
 i

 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

 
 
 
 

Ericka Barbosa Trarbach  
 
 
 
 
 
“ESTUDO CITOGENÉTICO E MOLECULAR EM PACIENTES COM 

HIPOGONADISMO HIPOGONADOTRÓFICO COM E SEM ANOSMIA - 

SÍNDROME DE KALLMANN E HIPOGONADISMO 

HIPOGONADOTRÓFICO NORMÓSMICO” 

 
 
 
 

Tese apresentada ao Instituto de 
Biologia para obtenção do Título de 
Doutor em Genética e Biologia 
Molecular na área de Genética 
Humana e Médica. 
 

 
 
 
 
 
 
 

Orientadora: Profa. Dra. Christine Hackel 
 
 

Campinas 
2004 



FICHA CATALOGRÁFICAELABORADAPELA
BmLIOTECA DO INSTITUTODE BIOLOGIA- UNICAMP

T68ge
Trarbach,Ericka Barbosa
Estudo citogenético e molecularem pacientescom hipogonadismo
hipogonadotróficocom e sem anosrnia- síndromede Kallmanne hipogonadismo
hipogonadotróficoI Ericka Brabosa Trarbach. --
Campinas,SP:[s.n.], 2004.

Orientadora:ChristineHackel

Tese ( doutorado) - Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia.

l.Genética médica. 2.Cromossomo. 3.Genéticamolecular. I.Hackel, Christine.
11.UniversidadeEstadual de Campinas.Instituto de Biologia. 111.Título.

11



 iii

                                        Campinas, 18 de outubro de 2004. 
 
 

Banca Examinadora 
 
 
 
 
 
Profa. Dra. Christine Hackel (Orientadora)                                                                         

                                                                                      Assinatura                      
 
 
 
Profa. Dra. Ana Cláudia Latrônico 
                                                                                                               Assinatura 
 
 
 
 Profa. Dra. Maria Isabel Aranha Melaragno 
                                                                                                               Assinatura                      
 
 
 
 Profa. Dra. Antônia Paula Marques de Faria  
                                                                                                               Assinatura                      
 
 
 
Prof. Dr. Heraldo Mendes Garmes                                                                                       
                                                                                                              Assinatura                       
 
 

 
Profa. Dra. Denise Engelbrecht Zantut Wittmann 
                                                                                                               Assinatura 
 
 
 
Profa. Dra. Maria Tereza Mathias Baptista  
                                                                                                               Assinatura                      

 
 
 

 
 
 



 iv

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

À minha mãe, Perciliana, e minha irmã, Marcia, que 
estão sempre comigo, apoiando e respeitando as minhas 
decisões (vocês 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 avó, “Vó Ana”, que também muito me ajudaram. 

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

 
 
 



 v

 
 
 
AGRADECIMENTOS 
 
 
 À “VIDA”, de quem sou uma eterna aprendiz, simplesmente por sua grandiosidade. 
 
 Aos meus pais, Mamy e Papy, minha irmã, Marcia, e demais familiares, Vó Ana, 
Bebé e Camila, pelo apoio, dedicação e amor. 
 
 À Chris, orientadora e amiga, com quem trabalharia pelo resto de minha carreira! 
Com essa afirmação espero que tenham ficado registrados toda a admiração e o respeito 
que tenho pela excelente profissional e pessoa maravilhosa que é a Chris. 
 
 Ao Alberto, pela paciência e compreensão, pelo imenso carinho e pelas flores de 
sempre. 
 
 À Madá, pela ajuda e pelo delicioso sorriso com que nos recebe todos os dias.  
 

À minha “casa”, Alberto 18, Morango, Xr e Cleyton, e agregados, Lucy, Sharon, 
Élcio Japipa, Paulinho e Ivan Lima, pela convivência harmoniosa! “Minha filha” é muito 
grata a vocês por terem aturado o meu inconstante humor. 
 
 À Neusa, e família, pelo carinho e ensinamentos de valor inestimável.  

 
Aos professores e amigos da academia, Sandro, grande amigo, Luizão e Marien, que 

sempre me deram a maior “força”, especialmente ao Alexandre, meu professor de boxe. 
 
Às amigas Dani, minha companheira de sempre, Frauzinha  (“fecho os olhos pra 

não ver passar o tempo, já sinto falta de você”), Ferzinha e Renata, pelas quais sinto um 
carinho super especial. 

 
À Dra Valquiria Magrini e ao Dr Marcelo K. Dias, pelo apoio e incentivo. 
 
À Dra Tereza e demais docentes, aos internos e residentes do Ambulatório de 

Endocrinologia e Ambulatório de Endocrinologia Pediátrica do Hospital de Clínicas da 
UNICAMP,  que fizeram a avaliação clínica da maioria dos pacientes desse estudo.   
 

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

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



 vi

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

 
Aos excelentíssimos sócios diretores da Thorus Scisoft, Alberto, Aquiles, Cláudio e 

Sérgio, em especial ao Cantão pela ajuda em computação gráfica,  pelos almoços 
divertidíssimos desses últimos meses.  
 Aos funcionários e amigos do laboratório de Citogenética Humana, Nilma, Henry, 
Jô, Jair e Daniel, pela colaboração prestada. 
 
 A Andrezza, funcionária do Ambulatório de Endocrinologia, pela coleta das 
amostras de sangue.  
 
 A todos que, embora não nomeados, contribuíram, direta ou indiretamente, na 
realização desse projeto.  
 
 À FAPESP pelo apoio financeiro e concessão de bolsa. 
   
  



 vii

SUMÁRIO 
 
 
ABREVIATURAS           ix 
 
LISTA DE FIGURAS E TABELAS         xi 
 
RESUMO            xiii 
 
ABSTRACT            xv 
 
1. INTRODUÇÃO           1 

1.1 - HIPOGONADISMO HIPOGONADOTRÓFICO E ANOSMIA – SÍNDROME  
         DE KALLMANN          3 

1.1.1 – Síndrome de Kallmann ligada ao X      6 
1.1.2 – Formas autossômicas da síndrome de Kallmann     10 

 
 1.2 – HIPOGONADISMO HIPOGONADOTRÓFICO E OLFAÇÃO 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  
             HIPOGONADOTRÓFICO         19 
 
2. OBJETIVOS           22 
 
3. MATERIAIS E MÉTODOS         23 
    3.1 – Casuística           23  
    3.2 – Metodologia           28 
             3.2.1 – Técnicas de cultivo de linfócitos de sangue periférico e de análise  
                         cromossômica com bandamento GTG      28 
             3.2.2 – Análise molecular dos genes KAL-1, GnRH-R, NELF EBF2   31  

              
4. RESULTADOS           39 
    4.1 – Análise citogenética por bandamento GTG e FISH      39 
    4.2 – Análise molecular do gene KAL-1        40 
    4.3 – Análise molecular do gene GnRH-R.       44 
    4.4 – Análise molecular dos genes NELF e EBF2      44 
 
5. DISCUSSÃO           48 
    5.1 – Análise citogenética.          48 
    5.2 – Detecção de mutações no geneKAL1       48 
    5.3 – Análise mutacional do gene GnRH-R.       54 
    5.4 – Análise mutacional dos genes NELF e EBF2      55 
 
6. CONCLUSÕES          56 
 



 viii

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS        57 
 
8. ARTIGO PUBLICADO         72 
 
9. ANEXOS            77 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ix

ABREVIATURAS 
 
AST – “alcohol sniff test” 

BLAST – “Basic Local Alignment Search Tool” 

del – deleção 

der – derivado 

DMSO – N,N-dimetil sufóxido 

dup - duplicação 

DNA – ácido desoxirribonucléico 

EBF2 – gene do “early B-cell factor” 

DNTPs -  desoxirribonucleotídeos trifosfatados 

EDAS – “electrophoresis documentation and analysis system” 

EDTA - ácido etilenodiaminotetraacético 

FGF – fator de crescimento de fibroblastos 

FGFR1 – gene do receptor 1 do fator de crescimento de fibroblastos 

FISH – hibridação in situ por fluorescência 

FNIII – fibronectina tipo III 

FSH – hormônio folículo-estimulante 

GnRH -  hormônio liberador de gonadotrofinas 

GnRH-R – receptor para o hormônio liberador de gonadotrofinas 

GPR54 – gene do receptor 54 acoplado à proteína G 

GTG – bandamento G com Tripsina-Giemsa 

HCl – ácido clorídrico 

HH – hipogonadismo hipogonadotrófico 

HHI – hipogonadismo hipogonadotrófico idiopático 

HHn – hipogonadismo hipogonadotrófico normósmico 

ins – inserção 

inv - inversão 

IVS – “intervening sequence” 

KAL-1 – gene da síndrome de Kallmann ligado ao X 

kb – quilobases 

KCl – cloreto de potássio 



 x

LH -  hormônio luteinizante 

LSI -  “locus specific identifier” 

MgCl2 – cloreto de magnésio 

MIM – “Mendelian inheritance in man” 

NaOH -  hidróxido de sódio 

NCBI – “National Center for Biotechnology Information” 

NELF -  gene do fator nasal embrionário do hormônio liberador de hormônio luteinizante 

p – braço curto do cromossomo 

pb – pares de bases 

q – braço longo do cromossomo 

PCR – reação em cadeia da polimerase 

RMI – ressonância magnética por imagem 

RNA -  ácido ribonucléico 

rpm – rotações por minuto 

SK – síndrome de Kallmann 

SK-X -  síndrome de Kallmann ligada ao X 

SRY – “sex-determining region Y” 

t – translocação 

ter – terminal 

Tris – Tris hidroximetilaminometano 

UNCSISAL – Universidade de Ciências da Saúde de Alagoas 

UNICAMP – Universidade Estadual de Campinas 

UNIFESP – Universidade Federal de São Paulo 

WAP – “whey acidic protein” 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 xi

LISTA DE FIGURAS E TABELAS 
 
 
Figura 1.1 – Eixo hipotálamo-hipófise (página 2) 

Figura 1.2 – Rota de migração dos neurônios olfativos e secretores  de GnRH (página 4). 

Figura 1.3 – Diagrama de deleções em Xp22.3 (página 7).  

Figura 1.4 – Representação esquemática do gene KAL-1 com a distribuição das mutações 

descritas neste gene e da anosmina (página 7). 

Figura 1.5 -  Modelo patogênico da SK (página 10). 

Figura 1.6 – Estrutura esquemática do gene e do receptor GnRH-R com a localização de 

algumas mutações identificadas neste receptor (página 15). 

Figura 3.1 – Heredogramas dos casos familiais de SKX (página 26). 

Figura 3.2 – Heredogramas dos casos familiais com herança autossômica na SK (página 

27). 

Figura 3.3 – Heredogramas dos casos familiais de HHn (página 27). 

Figura 3.4 – Fluxograma das análises utilizadas na investigação do HH (página 29). 

Figura 4.1 – Mutação encontrada no éxon 12 do gene KAL-1 (página 40). 

Figura 4.2 – Seqüência de nucleotídeos do gene KAL-1 de um  paciente com uma deleção 

da base C no éxon 12 e seqüência de aminoácidos correspondente (página 40). 

Figura 4.3 – Deleção intragênica dos éxons 5-10 do gene KAL-1 (página 41). 

Figura 4.4 – PCR multiplex utilizado na detecção de heterozigotas para deleção dos éxons 

5-10 do gene KAL-1 (página 42). 

Figura 4.5 – Mutação encontrada no éxon 5 do gene KAL-1 (página 43). 

Figura 4.6 – Polimorfismo encontrado no gene EBF2 (página 45). 

Figura 4.7 – Alinhamento das seqüências do éxon 8 do gene NELF depositada no 

GenBank e aquela vista em nossos pacientes (página 45). 

Figura 5.1 – Representação esquemática da deleção intragênica dos éxons 5-10 do gene 

KAL-1 e da área de cobertura da sonda KAL (página 50). 

Figura 5.2 – Elementos de repetição encontrados nos íntrons 4 e 10 do gene KAL-1 (página 

51). 

Tabela I – Mutações descritas no gene KAL-1 (página 8). 

Tabela II – Correlação entre expressão do gene KAL-1 e o fenótipo da SK (página 9). 



 xii

Tabela III – Mutações descritas no gene GnRH-R (página 16). 

 

Tabela IV – Resumo dos achados clínicos em pacientes com SK (página 24). 

Tabela V – Resumo dos achados clínicos em pacientes com HHn (página 25). 

Tabela VI – Oligonucleotídeos utilizados na amplificação do gene KAL-1 (página 33). 

Tabela VII – Oligonucleotídeos utilizados na amplificação do gene GnRH-R (página 33). 

Tabela VIII – Oligonucleotídeos utilizados na amplificação do gene NELF (página 34). 

Tabela IX – Oligonucleotídeos utilizados na amplificação do gene EBF2 (página 35). 

Tabela X – Intensidade das bandas de amplificação dos genes KAL-1 e NPC1 (página 42). 

Tabela XI – Resumo das alterações encontradas no gene KAL-1 (página 43). 

Tabela XII – Resumo dos resultados obtidos nas análises citogenéticas e moleculares entre 

pacientes com SK (página 46). 

Tabela XIII – Resumo dos resultados obtidos nas análises citogenéticas e moleculares 

entre pacientes com HHn (página 47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xiii

 

 

RESUMO 

A síndrome de Kallmann (SK) é uma afecção relativamente rara, caracterizada pela 

associação de hipogonadismo hipogonadotrófico (HH) e anosmia/hiposmia. Embora a 

maioria dos casos de SK seja esporádica, diferentes padrões de herança, recessivo ligado ao 

X, autossômico dominante e autossômico recessivo têm sido descritos, sendo que a forma 

ligada ao X da síndrome (SKX) encontra-se genotípica e fenotipicamente melhor definida. 

O gene KAL-1 localizado em Xp22.3 escapa à inativação e codifica uma proteína, a 

anosmina, cujo papel tem sido relacionado ao processo de migração de neurônios 

produtores de GnRH que ocorre durante a embriogênese humana. No entanto, muitos casos 

de hipogonadismo hipogonadotrófico não podem ser relacionados a qualquer alteração 

olfativa, sendo estes classificados como hipogonadismo hipogonadotrófico normósmicos 

(HHn). Mutações no gene do receptor do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH-R)  

têm sido descritas numa parcela desses casos. Além disso, os genes NELF (fator nasal 

embrionário do hormônio liberador de hormônio luteinizante) e EBF2 (“early B-cell 

factor”)  têm sido relacionados ao processo de migração de neurônios produtores de  

GnRH, sendo considerados possivelmente envolvidos na gênese 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 indivíduos com hipogonadismo 

hipogonadotrófico (pertencentes a 26 famílias), 22 com anosmia e nove com olfação 

normal, mediante a análise do cariótipo pela técnica de bandamento GTG seguida da 

análise molecular dos genes KAL-1 e GnRH-R, por  PCR e seqüenciamento. Todos os 
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pacientes estudados apresentaram cariótipo normal, à exceção de um caso esporádico de 

SK com microdeleção do locus KAL-1 detectada somente por FISH em estudo 

anteriormente realizado. Entre os pacientes com SK, foram detectadas mutações na região 

codificante do gene KAL-1 nas três famílias com herança recessiva ligada ao X e em um 

caso esporádico. Duas famílias apresentaram duas deleções intragênicas similares 

envolvendo os éxons 5-10; na terceira família detectou-se uma mutação 721C>T no éxon 5 

levando a um códon de parada prematuro. Esta mutação ainda não se encontra descrita na 

literatura. No caso esporádico identificou-se uma mutação “frameshift” 1956delC no éxon 

12. Em relação aos pacientes com HHn, não foram identificadas mutações nos genes 

GnRH-R e KAL-1. Nesses casos, e nos pacientes com SK cuja etiologia não pôde ser 

esclarecida, foram ainda analisados os genes NELF e EBF2. Contudo, nenhuma alteração 

nas seqüências desses genes foi identificada entre os pacientes da nossa casuística. 

Em conclusão, não foram encontradas evidências cromossômicas da localização de 

outros genes candidatos responsáveis pelo surgimento do HH. Duas mutações novas e duas 

deleções intragênicas semelhantes foram identificadas no gene KAL-1 entre os casos 

esporádicos e familiais da SK, observando-se que essas mutações ocorreram numa 

freqüência relativamente elevada em nossa casuística. Os pacientes com HHn não 

apresentaram mutações nos genes KAL-1 e GnRH-R. Não foram observadas anomalias nas 

seqüências codificantes dos genes NELF e 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-1 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 EBF2 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-1 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-1 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-1 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-1 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.  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 



 1

 Em humanos, o início e a manutenção da vida reprodutiva dependem da secreção pulsátil 

do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH). O GnRH é um decapeptídeo secretado por 

neurônios do hipotálamo que modula a produção e a liberação hipofisária dos hormônios 

gonadotróficos luteinizante (LH) e folículo-estimulante (FSH). Estes hormônios vão atuar sobre os 

testículos e os ovários controlando a produção dos esteróides sexuais e a gametogênese nesses 

órgãos (Figura 1.1). Com a elevação da concentração dos hormônios sexuais, predominantemente 

testosterona em homens e estradiol nas mulheres, tem início o processo de desenvolvimento 

sexual que ocorre na puberdade e resulta em indivíduos sexualmente maduros e aptos para 

reprodução (SWERDLOFF & ODELL, 1975).  

A produção de andrógenos ocorre ainda na vida intra-uterina, onde a testosterona 

produzida pelos testículos embrionários é responsável pela diferenciação dos genitais internos 

masculinos e, uma vez convertida em di-hidrotestosterona, viriliza os rudimentos genitais 

externos. Nesses embriões, a secreção de andrógenos é induzida pela gonadotrofina coriônica até o 

final da primeira metade da gestação; a partir de então, esse estímulo é feito pelas gonadotrofinas 

hipofisárias do próprio 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 produção ou secreção de GnRH levam a uma liberação insuficiente de 

gonadotrofinas hipofisárias e de esteróides sexuais, resultando em hipogonadismo 

hipogonadotrófico (HH). A deficiência de GnRH pode estar associada a lesões estruturais que 

interfiram com o padrão normal de secreção de GnRH pela destruição ou compressão de áreas 

críticas na eminência média do hipotálamo. O HH idiopático (HHI), por sua vez, tem sido descrito 

e caracterizado pela deficiência isolada de gonadotrofinas na ausência de tais lesões. Pacientes 

com hipogonadismo hipogonadotrófico associado a uma deficiência olfativa (anosmia ou 
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hiposmia) recebem o diagnóstico de síndrome de Kallmann (SK) e aqueles com olfação normal, 

HHI. Contudo, ambas as apresentações podem ocorrer dentro de uma mesma família e há 

controvérsia sobre SK e HHI fazerem parte da mesma síndrome ou serem síndromes distintas 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                            
 
        
 
 
 
 
 

 

 

Uma vez que as etiologias de diferentes formas de HH têm sido recentemente 

estabelecidas, a terminologia HHI não vem se mostrando muito adequada e será substituída neste 

trabalho por HHn na denominação de indivíduos portadores de hipogonadismo hipogonadotrófico 

normósmicos. 
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Figura 1.1 - Eixo hipotálamo-hipófise-gônadas. À esquerda, estímulo hipofisário sobre os ovários na
liberação de esteróides sexuais. À direita, atuação da hipófise sobre os testículos na liberação de
testosterona e na produção de espermatozóides. Em ambos os casos, a hipófise libera LH e FSH
em resposta ao GnRH hipotalâmico. 
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1.1 HIPOGONADISMO HIPOGONADOTRÓFICO E ANOSMIA – SÍNDROME DE 

KALLMANN 

A síndrome de Kallmann é a forma mais comum de hipogonadismo resultante da 

deficiência isolada de gonadotrofinas, ocorrendo em 1/10.000 indivíduos do sexo masculino e 

1/50.000 indivíduos do sexo feminino (PAWLOWTZKI et al., 1987). Esta síndrome é definida 

pela associação de hipogonadismo hipogonadotrófico e anosmia, podendo ser transmitida de 

forma recessiva ligada ao X (MIM 308700) ou autossômica dominante (MIM244200) ou recessiva 

(MIM147950), embora a maioria dos casos observados seja esporádica.  Entre os casos familiais 

de SK existe predominância do modo de herança autossômico (cerca de 65% dominante e 25% 

recessivo) com apenas uma minoria (aproximadamente 11%) de herança 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 et al. (1944) foram os primeiros a assegurar a base genética de sua 

transmissão. Além deles, DE MORSIER (1954) descreveu sob o termo “displasia olfacto-genital” 

uma série de pacientes com hipogonadismo hipogonadotrófico nos quais foi detectada, na 

autopsia, agenesia de bulbos e tratos olfativos. Na SK, a associação entre hipogonadismo e 

anosmia pode ser explicada pela origem embrionária comum dos neurônios olfativos e liberadores 

de GnRH. Os neurônios liberadores de GnRH são os únicos entre os neurônios hipotalâmicos que 

têm sua origem fora do sistema nervoso central. Esses neurônios são formados por células 

progenitoras da placa olfativa (WRAY et al., 1989) e migram em associação com os neurônios 

olfativos até alcançarem a placa crivosa, onde as fibras olfativas juntam-se ao bulbo olfativo e os 

neurônios secretores de GnRH seguem rumo ao hipotálamo, um processo que se completa com 

cerca de 3,5 semanas de gestação (SCHWANZEL & PFAFF, 1989) (Figura 1.2). Clinicamente, 
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distúrbios nessa rota de migração poderiam explicar a deficiência de gonadotrofinas e a anosmia 

observadas em SK. Esta hipótese foi confirmada por estudos anatomopatológicos realizados em 

um feto humano de 19 semanas afetado pela síndrome que apresentava um emaranhado anormal 

sobre a placa crivosa formado pelo acúmulo de neurônios olfativos e secretores de GnRH na área 

superior nasal (SCHWANZEL et al., 1989).  

 

 

 

Além do hipogonadismo e da anosmia, outros sinais e sintomas ocasionais têm sido 

descritos em pacientes com SK. Estes incluem malformações como anomalias faciais (atresia e 

estenose de coanas, fissura labiopalatina e hipertelorismo), anomalias neurológicas (sincinesia 

bimanual, nistagmo, agenesia do lobo olfativo e ataxia) e anomalias genitourinárias (agenesia 

renal unilateral), sendo que sincinesia bimanual e agenesia renal têm sido relatadas mais 

freqüentemente na forma da síndrome ligada ao X (BOULOUX et al., 1994; QUINTON et al., 

1997). Muitas famílias com SK exibem ainda uma variação fenotípica entre seus membros 

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

Figura 1.2 – Rota de migração dos neurônios olfativos e secretores de GnRH. Os neurônios olfativos
são formados no epitélio olfativo e seus axônios atravessam a placa crivosa para alcançar o bulbo
olfativo, onde fazem sinapse com dendritos das células mitrais, formando o trato olfativo. Os neurônios
secretores de GnRH seguem a rota de migração dos neurônios olfativos e atravessam o bulbo olfativo
até alcançarem o hipotálamo.  
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Existe assim, uma expressividade variável dos genes relacionados à doença, sendo tal variação 

mais extensa nas famílias com herança autossômica dominante do que naquelas com síndrome de 

Kallmann ligada ao X. Além disso, a expressividade é variável, existindo o relato de gêmeos 

idênticos com fenótipo discordante para a SK (HIPKIN et al., 1990).  

O diagnóstico da SK é feito, em geral, na adolescência, por atraso no desenvolvimento 

puberal, sendo que a avaliação hormonal deve evidenciar a produção insuficiente de 

gonadotrofinas hipofisárias (SEMINARA et al., 1998). Porém, o diagnóstico pode ser feito de 

forma precoce, ainda na infância ou mesmo em recém-nascidos, uma vez que a observação de 

micropênis e criptorquidismo podem ser fortes indícios da presença da SK (SEMINARA et al., 

1998; WHITE et al., 1983). A anosmia/hiposmia, que por definição está presente na SK, pode ser 

diagnosticada com o auxílio de kits comerciais como o “Smell Identification Test” TM 

(SENSONICS, INC) desenvolvido pela Universidade da Pensilvânia. No entanto, testes 

alternativos, em que são empregadas uma série de diluições de odorantes múltiplos (ROSEN et al., 

1979; STEVENS et al., 1988) ou mesmo lenços de papel umedecidos em soluções alcoólicas 

(DAVIDSON & MURPHY, 1997), têm sido descritos e utilizados com sucesso na determinação 

do status olfativo. Em muitos casos, a realização da ressonância magnética por imagem (RMI) 

pode auxiliar na caracterização da anosmia, pois evidencia a existência de aplasia ou hipoplasia de 

bulbos e lobos olfativos (CASTILLO et al., 1998). Contudo, essa técnica é limitada e menos 

sensível que o diagnóstico clínico, existindo relatos de indivíduos com SK portadores de anosmia 

que não possuem alterações anatômicas visíveis nas estruturas olfativas (DISSANEVATE et al., 

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

administração de esteróides sexuais, o que permite o desenvolvimento e a manutenção dos 
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caracteres sexuais secundários, e na administração de GnRH, quando é desejada a indução da 

fertilidade (CROWLEY & WHITCOM, 1990).  

 

 

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

A caracterização molecular de aberrações cromossômicas envolvendo a região Xp22.3 em 

pacientes com SK que exibem fenótipo de síndrome de genes contíguos, caracterizada pela 

associação com ictiose ligada ao X, condrodisplasia punctata, albinismo ocular e retardo mental 

(Figura 1.3), levou ao mapeamento do gene KAL-1 nesta região (BALLABIO et al., 1986; 

BALLABIO et al., 1987; BICK et al., 1989; BALLABIO & ANDRIA, 1992). A localização deste 

gene foi confirmada por análise de ligação utilizando-se o marcador CRI-S232 (previamente 

mapeado na região) em famílias com SK-X (MEITINGER et al., 1990) e pelo achado de uma 

deleção intragênica de 3,3 kb dentro do locus KAL-1 em dois irmãos com a síndrome (BICK et al., 

1992).  

Posteriormente, dois grupos distintos, FRANCO et al. (1991) e LEGOUIS et al. (1991), 

isolaram e clonaram o gene KAL-1, mostrando que este compreende uma região de 210 kb e é 

formado por 14 éxons codificantes (Figura 1.4a), cujo produto é uma proteína de 680 aminoácidos 

(proteína KAL ou anosmina) que possui propriedades de moléculas de adesão celular. A porção 

amino-terminal da proteína contém uma região rica em cisteína, vista em inibidores    de proteases     

e            neurofisinas,    seguido    por              um          domínio                 WAP                  (“whey  
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acidic protein”), enquanto sua região carboxi-terminal possui regiões de repetições de fibronectina 

tipo III (FNIII), que ocorrem em moléculas de adesão de células neurais e quinases (Figura 1.4b). 

Diversas mutações tem sido descritas no locus KAL-1, incluindo deleções completas do gene, 

deleções intragênicas e alterações de bases, das quais as mais freqüentes e heterogêneas são as 

mutações pontuais (Figura 1.4a e Tabela I).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4 – (a) Representação esquemática do gene KAL-1 com a distribuição das mutações descritas
para o locus (veja tabela I.2) e (b) estrutura da proteína anosmina com seus domínios funcionais: PS,
peptídeo sinal; Cis, região rica em cisteína; N, sítios de N-glicosilação, WAP, “whey acidic protein”; FNIII,
fibronectina tipo III e H, região rica em histidina (adaptado de ROBERTSON et al., 2001).  
 
Obs: a região hachurada corresponde as regiões não codificantes dos éxons 1-14. 
Tabela I – Mutações descritas no gene KAL-1 

STOP            FRAMESHIFT             MISSENSE         SPLICING 
                      (Inserção/Deleção) 

Cys             WAP        FNIII-1                FNIII-2               FNIII-3                FNIII-4           

P

1        2  3       4          5        6         7         8        9     10      11       12       13              14 

5’                                                                                                                                                                                                

(a

(b) 

Éxon

Domínios funcionais

N                N                  N                      N                  N     N              
N terminal                                                                                                                             C terminal

 h               z           a    k     u     m   n   g                r      l        v    x        t 

q  s                                    b c  i                   b’     d  e       p                     o     a’  j 

Figura 1.3 – Diagrama de algumas deleções em
Xp22.3 que levaram a localização dos genes SS
(baixa estatura), CDPX1 (condrodisplasia punctata
ligada ao X), MRX (retardamento mental ligado ao
X), STS (sulfatase de esteróides) e KAL-1
(síndrome de Kallmann) pela observação do
fenótipo da síndrome de genes contíguos
(adaptado de BALLABIO et al., 1989). 

SS

CDPX

MRX 
STS

KAL-1
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O gene KAL-1 escapa à inativação do X, e um pseudogene em Yq11.2 foi identificado 

(DEL CASTILLO et al., 1992). É interessante notar que, apesar da demonstração da existência de 

anosmina em camundongos (SOUSSI-YANICOSTAS et al., 2002), o ortólogo do gene KAL-1 

ainda não foi identificado em roedores, estando presente em galináceos, primatas e bovinos 

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

epitélio olfativo, núcleo oculomotor, mesênquima facial, mesonefros e metanefros (LEGOUIS et 

al., 1993). Um padrão de expressão similar foi confirmado em fetos humanos, sendo observado 

M 
 

EXON 
 

TIPO NUCLEOTIDEO AMINOÁCIDO REFERÊNCIA 

a 5 Non sense 861G>A Trp237 STOP Hardelin et al., 1992. 
b 6 Non sense 919C>T Arg257 STOP Hardelin et al., 1992. 
c 6 Non sense 924G>A Trp258 STOP Hardelin et al., 1992. 
d 9 Non sense 1411C>T Gln421STOP Hardelin et al., 1993. 
e 9 Non sense 1417C>T Arg423STOP Hardelin et al., 1993. 
g 7 Non sense 328C>G Tyr328STOP Georgopoulos et al., 1997. 
h 1 Non sense 346C>T Glu66 STOP Izumi et al.,1999. 
i 6 Non sense 934C>T Arg262STOP Soderlund et al.,2002. 
j 13 Non sense 2041C>T Arg631 TOP Jansen et al.,2000. 
k 5 Non sense 721C>T Arg191STOP Oliveira et al., 2001. 
l 10 Non sense 1519T>C Arg457STOP Oliveira et al., 2001. 

m 6 Frameshift 981delC - Hardelin et al., 1992. 
n 7 Frameshift 1166insA - Hardelin et al., 1993. 
o 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 Asn267Lys Hardelin et al., 1993. 
v 11 Missense 1701C>G Phe517Leu Georgopoulos et al., 1997. 
x 11 Missense 1690G>A Glu514 Lys Maya-Nunez et al., 1998. 
z 4 Missense 664T>C Cys172Arg Oliveira et al., 2001. 
a’ Intron12 Splicing IVS12 + 1G>A - Hardelin et al., 1993. 
b’ 8 Splicing 1351_1357delAACAACA  

IVS9 + 1_2delGT 
- Georgopoulos et al., 1997. 

c’ 2 Deleção - - Parenti et al., 1995. 
d’ 11 Deleção - - Quinton et al., 1996. 
e’ 1 Deleção - - Quinton et al., 1996. 
f’ 5 Deleção - - Soderlund et al.,2002. 
g’ 13-14 Deleção - - Bick et al.,1992. 
h’ 3-5 Deleção - - Maya-Nunez et al., 1998. 
l’ 5-10 Deleção - - Nagata et al., 2000. 

m’ 3-13 Deleção - - Massin et al., 2003. 
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que o gene KAL-1 é também expresso no trato córtico-espinal do cordão medular (DUKE et al., 

1995) (Tabela II).  

 

 

 

 

 

A anosmina parece exercer um papel no processo de migração dos neurônios olfativos e 

liberadores de GnRH que ocorre durante a embriogênese humana. RUGARLI & BALLABIO 

(1993) propuseram que a anosmina atuaria como mediadora de interações entre os axônios dos 

neurônios olfativos e os dendritos das células mitrais essenciais para a morfogênese do bulbo 

olfativo. A ausência da proteína funcional afetaria tais interações impedindo que o bulbo olfativo 

adquirisse sua estrutura normal acarretando, assim, a anosmia. Desde que os neurônios secretores 

de GnRH precisam atravessar essa estrutura para alcançarem o hipotálamo, a falha em seu 

desenvolvimento traria, como efeito secundário, a ausência de uma rota normal de migração 

(Figura 1.5). 

SOUSSI –YANICOSTAS et al. (2002) mostraram que anticorpos anti-anosmina 

bloqueiam a formação dos ramos colaterais de neurônios do bulbo olfativo em roedores, sendo a 

anosmina capaz de aumentar a ramificação axônica de neurônios dissociados em cultura e agir 

como uma molécula quimiotrativa para os axônios do córtex piriforme. RUGARLI et al. (2002), 

analisando a expressão do ortólogo do gene KAL-1 em  Caenorhabditis elegans, revelaram que a 

Padrão de Expressão         Características Clínicas 

Bulbo olfativo (células mitrais)         Anosmia 
Cerebelo (células de Purkinje)         Disfunção cerebelar 
Núcleo óculo-motor         Anomalias no movimento dos 

olhos 
Mesonefros/metanefros         Anomalias renais 
Mesênquima facial          Palato fendido 

Tabela II – Tentativa de correlação entre o padrão de expressão do gene KAL-1 e o fenótipo da
síndrome de Kallmann (RUGARLI & BALLABIO, 1993). 
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anosmina induz a formação de ramificações axônicas e age na orientação dos axônios. BULOW et 

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

atividades são relacionadas a um domínio de ligação a proteoglicanos dependentes de sulfato de 

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

2001). 

 

 

 

 

1.1.2 – Formas Autossômicas da Síndrome de Kallmann 

A descrição de indivíduos portadores de rearranjos cromossômicos, sobretudo 

translocações equilibradas e deleções intersticiais, e posterior mapeamento e caracterização dos 

pontos de quebra são importantes meios para identificação de novos genes candidatos em doenças 

Figura 1.5 – Modelo Patogênico da SK, onde é proposto que a anosmina seria secretada pelas
células mitrais (M) sendo necessária para o estabelecimento/manutenção das interações dos
axônios olfativos na camada glomerular (GL). Em SK, a proteína KAL estaria ausente; deste modo
os axônios olfativos não poderiam interagir adequadamente com seu alvo, finalizando sua migração
entre a placa crivosa (PC) e o córtex cerebral (adaptado de  RUGARLI & BALLABIO, 1993). 
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humanas. No entanto, existem poucas descrições 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 análise cariotípica revelou a presença de uma translocação recíproca, 

46,XY,t(7;12)(7pter→7q22::12q24→12qter;12pter→12q24::7q22→7qter). Três anos mais tarde, 

CASAMASSIMA et al. (1993) relataram um outro paciente com fenótipo característico da 

síndrome de Kallmann, cujo estudo cromossômico revelou um rearranjo complexo entre os 

cromossomos 3, 9, 12, resultando no cariótipo: 46,XY,t(3;9)(9;12) 

(3pter→3q13.3::9q21.2→9pter;12qter→12q15::9p13→9q21::3q13→3qter;12pter→12q15::9p13

→9pter). 

 SCHINZEL et al. (1995) descreveram o caso de um paciente pré-pubere com cariótipo 

46,XY,der(1),(1pter→1q44::10q26→10qter) apresentando algumas manifestações fenotípicas da 

SK. Neste último, a hipótese de SK-X foi afastada pelo exame molecular que demonstrou a 

ausência de mutações no gene KAL-1. KROISEL et al. (2000) relataram o achado de uma 

translocação cromossômica complexa entre os cromossomos 3; 13 e 18 em um paciente com SK, 

que ainda exibia uma inversão paracêntrica no braço longo do outro cromossomo 3. Neste 

paciente, foi realizada a técnica de FISH com sonda específica para o gene KAL-1, sendo 

visualizado o sinal referente ao locus. O cariótipo desse indivíduo foi descrito como 

46,XY,inv(3)(q24q26.32),t(3;13;18)(q26.32;q21.2;q12.2), tendo os pontos de quebra sido 

determinados com o auxílio da técnica de pintura cromossômica. LITVINOVICH et al. (2001) 

analisaram um paciente com SK portador de uma translocação balanceada entre as regiões q29 e 

q21 dos cromossomos 3 e 14, respectivamente: cariótipo 46,XY,t(3;14)(q29;q21). E, finalmente, 
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VERMEULEN et al. (2002) descreveram uma deleção intersticial, 46,XY,del(8)(p11.2) em um 

paciente com síndrome de genes contíguos incluindo  SK e esferocitose congênita. 

Vários genes foram assinalados nas regiões envolvidas nesses rearranjos cromossômicos 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink), entre eles LAMB1 (lamina beta 1, em 7q22), PTPRR 

(receptor para proteína tirosina-fosfatase, em12q15), FGFR2 (receptor 2 para fator de crescimento 

de fibroblastos, em 10q26), e FGFR1 (receptor 1 para fator de crescimento de fibroblastos, em 

8p11.2), cujas funções têm sido relacionadas a diversos processos celulares, incluindo 

diferenciação e migração neuronal; até o momento, porém, apenas o gene FGFR1 foi associado ao 

aparecimento da SK.  

O papel do FGFRI na SK foi sugerido por DODE et al. (2003) a partir da descrição e 

caracterização da deleção intersticial em 8p11.2 descrita por VERMEULEN et al. (2002). DODE 

et al. (2003) consideraram o gene FGFR1 como melhor candidato a SK e pesquisaram alterações 

neste gene numa casuística de 129 indivíduos com a síndrome. Esses autores encontraram 

mutações em heterozigose, que acarretam a perda de função do receptor codificado pelo alelo 

mutante, em quatro casos familiais (936G>A, sítio doador de “splicing” no éxon 7; Val607Met; 

Arg622STOP; 1970_1971delCA) e nove esporádicos (Gly97Asp; Tyr99Cys; 303_304insCC; 

Ala167Ser; Cys277Tyr; Trp666Arg; IVS15+G1>A; Met719Arg e Pro772Ser). É importante mencionar 

que mutações com ganho de função de FGFR1 são referidas como causa de uma das formas de 

craniossinostose, denominação atribuída à fusão prematura das suturas ósseas (MUENKE & 

SCHELL, 1995). 

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

controlando os processos de diferenciação e proliferação celular em inúmeros tecidos e órgãos, e 
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sua ação é mediada pela ligação e ativação de seu receptor tirosina-quinase, o FGFR1 (RUTA et 

al., 1989). DODE et al. (2003) sugeriram que a anosmina seria importante na sinalização do FGF 

e que os produtos dos genes KAL-1 e FGFR1 poderiam interagir funcionalmente. Esses autores 

propuseram ainda que tal interação explicaria a alta prevalência de SK em homens, baseando-se 

no fato de que o gene KAL-1 escapa à inativação do cromossomo X. Assim, as mulheres 

produziriam uma quantidade maior de anosmina, sendo esta suficiente para iniciar a cascata de 

sinalização do FGF mesmo num contexto de haploinsuficiência de FGFR1. De fato, foi observado 

que a anosmina possui sítios de ligação para proteoglicanas dependentes de sulfato 

(ROBERTSON et al., 2001; BULOW et al., 2002), moléculas importantes na formação do 

complexo FGF-FGFR1 (PELLEGRINI et al., 2000). Além disso, nos casos familiais onde foram 

encontradas alterações no gene FGFR1, a transmissão da mutação foi feita por mulheres 

portadoras não afetadas (DODE et al., 2003).  
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1.2  -HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO E OLFAÇÃO NORMAL –

HHn 

 

1.2.1 – Gene GnRH e seu Receptor 

Devido ao seu papel central na regulação da liberação de gonadotrofinas, o gene do GnRH 

foi um dos primeiros a serem investigados nos casos de HHn. Contudo, embora camundongos 

hipogonádicos com deleções no gene Gnrh tenham sido descritos (MASON et al, 1986), 

alterações no gene GnRH humano não foram, até 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, o GnRH-R, tem sido extensivamente estudado e diversas mutações neste gene já foram 

descritas em pacientes com HH e olfação normal. 

O gene GnRH-R é composto por três éxons que se estendem numa região de 19 kb em 

4q13 (KAISER et al., 1994), cujo produto é um receptor protéico da família de receptores 

acoplados à proteína G, formado por sete domínios trans-membrânicos helicoidais, seis alças (três 

intracelulares e três extracelulares) e um segmento extracelular em sua porção amino-terminal, 

mas falta um domínio citoplasmático carboxi-terminal (Figura 1.6). Estes receptores estão 

localizados na superfície celular dos gonadotrofos sendo responsáveis pela transdução de sinais do 

hormônio GnRH, via produção de fosfolipase C e inositol trifosfato que resulta na mobilização de 

Ca++ intracelular e liberação de LH e FSH (KAKAR et al., 1992).  

De ROUX et al. (1997) foram os primeiros a descrever alterações no gene GnRH-R. Esses 

autores demonstraram que dois irmãos com HHn eram heterozigotos compostos para as mutações 

Gln106Arg e Arg262Gln no receptor de GnRH, sendo as transições 317A>G e 785G>A as 
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responsáveis pelas alterações dos aminoácidos 106 e 262, respectivamente. Um ano mais tarde, 

LAYMAN et al. relataram uma outra família com HH onde os quatro membros afetados eram 

portadores das mutações Tyr284Cys (transição da base 851A>G), e Arg262Gln. Desde então, novos 

relatos foram surgindo, sendo descritas mais de dez mutações diferentes neste gene (Tabela III). 

De um modo geral, é observado que as mutações no gene GnRH-R parecem ocorrer em 

freqüências de 40% e 16,7% entre os casos com padrão de herança autossômica recessiva e 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As mutações no gene GnRH-R, em sua maioria, impedem ou reduzem a formação do 

complexo hormônio-receptor, sendo que a combinação alélica dessas alterações pode estar 

associada ao amplo espectro fenotípico apresentado por pacientes com HH (KOTTLER et al., 

R262Q 

Q106T32I

N10K

C200Y

R139H

C279T 

M1T

S217R 

E90K

NH2 

COOH 

Y284N 
A129D

L314X 

ALÇAS   INTRACELULARES

 
ALÇAS EXTRACELULARES

DOMINIOS 
TRANSMEMBRANA S168R 

Figura 1.6 –  Estrutura esquemática (a) do gene e (b) do receptor de GnRH-R mostrando a
localização de algumas mutações descritas neste receptor. A área hachurada corresponde à região
não codificante do gene.  
 
Obs: para descrição das mutações consulte a tabela III 

EXON 1 2 3

5’                                                                                                                                     3’ 

(a)

(b)
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1999). Esses pacientes exibem características que variam de hipogonadismo hipogonadotrófico 

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

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

correlações entre o genótipo e o fenótipo dos indivíduos com HHn portadores de mutações no 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
EXON 

 
TIPO NUCLEOTIDEO AMINOÁCIDO REFERÊNCIA 

1 
3 

Missense 386C>A 
785G>A 

Ala129Asp (A129D) 
Arg262Gln (R262Q) 

CARON et al., 1999. 

1 Missense 502A>C Ser168 Arg (S168R) PRALONG et al., 1999. 
3 
1 

Non sense 
Missense 

941T>A 
317A>G 

Leu314 STOP (L314X) 
Gln106 Arg (Q106R) 

KOTTLER et al., 2000. 

1 
2 

Missense 95C>T 
599G>A 

Thr32Ile (T32I) 
Cys200 Tyr (C200Y) 

BERANOVA et al., 2001. 

3 Missense 328C>G Cys279 Tyr (C279Y) BERANOVA et al., 2001. 
1 
1 

Missense 317A>G 
30T>A 

Gln106 Arg (Q106R) 
Asn10Lys (N10K) 

COSTA et al., 2001. 

1 Missense 416G>A Arg139His (R139H) PITTELOUD et al., 2001. 
1 
1 

Missense 416G>A 
2T>C 

Arg139His (R139H) 
Met1Thr (M1T) 

WOLCZYNSKI et al., 2003.

2 
3 

Missense 651C>A 
785G>A 

Ser217Arg (S217R) 
Arg262Gln (R262Q) 

de ROUX et al., 1999. 

1 Missense 268G>A Glu90Lys (E90L) SODERLUND et al., 2001. 
1 
3 

Missense 30A>T+31A>C 
959T>C 

Asn10Lys(N10K+Q11K) 
Pro320Leu(P320L) 

MEYSING et al., 2004. 

Intron1 Splicing IVS1 – 1G>A - SILVEIRA et al., 2002. 

Tabela III – Mutações descritas no gene GnRH-R. 
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1.2.2 – Outros Genes relacionados ao HHn 

A presença de um novo locus para HH em 19p13.3 foi proposta por ACIERNO et al. 

(2003), que realizaram um amplo “screening" genômico em uma família consangüínea com seis 

indivíduos afetados. Estudo semelhante foi feito por de ROUX et al. (2003) em outra família com 

HH e relato de consanguinidade, onde também foram encontradas evidências de que o gene 

causador do hipogonadismo estivesse localizado em 19p13. O seqüenciamento de vários genes 

candidatos presentes nessa região, mostrou que os indivíduos afetados desta família eram 

portadores de uma deleção de 155 nucleotídeos em homozigose no gene GPR54 (gene para o 

receptor 54 acoplado a proteína G). O GPR54 foi inicialmente identificado como um receptor 

acoplado a proteínas G da família das rodopsinas ao qual se liga o produto do gene KiSS-1, gene 

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

SEMINARA et al. (2003) realizaram um amplo estudo do gene GPR54 em humanos e 

camundongos. Mutações neste gene foram identificadas em seis indivíduos afetados pertencentes 

a uma família com padrão de herança autossômico recessivo  

(443T>C[L148S]) e em um de 83 casos esporádicos (991C>T[R331X]/1195T>A[X399R]) de 

HHn. Para determinar se essas alterações afetam a função do receptor, células COS-7 foram 

transfectadas com mutantes L148S e R331X, observando-se um decréscimo no acúmulo de fosfato 

de inositol em relação a células contendo o gene GPR54 normal.  Nesse mesmo estudo, descreve-

se um camundongo “knockout” Gpr54-/- com hipogonadismo hipogonadotrófico isolado e 

fenótipo semelhante ao observado em humanos com deficiência neste gene. 

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

proteína GPR54  desempenha um papel importante na regulação do desenvolvimento puberal. 
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Mais recentemente, de ROUX et al. (2004) investigaram a ocorrência de mutações no gene KISS-1 

em 260 pacientes com HHn, identificando-se um caso esporádico portador de uma inserção de 20 

nucleotídeos (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 transcrição e moléculas guia, 

especialmente as relacionadas com a interação célula-célula/célula-substrato (receptores de 

membranas, moléculas de adesão e moléculas de matriz extracelular) e comunicação à distância 

(neurotransmissores, moléculas quimioatrativas e moléculas repelentes) (MacCOLL et al., 2002), 

estão envolvidos no desenvolvimento e migração de neurônios liberadores de GnRH. Alguns 

parecem ter papel importante no estabelecimento e manutenção 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 

população de RNAs obtidos de células secretoras de GnRH ainda em migração com a de células 

pós-embrionárias em camundongos, identificaram uma nova proteína chamada fator nasal 

embrionário do hormônio liberador de hormônio luteinizante, Nelf. Durante o desenvolvimento, a 

expressão desta proteína foi observada em neurônios secretores de GnRH e axônios olfativos, 

sendo demonstrado também que Nelf está presente na matriz extracelular. Estes resultados 

sugerem que Nelf funciona como uma molécula guia para projeção de axônios olfativos e 

subseqüente migração de neurônios secretores de GnRH.  Contudo, o padrão de expressão desta 

proteína não é restrito aos sistemas olfativo e de neurônios liberadores de GnRH, sendo também 

observado no córtex, hipocampo e talámo de camundongos (KRAMER & WRAY, 2001). 

Curiosamente, com exceção dos neurônios secretores de GnRH, a expressão de Nelf é mantida 

nessas regiões, bem como no bulbo olfativo, mesmo no período pós-natal. O homólogo 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 expressão diferencial em neurônios liberadores 
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de GnRH em migração codifica um receptor  tirosina-quinase, o ARK (“adhesion-related kinase”), 

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

Da classe dos fatores de transcrição, 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 migração de neurônios 

secretores de GnRH interrompida ainda no mesênquima nasal, mas não foram encontradas 

alterações nas fibras olfativas que servem como rota de migração desses neurônios. O gene EBF2 

é c um dos quatro membros da família dos fatores de transcrição Olf/Ebf isolados em mamíferos. 

Os produtos desses genes são fatores HLH (“helix-loop-helix”) altamente conservados na 

evolução e têm sido implicados em numerosos processos, desde o desenvolvimento de células do 

sistema imune, onde foram originalmente descritos (HAGMAN et al., 1993), até a migração e 

diferenciação de células neurais (GAREL et al., 1997; POZZOLI et al., 2001). Em humanos, o 

locus EBF2 foi mapeado em 8p21.2. 

Além disso, a quantidade de neurônios secretores de GnRH que alcança o hipotálamo é 

influenciada pela ação de neurotransmissores e estudos recentes têm demonstrado que receptores 

GABA (γ-acido aminobutírico), AMPA (α-amino acido propriônico) e NMDA (N-metil-D-

aspartato) têm papel importante na regulação da migração dos neurônios 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 câncer coloretal) também tem sido 

relacionado à migração de neurônios secretores de GnRH pela demonstração de que camundongos 

com deficiência de DCC também apresentam migração inapropriada desses neurônios 

(SCHWARTING et al., 2001).  
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Com esses estudos, novos genes candidatos tem sido revelados como causadores do 

hipogonadismo hipogonadotrófico em seres humanos, sendo interessante verificar a participação 

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 compreensão desse complexo fenótipo.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 
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 Este trabalho teve como objetivos: 

 

- investigar a ocorrência de aberrações cromossômicas em culturas de linfócitos de 

pacientes com hipogonadismo hipogonadotrófico (síndrome de Kallmann e hipogonadismo 

hipogonadotrófico normósmico), utilizando técnicas citogenéticas de alta resolução, a fim de obter 

evidências sobre a localização de novos genes que atuam no desenvolvimento e funcionamento do 

eixo reprodutivo, 

 

- determinar a freqüência de mutações no gene KAL-1 em todos os casos de 

hipogonadismo hipogonadotrófico, 

 

- verificar a freqüência  de alterações no gene GnRH-R entre os pacientes com HH e olfato 

normal, e 

 

- avaliar a ocorrência de mutações nos genes NELF e EBF2 nos casos de hipogonadismo 

hipogonadotrófico onde não foram encontradas evidências da etiologia da deficiência de GnRH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
______________________________________________________________________ 
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3.1 – CASUISTICA 

Foram estudados 31 pacientes com diagnóstico clinico e laboratorial (Anexo I) de 

hipogonadismo hipogonadotrófico, sendo 22 casos classificados como SK (18 homens e quatro 

mulheres) e 9 HHn (oito homens e uma mulher), com base na presença ou ausência de anosmia, 

respectivamente (Tabelas IV e V). Tal avaliação foi feita por questionamento direto e, quando 

possível, 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 indivíduos estudados foi atendida nos ambulatórios de Endocrinologia 

(Endocrinologia Geral e Endocrinopediatria) do Hospital de Clinicas da UNICAMP, onde os 

critérios adotados no diagnóstico do HH são: 1) sintomas e sinais clínicos de hipogonadismo; 2) 

baixas concentrações de esteróides sexuais e gonadotrofinas 3) ausência de resposta ao teste de 

estímulo com GnRH; 4) imagem tomográfica normal do hipotálamo e hipófise para exclusão de 

tumor; 5) função tireoideana normal para afastar panhipopituitarismo. Alguns casos foram 

provenientes de outras instituições (P17, Hospital de Clínicas da USP/Ribeirão Preto/SP; P19, 

UNIFESP/São Paulo/SP; P20, Departamento de Pediatria UNCISAL/AL) ou de consultório 

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 comitê de ética da Faculdade 

de Ciências Médicas da UNICAMP, foi assinado por cada um, com exceção   dos pacientes   P17 e 

P19,  para os quais foi utilizado um termo de consentimento  



 24

próprio de suas respectivas instituições.  

 

 

 

 
CARACTERISTICAS 

CLINICAS ASSOCIADAS 
AO HIPOGONADISMO 

 
CARACTERISTICAS 

ADICIONAIS 

 
HERANÇA 

 
N° 

 

 
SEXO 

 
IDADE 

 
ANOSMIA/ 
HIPOSMIA 

Mp Mc Gn Am   

P2 M 27 +* + - +  - Esporádico 

P3 M 24 +* + + -  Pés cavos Esporádico 

P4 M 27 +* + + -  Ataxia Esporádico 

P5& M 35 + + - +  Rim ectópico Ligada ao X 

P6& M 28 -? + + -  
Hipoplasia renal unilateral; 
Retardo mental Ligada ao X 

P7# M 32 + + + +  
Agenesia renal unilateral; 
Pés cavos Ligada ao X 

P8# M 28 + + + -  Agenesia renal unilateral Ligada ao X 

P10 F 26 +    +  Esporádico 

P11 M 37 + + + -  Rim em ferradura Esporádico 

P12♣ M 16 +* + - -  Hipersonia  AD? 

P13 M 27 + + - +  Cubitus valgus AD? 

P15♣ F 37 +*    + - AD? 

P20 M 21 +* + + -  
Agenesia renal unilateral; 
Sincinesia bimanual Ligada ao X 

P21 F 32 +*    + 
Bexiga neurogênica 
 Esporádico 

P23# M 18 + + - -  Agenesia renal unilateral Ligada ao X 

P24 M 22 +? + - -  Malformação facial Esporádico 

P25 M 12 + + - -  
Hipoplasia de 4° e 5° 
metacarpos Esporádico 

P26 M 50 + + - -  - Esporádico 

P27 M 50 +      Esporádico 

P28 F 33 +    + - AR? 

P29 M 12 + + - -  - Esporádico? 

P30 M 13 + + - -  Sincinesia bimanual Esporádico 

Tabela IV - Resumo dos achados clínicos observados nos pacientes com SK e provável modo de
herança nos casos em que há recorrência familial da síndrome. 

* nesses casos não foram  realizados testes olfativos, a anosmia/hiposmia foi referida pelo próprio paciente. 
? nesses pacientes a ocorrência de anomalia olfativa esta interrogada devido a presença de características (retardo mental,
P6 e rinite, P24 e P30) que dificultaram a realização do teste olfativo.  
& #  ♣ pacientes pertencentes à mesma família.  
 MP, micropênis; Cp, criptorquidia; Gn, ginecomastia; Am, amenorréa primária; AD, autossômico dominante; AR, autossômico
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Na avaliação clínica os pacientes foram ainda questionados quanto à história familiar, 

sendo a característica considerada como recessiva ligada ao X quando padrões clássicos desse tipo 

de herança foram observados: presença de no mínimo dois indivíduos afetados do sexo masculino, 

ausência de transmissão do caráter de pai para filho e ausência de mulheres afetadas. O 

estabelecimento desse tipo de herança foi possível nos casos P5 e P6 (Família 1), P7, P8 e P23 

(Família 2) e P20 (Família 5), sendo que na Família 1, apesar de não pode ser excluída herança 

autossômica pela análise do heredograma, a observação de características clínicas descritas apenas 

em indivíduos com SKX (agenesia renal, por exemplo), indicou o envolvimento do gene KAL-1 na 

determinação da síndrome (Figura 3.1). Na figura 3.1 a consangüinidade relatada nas Famílias 2 e 

5 refere-se a primos em primeiro grau. 

 

 
CARACTERISTICAS CLINICAS 

ASSOCIADAS AO 
HIPOGONADISMO 

 
N° 

 

 
SEXO 

 
IDADE 

 
ANOSMIA/ 
HIPOSMIA 

Mp Cp Gn Am 

 
CARACTERISTICAS 

ADICIONAIS 

 
HERANÇA 

P1 M 27 -* + + +  - Esporádico 

P9 F 31 -*    + - Esporádico 

P14 M 17 -* + + -  - Esporádico 

P16 M 17 -* + + +  Obesidade ND 

P17 M 30 -* + - -  Megacolon congênito Esporádico 

P18 M 36 - + + -  - Esporádico 

P19 M 28 -* + - -   Esporádico 

P22♠ M 24 - + - -  - ND 

P31♠ M 14 - + - -  - ND 

Tabela V - Resumo dos achados clínicos observados nos pacientes com HHn.  

 
* nesses casos não foram  realizados testes olfativos, a normosmia foi referida pelo próprio paciente. 
♠ pacientes pertencentes à mesma irmandade. 
MP, micropênis; Mc, microrquidia; Cp, criptorquidia; Gn, ginecomastia; Am, amenorréa primária; ND, não determinada. 
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Nas famílias com presença de homens e mulheres com SK suspeitou-se logo de herança 

autossômica, sendo esta considerada dominante quando foram observados indivíduos afetados por 

duas gerações consecutivas. Nos casos P12, P15 (Família 3) e P13 (Família 4) a história 

genealógica é sugestiva de padrão de herança autossômico dominante com penetrância incompleta 

e expressividade variável, enquanto em P28 (Família 6), onde a probanda é filha de primos em 

terceiro grau, a característica parece ser herdada de modo autossômico recessiva (Figura 3.2).  
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Figura 3.1 - Heredogramas dos pacientes P5 e P6 (II-6e II-4 respectivamente, Família 1), P7, P8 e P23 (III-
8, III-7 e IV-1 respectivamente, Família 2) e P20 (III-4, Família 5), representando os modelos de herança
recessiva ligada ao X encontrados em nossa casuística com SK. As setas assinalam os indivíduos
estudados.  

Hipogonadismo hipogonadotrófico e anosmia 

Anosmia 



 27

 

 

 

 

 

 

 

Entre os casos de HHn, a recorrência familial da síndrome foi observada nos pacientes P16 

(Família 7) e P22 e P31 (Família 8), cujo padrão de herança é difícil de ser determinado (Figura 

3.3). Na Família 7, os avós do paciente P16 são primos em 2º grau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2 - Heredogramas dos pacientes P12 e P15 (III-2 e II-3 respectivamente, família 3), P13 (III-2, 
família 4) e P28 (III-2, família 6) com SK. Nas duas primeiras famílias é observado um provável padrão de
herança autossômica dominante e na terceira, autossômica recessivo.   

Hipogonadismo hipogonadotrófico e anosmia 

Anosmia 

Hipogonadismo hipogonadotrófico

Figura 3.3 - Heredograma dos pacientes P16 (Família 7) P22 e P31 (III-2 e III-3 respectivamente, Família
8). O modo de herança nessas famílias não pôde ser determinado.  
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3.2 - METODOLOGIA 

 

Amostras de sangue para obtenção de material cromossômico e extração de DNA foram 

colhidas de cada paciente. As preparações cromossômicas foram analisadas pela técnica de 

bandamento GTG (banda G-Giemsa-Tripsina) para avaliar a presença ou ausência de rearranjos 

estruturais tanto na SK quanto no HHn. O DNA genômico foi empregado na análise mutacional 

por PCR (“polymerase chain reaction”) e no seqüenciamento dos genes KAL-1, GnRH-R, NELF e 

EBF2. A investigação molecular foi iniciada com o estudo sistemático do gene KAL-1 em todos os 

pacientes com HH e do gene GnRH-R apenas nos casos sem deficiência olfativa. Quando não 

foram encontradas alterações nesses genes, seguiu-se a análise dos genes NELF e EBF2 em ambos 

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

 

3.2.1 – Técnicas de Cultivo de Linfócitos de Sangue Periférico e de Análise Cromossômica 

com Bandamento GTG 

 

a) Técnica Citogenética de Alta Resolução com Brometo de Etídio (YUNIS, 1976) 

Foram preparados, para cada caso, três 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 condições assépticas. Cada frasco foi devidamente 

etiquetado indicando o número do paciente e data da coleta. Em cada frasco foi inoculado cerca de 

0,5mL de sangue (colhido com seringa e agulha descartáveis previamente heparinizadas  com 

Liquemine), seguindo-se incubação em estufa a 37°C. 
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Decorridas 70 horas foram adicionados aos tubos 10uL de solução de brometo de etídio 

(100ug/mL) e duas gotas de colquicina (4 x 10-5M) retornando-os à estufa. Após 30 minutos antes 

da coleta o conteúdo dos frascos foi transferido para um tubo cônico 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 solução hipotônica KCl 0,075M. Passados os 40 minutos, foram acrescentados 

3mL de fixador (etanol:ácido acético 3:1) a cada tubo, misturando-se gentilmente a solução, e 

Figura 3.4 – Fluxograma mostrando a seqüência das análises utilizadas na investigação do hipogonadismo
hipogonadotrófico em pacientes com anosmia associada (síndrome de Kallmann) e em pacientes
normósmicos (HHn).  
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estes foram centrifugados por outros 10 minutos, sendo este procedimento repetido por mais três 

vezes para lavagem do pellet.  

Após a última lavagem, a suspensão de células foi colhida com auxílio de uma pipeta 

Pasteur e duas ou três gotas foram pingadas sobre uma lâmina levemente inclinada. Antes de 

serem utilizadas na técnica de bandamento GTG, as lâminas foram envelhecidas “overnight” à 

temperatura ambiente.  

 

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

 Foram preparados 300mL de tampão fosfato, juntando-se as soluções A (14,2g de fosfato 

dissódico anidro (NaHPO4)/1000mL de água desionizada) e B (13,8g de fosfato monobásico de 

sódio 10 H2O/1000mL de água desionizada) na proporção de 1:1. O pH foi ajustado para 6,8. A 

solução tampão foi distribuída em três boréis: dois foram mantidos à temperatura ambiente e um, 

onde foi dissolvido 0,1g de tripsina 1:1250 (Gibco), foi deixado em banho-maria a 37°C. As 

lâminas 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 

lâminas foram imediatamente lavadas nos boréis com tampão e coradas utilizando solução de 

Giemsa diluída na proporção de 1:3 no tampão fosfato. 

 

c) Análise Citogenética 

De cada paciente foram analisadas dezesseis preparações cromossômicas 

(aproximadamente doze metáfases, 400-550 bandas por lote haplóide, e quatro pró-metáfases, 

550-650 bandas por lote haplóide), sendo estas analisadas em microscópio Olympus BX 60 

acoplado a um sistema de captura de imagens da CytovisionTM da Applied Imaging Corporation.   
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3.2.2 – ANÁLISE MOLECULAR DOS GENES KAL-1, GnRH-R, NELF e EBF2 

 

a) Extração de DNA genômico  

O DNA genômico foi extraído a partir de sangue total (10mL de sangue periférico colhidos 

em tubos “vacutainer” com EDTA) utilizando um método que inclui lise celular, digestão com 

proteinase K, extração com fenol/clorofórmio e precipitação por intermédio de etanol absoluto 

gelado, seguindo o protocolo estabelecido no Laboratório de Genética Humana do Centro de 

Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP.  

No total, foram obtidas 21 amostras de DNA, não sendo possível 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 indivíduos com SK pertencentes a nove 

famílias, e de seis indivíduos com HHn pertencentes a cinco famílias. 

 

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

 A PCR foi utilizada na amplificação de cada um dos éxons dos genes KAL-1, GnRH-R, 

NELF e EBF2, sendo as reações realizadas num volume final de 50uL contendo 100-200ng de 

DNA molde, 0,2mM de dNTP, 0,6pmol de cada oligonucleotídeo, 1,5mM de MgCl2, tampão de 

PCR 1X (20mM Tris-HCl pH 8.4 e 50mM KCl) e 1 U de enzima Taq polimerase (Invitrogen). 

Após uma desnaturação inicial de 10 min a 95°C, as amostras foram submetidas a 30 ciclos como 

se segue: desnaturação a 94°C/1 min; anelamento a 56-62°C/1 min e extensão 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 reações foram realizadas 

com 10% de DMSO, a fim de se evitar o aparecimento de bandas inespecíficas. As amostras foram 

então aplicadas em gel de agarose 1,2% e, após corrida eletroforética, coradas em solução de 
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brometo de etídio (0,05ug/100mL). O gel foi então visualizado sobre o transluminador de luz 

ultravioleta para análise do padrão de bandas obtido.  

As seqüências dos oligonucleotídeos, suas respectivas temperaturas de anelamento e o 

tamanho esperado dos produtos da amplificação de cada gene encontram-se listados nas tabelas VI 

(KAL-1), VII (GnRH-R), VIII (NELF) e IX (EBF1). Os oligonucleotídeos utilizados nas 

amplificações dos genes KAL-1 e GnRH-R foram previamente descritos por HARDELIN et al. 

(1993) e BERANOVA et al. (2001), e aqueles empregados nas amplificações dos genes NELF e 

EBF2 foram criados com o auxilio do programa PRIMER 3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3www.cgi/) de acordo com as seqüências NM_015567 e NM_022659 depositadas no 

NCBI, respectivamente. 

 

c) Reações de PCR multiplex – Gene KAL-1 

Reações de PCR multiplex foram empregadas para confirmar o achado de deleções 

intragênicas do gene KAL-1. Para tal, foram montadas reações combinando-se oligonucloetídeos 

do(s) éxon(s) envolvido(s) na deleção do locus KAL-1 com oligonucloetídeos específicos para 

uma região de 380 pb do gene SRY  

(5’ – CATTGTCGACCAGTGTGAAACGGGAGAAAACA – 3’/5’ – 

CATTGTCGACGTACAACCCTGTTGTCCAGTTGC – 3’) como controle interno da reação. As 

condições da reação foram similares às utilizadas na amplificação dos éxons do gene KAL-1, 

aumentando-se a concentração desses oligonucleotídeos para 1,2pmol. Os oligonucleotídeos para 

o SRY foram utilizados numa concentração final de 0,8pmol. 
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Éxon Oligonucleotídeos 5' → 3' 
Temperatura de 
anelamento (°C) Amplificado (pb) 

1 CCTCGCCCTCGCCCTCGACCCGCAG (s*) 62 329 
 GAACTTTGCGAGCCCAGGCTGGGAG  (as**)   

2 TTGGAAGGGAAGGACAGCAGG (s) 58 230 
 GCACCATTCATACAGGTATAG (as)   

3 TCTCAGCTTTGTTTGTTTCAA (s) 58 174 
 CGTAAGCATAGTCAGATTTGG (as)   

4 ATGTCTTGGAAATCAGACTTC (s) 58 334 
 ATGTGACACTGCATGTGTCTT (as)   

5 CAGATTGTTTTAATTGATACG (s) 58 267 
 GCAGACACTACCTCCAGGATG (as)   

6 AGTGACATGTTCCCTGTGCTC (s) 58 218 
 CTGGTAGCAAGGATAGTATTC (as)   

7 ATGATGTGTCTTTGTACTGGG (s) 58 269 
 TGGGAATAACAATCCTTCCTC (as)   

8 GACGTGGAAGGTTTGTAACGC (s) 58 237 
 ATCATGTCACAATCATCTTGA (as)   

9 TGCCCAGGAATCTATAATTAC (s) 58 266 
 ACTATCTCTATATTACTGTGC (as)   

10 ACCTGGAATGTAACATCCAGC (s) 58 293 
 ACCATTCTGCTTTCCACTTCC (as)   

11 AATATGATTTCAATTCTTGCC (s) 58 272 
 GATGTAGAAGTCCTTCAGGTG (as)   

12 TCTCCAGTCGCCTAATCCTGG (s) 58 302 
 CCAATGACAACGACATAGTAC (as)   

13 GTGCATTGCATGTTGTCTCTG (s) 58 241 
 TGACAGGATGGCTTAATGCCC (as)   

14 ATGTTACTGACATATTTTGTC (s) 58 147 
 GGCCGAAGTTCAACAAGCTTA (as)   

Exon Oligonucleotídeos 5' →  3' 
Temperatura de 
anelamento (°C) 

Amplificado (pb) 

1A ACACAAGGCTTGAAGCTCTGTCC (s*) 56 418 
 GCTGGGGCATACATGGAGAAAA (as**)   

1B ACACAGAAGAAAGAGAAAGGG (s) 56 408 
 AGACCTTATATCAAATTTAGATAGGA (as)   

2 CTAGCAGAGTACCAAAGAGAAAACTT (s) 56 336 
 AAACTGCCCACAAATGACACT (as)   

3 CACCTCTCTTTTCTCTATCCAACA (s) 56 349 
 ACATTTGTGTTAATCATTCCCAGA (as)   

Tabela VI - Oligonucleotídeos utilizados na amplificação dos éxons KAL-1, temperatura de anelamento
e tamanho do produto de amplificação.  

Tabela VII - Oligonucleotídeos utilizados na amplificação dos éxons GnRH-R, temperatura de
anelamento e tamanho do produto da amplificação. 

*s sense 
** as antisense 
Obs: para o éxon 1 foram necessários dois pares de oligonucleotídeos (1A e  1B) 
 

*s sense 
** as antisense  
Obs:  Para os éxons 2-13 os oligonucleotídeos são correspondentes a seqüências intrônicas que flanqueiam os éxons, 
enquanto os oligonucleotídeos para os éxons 1 e 14 correspondem a regiões não codificantes presentes nestes éxons.  
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O PCR multiplex foi também empregado na confirmação do estado heterozigoto de 

mulheres presentes na família de pacientes portadores de deleção intragênica em KAL-1, tal como 

proposto por NAGATA et al (2000). Nessa situação, utilizou-se o gene autossômico NPC1 

(“Nieman Pick disease type C”) como padrão interno na quantificação dos  produtos de PCR do 

gene KAL-1. A reação de PCR foi realizada num volume final de 10µL, contendo 100ng de DNA 

molde, 0,2mM de dNTPs, 1,0mM de MgCl2, tampão de PCR 1x (20mM Tris-HCl e 50mM KCl) e 

0,5 U de   TaqDNA  polimerase   (Invitrogen),    combinando-se    oligonucleotídeos   sense  e  

Exon Oligonucleotídeos 5' → 3' 
Temperatura de 
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)   

Tabela VIII: Oligonucleotídeos criados para amplificação dos éxons do gene NELF, temperatura de 
anelamento e tamanho do produto de amplificação. 

*s sense 
** as antisense 
Obs: para o éxon 3 foram necessários dois pares de oligonucleotídeos (3A e 3B). 
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antisense para os éxons 7 do gene KAL-1 e 20 do NPC1 (5’ – GTAATGCCCCTCACTGTCAG – 

3’/5’ – GTCTTAGCCCAGTCCTCTCC – 3’), numa concentração final de 0,6pmol cada. As 

condições da reação 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 extensão final de 10 min. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese 

em gel de agarose 2,8% e corados em solução de brometo de etídio (0,05ug/100mL). A imagem do 

gel foi capturada e digitalizada com o auxílio da câmera 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 

razão KAL-1/NPC1. Foram examinadas amostras de 12 indivíduos controles (seis homens e seis 

mulheres) para avaliar se a razão obtida refletia a dosagem dos genes analisados. 

 

Exon Oligonucleotídeos 5' → 3' 
Temperatura de 
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)   

Tabela IX - Oligonucleotídeos criados para amplificação dos éxons do gene EBF2, temperatura de 
anelamento e tamanho do produto de amplificação. 

*s sense 
** as antisense 
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d) Seqüenciamento Manual – Genes KAL-1 e GnRH-R 

No início desse estudo, o seqüenciamento dos genes KAL-1 e GnRH-R foi feito utilizando 

[α-33P]ddNTPs. Os produtos de amplificação dos segmentos correspondentes aos genes foram 

purificados e seqüenciados utilizando os kits IN CONCERT GEL EXTRACTION SYSTEMS 

(Life Technologies) e THERMO SEQUENASE RADIOLABED TERMINATOR CYCLE 

SEQUENCING KIT (USB TM) respectivamente, seguindo instruções 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 500mL de 1xTBE) para corrida eletroforética.  O 

tempo e o número de corridas necessários para análise das seqüências variaram de acordo com o 

tamanho do produto amplificado. Não raras vezes, foram realizadas reações de seqüenciamento da 

fita antisense dos éxons para completar a leitura, feita após detecção por auto-radiografia. 

 

e) Seqüenciamento Automático - Genes KAL-1, GnRH-R, NELF e EBF2 

Purificação dos Produtos de PCR  

Antes de serem utilizados nas reações de seqüenciamento, os produtos de amplificação 

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 purificação foi também empregado nesse estudo, sendo, na maioria 

das vezes, utilizado em substituição ao kit comercial. Nesse método, cerca de  

50uL da reação de PCR foram submetidos à corrida eletroforética em gel de agarose  

1,5- 1,8% contendo 2uL de brometo de etídio (10ug/mL). Ao final da corrida, a banda de interesse 

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

(previamente perfurado com agulha de insulina). Este “eppendorff” foi inserido num “eppendorff” 
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coletor de 2mL e deixado a –70°C por uma hora. Após esse período, os tubos foram 

imediatamente centrifugados a 7000 rpm por 5 minutos. A solução retida no tubo coletor foi 

transferida para um “eppendorff” de 1,5mL, e a ela foram misturados metade do seu volume de 

acetato de amônio 7,5 M e duas vezes seu volume de etanol absoluto gelado. O tubo foi levado à 

centrifugação a 13000rpm/30 minutos, descartando-se o líquido e deixando secar o pellet à 

temperatura ambiente. O DNA precipitado foi então solubilizado em 3-5uL de água desionizada 

estéril.  

 

Reação de seqüenciamento 

Para a reação de seqüenciamento foram misturados 1-2uL de PCR purificado, 1,0uL de 

oligonucleotídeo (sense ou anti-sense contendo 5 pmol), 2,0uL de BIG DYE TERMINATOR v3.1 

CYCLE SEQUENCING KIT (ABI PRISM), contendo didesoxinucleotídeos terminadores 

marcados com compostos fluorescentes, e água desionizada estéril para um volume final de 10uL. 

A reação 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 reação, o produto foi precipitado adicionando-se 80uL de 

isopropanol 75% (preparado antes do uso) e incubando-se no escuro por 15 min à 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 reação foi então ressuspendida em 3uL de 

solução 2:5 dextran:formamida.  
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Desnaturação das amostras, leitura e análise das seqüências 

As amostras foram desnaturadas por 2 min a 95°C e encaminhadas ao seqüenciador ABI 

377, onde foram submetidas à 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 informações 

captadas pelo seqüenciador 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 à seqüência das amostras. Os cromatrogramas foram então exportados para o 

programa 

 CHROMAS 1.45 (livremente distribuído pela Technelysium no site 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.RESULTADO 

____________________________________________________________ 
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  Dos 31 casos de HH estudados, 22 (71%) foram diagnosticados como portadores da SK 

devido a presença de anosmia/hiposmia, sendo esta referida pelo paciente ou detectada após a 

realização de um teste olfativo adequado. Em apenas três dos dezoito casos de SK  nos quais 

foram realizados os testes olfativos, a ocorrência ou não de anosmia não foi esclarecida, pois estes 

pacientes apresentavam características que dificultaram seu diagnóstico (P6, retardo mental e P24 

e P30, rinite). Entre os 22 casos da SK, dezoito representam indivíduos não relacionados, dos 

quais doze são casos esporádicos (67%) e seis familiais (50%  com sugestão de herança recessiva 

ligada ao X, 33% autossômica dominante e 17% autossômica recessiva). Nove pacientes 

representam casos de HH e olfação normal (29%), sendo que destes seis são casos isolados (67%) 

e três (33%)  pertencem a duas famílias distintas; nessas famílias o provável modo de herança não 

pôde ser determinado.  

 

4.1 ANÁLISE CITOGENÉTICA POR BANDAMENTO GTG E  FISH  

Não foram observadas alterações cromossômicas em nenhum dos pacientes analisados, 

sendo que a análise citogenética, e também por FISH do gene KAL-1, já havia sido realizada nos 

pacientes P1-P15 (TRARBACH, 2000). Como previamente descrito em TRARBACH et al. 

(2001), análise por FISH com sonda específica para o locus KAL-1 em Xp22.3 demonstrou uma 

microdeleção deste gene em um caso esporádico de SK, paciente P2.  

  

Com o início da análise molecular do gene KAL-1 e a constatação de que a sonda 

comercial empregada na detecção de microdeleções deste gene falha na detecção de deleções 

intragênicas (a sonda em questão engloba os éxons de 2-7 do locus KAL-1), optou-se por 

abandonar em definitivo a utilização dessa técnica de FISH nesse estudo.  
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4.2 ANÁLISE MOLECULAR DO GENE KAL-1 

 

Dos doze casos esporádicos de SK, amostras de DNA foram obtidas de oito indivíduos. 

Uma mutação “frameshift” ainda não descrita na literatura foi observada  no paciente P30, 

consistindo esta na deleção de um nucleotídeo C na posição 1956 do éxon 12 (Figura 4.1) que 

altera a matriz de leitura a partir do códon 602, levando a substituição de 17 aminoácidos e 

criando um códon STOP prematuro na posição 619 da proteína (Figura 4.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

1956 

SEQUÊNCIA NORMAL 

1956

delC 

PACIENTE P30 

Figura 4.1 – Parte da seqüência do éxon 12 do gene KAL-1 do paciente P30 (SK) onde foi
encontrada uma deleção 1956C acarretando numa mutação “frameshift”. A esquerda é
apresentada a seqüência normal desse éxon.  

Figura 4.2 – (a) sequências de nucleotídeos e de aminoácidos normais indicando a base C que foi
deletada (em vermelho). (b) alteração do quadro de leitura e da sequência protéica, onde é observada
a substituição de 17 aminoácidos além da introdução de um codón STOP prematuro na posição 619
(em verde). 

a) 
 
 
 
 
 
 
 
b) 

                L   P   N   S   I   I   S   Q   S   Q   I   L   P   S   D   H   Y   V 

               CTA CCC AAC AGC ATT ATT TCA CAG TCC CAG ATT CTG CCT TCC GAT CAT TAT GTC 

                L   T   V   P   N   L   R   P   S   T   L   Y   R   L   E   V   Q   V 
               CTA ACA GTG CCC AAT CTG AGA CCA TCT ACT CTT TAC CGA CTG GAA GTG CAA GTG 

                L   T   P   G   G   E   G   P   A   T   I   K   T   F   R   T   P   E 

               CTG ACC CCA GGA GGG GAG GGG CCG GCC ACC ATC AAG ACG TTC CGG ACG CCG GAG 

                L   P   P   S   S   A   H   R   S   H   L   K   H   R   H   P   H   H 

               CTC CCA CCC TCT TCA GCA CAC AGA TCT CAT CTT AAG CAT CGT CAT CCA CAT CAT 

                Y   K   P   S   P   E   R   Y   # 

               TAC AAG CCT TCT CCA GAA AGA TAC TAA 

 

 

                L   P   T   A   L   F   H   S   P   R   F   C   L   P   I   I   M   S  

               CTA CCA ACA GCA TTA TTT CAC AGT CCC AGA TTC TGC CTT CCG ATC ATT ATG TCC 

                # 

               TAA  

601 
1951 

- 
2005 

1951 
619 

2059 

2113 

601 

2005 
637 

655 

673 
2167 
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Nos casos familiais de SK, a análise por PCR do gene KAL-1 levou à detecção de duas 

deleções intragênicas similares no gene KAL-1, ambas envolvendo os éxons 5-10 (Figura 4.3). 

Essas deleções foram encontradas em indivíduos pertencentes a duas famílias distintas (P5 e P6, 

Família 1; P20, Família 5), onde também foram observadas mulheres heterozigotas portadoras da 

deleção no gene KAL-1 (Tabela X e Figura 4.4). Na Família 2, o sequenciamento do gene KAL-1 

levou à identificação de uma mutação em dois irmãos com SK-X, P7 e P8, onde foi observada 

uma alteração 721C>T no éxon 5, levando à introdução de um códon STOP prematuro TAG no 

transcrito desse gene (Figura 4.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3 – Resultado da amplificação por PCR dos éxons 4 e 11 (a) e 5 e 10 (b) do gene KAL-1
dos pacientes P5 e P20 (a mesma deleção foi encontrada em P6, irmão do paciente P5, resultado
não mostrado). Em (b) o gene SRY foi utilizado como controle interno da reação. M marcador de
pares de base, C+ controle positivo e C-  controle negativo. 
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Polimorfismos nos éxons 11 e 12, previamente descritos em outros trabalhos, foram 

também encontrados em alguns pacientes com SK: P11, P13, P24 e P25. Trata-se, 

respectivamente, de três transições 1750A>G no códon 534, levando a substituição de uma 

isoleucina por uma valina (P11, P13 e P24) e de duas transições 1983T>C no códon 611 que não 

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

  

Nos nove casos com HHn, não foram observadas mutações na seqüência codificante do 

gene KAL-1, apenas os polimorfismos descritos para os éxons 11 e 12 em dois casos: Ile534Val e 

Ile611Ile no paciente P1 e Ile611Ile no paciente P19.  

 
 1 2 3 4 5 6 7 8 

KAL-1 

NPC1 

67333 
67611 

23192 
40366 

-
42173

33230
59983

31789
58270

31458 
66915 

45666 
45929 

34923
35200

KAL/NPC1 0,995888 0,574543 0 0,553990 0,545547 0,470119 0,994274 0,992131

NPC1 (éxon 20) 
KAL-1 (éxon 7) 

         M     1       2       3       4       5      6 

 

Figura 4.4 – Imagem do gel de agarose utilizado para medição 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 (mãe dos pacientes P5 e P6), Família 1; 5 – Individuo III-17, 6 – Individuo II-7 (mães 
de afetados), 7- Indivíduo II-24 e 8 – Individuo II-26 (irmãs de afetados), Família 5. 

para legenda vide figura 4.4 

Tabela X – Resultados da leitura da intensidade das bandas dos produtos do gene KAL-1 e NPC1 (feita
pelo software 1D IMAGE ANALYS após análise digital das bandas observadas no gel apresentado na figura
4.4) e de sua razão entre familiares (mães e irmãs) dos pacientes com P5, P6 e P20 portadores de deleção
dos éxon 5-10 no gene KAL-1. 
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Na tabela XI são listadas as alterações (deleções, mutações e polimorfismos), encontradas 

no gene KAL-1 em todos os indivíduos analisados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ALTERAÇÕES OBSERVADAS NO GENE KAL-1 

 
Paciente Éxon Nucleotídeos Alterados Aminoácidos 

Alterados 
P2* 1-14 deleção do gene  
P5/P6 5-10 deleção dos éxons 5-10  
P20 5-10 deleção dos éxons 5-10  
P7/P8 5 C721GA→TGA Arg191 → STOP

MUTAÇÕES COM 
ALTERAÇÕES 

FUNCIONAIS DA 
PROTEINA 

 
P30 12 delC156 “frameshift” 
 P11 11 ATT → G1750 TT Ile 534  → Val 

11 ATT → G1750TT Ile 534  → Val  P13 
12 ATT → ATC1983 Ile 611  → Ile 

 P24 11 ATT → G1750TT Ile 534  → Val 

SÍNDROME DE 
KALLMANN 

POLIMORFISMOS

 P25 12 ATT → ATC1983 Ile 611  → Ile 
11 ATT → G1750TT Ile 534  → Val  P1 
12 ATT → ATC1983 Ile 611  → Ile 

 
HIPOGONADISMO 

HIPOGONADOTRÓFICO 
NORMÓSMICO 

 

POLIMORFISMOS  P19 
12 

ATT → ATC1983 Ile 611  → Ile 

721 

Arg191 
721

S

SEQUÊNCIA NORMAL PACIENTE P7 

Figura 4.5 – Mutação 721C para T no códon 191 do éxon 5, encontrada no gene KAL-1 do paciente P7, 
que leva a alteração do aminoácido arginina por um códon de terminação (STOP)  prematuro. A mesma
alteração foi observada em seu irmão, P8 (dados não mostrados). A esquerda é mostrada a seqüência
normal do éxon 5.  

Tabela XI – Resumo das alterações encontrados no gene KAL-1 em treze pacientes com HH (cinco com SK e 
seis com HHn). 

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

 

Não foram encontradas quaisquer alterações na seqüência codificante do gene GnRH-R nos 

seis pacientes com HHn avaliados.  

 

 

4.4 ANÁLISE MOLECULAR DOS GENES NELF e EBF2 

 

A análise do gene NELF não revelou qualquer alteração em sua sequência. No gene EBF2, 

tanto em indivíduos com SK quanto com HHn, foi observado um polimorfismo  

843A>G (Ser244Ser) 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 4.6c). Nesse mesmo éxon, foi visto 

que a base 842 é diferente daquela depositada no GenBank do NCBI NM_022659 mas idêntica à 

depositada no Ensembl ENSG0134025 (Figura 4.6a). Desse modo, o aminoácido Leu244 predito de 

acordo com a sequência do GenBank deve ser substituído pela Ser (Figura 4.7).  

 

Nas tabelas XII e XIII são apresentados os resumos dos resultados obtidos nas análises 

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

descrição das características clínicas adicionais observadas nestes indivíduos. 
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Figura 4.7 – Comparação entre as sequências de nucleotídeos e de aminoácidos codificados pelo
éxon 8 do gene EBF2 encontrada em nossos pacientes e a depositada no GenBank. A sequência
vista em nossa casuística confere com a  depositada no banco de dados do Ensembl.  

Figura 4.6 – (a) Parte da sequência do éxon 8 do gene EBF2 mostrando que a base presente na
posição 842 é uma citosina e não uma timina como consta no GenBank. (b) Polimorfismo
843TCA>TCG observado nesse mesmo éxon em alguns pacientes de nossa casuística. (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 GTT GGG TCT TCC AGC ACA 

C842 

A843 

(a) EBF2- ÉXON 8 

(b)  POLIMORFISMO EM HOMOZIGOSE 

(c) POLIMORFISMO EM HETEROZIGOSE 

GenBank 

Casuística 
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ANALISE MOLECULAR N 
 

SEXO 
 

ANOSMIA/ 
HIPOSMIA 

(AST) 

CARACTERISTICAS 
ADICIONAIS CARIÓTIPO 

KAL-1 NELF EBF2 

HERANÇA 

P2 M 
 

+* - 46,XY.fish del (X) 
(p22.3) (KAL) 

- - - Esporádico 

P3 M +* Pés cavos 46,XY (NA) (NA) (NA) Esporádico 
P4 M +* Ataxia, 

 
46,XY (NA) (NA) (NA) Esporádico 

P5& M + Rim ectópico 46,XY Deleção dos 
éxons 5-10 

- - Ligada ao X 

P6& M - ? Agenesia renal, 
Retardo mental 

46,XY Deleção dos 
éxons 5-10 

- - Ligada ao X 

P7# 
 

M + Agenesia renal, 
Pés cavos 

46,XY Mutação no 
éxon 5** 

- - Ligada ao X 

P8# M + Agenesia renal 46,XY Mutação no 
éxon 5** 

- - Ligada ao X 

P10 F + - 46,XX (NA) (NA) (NA) Esporádico 
P11 M + - 46,XY Seqüência 

Normal 
Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P12♠ M +* - 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

AD? 

P13 M + Cubitus valgus 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

AD? 

P15♠ F +* - 46,XX (NA) (NA) (NA) AD? 
P20 M +* Agenesia renal, 

Sincinesia bimanual 
46,XY Deleção dos 

éxons 5-10 
- - Ligada ao X 

P21 F +* - 46,XX (NA) (NA) (NA) Esporádico 
P23# M + Agenesia renal 46,XY (NA) (NA)) (NA) Ligado ao X 
P24 M +? Malformação facial  46,XY Seqüência 

Normal 
Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P25 M + Hipoplasia de 4° e 5° 
metacarpos 

46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P26 M + - 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P27 M + - 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P28 F + - 46,XX Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

AR? 

P29 M + - 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P30 M + Sincinesia bimanual 46,XY Mutação no 
éxon 5*** 

-  -- Esporádico 

AST “Alcohol Sniff Test”, AD autossômica dominante, AR autossômica recessiva. 
NA não analisado (não foi possível a coleta de sangue para cultura de linfócitos e/ou extração de DNA). 
 
 & # ♠ pacientes pertencentes a mesma família. 
? nesses pacientes a ocorrência de deficiência olfativa esta interrogada devido a presença de características (retardo mental, P6 e 
rinite, P24 e P30) que dificultaram a realização do teste olfativo. 
*nesses casos não foram realizados testes olfativos, a anosmia/hiposmia foi referida pelo paciente. 
** 721C para T, Arg191STOP 
*** 1956delC, “frameshift” 
 
Obs: os pacientes P2-P15 foram previamente descritos em TRARBACH, 2000. 

Tabela XII – Resumo dos resultados das análises citogenéticas e moleculares dos genes KAL-1, NELF e EBF2
observados nos pacientes com síndrome de Kallmann. Nesta tabela são também apresentados as características
clinicas adicionais encontradas em cada paciente e o provável modo de herança observado entre os casos
familiais. 
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ANALISE MOLECULAR HERANÇA N 
 

SEXO 
 

ANOSMIA/ 
HIPOSMIA 

(AST) 

CARACTERISTICAS 
ADICIONAIS CARIÓTIPO 

KAL-1 GnRH-R NELF EBF2  

P1 M -* - 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P9 F -* Baixa estatura 46,XX (NA) (NA) (NA) (NA) Esporádico 
P14 M -* - 46,XY ** ** ** ** Esporádico 
P16 M -* - 46,XY Seqüência 

Normal 
Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P17 M -* Megacólon congênito 
e obstrução intestinal 

46,XY (NA) (NA) (NA) (NA) Esporádico 

P18 M - - 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P19 M -* - 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Esporádico 

P22♣ M - - 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

AR? 

P31♣ M - - 46,XY Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

Seqüência 
Normal 

AR? 

Tabela XIII – Resumo dos resultados das análises citogenéticas e moleculares dos genes KAL-1, GnRH-R, NELF e 
EBF2 observados nos pacientes com HHn. Nesta tabela são também apresentados as características clinicas
adicionais encontradas em cada paciente e o provável modo de herança observado entre os casos familiais. 

AST “Alcohol Sniff Test”, AR autossômica recessiva. 
NA não analisado (não foi possível a coleta de sangue para cultura de linfócitos e/ou extração de DNA). 
 
 ♣ pacientes pertencentes a mesma irmandade. 
*nesses casos não foram realizados testes olfativos, a olfação normal/normosmia foi referida pelo paciente. 
** falecido, causa do óbito não 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. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                                                       5. DISCUSSÃO 

____________________________________________________________ 
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.1 ANÁLISE CITOGENÉTICA  
 
 
 No presente estudo, todos os pacientes com SK e HHn analisados apresentaram cariótipo 

normal. Apesar desses resultados, é importante enfatizar a importância da análise citogenética no 

mapeamento gênico 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 descrição de 

indivíduos afetados portadores de rearranjos cromossômicos.   

 

5.2 DETECÇÃO DE MUTAÇÕES NO GENE KAL-1  

 

Pacientes com SK foram analisados quanto a presença de anomalias na seqüência 

codificadora do gene KAL-1, sendo encontradas alterações em dois de oito casos esporádicos cujo 

DNA estava disponível e nas três famílias com SK-X. Em todos esses casos de SK foram 

observadas manifestações fenotípicas típicas da SK-X, como sincinesia bimanual e agenesia renal.  

De acordo com os dados da literatura, anomalias no gene KAL-1 são encontradas em 

aproximadamente 5-8% e 50-58% dos casos esporádicos 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 casuística de 101 indivíduos com HH, identificaram 59 pacientes com SK dos 

quais apenas 14% dos casos familiais e 11% dos casos esporádicos apresentaram alterações em 

regiões codificantes do gene KAL-1. Apesar de pequena, nossa casuística mostra uma freqüência 

relativamente elevada de mutações no gene KAL-1 entre os casos esporádicos de SK: 25%, 
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considerando n= 8. Entre os casos familiais,  esta freqüência foi de 50%, sendo que em todas as 

famílias com padrão sugestivo de herança ligada ao X foram detectadas alterações no gene KAL-1. 

As mutações no locus KAL-1 são amplamente distribuídas ao longo de seus éxons, 

variando desde mutações pontuais (inserção, deleção, inversão e transição de bases) até deleções 

que envolvem todo o gene. Em um de nossos pacientes, a deleção C1956 no éxon 12 do gene KAL-

1, uma mutação “frameshift” ainda não descrita na literatura, identificada em um caso esporádico 

da SK provoca uma alteração no quadro de leitura a partir do códon 602, levando a substituição de 

17 aminoácidos e criando um códon STOP prematuro na posição 619 da proteína. Essa mutação 

pode conduzir a expressão de uma proteína truncada e, presumivelmente, não funcional. 

Ainda entre os casos esporádicos, uma deleção envolvendo todo o locus KAL-1 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 famílias foi encontrada uma mutação pontual em 

dois irmãos com SK-X, previamente descrita por OLIVEIRA et al. (2001) consistindo esta numa 

transição de bases 721C para T, alterando o aminoácido arginina por um códon STOP prematuro 

na posição 191. Como nas mutações “frameshift”, as mutações STOP também predizem ao 

aparecimento de proteína truncada inativa. Por outro lado, é possível que tais proteínas sequer 

sejam produzidas, pois os RNA mensageiros “nonsense” gerados podem ser degradados por um 

mecanismo pós-transcripcional de controle da expressão gênica, o “messenger RNA decay”, 

impedindo a síntese de proteínas truncadas (CULBERTSON et al., 1999).  

Nas duas outras famílias foram detectadas duas deleções intragênicas similares do gene 

KAL-1, envolvendo os éxons de 5-10. Análises por citogenética de alta resolução e por FISH 
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tinham sido previamente realizadas em dois irmãos de uma dessas famílias (Família 1, 

TRARBACH, 2000) e, apesar de compreender uma região de cerca de 60 kb, esta deleção não 

pôde ser detectada pela técnica de FISH. A sonda LSI KAL utilizada (Vysis Inc) cobre apenas 

parte do gene, estendendo-se sobre uma região de 160 kb que não inclui os éxons 1 nem os éxons 

8-14 do locus KAL-1 (Figura 5.1). Deste modo, mesmo que o indivíduo possua uma deleção que 

compreenda os éxons localizados na extremidade 3’ do gene KAL-1, ou parte desses éxons como 

no caso apresentado acima, a análise por FISH não indicará a presença de tal deleção. Assim, essa 

técnica de FISH é válida apenas na detecção de deleções completas do gene KAL-1, mas não 

exclui a presença de deleções intragênicas envolvendo determinados éxons.  

 

 

 

 

Deleções 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 não tenham sido determinados em 

nenhum desses casos, é possível que as regiões intrônicas que flanqueiam esses éxons contenham 

elementos repetitivos capazes de promover mecanismos de recombinação não alélica. Para a 

identificação de tais elementos entre os éxons 4-5 e 10-11 do gene KAL-1 , íntrons envolvidos no 

aparecimento da deleção 5-10, nós utilizamos o RepeatMasker software, acessado em 16/09/2003 

pelo site http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/ReapeatMasker. Elementos de repetição 

Éxo
5’                                                                                                                                                                                     

1      2  3      4         5        6        7        8       9    10     11       12      13              14 

LSI 
KAL

(b) 

Figura 5.1 – (a) Representação esquemática da deleção dos éxons 5-10 do gene KAL-1 detectada
pela técnica de PCR nos pacientes P5 e P6 (Família 1) e (b) da área de cobertura da sonda LSI KAL. 
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FLAM_A pertencente à família Alu foram localizados, sobre fitas opostas, nos íntrons 5 e 10 

(Figura 5.2a). Embora não tenha sido observada nenhuma similaridade significativa entre esses 

dois elementos utilizando o BLAST (acesso em 07/10/2003), quando os íntrons 5 e 10 foram 

comparados como um todo, foi identificada uma sequência curta de 51 pb muito similar nos dois 

íntrons (Figura 5.2b). Esta seqüência está contida na região FLAM_A no íntron 10 e adjacente à 

essa repetição no íntron 4. Outros elementos repetitivos que pudessem mediar eventos de 

recombinação ilegítima não puderam ser detectados utilizando essas análises.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Na deleção de éxons 13-14 descrita por BICK et al. (1992), o seqüenciamento dos 

fragmentos de junção revelou um “motif” de 6 pb (CAAATT) no ponto de quebra da deleção. 

Vários autores têm sugerido que essas sequências facilitam eventos de recombinação em várias 

regiões do genoma (KRAWCZAD & COOPER, 1991; WOODS-SAMUELS et al., 1991). É 

interessante mencionar que o “motif” CAAATT está presente nas regiões intrônicas que 

  
  
INTRON 4 
3188 TGGCATGTGCCTGTAGTCATAGCTACTTGGGAGGCTGAGGTGGGAGGATCATTTGAGCACAGGAATTCGAGGTTACAA 3285 
 
INTRON 10  
2024 GTGACTCGTGTCATAGTCCTAGCTACTCGAGAGGCTGAGGTGGGAGGATCGCTTGAACTCAGGAGTTTGTGACCAGCT 1937 

  
  

Fita sense 

Fita antisense 
(b)

FLAM_A

FLAM_A 

5’ 

3’

3’

5’ 

(a)

    ÉXON 4                                                   INTRON 4 (9055pb)               

   ÉXON 10     INTRON 10 (2700pb)    ÉXON 11 
CAAATT motif na fita antisense 

CAAATT motif na fita sense 

 
Seqüência de 51 pb 

Figura 5.2 – (a)  Posição relativa das repetições FLAM_A da família Alu e dos “motifs” CAAATT nos íntrons 4
e 10 do gene KAL-1. (b) alinhamento da sequência de 51 pb identificada nesses íntrons (E: 2e-04). 
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flanqueiam a deleção 5-10 (Figura 5.2a). Assim, no mínimo dois mecanismos moleculares 

diferentes podem ser responsáveis pela deleção intragênica 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 deleções grandes éxons-

específicas no gene KAL-1. 

Em geral, as mutações no gene KAL-1 não exibem recorrência entre indivíduos não 

aparentados e não parece haver correlação entre o genótipo e os sinais ocasionais freqüentemente 

observados em indivíduos com SK-X, nem mesmo dentro da mesma irmandade. Em uma das 

famílias (Família 1) em que foi detectada deleção dos éxons 5-10 do gene KAL-1, um dos irmãos 

afetados apresentou retardo mental e rim em ferradura em associação com a SK. Na outra família 

(Família 5), as características adicionais relatadas entre os indivíduos afetados incluíam sincinesia 

bimanual, agenesia renal e palato alto. NAGATA et al. (2000) descreveram dois irmãos 

portadores de uma deleção 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 

associação de várias doenças ligadas a região Xp22.3, como a síndrome de genes contíguos 

(MEINDL et al., 1993; WEISSORTEL et al., 1998). A sincinesia bimanual é um dos achados 

mais freqüentes e é considerado um marcador para a SK-X (KRAMS et al., 1999; QUINTON et 

al., 2001), com uma prevalência estimada em 85% entre indivíduos com SK-X (MacCOLL et al, 

2002). Contudo, em uma família com uma mutação no gene FGFR1, mapeado em 8p, a ocorrência 

de sincinesia bimanual foi também descrita, sugerindo que esta característica não deva ser 

considerada um marcador específico para a SK-X (DODÉ et al., 2003).  
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Muitos dos indivíduos afetados com quadro clínico sugestivo de SK não apresentaram 

quaisquer alterações nas regiões codificantes do gene KAL-1. Nesses casos é possível que a 

mutação envolva uma região não codificante no éxon 1 ou 14 do gene KAL-1 (GUIOLI et al., 

1992) ou esteja relacionada à região promotora, alterando a razão de transcrição do gene. Tal 

alteração pode estar ainda posicionada numa região intrônica, levando à criação de um novo sítio 

de "splicing" (IZUMI et al., 1999), não podendo ser excluída a existência de um outro gene ligado 

ao X responsável pela SK (HARDELIN et al., 1993) ou que a síndrome seja determinada por um 

gene autossômico. De fato, como mencionado acima, mutações no gene autossômico FGFR1 

foram recentemente descritas em indivíduos com uma forma autossômica dominante de SK 

(DODE et al., 2003). Nesse sentido, os casos de SK em que não foram evidenciadas alterações no 

gene KAL-1 poderiam ser investigados para mutações no gene FGFR1.  

 

 O gene KAL-1 foi ainda analisado nos casos de HHn, porém, como descrito em outras 

casuísticas (GEORGOPOULOS et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2001) anomalias neste gene não 

foram detectadas em nossos pacientes.  

 

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

neutra Ile611Ile e uma alteração Ile534Val, onde a troca de aminoácidos ocorre entre dois resíduos 

não polares que, provavelmente, não afeta a função da proteína KAL.   Estes polimorfismos foram 

previamente descritos em outros trabalhos, não sendo estabelecida, até o momento, nenhuma 

relação entre tais polimorfismos e a ocorrência de mutações no gene KAL-1 ou gravidade da 

doença entre pacientes com SK (GEORGOPOULOS et al., 1997; MAYA-NUNEZ et al., 1998). 
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5.3 ANÁLISE MUTACIONAL DO GENE GNRH-R 

Embora as mutações no gene GnRH-R representem a base molecular de cerca de 10% e 

40% dos casos esporádicos e familiais com herança autossômica recessiva de HHn, 

respectivamente (BERANOVA et al., 2001), não foram encontradas alterações nesse gene entre 

nossos pacientes com HH e olfação normal. De ROUX et al. (2003) sugeriram que o gene GPR54 

pode estar envolvido na secreção de gonadotrofinas pela demonstração de que mutações nesse 

gene levaram ao aparecimento do hipogonadismo em uma família com HHn. Desse modo, além 

da pesquisa mutacional no GnRH-R, pacientes com HHn tornam-se candidatos a investigação de 

alterações no gene GPR54 como etiologia para deficiência de gonadotrofinas observada nesses 

casos.  

 

5.4 ANÁLISE MUTACIONAL DOS GENES NELF E EBF2 

A despeito da descrição de alterações nos genes KAL-1 e GnRH-R em indivíduos com HH 

com anosmia associada e normósmicos respectivamente, e da recente descoberta de que alterações 

no gene FGFR1 podem levar ao aparecimento da SK, a base genética da deficiência 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, têm sido 

relacionados à migração de neurônios GnRH e se tornam excelentes candidatos ao aparecimento 

do HH em humanos. MIURA et al. (2004) realizaram um “screening” de mutação no gene NELF 

em 65 pacientes com HH, encontrando uma mutação missense em heterozigose (1438A    G/ T480     

A). Esta mutação não foi identificada em 100 indivíduos controles, sendo sugerido que esta possa 

estar associada ao surgimento do HH nesse paciente.  
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Com esses estudos, investigamos a ocorrência de mutações nos genes NELF e EBF2 em 

nossos pacientes; no entanto, nenhuma alteração nesses genes foi identificada. De fato, a 

ontogenia dos neurônios secretores de GnRH envolve eventos de alta complexidade, mediante 

interação de diversos fatores, muitos dos quais ainda desconhecidos, o que torna difícil o 

esclarecimento da etiologia genética de todas as formas de hipogonadismo hipogonadotrófico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 
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A análise citogenética realizada em nossos pacientes não detectou qualquer rearranjo 

cromossômico que pudesse ser indicativa da localização de outros genes envolvidos no 

desenvolvimento do hipogonadismo hipogonadotrófico. 

 

Mutações no gene KAL-1 foram identificadas em uma proporção relativamente alta dos 

casos esporádicos da SK (dois em oito) e nas três famílias com herança ligada ao X, sendo 

observado que três dessas alterações correspondem a deleções, inter e intragênicas, provavelmente 

originadas por mecanismos de recombinação não homóloga. 

 

 Nos pacientes com HH e olfação normal, não foram encontradas alterações na seqüência 

codificante do gene GnRH-R.  Nesses casos também não foram identificadas mutações no gene 

KAL-1.  

  

 Os genes NELF  e EBF2 apresentaram seqüência preservada entre os casos de SK e HHn, 

sendo pouco provável a participação desses no aparecimento do hipogonadismo 

hipogonadotrófico entre os pacientes de nossa casuística. Muitos dos genes envolvidos no 

desenvolvimento e funcionamento do eixo reprodutivo permanecem ainda elusivos, dificultando o 

esclarecimento etiologia da maioria das formas de hipogonadismo hipogonadotrófico.  
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ANEXO I - DOSAGENS HORMONAIS 

 
Tabela A.1– Valores hormonais de LH, FSH e testosterona dos pacientes do sexo masculino usuários do 
Ambulatório de Endocrinologia do Hospital de Clínicas da UNICAMP. Dos pacientes provenientes de 
outras instituições recebemos apenas informações sobre as dosagens hormonais diminuídas.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TESTOSTERONA Resposta ao 
Estimulo 

 
LH 

(mUI/mL) 
FSH 

(mUI/mL) Total 
(ng/mL)

Livre 
(pg/mL)

TESTOSTERONA 
(ng/dL) 

LH FSH 

P1 0,01 0,20 0,07(1) 1,0(1)  - - 
P2 0,10 0,70 0,40(2) 1,94(2)  - + 
P3 <0,01 <0,01 <0,17(1) <0,10(1)  - + 
P5 <0,01 1,90 0,50(1) 3,0(1)  - - 
P6 0,30 2,0 <2,0(3) 1,80(3)  - - 
P12 0,30 <0,01 0,46(4) 1,50(4)  + + 
P13 <0,70 0,30 <0,20(4) 1,40(4)  + + 
P16 1,20 0,90 0,20(4) 0,60(4)  + + 
VR (0,90-10,60) (2,0-17,7)      
P4 <12,0 <4,0   42(5) + + 
P7# 11,5 <4,0   70(5) - + 
P8# <12,0 <4,0   32(5) - - 
P11 <12,0 <4,0   53(5) + + 
VR (até 25) (até 20)      
P18 12 2,40   indosável + - 
VR (40-100) (5-20)      
P22 <0,10 <0,10 2,39(2) 6,61(2)  + + 
P27 <0,10 0,50 0,04(2) 0,65(2)  + + 
P24 3,70 0,80 <0,20(2) 1,39(2)  + + 
P29 <0,10 0,31 0,04(2) 1,20(2)  NR NR 
P30 0,10 0,48 <0,20(2) 0,55(2)  - + 
P31 <0,10 1,20 0,24(2) <0,55(2)  NR NR 
VR (10,8-27) (5-20)      
P25 0,71 3,90 <0,20(4) 0,64(4)  NR NR 
VR (1,7-8,6) (0,2-3,8)      

Valores de referência: Testosterona Total (ng/mL): 1(1,88-9,0), 2(14,4-40), 3(6,0-86), 4(2,86-15,1). 
                                        Testosterona Livre (pg/mL): 1(19-41), 2(2,86-14,1), 3(0,9-3,2), 4(3,9-27,0). 
                                        Testosterona (ng/dL): 5(360-390). 
VR valores de referência; NR não realizado; &, # e ♣ pacientes pertencentes à mesma família.  
 
 
Obs: Esses dados foram obtidos pela consulta aos arquivos do Hospital de Clínicas da UNICAMP, sendo 
apresentados valores de referência de acordo com o método utilizado para dosagem hormonal. 
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Resposta ao 
Estimulo  LH (mUI/mL) FSH 

(mUI/mL) 
E2 

(pg/mL) 
LH FSH 

P9 <7,0 10 10,2 + + 
VR F.folicular até 25 até 20 (100-400)   
VR F.ovular (25-130) (15-30) (30-100)   
P10 <0,09 1,7 6,3 + - 
P21 <0,10 2,5 7,2 + + 
VR F.folicular (1,1-11,1) (9,6-16,0) (30-60)   
VF F.ovular (17,5-72,9) (8,1-28,9) (90-330)   
VR F.lútea (0,4-15,1) (1,8-11,7) (65-180)   
VR Menopausa (22,9-167,0) (22,9-16,7)    

 Tabela A.2– Valores hormonais de LH, FSH e estrógeno dos pacientes do sexo feminino usuários
do Ambulatório de Endocrinologia do Hospital de Clínicas da UNICAMP. Dos pacientes
provenientes de outras instituições recebemos apenas informações sobre as dosagens hormonais
diminuídas.  

VR valores de referência; E2 estrógeno.  
 

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

 

a) AST- “Alcohol Sniff Test” 
 
 Para discriminar os indivíduos anósmicos ou hipósmicos daqueles com olfação normal, foi 

utilizado um protocolo padronizado por DAVIDSON & MURPHY (1997) – o Alcohol Sniff Test 

(AST). Na realização deste teste, foram empregados lenços de papel umedecidos em isopropanol 

70%, obtidos em embalagens individuais produzidas pela empresa MAPPEL (SP). O teste do AST 

consiste na determinação da distância em que o paciente é capaz de detectar o odor do 

isopropanol. Para tal, uma régua de 30 cm foi posicionada em posição 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 substância. A embalagem contendo o lenço 

de papel foi aberta, deixando-se cerca de um centímetro do lenço à mostra, e colocada na base da 

régua. A embalagem foi deslocada centímetro a centímetro em movimento ascendente, até que o 

indivíduo informasse a percepção do cheiro. Esse procedimento foi repetido por quatro vezes, 

registrando-se a cada vez a quantos centímetros o odor foi percebido.  A média desses valores foi 

comparada com a média obtida quando o mesmo teste foi realizado em 30 indivíduos sem 

deficiência olfativa. A anosmia/hiposmia foi considerada quando foram vistos valores abaixo de 

um desvio padrão da média da amostra controle (X = 26 cm e  s = 1,8).  

 Em adição, foram apresentadas a cada paciente diversas substâncias odoríferas, como café, 

canela, lavanda, pimenta, talco de bebê e álcool, para uma rápida avaliação de sua capacidade de 

sentir e discriminar cada odor.  
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Teste Olfativo (AST) em 16 indivíduos controles e 18 pacientes com 
hipogonadismo hipogonadotrófico
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b) Avaliação da anosmia pelo teste do butanol 
 
 Em alguns casos, principalmente naqueles em que não foi detectada a deficiência olfativa, 

foi utilizada uma versão simplificada do teste do butanol descrito por STEVENS et al (1988). Para 

tal, foram preparados seis frascos contendo 60mL de sucessivas diluições ternárias feitas a partir 

de uma solução de butanol 4% (originalmente, o autor utilizou doze diluições). O teste foi iniciado 

pela concentração mais baixa, sendo apresentados ao paciente um frasco com a diluição e dois 

frascos contendo a mesma quantidade de água (substância usada como solvente) perguntando-se 

em qual deles o cheiro era mais forte. Quando a resposta foi incorreta, foi apresentado um frasco 

com uma concentração 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 

compatíveis com a normosmia.  

 

 Figura A.1 – Gráfico de plotagem mostrando os resultados do teste olfativo AST (“Álcohol Sniff Test”) em
uma amostra de 16 indivíduos controle e de 18 pacientes com HH dessa casuística. 


