintas; nessas familias o provdvel modo de heranca ndo

pode ser determinado.

4.1 ANALISE CITOGENETICA POR BANDAMENTO GTG E FISH

Nao foram observadas alteracdes cromossdmicas em nenhum dos pacientes analisados,
sendo que a andlise citogenética, e também por FISH do gene KAL-1, ja havia sido realizada nos
pacientes P1-P15 (TRARBACH, 2000). Como previamente descrito em TRARBACH et al.
(2001), anélise por FISH com sonda especifica para o locus KAL-1 em Xp22.3 demonstrou uma

microdelecdo deste gene em um caso esporddico de SK, paciente P2.

Com o inicio da andlise molecular do gene KAL-I e a constatacio de que a sonda
comercial empregada na deteccdo de microdelecdes deste gene falha na deteccdo de delecdes
intragénicas (a sonda em questdo engloba os éxons de 2-7 do locus KAL-I), optou-se por

abandonar em definitivo a utiliza¢ao dessa técnica de FISH nesse estudo.
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4.2 ANALISE MOLECULAR DO GENE KAL-1

Dos doze casos esporddicos de SK, amostras de DNA foram obtidas de oito individuos.
Uma mutagdo “frameshift” ainda ndo descrita na literatura foi observada no paciente P30,
consistindo esta na delecdo de um nucleotideo C na posicao 1956 do éxon 12 (Figura 4.1) que
altera a matriz de leitura a partir do cédon 602, levando a substituicio de 17 aminodcidos e

criando um c6don STOP prematuro na posi¢cdo 619 da proteina (Figura 4.2).

K X delC

SEQUENCIA NORMAL PACIENTE P30

Figura 4.1 — Parte da seqiiéncia do éxon 12 do gene KAL-1 do paciente P30 (SK) onde foi
encontrada uma delecdo 1956C acarretando numa mutagao “frameshift’. A esquerda é
apresentada a sequiéncia normal desse éxon.

0 L P N s I I s @ S o I L P S D H Y V
1951 CTA CCC AAC AGC ATT ATT TCA CAG TCC CAG ATT CTG CCT TCC GAT CAT TAT GIC
619 L T VvV P N L R P S T L Y R L E V Q V
2005 CTA ACA GTG CCC AAT CTG AGA CCA TCT ACT CTT TAC CGA CTG GAA GTG CAA GIG

a)637 L T P G G E G P A T I K T FF R T P E
2059 CTG ACC CCA GGA GGG GAG GGG CCG GCC ACC ATC AAG ACG TTC CGG ACG CCG GAG
655 L P P S S A H R S H L K H R H P H H
2113 CTC CCA CCC TCT TCA GCA CAC AGA TCT CAT CTT AAG CAT CGT CAT CCA CAT CAT
673 Y K P S P E R Y #
2167 TAC AAG CCT TCT CCA GAA AGA TAC TAA
60 @~ L P T A L F H S P R F C L P I I M S
1951 CTA CCA ACA GCA TTA TTT CAC AGT CCC AGA TTC TGC CTT CCG ATC ATT ATG TCC
- #

b) 2005 TAA

Figura 4.2 — (a) sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos normais indicando a base C que foi
deletada (em vermelho). (b) alteragdo do quadro de leitura e da sequéncia protéica, onde é observada
a substituicdo de 17 aminoacidos além da introdugao de um coddén STOP prematuro na posi¢ao 619
(em verde).
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Nos casos familiais de SK, a andlise por PCR do gene KAL-I levou a deteccao de duas
delecdes intragénicas similares no gene KAL-I, ambas envolvendo os éxons 5-10 (Figura 4.3).
Essas delecdes foram encontradas em individuos pertencentes a duas familias distintas (P5 e P6,
Familia 1; P20, Familia 5), onde também foram observadas mulheres heterozigotas portadoras da
delecdo no gene KAL-I (Tabela X e Figura 4.4). Na Familia 2, o sequenciamento do gene KAL-1
levou a identificacdo de uma mutacdo em dois irmdos com SK-X, P7 e P8, onde foi observada
uma alteracdo 721C>T no éxon 5, levando a introdu¢do de um cédon STOP prematuro TAG no

transcrito desse gene (Figura 4.5).

niu une

J34ph, Exon 4
283ph, Exon 11

"

(b)

J80ph, SRY
293ph, Exon 10
267ph, Exon 5

Figura 4.3 — Resultado da amplificagdo por PCR dos éxons 4 e 11 (a) e 5 e 10 (b) do gene KAL-1
dos pacientes P5 e P20 (a mesma delecao foi encontrada em P6, irméo do paciente P5, resultado
nao mostrado). Em (b) o gene SRY foi utilizado como controle interno da reagdo. M marcador de
pares de base, C+ controle positivo e C- controle negativo.
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Tabela X — Resultados da leitura da intensidade das bandas dos produtos do gene KAL-1 e NPC1 (feita
pelo software 1D IMAGE ANALYS apo6s andlise digital das bandas observadas no gel apresentado na figura
4.4) e de sua razao entre familiares (maes e irmas) dos pacientes com P5, P6 e P20 portadores de delegcao

dos éxon 5-10 no gene KAL-1.

1 2 3 4 5 6 7 8
KAL-1 67333 23192 - 33230 31789 31458 45666 34923
NPC1 67611 40366 | 42173 59983 58270 66915 45929 35200
KAL/NPC1 | 0,995888 | 0,574543 0| 0,553990 0,545547 | 0,470119 | 0,994274 | 0,992131

para legenda vide figura 4.4

M 1 2 3 a4 5 [

NPC1 (éxon 20)
KAL-1 (éxon 7)

Figura 4.4 — Imagem do gel de agarose utilizado para medi¢édo da intensidade das bandas dos éxons 7 e
20 dos genes KAL-1 e NPC1, respectivamente. 1- Controle Feminino; 2- Controle Masculino; 3 - Paciente
P20; 4 — Individuo I-2 (m&e dos pacientes P5 e P6), Familia 1; 5 — Individuo 11I-17, 6 — Individuo 1I-7 (maes
de afetados), 7- Individuo 11-24 e 8 — Individuo [I-26 (irmas de afetados), Familia 5.

Polimorfismos nos éxons 11 e 12, previamente descritos em outros trabalhos, foram
também encontrados em alguns pacientes com SK: PI1, P13, P24 e P25. Trata-se,
respectivamente, de trés transicdes 1750A>G no cdédon 534, levando a substitui¢do de uma

isoleucina por uma valina (P11, P13 e P24) e de duas transi¢cdes 1983T>C no cédon 611 que nao

altera o aminoacido codificado, a isoleucina (P13 e P25).

Nos nove casos com HHn, ndo foram observadas mutagdes na seqiiéncia codificante do

gene KAL-1, apenas os polimorfismos descritos para os éxons 11 e 12 em dois casos: Ile™*Val e

611

Ie®"'Tle no paciente P1 e Ile®'Tle no paciente P19.
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Na tabela XI sao listadas as alteracdes (dele¢des, mutagdes e polimorfismos), encontradas

no gene KAL-1 em todos os individuos analisados.

70
Arq191
SEQUENCIA NORMAL

40

721

PACIENTE P7

Figura 4.5 — Mutacdo 721C para T no cédon 191 do éxon 5, encontrada no gene KAL-1 do paciente P7,
que leva a alteragdo do aminodcido arginina por um cédon de terminagao (STOP) prematuro. A mesma
alteracao foi observada em seu irmao, P8 (dados ndo mostrados). A esquerda é mostrada a sequéncia

normal do éxon 5.

Tabela XI — Resumo das altera¢des encontrados no gene KAL-1 em treze pacientes com HH (cinco com SK e

seis com HHn).

ALTERACOES OBSERVADAS NO GENE KAL-1

B Paciente | Exon |Nucleotideos Alterados | Amino4cidos
MUTACOES COM Alterados
ALTERACOES [p2* 1-14 | delecdo do gene
FUNCIONAIS DA | P5/P6 5-10 |delecdo dos éxons 5-10
PROTEINA P20 5-10 |delecao dos éxons 5-10
SINDROME DE P7/P8 5 [C.GASTGA Arg™' — STOP
KALLMANN P30 12 delCisg “frameshift”
P11 11 [ATT > Gz TT lle>** — Vval
P13 11 [ATT > GyrgoTT lle>** — val
POLIMORFISMOS 12 | ATT — ATCjgg3 e — e
P24 11 |ATT = Gy T lle>** — Val
P25 12 | ATT — ATCge3 e " — lle
P1 11 |ATT > GysTT lle %** — Val
HIPOGONADISMO 12 | ATT - ATC1gss lle®" - lle
HIPOGONADOTROFICO | POLIMORFISMOS [p1g ATT — ATC1o83 e s lle
NORMOSMICO 12

*previamente descrito em TRARBACH et al. (2001).
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4.3 ANALISE MOLECULAR DO GENE GnRH-R

Nao foram encontradas quaisquer alteracdes na seqiiéncia codificante do gene GnRH-R nos

seis pacientes com HHn avaliados.

4.4 ANALISE MOLECULAR DOS GENES NELF e EBF2

A andlise do gene NELF nio revelou qualquer alteracdo em sua sequéncia. No gene EBF?2,
tanto em individuos com SK quanto com HHn, foi observado um polimorfismo
843A>G (Ser***Ser) no éxon 8, que ocorreu em homozigose nos pacientes P8, P11 e P22 (Figura
4.6b) e em heterozigose em P1, P6, P12, P25 e P27 (Figura 4.6¢). Nesse mesmo é€xon, foi visto
que a base 842 ¢ diferente daquela depositada no GenBank do NCBI NM_022659 mas idéntica a
depositada no Ensembl ENSGO0134025 (Figura 4.6a). Desse modo, o aminodcido Leuyss predito de

acordo com a sequéncia do GenBank deve ser substituido pela Ser (Figura 4.7).

Nas tabelas XII e XIII s@o apresentados os resumos dos resultados obtidos nas andlises

citogenéticas e moleculares realizadas nos pacientes SK e HHn respectivamente, bem como a

descri¢do das caracteristicas clinicas adicionais observadas nestes individuos.
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C842

//Am (b) POLIMORFISMO EM HOMOZIGOSE

(a) EBF2- EXON 8

(c) POLIMORFISMO EM HETEROZIGOSE

Figura 4.6 — (a) Parte da sequéncia do éxon 8 do gene EBF2 mostrando que a base presente na
posicdo 842 é uma citosina e ndao uma timina como consta no GenBank. (b) Polimorfismo
843TCA>TCG observado nesse mesmo éxon em alguns pacientes de nossa casuistica. (c) Esse
mesmo polimorfismo visto em heterozigose.

242 Met Ser Leu Ser Pro Thr Val Gly Ser Ser Ser Thr

835 ATG TCA TTA AGT CCC ACC GTT GGG TCT TCC AGC ACA
242 Met Ser Ser Ser Pro Thr Val Gly Ser Ser Ser Thr

835 ATG TCA TCA AGT CCC ACC GTIT GGG TCT TCC AGC ACA  Casuistica

GenBank

Figura 4.7 — Comparacao entre as sequéncias de nucleotideos e de aminoécidos codificados pelo
éxon 8 do gene EBF2 encontrada em nossos pacientes e a depositada no GenBank. A sequéncia
vista em nossa casuistica confere com a depositada no banco de dados do Ensembl.
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Tabela XIl — Resumo dos resultados das andlises citogenéticas e moleculares dos genes KAL-1, NELF e EBFZ
observados nos pacientes com sindrome de Kallmann. Nesta tabela sdo também apresentados as caracteristicas
clinicas adicionais encontradas em cada paciente e o provavel modo de heranca observado entre os casos

familiais.
ANOSMIA/
N | SEXO HIPOSMIA CAR:&EFC';LSATISCAS CARIOTIPO ANALISE MOLECULAR HERANCA
(AST) KAL-1 NELF EBF2
P2 M +* - 46,XY.fish del (X) |- - - Esporadico
(p22.3) (KAL)
P3 M +* Pés cavos 46,XY (NA) (NA) (NA) Esporadico
P4 M +* Ataxia, 46,XY (NA) (NA) (NA) Esporadico
P5% |[M + Rim ecto6pico 46,XY Delegao dos Ligada ao X
éxons 5-10
P6% [ M -? Agenesia renal, 46,XY Delec&o dos Ligada ao X
Retardo mental éxons 5-10
P7" M + Agenesia renal, 46,XY Mutacédo no Ligada ao X
Pés cavos éxon 5**
P8" |[M + Agenesia renal 46 XY Mutac&o no Ligada ao X
éxon 5**
P10 |F + - 46,XX (NA) (NA) (NA) Esporadico
P11 | M + - 46,XY Seqliéncia Seqliéncia | Sequéncia | Esporadico
Normal Normal Normal
Pi12* |M +* - 46,XY Seqiéncia | Sequéncia |Sequéncia |AD?
Normal Normal Normal
P13 |M + Cubitus valgus 46,XY Seqiéncia | Sequéncia |Sequéncia |AD?
Normal Normal Normal
P15* | F +* - 46,XX (NA) (NA) (NA) AD?
P21 |F +* - 46,XX (NA) (NA) (NA) Esporadico
P23* [M + Agenesia renal 46, XY (NA) (NA)) (NA) Ligado ao X
P24 | M +7? Malformagcéo facial 46,XY Sequéncia Seqliéncia | Sequéncia | Esporadico
Normal Normal Normal
P25 | M + Hipoplasia de 4° e 5° 46,XY Seqliéncia Seqliéncia | Sequéncia | Esporadico
metacarpos Normal Normal Normal
P26 |M + - 46,XY Sequéncia Seqliéncia | Sequéncia | Esporadico
Normal Normal Normal
P27 |M + - 46,XY Seqliéncia Seqliéncia | Sequéncia | Esporadico
Normal Normal Normal
P28 |F + - 46,XX Seqliéncia Seqliiéncia | Sequéncia |AR?
Normal Normal Normal
P29 | M + - 46,XY Sequéncia Seqliéncia | Sequéncia | Esporadico
Normal Normal Normal

AST “Alcohol Sniff Test”, AD autossémica dominante, AR autossémica recessiva.

NA néo analisado (n&o foi possivel a coleta de sangue para cultura de linfécitos e/ou extragcédo de DNA).

& # A pacientes pertencentes a mesma familia.

? nesses pacientes a ocorréncia de deficiéncia olfativa esta interrogada devido a presenca de caracteristicas (retardo mental, P6 e
rinite, P24 e P30) que dificultaram a realizagao do teste olfativo.

*nesses casos nao foram realizados testes olfativos, a anosmia/hiposmia foi referida pelo paciente.

**721C para T, Arg:91STOP

*** 1956delC, “frameshift”

Obs: os pacientes P2-P15 foram previamente descritos em TRARBACH, 2000.
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Tabela XIIl — Resumo dos resultados das andlises citogenéticas e moleculares dos genes KAL-1, GnRH-R, NELF e
EBF2 observados nos pacientes com HHn. Nesta tabela sdo também apresentados as caracteristicas clinicas

adicionais encontradas em cada paciente e o provavel modo de heranga observado entre os casos familiais.

N | sExo | ANOSMIA/ |~ \ 2 A GTERISTICAS ) ANALISE MOLECULAR HERANGA
HIPOSMIA ADICIONAIS CARIOTIPO
(AST) KAL-1 | GnRH-R | NELF EBF2
P1 M - - 46,XY Sequéncia | Seqliéncia | Seqliéncia | Seqiiéncia | Esporadico
Normal Normal Normal Normal
P9 F - Baixa estatura 46,XX (NA) (NA) (NA) (NA) Esporadico
P14 |M - - 46,XY ** ** ** * Esporadico
P16 |M - - 46,XY Sequéncia | Seqléncia | Seqiiéncia | Seqiiéncia | Esporadico
Normal Normal Normal Normal
P17 |M -* Megacdlon congénito 46,XY (NA) (NA) (NA) (NA) Esporadico
€ obstrucao intestinal
P18 |M - - 46,XY Sequéncia | Sequéncia | Seqiiéncia | Sequiéncia | Esporadico
Normal Normal Normal Normal
P19 |M - - 46,XY Sequéncia | Seqléncia | Seqliéncia | Seqiiéncia | Esporadico
Normal Normal Normal Normal
P22& |M - - 46,XY Sequéncia | Seqliéncia | Seqliéncia | Sequéncia | AR?
Normal Normal Normal Normal
P31& |M - - 46,XY Sequéncia | Seqliéncia | Seqliiéncia | Sequéncia | AR?
Normal Normal Normal Normal

AST “Alcohol Sniff Test”, AR autossémica recessiva.
NA néo analisado (n&o foi possivel a coleta de sangue para cultura de linfécitos e/ou extragcdo de DNA).

& pacientes pertencentes a mesma irmandade.
*nesses casos ndo foram realizados testes olfativos, a olfacdo normal/normosmia foi referida pelo paciente.
** falecido, causa do 6bito ndo informada.

Obs1: nos pacientes P18, P22 e P31 a normosmia foi confirmada pelo teste do butanol.

Obs2: os pacientes P1, P9 e P14 foram previamente descritos em TRARBACH, 2000.
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5. DISCUSSAO




.1 ANALISE CITOGENETICA

No presente estudo, todos os pacientes com SK e HHn analisados apresentaram caritipo
normal. Apesar desses resultados, é importante enfatizar a importancia da anélise citogenética no
mapeamento génico baseando-se no fato de que, como anteriormente mencionado, dois genes
relacionados ao aparecimento da SK (o FGFR-1 e o KAL-1) foram clonados pela descri¢do de

individuos afetados portadores de rearranjos cromossdmicos.

5.2 DETECCAO DE MUTACOES NO GENE KAL-1

Pacientes com SK foram analisados quanto a presenca de anomalias na seqiiéncia
codificadora do gene KAL-1, sendo encontradas alteragdes em dois de oito casos espordadicos cujo
DNA estava disponivel e nas trés familias com SK-X. Em todos esses casos de SK foram

observadas manifestagdes fenotipicas tipicas da SK-X, como sincinesia bimanual e agenesia renal.

De acordo com os dados da literatura, anomalias no gene KAL-I sdo encontradas em
aproximadamente 5-8% e 50-58% dos casos esporddicos e familiais da SK, respectivamente
(HARDELIN et al., 1993; QUINTON et al., 1996, GEORGOUPOLUS et al., 1997; SATO et al.,
2004). OLIVEIRA et al. (2001) observaram dados conflitantes com esses achados. Esses autores,
examinando uma casuistica de 101 individuos com HH, identificaram 59 pacientes com SK dos
quais apenas 14% dos casos familiais e 11% dos casos esporddicos apresentaram alteracdes em
regides codificantes do gene KAL-1. Apesar de pequena, nossa casuistica mostra uma freqiiéncia

relativamente elevada de mutacdes no gene KAL-I entre os casos esporadicos de SK: 25%,
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considerando n= 8. Entre os casos familiais, esta freqiiéncia foi de 50%, sendo que em todas as

familias com padrao sugestivo de heranca ligada ao X foram detectadas alteracdes no gene KAL-1.

As mutagdes no locus KAL-I sdao amplamente distribuidas ao longo de seus éxons,
variando desde mutagdes pontuais (insercao, delecdo, inversao e transi¢ao de bases) até delecoes
que envolvem todo o gene. Em um de nossos pacientes, a delecao Cjgs6 no éxon 12 do gene KAL-
1, uma mutacdo “frameshift” ainda ndo descrita na literatura, identificada em um caso esporadico
da SK provoca uma alteracdo no quadro de leitura a partir do cédon 602, levando a substituicao de
17 aminoécidos e criando um cédon STOP prematuro na posi¢do 619 da proteina. Essa mutagcao

pode conduzir a expressdo de uma proteina truncada e, presumivelmente, nao funcional.

Ainda entre os casos esporddicos, uma delecio envolvendo todo o locus KAL-I foi
detectada por FISH em um pacientes com SK-X, sendo este caso previamente descrito e discutido

em TRARBACH et al. (2001).

Nos casos familiais da SK, em uma das familias foi encontrada uma mutag¢do pontual em
dois irmdos com SK-X, previamente descrita por OLIVEIRA et al. (2001) consistindo esta numa
transi¢do de bases 721C para T, alterando o aminodcido arginina por um cédon STOP prematuro
na posicao 191. Como nas mutagdes ‘“frameshift”, as mutacdes STOP também predizem ao
aparecimento de proteina truncada inativa. Por outro lado, € possivel que tais proteinas sequer
sejam produzidas, pois os RNA mensageiros “nonsense” gerados podem ser degradados por um
mecanismo poés-transcripcional de controle da expressdo génica, o “messenger RNA decay”,

impedindo a sintese de proteinas truncadas (CULBERTSON et al., 1999).

Nas duas outras familias foram detectadas duas dele¢cdes intragénicas similares do gene

KAL-1, envolvendo os éxons de 5-10. Andlises por citogenética de alta resolu¢do e por FISH
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tinham sido previamente realizadas em dois irmdos de uma dessas familias (Familia 1,
TRARBACH, 2000) e, apesar de compreender uma regiao de cerca de 60 kb, esta delecdo nao
pode ser detectada pela técnica de FISH. A sonda LSI KAL utilizada (Vysis Inc) cobre apenas
parte do gene, estendendo-se sobre uma regiao de 160 kb que ndo inclui os éxons 1 nem os éxons
8-14 do locus KAL-1 (Figura 5.1). Deste modo, mesmo que o individuo possua uma delecao que
compreenda os éxons localizados na extremidade 3’ do gene KAL-1, ou parte desses éxons como
no caso apresentado acima, a andlise por FISH nio indicard a presenca de tal delecao. Assim, essa
técnica de FISH € vélida apenas na deteccdo de delecdes completas do gene KAL-1, mas nao

exclui a presenca de delecdes intragénicas envolvendo determinados éxons.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 Fxo

(b) —— LSI —
Figura 5.1 — (a) Representag;éo esquemdtica da delegédo dos éxons 5-10 do gene KAL-1 detectada
pela técnica de PCR nos pacientes P5 e P6 (Familia 1) e (b) da &rea de cobertura da sonda LS| KAL.
Delecdes maiores envolvendo mais que um éxon do gene KAL-1 foram relatadas para os
éxons 13-14 (BICK et al., 1992), 3-5 (MAYA-NUNEZ et al., 1998), 5-10 (NAGATA et al. 2000)
3-13 (MASSIN et al.,, 2003). Embora os pontos de quebra ndo tenham sido determinados em
nenhum desses casos, € possivel que as regides intronicas que flanqueiam esses éxons contenham
elementos repetitivos capazes de promover mecanismos de recombinag¢do ndo alélica. Para a
identificacdo de tais elementos entre os éxons 4-5 e 10-11 do gene KAL-1 , introns envolvidos no
aparecimento da delecdo 5-10, nés utilizamos o RepeatMasker software, acessado em 16/09/2003

pelo site http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/ReapeatMasker. Elementos de repeti¢ao
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FLAM_A pertencente a familia Alu foram localizados, sobre fitas opostas, nos introns 5 e 10
(Figura 5.2a). Embora ndo tenha sido observada nenhuma similaridade significativa entre esses
dois elementos utilizando o BLAST (acesso em 07/10/2003), quando os introns 5 e 10 foram
comparados como um todo, foi identificada uma sequéncia curta de 51 pb muito similar nos dois
introns (Figura 5.2b). Esta seqiiéncia estd contida na regido FLAM_A no intron 10 e adjacente a
essa repeticdo no intron 4. Outros elementos repetitivos que pudessem mediar eventos de

recombinacdo ilegitima ndo puderam ser detectados utilizando essas andlises.

EXON 4 INTRON 4 (9055pb)

FLAM_A

—— I ——f e —

W CAAATT motif na fita antisense

EXON 10  INTRON 10 (2700pb) EXON 11 A CAAATT motif na fita sense

FLAM_A I Seqiiéncia de 51 pb
5 3
(a)
INTRON 4
3188 TGGCATGTGCCTGTAGTCATAGCTACTTGGGAGGCTGAGGTGGGAGGATCATTTGAGCACAGGAATTCGACC:T"T'B MDD 2985
LECEE ettt eeer e e e ee e teer bl Fita sense
INTRON 10

2024 GTGACTCGTGTCATAGTCCTAGCTACTCGAGAGGCTGAGGTGGGAGGATCGCTTGAACTCAGGAGTTTGTGACCAGCT 1937
Fita antisense
(b)

Figura 5.2 — (a) Posicéo relativa das repeticdes FLAM_A da familia Alu e dos “motifs” CAAATT nos introns 4
e 10 do gene KAL-1. (b) alinhamento da sequéncia de 51 pb identificada nesses introns (E: 2e-04).

Na delecdo de éxons 13-14 descrita por BICK et al. (1992), o seqiienciamento dos
fragmentos de juncdo revelou um “motif” de 6 pb (CAAATT) no ponto de quebra da delecao.
Vérios autores t€m sugerido que essas sequéncias facilitam eventos de recombinagdo em vdrias
regides do genoma (KRAWCZAD & COOPER, 1991; WOODS-SAMUELS et al., 1991). E

interessante mencionar que o “motif” CAAATT estd presente nas regides intrOnicas que
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flanqueiam a delecdo 5-10 (Figura 5.2a). Assim, no minimo dois mecanismos moleculares
diferentes podem ser responsdveis pela delecdo intragé€nica observada em nossos pacientes.
Nossos dados, juntamente com o relato anteriormente feito por NAGATA et al. (2000), sugerem
que um mecanismo recorrente pode predispor ao aparecimento de delecdes grandes éxons-

especificas no gene KAL-1.

Em geral, as mutagdes no gene KAL-I ndo exibem recorréncia entre individuos ndo
aparentados e ndo parece haver correlacdo entre o gendtipo e os sinais ocasionais freqiientemente
observados em individuos com SK-X, nem mesmo dentro da mesma irmandade. Em uma das
familias (Familia 1) em que foi detectada delecdo dos éxons 5-10 do gene KAL-1, um dos irmaos
afetados apresentou retardo mental e rim em ferradura em associacdo com a SK. Na outra familia
(Familia 5), as caracteristicas adicionais relatadas entre os individuos afetados incluiam sincinesia
bimanual, agenesia renal e palato alto. NAGATA et al. (2000) descreveram dois irmaos
portadores de uma delecao semelhante também envolvendo os éxons de 5-10, mas nem retardo
mental nem sincinesia bimanual foram observados nesses casos. De fato, o retardo mental é
raramente observado em pacientes com SK isolada, sendo descrita em pacientes afetados pela
associacdo de varias doencas ligadas a regido Xp22.3, como a sindrome de genes contiguos
(MEINDL et al., 1993; WEISSORTEL et al., 1998). A sincinesia bimanual é um dos achados
mais freqiientes e é considerado um marcador para a SK-X (KRAMS et al., 1999; QUINTON et
al., 2001), com uma prevaléncia estimada em 85% entre individuos com SK-X (MacCOLL et al,
2002). Contudo, em uma familia com uma mutacio no gene FGFRI, mapeado em 8p, a ocorréncia
de sincinesia bimanual foi também descrita, sugerindo que esta caracteristica ndo deva ser

considerada um marcador especifico para a SK-X (DODE et al., 2003).
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Muitos dos individuos afetados com quadro clinico sugestivo de SK ndo apresentaram
quaisquer alteracdes nas regides codificantes do gene KAL-I. Nesses casos € possivel que a
mutacdo envolva uma regido ndo codificante no éxon 1 ou 14 do gene KAL-1 (GUIOLI et al.,
1992) ou esteja relacionada a regidao promotora, alterando a razdo de transcri¢do do gene. Tal
alterac@o pode estar ainda posicionada numa regido intronica, levando a criacdo de um novo sitio
de "splicing" (IZUMI et al., 1999), ndo podendo ser excluida a existéncia de um outro gene ligado
ao X responsavel pela SK (HARDELIN et al., 1993) ou que a sindrome seja determinada por um
gene autossdmico. De fato, como mencionado acima, muta¢des no gene autossomico FGFRI
foram recentemente descritas em individuos com uma forma autossdomica dominante de SK
(DODE et al., 2003). Nesse sentido, os casos de SK em que ndo foram evidenciadas alteragdes no

gene KAL-1 poderiam ser investigados para mutagdes no gene FGFRI.

O gene KAL-I foi ainda analisado nos casos de HHn, porém, como descrito em outras
casuisticas (GEORGOPOULOS et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2001) anomalias neste gene nao

foram detectadas em nossos pacientes.

Quantos aos polimorfismos encontrados no locus KAL-1, estes levaram a uma variacao

4 . L . . .
>3val, onde a troca de aminodcidos ocorre entre dois residuos

neutra Ile®''Tle e uma alteracio Ile
ndo polares que, provavelmente, ndo afeta a funcao da proteina KAL. Estes polimorfismos foram
previamente descritos em outros trabalhos, ndo sendo estabelecida, at¢é o momento, nenhuma

relacdo entre tais polimorfismos e a ocorréncia de mutacdes no gene KAL-I ou gravidade da

doenca entre pacientes com SK (GEORGOPOULQS et al., 1997; MAYA-NUNEZ et al., 1998).
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5.3 ANALISE MUTACIONAL DO GENE GNRH-R

Embora as mutagdes no gene GnRH-R representem a base molecular de cerca de 10% e
40% dos casos esporddicos e familiais com heranga autossOmica recessiva de HHn,
respectivamente (BERANOVA et al., 2001), nao foram encontradas alteragdes nesse gene entre
nossos pacientes com HH e olfagdao normal. De ROUX et al. (2003) sugeriram que o gene GPR54
pode estar envolvido na secrecdo de gonadotrofinas pela demonstracdo de que mutacdes nesse
gene levaram ao aparecimento do hipogonadismo em uma familia com HHn. Desse modo, além
da pesquisa mutacional no GnRH-R, pacientes com HHn tornam-se candidatos a investigacdo de
alteracdes no gene GPR54 como etiologia para defici€éncia de gonadotrofinas observada nesses

Casos.

5.4 ANALISE MUTACIONAL DOS GENES NELFE EBF2

A despeito da descricao de alteracdes nos genes KAL-1 e GnRH-R em individuos com HH
com anosmia associada e normdsmicos respectivamente, e da recente descoberta de que alteracoes
no gene FGFRI podem levar ao aparecimento da SK, a base genética da deficiéncia de GnRH tem
sido estabelecida em menos de 20% dos casos de hipogonadismo (KOTTLER et al., 1999;
QUINTON et al., 2001b). Os genes NELF e EBF2, como descrito anteriormente, t€ém sido
relacionados a migracdo de neurdnios GnRH e se tornam excelentes candidatos ao aparecimento
do HH em humanos. MIURA et al. (2004) realizaram um “‘screening” de mutacdo no gene NELF
em 65 pacientes com HH, encontrando uma mutac¢do missense em heterozigose (1438A G/ T480
A). Esta mutacdo nio foi identificada em 100 individuos controles? sendo suger®lo que esta possa

estar associada ao surgimento do HH nesse paciente.
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Com esses estudos, investigamos a ocorréncia de mutagdes nos genes NELF e EBF2 em
nossos pacientes; no entanto, nenhuma alteracdo nesses genes foi identificada. De fato, a
ontogenia dos neuronios secretores de GnRH envolve eventos de alta complexidade, mediante
interacdo de diversos fatores, muitos dos quais ainda desconhecidos, o que torna dificil o

esclarecimento da etiologia genética de todas as formas de hipogonadismo hipogonadotréfico.
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6. CONCLUSOES




A andlise citogenética realizada em nossos pacientes nio detectou qualquer rearranjo
cromossOmico que pudesse ser indicativa da localizacdo de outros genes envolvidos no

desenvolvimento do hipogonadismo hipogonadotréfico.

Mutacoes no gene KAL-1 foram identificadas em uma propor¢do relativamente alta dos
casos esporddicos da SK (dois em oito) e nas trés familias com heranca ligada ao X, sendo
observado que trés dessas alteragdes correspondem a delecdes, inter e intragé€nicas, provavelmente

originadas por mecanismos de recombina¢do ndao homdéloga.

Nos pacientes com HH e olfacdo normal, ndo foram encontradas alteracdes na seqii€éncia
codificante do gene GnRH-R. Nesses casos também ndo foram identificadas mutacdes no gene

KAL-1I.

Os genes NELF e EBF?2 apresentaram seqiiéncia preservada entre os casos de SK e HHn,
sendo pouco provdavel a participacdo desses no aparecimento do hipogonadismo
hipogonadotréfico entre os pacientes de nossa casuistica. Muitos dos genes envolvidos no
desenvolvimento e funcionamento do eixo reprodutivo permanecem ainda elusivos, dificultando o

esclarecimento etiologia da maioria das formas de hipogonadismo hipogonadotréfico.
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Abstract

Mutations in the KAL-1 gene lkcalized at Xp22.3 have been shown to be responsible for the X-linked Kallmann
syndrome (KS), a disorder characterized by the association of hypogonadotropic hypogonadizm and anecsmia. In
thiz paper, we describe the investigation of two families with X-linked KS, in which similar interstitial deletionz
spanning exons 5 to 10ofthe KAL-T gene were identified. The presence of interspersed repetitive DNA sequences
within the KAL-1 gene might have predisposed to this type of mutation.
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Introduction

Kallmann syndrome (K3} is a disorder defined by the
association of hypogonadotropic hypogonadism  with
anosmia or hyposmia { Kallmann ef al, 1944) that is due to
a neuronal migration defect mvolving both the ponadotro-
pin-releasing  hormone  (GnRH) and  the olfactory-
producing neurons (Schwanzel-Fukuda et al, 1989). Al-
though the majority of KS cases are sporadic, segregation
analysis in familial cases revealed X-linked, as well as
autosomal recessive and autosomal dominant modes of
transmission, indicating genetic heterogeneity (Hermanus-
sen and Sippell, 1985; Chaussain ef al, 1988; Walds-
treicher er al., 1996).

The KAL-I gene responsible for the X-Imked form of
KS§ (MIM 308700) was mapped to Xp22.3 by linkage anal-
ysis and deletion studies (Ballabio er al, 1989; Petit ef al.,

Send comespondence to Christine Hackel Univesidade Estadual
de Campinas, Laboratdrio de Genstica Humana, Caixa Postal
6010, 13083670 Campinas, 3P, Brazil E-mail hackel@
unicamp.br.

1990) and was subsequently isolated by different positional
cloning strategies (Franco er al, 1991; Legouls er al,
1991). This gene consists of 14 exons spanning approxi-
mately 210 kb (Del Castillo er al., 1992) and encodes a pro-
tein, anosmin-1, that contains four fibronectin type 111
repeats and a putative protease inhibitor domain, structural
features found in several cell and substrate adhesion mole-
cules (Franco ef al, 1991; Legouis eral, 1991). This raises
the possibility that anosmin-1 could function m the migra-
tion of GnRH-secreting neurons and olfactory axons, dur-
ing embryonic development (Franco ef al., 1991; Legouis
ef al, 1991 ; Rugarli ef al., 1996).

In addition to hypogonadism and anosmia, a variety
of other defects occur n patients with X-Imked KS. They
imclude neurological deficits such as bimanual synkinesis
(Kallmann er al., 1944; Sunchara er al., 1986), cerebellar
dysfunction, nystagmus (Sunchara er al, 1986; Schwan-
khaus ef al, 1989), mental retardation {Kallmann e af,
1944; Wegenke ef al.. 1975), hearing loss (White er al,
1983), and somatic defects, such as unilateral renal
agenesis, pes cavus and high-arched palate (White er al,
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1983; Schwankhaus et al, 1989; Zenteno e al, 1999),
Some of these symptoms (e.g. synkinesis and renal
agenesis) are more frequently observed in patients with
X-linked KS, mdicating that these features represent
pleiotropic  effects of mutations In the KAL-J gene
{Hardelin et al., 1993) and sugpesting a more peneralized
role of this gene during development, involving the nervous
system  and non-neuronal  tissues  (Hardelin er afl,
1992,1993).

In this paper, we report two unrelated Brazilian fami-
lies with X-lmked KS and similar interstitial deletions
spanning exons 5 to 10 of the KAL-T gene.

Subjects and Methods

Patient reports

We studied two unrelated families with KS-affected
males. In family 1 (Figure 1A), from Arapiraca, state of
Alagoas, northeastern Brazil, five males were clinically
evaluated (116, 111-4, II1-7, 111-12, and IV-6), and in family
2 {Figure 1B}, from Campinas, state of Sdo Paulo, south-

o
m 3
I

Figure 1 - Heredograms of {a) family | and {b) family 2 with X-linked
KS. Affected males. Arrows indicate patients clinically examined in this
study.

Trarbach ef al.

eastern Brazil, two affected brothers (11-4 and [1-6) were
examined. In family 1, X-linked inheritance of K8 was as-
sumed, based on the presence of asymptomatic female car-
riers, the presence of at least two affected males in the
maternal family or among male siblings, the absence of af-
fected females and the absence of male-to-male transmis-
sion. In family 2, X-linked inheritance of KS was suspected
because one of the affected patients had a renal abnormal-
ity.

Laboratory testing was performed in all patients, re-
vealing low levels of testosterone, FSH (follicke-
stimulating hormone) and LH (luteinizing hormone), con-
sistent with hypogonadism. Formal olfactory testing was
nat performed, but anosmia was detected in the mdividuals
[1-6, 14 (Family 1) and 14 (Family 2) by direct ingquiry.
Clinical evaluation details of all patients are given in Table
1. The protocol was approved by the Ethics Committee of
the State University of Campinas (UNICAMP) School of
Medicine. Informed consent was obtamed from all subjects
included in this study.

Molecular analysis of the KAL-1 gene

Genomic DMA of individuals 1I-11, -4 and H1-17
(Family 1}, 1-2, I1-4 and 11-6 (Family 2) was extracted from
peripheral  leukocytes, using the phenol/chloroform
method. The 14 coding exons of the KAL-T gene were am-
plified by PCR from DNA of the affected males, patients
-4 ( Family 1), II<4 and 11-6 {(Family 2). The sequences of
primers and the size of the amplified products were as pre-
viously described by Hardelin er al (1993). PCR amplifica-
tions were performed in 50 pL reaction mixes containing
200-5300 ng of genomic DNA, 0.2mM dNTPs, 1.5 mM of
MgCl, 0.6 pmol of each of the primers, 1 x PCR buffer, and
1 U Tag polymerase. After a first denaturation step ( 10 min,

Table 1 - Clinical features of evalualed paticnts from familics 1 and 2 with X-linked KS.

Palient  Age  Anosmia’ Hypogonadoiropic  Micmopenis! B imanual Renal Other MRI of olfactory
hyposmia’  hypogonadism  Cryplorchidism — synkinesis abnormality” characteristics stnclures
[-6* ily Yes Yes Yes Yoz Mo High-arched palate Mot performed
Cienu valgum
Eunuchoid habitus
I-4* 2y Yes Yes Yes Yeg Agenesis atleft.  High-arched palate Bilateral aplasia of
=ide Cienu valgum suleus and redimen-
Eunuschoid habitus tary bulhs
ME-7* by ¥ Yes Yes Yes Mo High-arched palate Mot performed
ME-12*  4mo ? Yes Yes ? Mo Mot performed
V-6 4 mo ? Yes Yes ? Mo Epicanthal folds Bi- Mot performed
lateral plosis of eye-
lids Asymmetric ecars
M-4# isy Yes Yes Yes Mo Mo Ciynoccomastia Mot performed
-6 2y Mo Yes Yes Mo Horseshoe kidney  Mental retardation Mot performed
on right side

*patients from family 1;# patients from family 2.y = year. mo = months. “detocted by direct inquiry. "determined by abdaminal ultmson ography .7 fea

tures not evaluated due to patient age.
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95 2C), 30 PCR amplification cycles of | min at 95 °C,
I min at 57 °C (except for exon 1, 60 *C), and 2 min at
72 °C were carried out, followed by a final extension of
10 min at 72 °C. The PCR products were electrophoresed
on 1.5% agarose gel, stamed with ethidium bromide and
photographed. If no amplification product of KAL-T exons
was detected, PCR was repeated with the addition of prim-
ers SRY 1 and SRY4 for the SRY gene (Assumpciio ef al.,
2002} as internal positive control.

Comparative duplex PCR for carner female status de-
termination was performed, following the procedure de-
scribed by Magata er al. (2000), in subjects [1-11 and 111-17
(Family 1} and I-2 (Family 2), mothers of affected males.
The reactions included primers for exon 20 of the
autosomal NPCT gene as mternal standard to quantify the
dosage of KAL-1 exon 7 PCR products. The amplified
products were analyzed by electrophoresis on 2.6% agarose
gel stained with ethidium bromide, and the gel image was
captured with a Kodak Digital Science DC 120 camera. The
intensity of each band was measured using 1D IMAGE
AMNALYSIS software, and the gene dosage was evaluated
by the KAL-I/ANPC! ratio. Samples from normal males
{(n=10)and females (n = 10} were also run ascontrols, The
expected values were 0.0, 0.5, and 1.0 for affected males,
carrer females and normal males, and normal females, re-
spectively.

Results

The genomic DNA from patients [11-4 (Family 1),
I11-4 and [I-6 (Family 2) did not yield PCR products from
exon 3 to exon 10, while the remaining exons were ampli-
fied. These findings indicate the presence of an interstitial
deletion encompassing exons 5-10 in the K4L-T gene of
these patients (Figure 2).

By duplex PCR, the status of obligatory camer fe-
males was confirmed in subjects11-11 and I11-17 (Family 1)
and [-2 (Family 2). In these females, the KAL-IINPCT ra-
tios were .53, 0.54 and 0.47, respectively, indicating the
presence of only one normal KAL-T allele. In the control
subjects, the KA L-J/NPCT ratios were next to 0.5 for males
and 1.0 for females (Figure 3).

Discussion

We describe here two interstitial deletions of the
KAL-T gene encompassmg exons 5-101n two unrelated and
geographically distant Brazilian families. Although molec-
ular analysis by PCR was performed in only one patient
from Family 1, the causative roleof the K4L-J gene for KS
in this family was confirmed by the demonstration of the
carrer status of the mothers of patients [11-12 and I'V-6. Ad-
ditional symptoms found in the five clinically examined af-
fected males of this family included bimanual synkinesis
(3/5), renal agenesis ( 1/5), high-arched palate (3/5), and
dysmorphic facial features (1/5). In Family 2, molecular in-

T 11 BT S
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2T ph
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Figure 2 - PCR amplitication of cxons 4334 bp), 5267 bp), W0 {293 bp),
and 11 {272 bp) of the £4L-1 gene in two patients affected by X-linked
K&, Lanes |4 correspond, respectively, to a normal 46,3Y male, patient
-4 { Family 1), paticot I1-6{ Family 2 ), and a negative control with omis-
sion of the genomic DNA in the PCR. Lane M: molecular weight marker.
Exons 4 and 11 {a) may be amplified in the three males (lanes 1-3),
whereas exons 5 and 10 areamplified only inthe contr | male {lane 11 For
cxons 5 and 10 {b), a product of the 3RY gene {intemal positive control,
380 bp) can also be visualized.

vestigation of the KAL-T gene was performed in both pa-
tients, and the carner status of their mother was also dem-
onstrated. One of these patients had mental retardation and
a horseshoe nght kidney in association with KS.

Nagata et al (2000) described two brothers with
X-linked K5 due to a deletion of exons 5- 10 of the KAL-1
gene, but neither mental retardation nor  bimanual
synkinesis were reported to be present. In fact, mental retar-
dation is rarely observed in patients with 1solated K5, but
has been described in patients affected by associations of
several diseases linked to Xp22.3, as contiguous gene syn-
dromes (Meindl er af, 1993; Weissortel er al., 1998).
Bimanual synkinesis is one of the most frequent findings
and is considered a marker for X-linked KS (Krams et al,
1999; Quinton ef al., 2001), with an estimated prevalence

i

¥
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"
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FAT ag niy 0 03 asd nd?
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Figure 3 - Comparative duplex PCR for identification of camier females.
Lanes: | - control female; 2 - contrl male; 3-5 - individuals from Gmily 1,
respectively, -4 {affected male), [I-11 and IT-17 {mothers of patients
II-12 and IV-6); and 6 - individual I-2 from family 2 {moither of patienis
-4 and I-6). M - molecu lar weight marker. Values for the £4L-F/NPCT
ratio are given below cach lane.
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of 85% among X-KS patients (MacColl ef af, 2002). How-
ever, in a recent report on a family with a mutation in the
FRGRI gene (KAL-2), mapped to 8p, bimanual synkinesis
was observed, suggesting that this feature should not be
considered specific to the X-linked form (Dodé er al.
2003).

Several small deletions, point mutations and a few
smgle-exon deletions have been dentified in the KAL-J
gene in patients with KS (Hardelin er af , 1992; Parenti er
al., 1995; Georgopoulus ef al., 1997; Quinton ef al., 1996;
Sdderlund er al,, 2002). Large deletions involving more
than one exon of KAL-T have been reported forexons 13- 14
(Bick eralf (1992), 3 to 5 (Maya-Munez er al , 1998), 5 to 10
(MNagata eral., 2000), and 3 to 13 (Massin e af., 2003). Al-
though the breakpoints were not determined in most cases,
it 15 possible that intronie regions flankmg these deletions
contain repeated elements that might promote nonallelic re-
combination. We used the RepeatMasker software (htip://
ftp. genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker”,  ac-
cessed 9/16/2003) for repeat identification in the mtronic
sequences between exons 4-5 and 10-11 of KAL-I. Ele-
ments 0f a FLAM_A repeat of the Afu family were found in
both introns on opposite strands (Figure 4a). Although no
similarity was found between these two elements using
BLAST (. accessed 1077/2003), a significant similanty
score was detected for a short sequence of 51 nucleotides
when the whole intronic sequences were compared (Figure
4b). This short sequence 1s contained in the FLAM_A re-
peat in intron 10 and is adjacent to the FLAM_A repeat in
intron 4. These analyses failled to detect other repeats with
remarkable sequence entity that could mediate illegiti-
mate recombination events.

In the deletion of exons 13-14 deseribed by Bick er al.
(1992), sequencing of the junction fragments revealed a 6
bp homology motif (CAAATT) at the deletion breakpoints.
These short stretches of sequence homology have been sug-
gested to facilitate end-joining in recombination events in
several regions of the genome (Krawczak and Cooper,
1991; Woods-Samuels er al, 1991). It is noteworthy that
copies of this ébp motif are present in the infronic se-

Expnd Inrron 4 Esuon &
FLAM A
¢ & -
Eaow o0 Intvon I Txen 11
FLAM & o LAMK] rnaritin s shramd
E T CAAATT skl it mzns sl
5 - 1 Suenkar ~nerzl ol 51 kg
iy
Inrron 4
8 Tency R RTTI M LR EERIT R LI TICRL T

Tntron 11 [ L L e s wrrarul
S TR T T TR TR TR T (38 BT BTN RA GO T T 0 TR § GRS R LG T

srezinl
ihy

Figure 4 - {a) Relative positions of FLAM_A Al repeats and CAAATT
motifs on introns 4 and 10 of the K4L-1 gene, and (b) alignment of the
similar 51 bp stretch {E value: 2e-04).
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quences flanking the 5-10 deletion (Figure 4a). Thus, at
least two different molecular mechanisms may be responsi-
ble for the observed intragenic deletion. Together with the
similar deletion previously described by Nagata ef al.
(2000), our data suggest that a recurrent mechanism could
predispose to this speafic large exon-type deletion.
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9. ANEXOS




ANEXO | - DOSAGENS HORMONAIS

Tabela A.1— Valores hormonais de LH, FSH e testosterona dos pacientes do sexo masculino usuarios do
Ambulatério de Endocrinologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP. Dos pacientes provenientes de
outras instituicdes recebemos apenas informagbes sobre as dosagens hormonais diminuidas.

Valores de referéncia: Testosterona Total (ng/mL):

Testosterona (ng/dL):

'(1,88-9,0),

(14 4-40), (6,0-86),

(360-390).

Resposta ao
LH FsH | TESTOSTERONA | rocrocreronA | Eetimulo
mUl/mL mUl/mL Total Livre ng/dL
( H | ) (ng/mL) | (pg/mL) et LH | FSH
P1_[0,01 0,20 0,077 1,00 | -
P2 (0,10 0,70 0,409 [1,94% +
e T et :
P6 [0,30 2,0 <2,09 [1,80%
P12 (0,30 <0,01 0,46 [1,50" + +
P13 | <0,70 0,30 <0,20" 1,40 + +
P16 [ 1,20 0,90 020“” 060‘4’
VR [(0,90-10,60) (2,0-17,7)
P4 [<12,0 <4,0
P7# [ 11,5 <4,0
P8# | <12,0 <4,0
P11 [<12,0 <4,0
VR |(até 25) (até 20)
P18 [12 2,40
VR |[(40-100) (5-20)
P22 [<0,10 <0,10 _
P27 [<0,10 0,50 ////////////////////////////////
P24 | 3,70 0,80 ////////////////////////////////
P29 [<0,10 0,31 .
P30 | 0,10 0,48 _
P31 |<0,10 1,20 1<0,55% | __ N
VR |(10,8-27) (5-20) //////////%//////////%%////////////////////////%////////////////
P25 0,71 3.90 1<0,20% 10,64 [ NR_| NR |
VR [(1,7-8.6) 0238 Bl W

*(2,86-15,1).
Testosterona Livre ( pgs/mL 1(19-41), %(2,86-14,1), %(0,9-3,2), *(3,9-27,0).

VR valores de referéncia; NR nao realizado; &, # e & pacientes pertencentes a mesma familia.

Obs: Esses dados foram obtidos pela consulta aos arquivos do Hospital de Clinicas da UNICAMP, sendo
apresentados valores de referéncia de acordo com o método utilizado para dosagem hormonal.
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Tabela A.2— Valores hormonais de LH, FSH e estrégeno dos pacientes do sexo feminino usuarios
do Ambulatério de Endocrinologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP. Dos pacientes
provenientes de outras instituicdes recebemos apenas informagdes sobre as dosagens hormonais
diminuidas.

Resposta ao

LH (mUUmL) (mlFﬁ’/';L) (ng/i 5 LﬁstimuFlcé H
P9 <7,0 10 10,2 - +
VR Fifolicular [ até 25 até 20 (100-400) | =
\P/1R0F.ovular (2055)19 30) (11 ;3-30) gsg-1 o | @ @0
P21 <0,10 25 72 T
VR Fifolicular  [(1,1-11,1)  [(9,6-16,0) |(30-60) -
VF F.ovular (175-72,9) [(81-28,9) [(90-330)
VR F.lutea (0,4-15,1)  [(1,8-11,7) - .
VR Menopausa [ (22,9-167,0) [(229-167) iy =~

VR valores de referéncia; E2 estrégeno.

Obs: Esses dados foram obtidos pela consulta aos arquivos do Hospital de Clinicas da UNICAMP, sendo
apresentados valores de referéncia de acordo com o método utilizado na época para dosagem hormonal.
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ANEXO Il - TESTES OLFATIVOS

a) AST- “Alcohol Sniff Test”

Para discriminar os individuos anésmicos ou hipésmicos daqueles com olfagdo normal, foi
utilizado um protocolo padronizado por DAVIDSON & MURPHY (1997) — o Alcohol Sniff Test
(AST). Na realizacao deste teste, foram empregados lengos de papel umedecidos em isopropanol
70%, obtidos em embalagens individuais produzidas pela empresa MAPPEL (SP). O teste do AST
consiste na determinacdo da distancia em que o paciente € capaz de detectar o odor do
isopropanol. Para tal, uma régua de 30 cm foi posicionada em posicao vertical ao lado da narina
do paciente. Este foi orientado a respirar normalmente, mantendo os olhos fechados, devendo
informar em que momento passa a sentir o cheiro da substancia. A embalagem contendo o lengo
de papel foi aberta, deixando-se cerca de um centimetro do lengo a mostra, e colocada na base da
régua. A embalagem foi deslocada centimetro a centimetro em movimento ascendente, até que o
individuo informasse a percep¢do do cheiro. Esse procedimento foi repetido por quatro vezes,
registrando-se a cada vez a quantos centimetros o odor foi percebido. A média desses valores foi
comparada com a média obtida quando o mesmo teste foi realizado em 30 individuos sem
deficiéncia olfativa. A anosmia/hiposmia foi considerada quando foram vistos valores abaixo de
um desvio padrdo da média da amostra controle ()? =26cme s=1,8).

Em adicdo, foram apresentadas a cada paciente diversas substincias odoriferas, como cafg,
canela, lavanda, pimenta, talco de bebé e dlcool, para uma ripida avaliacdo de sua capacidade de

sentir e discriminar cada odor.
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Teste Olfativo (AST) em 16 individuos controles e 18 pacientes com

hipogonadismo hipogonadotréfico
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Figura A.1 — Grafico de plotagem mostrando os resultados do teste olfativo AST (“Alcohol Sniff Test”) em
uma amostra de 16 individuos controle e de 18 pacientes com HH dessa casuistica.

b) Avaliacao da anosmia pelo teste do butanol

Em alguns casos, principalmente naqueles em que nao foi detectada a deficiéncia olfativa,
foi utilizada uma versao simplificada do teste do butanol descrito por STEVENS et al (1988). Para
tal, foram preparados seis frascos contendo 60mL de sucessivas dilui¢des terndrias feitas a partir
de uma solucdo de butanol 4% (originalmente, o autor utilizou doze diluicdes). O teste foi iniciado
pela concentracdo mais baixa, sendo apresentados ao paciente um frasco com a diluicdo e dois
frascos contendo a mesma quantidade de 4dgua (substincia usada como solvente) perguntando-se
em qual deles o cheiro era mais forte. Quando a resposta foi incorreta, foi apresentado um frasco
com uma concentracdo mais alta até que o paciente fizesse a escolha correta por quatro vezes
consecutivas. Este teste foi aplicado nos pacientes P18, P22 e P31 sendo observados resultados

compativeis com a normosmia.
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