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RESUMO

Introdugao: O horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é o principal regulador
do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (HHG), mas novos neuropeptideos podem
mediar a agdo dos esterdides sexuais em nivel hipotalamico. Em 2000, um fator
hipotalamico da familia RFamida, a mesma da kisspeptina, capaz de inibir o eixo
HHG em codornas foi descoberto e denominado Horménio Inibidor das
Gonadotrofinas (GnlH). O peptideo relacionado a RFamida-3 (RFRP-3), ortélogo do
GnIH, e seu receptor GPR147 foram recentemente identificados no hipotalamo
humano. No entanto, ainda ndo ha evidéncias do papel funcional do sistema
RFRP3/GPR147 em humanos. Objetivos: Investigar a associagdo do sistema
inibidor das gonadotrofinas RFRP-3/GPR147 com a regulagdo do desenvolvimento
puberal e capacidade reprodutiva em seres humanos. Métodos: Oitenta pacientes
com puberdade precoce central idiopatica (PPC) e 51 com hipogonadismo
hipogonadotroéfico idiopatico normésmico (HHI) foram investigados. Cinquenta
pacientes formaram o grupo controle. A sequéncia codante dos genes NPVF and
NPFFR1, que codificam respectivamente o RFRP e o GPR147, foram amplificadas e
sequenciadas. As frequéncias dos polimorfismos (SNP) foram comparadas entre os
grupos e a razao de probabilidades (odds ratio) para a ocorréncia de cada SNP de
PPC ou HHI foi determinada. Resultados: Todos os SNPs ja estavam descritos em
bancos de dados genéticos (NCBI database). Uma delegao in frame de trés
nucleotideos foi identificada no gene NPVF (p.I71_K72), com uma proporgao
levemente menor no grupo CCP, se comparado ao grupo com HHI (5% versus 15%,
respectivamente; p=0.06). Isto resulta na delegdo da isoleucina na posi¢cao 71,
adjacente a lisina em um dos sitios de clivagem endoproteolitica do peptideo
precursor. Este SNP esteve associado a protegao para a occorréncia de PPC (OR
0.33; IC 95%: 0.09-0.89); interessantemente, apenas dois homens com HHI foram
homozigotos para esta variante. Um total de cinco SNPs missense foram
encontrados no gene NPFFR1, com frequéncias semelhantes entre os grupos e sem
associagao com o tempo de puberdade. Esta é a primeira descricdo de variantes
genéticas dos genes NPVF and NPFFR1 em uma série de pacientes com desordens
puberais GnRH-dependentes e controels saudaveis. Conclusao: Concluimos que o
sistema RFRP-3/GPR147 deve ter um papel secundario na regulagdo do
desenvolvimento puberal; propde-se um efeito modulador da variante p.171_K72 do

gene NPVF sobre a ativagao do eixo gonadotropico.
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ABSTRACT

Introduction: Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is the main regulator of
hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis, but new discovered neuropeptides can
mediate the action of sexual steroids on hypothalamic level. In 2000, a hypothalamic
factor of RFamide peptide family, the same one of kisspeptin, capable of inhibiting
the HPG axis in quails, was discovered and named gonadotropin-inhibitory hormone
(GnlH). RFamide-related peptide-3 (RFRP-3), the ortholog of avian gonadotropin-
inhibitory hormone, and its receptor GPR147 have been recently identified in the
human hypothalamus. However, there are still no evidences of the functional role of
RFRP-3/GPR147 system in humans. Objectives: Our aim was to investigate the
association of the gonadotrophin inhibitory system RFRP-3/GPR147 with the
regulation of puberal development and reproductive capacity in humans. Methods:
Eighty patients with idiopathic central precocious puberty (CPP) and 51 with
normosmic isolated hypogonadotropic hypogonadism (nIHH) were investigated. Fifty
healthy subjects comprised the control group. The coding sequence of the NPVF and
NPFFR1 genes, which encode respectively RFRP and GPR147, were amplified and
sequenced. The frequencies of polymorphisms (SNP) were compared among the
groups and the odds ratio of each SNP for the occurrence of CPP or nlHH was
determined. Results: All SNPs were already described in NCBI database. A 3-
nucleotide in frame deletion was identified in the NPVF gene (p.I71_K72), with a
slightly smaller proportion in the CPP (5%) as compared to the nIHH (15%) group
(p=0.06). It results in the deletion of the isoleucine at position 71, adjacent to lysine at
an endoproteolytic cleavage site of the precursor peptide. This SNP was associated
to protection for the occurrence of CPP (OR 0.33; 95%ClI: 0.09-0.89); interestingly,
only 2 men with nl[HH were homozygotes for it. A total of 5 missense SNPs were
found in the NPFFR1 gene with similar frequencies among groups and no
association with pubertal timing. This is the first description of NPVF and NPFFR1
genetic variants in a series of patients with GnRH-dependent pubertal disorders and
healthy controls. Conclusion: We concluded that RFRP-3/GPR147 may play
secondary, modulatory roles on the regulation of pubertal development; a restraining
modulatory effect of the NPVF p.I71_K72 variant on gonadotropic axis activation is

proposed.
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1.INTRODUCAO

1.1. OS NEURONIOS SECRETORES DE GnRH

O controle da funcao reprodutiva é feito através do eixo hipotalamo-
hipéfise-gonadal (HHG). No hipotalamo ha neurénios que secretam o GnRH
(gonadotropin-releasing hormone; horménio liberador das gonadotrofinas), os
quais localizam-se dorsalmente no hipotalamo mediobasal, no infundibulo e
na regidao periventricular em humanos. Esses neurbnios secretam o GnRH,
que estimula os gonadotrofos, localizados na hipéfise anterior, a secretar as
gonadotrofinas, FSH (follicle-stimulating hormone; horménio
foliculoestimulante) e LH (luteinizing hormone; hormdnio luteinizante).
Resumidamente, o papel biolégico primordial do FSH e LH é estimular as
gbnadas, respectivamente, a produzir gametas e a secretar os esteroides
sexuais: estrégeno e progesterona no sexo feminino e testosterona no sexo
masculino (1).

O principal regulador deste eixo € o hormbnio liberador das
gonadotrofinas (GnRH), um decapeptideo hipotaldamico, cuja estrutura
primaria foi inicialmente identificada em suinos (2, 3) e, em seguida, em
ovinos (4).

Os neurdnios secretores de GnRH tem origem fora do sistema nervoso
central. Originam-se no epitélio do placdédio nasal e migram através do septo
nasal durante o periodo embrionario para sua localizagao definitiva no
hipotalamo. Diferentemente do que ocorre em outras espécies incluindo
seres humanos, em primatas, tais neurénios tem distribuicdo dispersa e nao
sob a forma de nucleos distintos (5, 6). Esses neurbnios possuem a
capacidade intrinseca de liberar GnRH de forma pulsatil, propriedade
conhecida como pulso gerador de GnRH (7). Ao contrario do que se pensava
até o inicio dos anos 70, quando era conhecido por LHRH (luteinizing
hormone-releasing hormone; horménio liberador de horménio luteinizante), o
GnRH estimula a sintese e a secrecdo hipofisaria tanto do hormonio
luteinizante (LH), quanto do hormoénio foliculo estimulante (FSH) (8),

dependendo da amplitude e da frequéncia de seus pulsos (9).



16

Existem varios sistemas regulatérios sobre os neurdnios secretores
de GnRH, representados por neurbnios aferentes que secretam diversos
hormonios e peptideos neurotransmissores. Tais sistemas seriam o0s
responsaveis pela regulagao fisiolégica dos neurbnios secretores de GnRH,
transmitindo a estes neurdnios informagdes sobre o0 ambiente exdgeno, como
estresse, estado nutricional, sazonalidade, bem como sobre o ambiente
enddgeno, ou seja, a concentracao de esteroides sexuais circulantes (1, 10).

Com o advento de técnicas citogenéticas para localizagdo de
estruturas nos niveis celular e subcelular, tais como imunocitoquimica,
imunohistoquimica e hibridizacao in situ, foi possivel mapear os receptores
expressos pelos neurbnios secretores de GnRH. Um achado intrigante foi a
auséncia de imunorreatividade ao receptor do estrogeno (ER) nos neurbnios
secretores de GnRH de mamiferos (11, 12). De modo semelhante, ndo foram
identificados receptores de progesterona em ovelhas (13) e nem receptores
de andrégenos em neurdnios secretores de GnRH de carneiros (14).

A auséncia de receptores de esterdides sexuais nos neurbnios
secretores de GnRH reforga a importancia dos sistemas neuronais aferentes
envolvidos em intermediar os sinais regulatérios entre as gbnadas e o
hipotalamo. Por este motivo, ha crescente interesse na busca de novos
peptideos hipotalamicos e nas vias aferentes sobre os neurbnios secretores
de GnRH.
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Figura 1- Regulagao do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal demonstrando os sistemas neurais
que regulam a secre¢cao de horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH) e as algas de
feedback dos horménios esterdides ao nivel do hipotalamo e da hipdfise. CNS: sistema
nervoso central;, CRH: horménio liberador de corticotrofina; FSH: horménio
foliculoestimulante; GABA: acido gama-aminobutirico; GALP: peptideo galanina-simile; LH:

horménio luteinizante; NE: norepinefrina; NPY: neuropeptideo Y [adaptado da referéncia(1)]

1.2. NOVOS PEPTIDEOS HIPOTALAMICOS DA FAMILIA RFAMIDA

Os neuropeptideos da familia RFamida foram inicialmente descritos
em ganglios nervosos do molusco Macrocallista nimbosa. A estrutura

primaria do peptideo originalmente descrito é Phe-Met-Arg-Phe-NH;
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(FMRFamida) e o mesmo apresenta propriedades cardioexcitatérias. O
motivo estrutural RFamida é definido pela sequéncia composta por uma
arginina e uma fenilalanina seguidas de um grupamento amida na
extremidade carboxiterminal, Arg-Phe-NH,, e caracteriza esta familia de
peptideos (15).

Apds esta descoberta, seguiram-se descrigdes de diversos
neuropeptideos semelhantes em outros invertebrados e, posteriormente, em
vertebrados. Nestes, a primeira descricao foi em aves, em 1983, quando foi
identificado um pentapeptideo RFamida no cérebro de galinhas (16).

Em mamiferos, os primeiros relatos de peptideos da familia RFamida
compreenderam o neuropeptideo FF (NPFF) e o neuropeptideo AF (NPAF)
em bovinos, 0os quais chamaram atengdo por sua atividade antagonista
opidide, dentre outras (17, 18).

A procura de outros neuropeptideos da familia RFamida, Hinuma e
colaboradores, em 2000, descreveram os peptideos RFRP-1, RFRP-2 e
RFRP-3 (RFamide related peptides; peptideos relacionados a RFamida) e
seu receptor em mamiferos. Por meio de pesquisa ampla em banco de dados
genéticos, os autores identificaram marcadores de sequéncia genética
(expressed sequence tags — EST) e isolaram o DNA complementar (cDNA)
de uma regido codante completa em humanos, bovinos, ratos e
camundongos. Desta forma, chegaram a sequéncia de uma preproproteina e
previram pelo menos trés peptideos relacionados a RFamida, considerando
possiveis sitios proteoliticos de clivagem: RFRP-1, RFRP-2 e RFRP-3. Esses
mesmos autores observaram que a sequéncia de aminoacidos do RFRP-2
estava ausente nos roedores estudados e possivelmente teria pouca
relevancia fisiolégica em humanos e bovinos (19).

Neste mesmo estudo, os autores identificaram o receptor do RFRP em
mamiferos. Utilizando abordagem de farmacologia reversa (reverse
pharmacological approach) para identificar ligantes de receptores 6rfaos da
familia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs), rastrearam varios
receptores 6rfaos com sete dominios transmembrana (7TMRs). Concluiram
que o RFRP-1 humano (hRFRP-1) e RFRP-3 humano (hRFRP-3)

estimulavam especificamente o receptor 6rfao OT7T022. Entretanto, neste
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estudo os novos neuropeptideos RFamida nao foram associados a alteragao
nas concentragdes plasmaticas de gonadotrofinas(19).

No mesmo ano, dois grupos identificaram e caracterizaram receptores
para o neuropeptideo FF (NPFF) e o neuropeptideo AF (NPAF); ambos
apresentaram alta afinidade para o receptor HLWAR77 (20, 21).

Em 2003, Yoshida e colaboradores compararam a afinidade de ligagao
dos receptores OT7T022 e do HLWAR77 ao RFRP-3 e ao NPFF
radiomarcados. Concluiram que o OT7T022 apresenta maior especificidade
para o RFRP, enquanto o HLWAR77 é mais especifico para o NPFF (22).

Subsequentemente, a nomenclatura dos receptores de peptideos
RFamida vem sendo modificada. Mais recentemente, o receptor OT7T022
vem sendo referido por NPFF-1 ou GPR147, enquanto o HLWAR77 ¢é
também chamado NPFF-2, GPR74 ou NPGPR (23).

1.2.1. Hormonio inibidor das gonadotrofinas (GnlH)

Em 2000, Tsutsui e colaboradores identificaram um peptideo no
extrato do cérebro de codornas japonesas usando HPLC (high-performance
liquid chromatography) e um ensaio imunoenzimatico para o motivo estrutural
RFa (Arg-Phe-NH,). Tratava-se de um dodecapeptideo com terminagdo Arg-
Phe-NH, em sua extremidade carboxiterminal, portanto um peptideo
pertencente a familia RFamida. Através de imunohistoquimica, foi identificada
a localizacado do novo peptideo no cérebro das codornas: os corpos celulares
situavam-se principalmente no nucleo paraventricular (NPV) do hipotalamo,
com projegdes para a eminéncia mediana (EM). O peptideo demonstrou ser
capaz de inibir, in vitro, a secregao de gonadotrofinas, sobretudo de LH. Este
foi o primeiro relato da existéncia de um peptideo hipotalamico inibidor da
liberagdo de gonadotrofinas em vertebrados, motivo pelo qual foi denominado
horménio inibidor de gonadotrofinas (GnlH) (24).

Em seguida, foi identificada a sequéncia codante do peptideo
precursor do GnlH em codornas (25), o qual da origem a dois peptideos
relacionados ao GnlH (GnIH-RP-1 e GnIH- RP-2).
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Em 2003, Bentley e colaboradores estudaram duas espécies de aves
canoras, as quais apresentam reproducao sazonal de acordo com alteracées
na fotoperiodicidade. Além de confirmar a relacdo anatdbmica entre os
neurdnios secretores de GnlH e de GnRH, os autores confirmaram que o
conteudo hipotalamico de GnlH e sua liberagado séao regulados sazonalmente
de acordo com o estado reprodutivo das aves (26).

Visando ratificar esses achados e investigar os mecanismos que
regulam a expressdo do GnlH, Ubuka e colaboradores demonstraram, em
codornas, que a melatonina induz a expressao génica de GnlH. Também foi
demonstrado que os neurdnios secretores de GnlH expressam um subtipo de
receptor da melatonina. Este foi o primeiro relato da agdo da melatonina na
indugao de um neuropeptideo no cérebro de vertebrados (27).

Com o crescente interesse nos peptideos relacionados a RFamida
(RFRPs), lkemoto e Park procuraram confirmar se os RFRPs que vinham
sendo descritos em vertebrados eram de fato ortdlogos. Para tanto,
identificaram o cDNA e o gene que codifica o RFRP de galinhas e
demonstraram as relagdes ortélogas entre os genes codantes de RFRP de
trés classes de vertebrados — peixe, galinha e humano — através de técnica
de conservagdo de sintenia em nivel cromoss6mico (chromosome-wide
Synteny conservation) e nao apenas por similaridade das sequéncias. Os
autores também descreveram dois tipos de receptores para RFRPs de nao
mamiferos e os caracterizaram farmacologicamente utilizando RFRP de
galinhas e de codornas (28). Esses autores consideraram a possibilidade de
que o pentapeptideo RFamida que foi descrito em galinhas em 1983 (16)
seria um fragmento do RFRP de aves.

Em 2005, Yin e colaboradores identificaram o receptor do GnlH em
codornas, fato essencial para a compreensdao do mecanismo de agao do
GnlIH sobre a secrecdo de gonadotrofinas. Baseado em estudo prévio que
identificou a estrutura do receptor do RFRP em mamiferos (19), os autores
clonaram o DNA complementar (cDNA) do suposto receptor do GnlH. Este foi
subclonado a um vetor de expressao e transfectado a fracdo bruta da
membrana de células COS-7 para caracterizar sua atividade de ligacao

através de ensaios competitivos. Os autores também caracterizaram a
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expressdo do RNA mensageiro (MRNA) do receptor do GnlH na hipdfise e no

hipotalamo de codornas (29).

1.2.2. Ortélogos do horménio inibidor das gonadotrofinas em mamiferos

Em 2006, Kriegsfeld e colaboradores identificaram e caracterizaram
um sistema inibidor de gonadotrofinas no cérebro de mamiferos. Utilizando
técnicas de imunohistoquimica e hibridizagdo in situ, os autores
demonstraram a concentracdo de corpos celulares de neurdnios
imunorreativos ao GnlH (GnlH-ir) no nucleo dorsomedial do hipotalamo
(DMH) de trés espécies de roedores (hamsters, ratos e camundongos). Além
disso, através de técnicas de imunohistoquimica de dupla marcagao e de
microscopia convencional e confocal, observaram que as fibras de células
GnlH-ir projetam-se para neurénios imunorreativos ao GnRH (GnRH-ir); este
achado sugere implicagdes funcionais relevantes. Para confirmar o papel
funcional do GnlH em mamiferos, os autores demonstraram in vivo, em
hamsters fémeas ovariectomizadas, que o GnlH inibe a secrecdo de LH e
que as células GnlH-ir expressam receptores para esteroides sexuais (30).

A presenca de ortdlogos do GnlH e a mesma relagdo com os
neurdnios secretores de GnRH foi observada também em outras espécies de
mamiferos. Em 2008, Clarke e colaboradores identificaram um cDNA no
hipotalamo de ovinos que codifica um ortélogo do RFRP-3 e demonstraram a
localizacdo dos neurdnios secretores de RFRP-3 no nucleo paraventricular
(PVN) e dorsomedial (DMH) do hipotdlamo ovino, com proje¢cbes para a
eminéncia mediana. Ademais, os autores comprovaram que esse peptideo
inibe a secregdo de gonadotrofinas in vitro e in vivo. Esta foi a primeira
demonstracdo de que o RFRP-3 é um horménio hipofisiotréfico em ovelhas
(31). No mesmo ano, Smith e colaboradores propuseram que alteragdes na
expressao de RFRP estariam relacionadas ao controle sazonal da
reprodugao de ovelhas (32). Tais alteragdes foram reciprocamente opostas a
expressao de outro neuropeptideo RFamida, a kisspeptina (34-36), de modo

que durante a fase reprodutiva ha predominio da expressao de kisspeptina,
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enquanto na fase nao reprodutiva predomina a expressdo de RFRP. Desta
forma, os autores sugeriram que estes dois peptideos hipotaldamicos atuariam
em equilibrio no controle da secrecao de GnRH de ovelhas através das
estacdes do ano ((32).

Em 2009, Ubuka e colaboradores isolaram o peptideo RFRP-3 de
macacos rhesus e localizaram os neurbnios secretores de RFRP-3
predominantemente no nucleo periventricular intermediario do hipotalamo de
macacos, bem como a descreveram a distribuicdo de suas fibras para
diversas regides do cérebro. A julgar pelo padrao de localizagdo dos axénios,
€ possivel que os neurbnios secretores de RFRP-3 regulem varios sistemas
neurais em macacos (33).

A existéncia de estruturas imunorreativas ao GnlH (GnlH-ir) no
hipotalamo humano foi analisada por Ubuka e colaboradores em 2009.
Foram identificados dois homologos do GnlH: RFRP-1 e RFRP-3. Neurbnios
GnlIH-ir foram observados na regidao dorsomedial do hipotalamo humano, com
projecdes axonais préoximas aos corpos celulares dos neurénios GnRH-ir na
area preé-optica, bem como para a zona neurosecretdria da eminéncia
mediana. Além disso, por meio de hibridizagdo in situ combinada com
imunohistoquimica para LH, nesse estudo foi demonstrada também a
expressdo do mRNA do receptor GPR147 nos gonadotrofos na hipdfise
humana (34).

No caso do RFRP humano, foi identificada a sequéncia de
aminoacidos do peptideo precursor e foram avaliados os provaveis sitios de
clivagem, chegando-se ao RFRP-1 e RFRP-3 como os peptideos maduros;
em modelos animais, o RFRP-3 apresenta potente atividade inibitéria sobre a
secrecao de gonadotrofinas (34).

Os peptideos RFRP, ortélogos do GnlH, apresentam algumas
diferengas em sua sequéncia de aminoacidos entre as espécies (35) (Tabela
1). O RFRP-3 ovino € idéntico ao RFRP-3 humano e muito potente inibidor da
secrecao de gonadotrofina estimulada por GnRH, por isso tem sido usado na
maioria dos experimentos (31). Além disso, nessa espécie € possivel acessar
o sistema porta-hipofisario com certa facilidade para a realizacdo de
amostragens sanguineas (36). Recentemente, foi demonstrada a secrecao

de GnlH no sistema porta-hipofisario ovino, reduzindo a agdo do GnRH (37).
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Tabela 1 — Sequéncias dos peptideos ortélogos do GnlH em mamiferos, com a sequéncia
caracteristica de aminoacidos PXRF (“X’sendo L ou Q) na por¢do C-terminal em destaque

[adaptado da referéncia(38)]

Espécie Peptideo Sequéncia

Camundongo RFRP-1 VPHSAANLPLRF
RFRP-3 NMEAGTRSHFPSLPQRF

Rato RFRP-1 VPHSAANLPLRF
RFRP-3 ANMEAGTMSHPPSLPQRF

Hamster RFRP-1 SPAPANKVPHSAANLPLRF
RFRP-3 ILSRVPSLPQRF

Bovino RFRP-1 SLTFEEVKDWAPKIKMNKPVVNKMPPSAANLPLRF
RFRP-3 AMAHLPLRLGKNREDSLSRWVPNLPQRF

Ovino RFRP-1 LTFEEVKDWGPKIKMNTPAVNKMPPSAANLPLRF
RFRP-3 VPNLPQRF

Macaco rhesus RFRP-3 SGRNMEVSLVRQVLNLPQRF

Humano RFRP-1 MPHSFANLPLRF
RFRP-3 VPNLPQRF

1.2.3. Kisspeptina

O gene KISS1 foi identificado em 1996 como um gene supressor de
metastases; o peptideo codificado por ele foi denominado metastatina (39).

Em 2001, foi descoberto que a metastatina, um peptideo de 54
aminoacidos da familia RFamida, era o ligante de um GPCR 6rfao, o GPR54.
Este peptideo, bem como os menores, com 13 e 14 aminoacidos, que
também tem atividade agonista sobre esse receptor, passaram ser chamados
de kisspeptina (40-42).

Entretanto, a relagao deste peptideo com o sistema reprodutor sé foi
estabelecida em 2003, quando dois grupos independentes relataram a
ocorréncia de mutagdes com perda de funcdo do receptor da kisspeptina
(KISS1TR ou GPRS54) como causa de hipogonadismo hipogonadotrofico
idiopatico (43, 44).
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Messager e colaboradores, em 2005, demonstraram a colocalizagao
do GPR54 com os neurbnios secretores de GnRH e provaram que a
kisspeptina estimula a liberagdo de gonadotrofinas por atuar no GPR54. Além
disso, os autores demonstraram, em ovelhas, que a kisspeptina administrada
por via intracerebroventricular, produz grande liberagdo de GnRH no fluido
cerebroespinal, com elevagao paralela no LH sérico (45).

Em 2008, foi descrita uma mutagao ativadora do GPR54 como causa
de puberdade precoce central (46) e varios outros estudos confirmaram este
importante papel da kisspeptina sobre o eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal
(47, 48).

De fato, a descoberta do papel da kisspeptina e de seu receptor,
GPR54, na puberdade é considerado um dos grandes marcos da area de
endocrinologia da reproducdo, desde a descoberta do GnRH nos anos 70
(49). Os neurbnios secretores de kisspeptina expressam receptores de
esteroides sexuais (50) e seriam um elo entre os neurbnios secretores de

GnRH e os sinais provenientes da periferia, para a realizagao do feedback.

1.3. DESENVOLVIMENTO PUBERAL NORMAL

Puberdade é definida como o periodo de transi¢cao entre a infancia e a
idade adulta, durante o qual se desenvolvem caracteres sexuais secundarios
e se atinge a capacidade reprodutiva plena. O inicio da puberdade
caracteriza-se pela secrecgao pulsatil de GnRH (51).

A maturagao do sistema neuroenddcrino reprodutivo inicia-se no fim
do periodo embrionario, com a secreg¢do de gonadotrofinas pela hipdéfise a
partir da 11, ou 12% semana de gestagdo. Os niveis de LH e de FSH
atingem seu pico no meio do periodo gestacional, para declinarem até o fim
da gestacdo. A partir dos seis meses de vida, os niveis circulantes de LH,
FSH e esteroides gonadais estdo baixos e o sistema hipotalamo-hipofise-
gonadal entra em um periodo de relativa quiescéncia até a época da
puberdade (51). Uma das grandes questdes da endocrinologia da reproducao

diz respeito aos fatores que levam ao inicio da puberdade.



25

O aumento na secrecao pulsatil de GnRH é essencial para o aumento
na secrecdao de gonadotrofinas e consequente estimulo gonadal. Muitos
neurotransmissores e neuromoduladores apresentam propriedades inibitorias
ou excitatorias sobre a secrecdo do GnRH. Dentre os neurotransmissores
inibitérios, podemos destacar o acido gama-aminobutirico (GABA), opidides
endbégenos, a melatonina, o horménio liberador de corticotrofinas (CRH).
Dentre os neurotransmissores excitatorios, sdo conhecidas as agdes do
glutamato e da norepinefrina. O neuropeptideo Y (NPY) pode ter papel
estimulatdrio ou inibitério sobre a secregdo de GnRH (10).

Como parte desta complexa rede de interagdes sobre os neurdnios
secretores de GnRH , surgem os neuropeptideos hipotaldamicos da familia
RFamida, como o GnIH e seu ortélogo RFRP-3, como inibidor e, sobretudo, a
kisspeptina, como potente estimulador da secre¢cao de GnRH (50, 52).

A puberdade é considerada normal quando o inicio dos caracteres
sexuais secundarios ocorre entre 8 e 13 anos em meninas e entre 9 e 14
anos em meninos (51). Tem-se observado uma alteragdo na tendéncia
secular de inicio da puberdade em ambos os sexos no sentido de uma
reducao na idade de inicio da puberdade (53). Dentre os sinais fisicos que
indicam a maturagcdo sexual em meninas os principais sdo aceleracido do
crescimento linear, desenvolvimento mamario e menarca; em meninos, o

principal sinal € o aumento do volume testicular (51).

1.4. DISTURBIOS PUBERAIS GNRH DEPENDENTES

Puberdade precoce é o aparecimento de qualquer sinal de maturacao
sexual abaixo dos limites inferiores da normalidade, ou seja, abaixo de 8
anos em meninas e abaixo de 9 anos em meninos.

Quando essa precocidade sexual resulta de reativagao prematura do
eixo hipotalamo-hipofisario, a condicdo € GnRH dependente, sendo chamada
puberdade precoce central (PPC) ou puberdade precoce completa ou
precocidade isossexual verdadeira (54). Nesta pesquisa sera adotado o

termo puberdade precoce central. Quando se afastam causas organicas de
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ativacdo do eixo, a PPC é chamada idiopatica, sendo esta forma mais
frequente em meninas que em meninos.

Por outro lado, quando o desenvolvimento puberal ndo se inicia até os
13 anos em meninas e os 14 anos em meninos, tem-se uma situacdo de
atraso puberal. Neste caso € importante o diagndstico diferencial entre um
retardo constitucional do crescimento e desenvolvimento (RCCD) e
hipogonadismo hipogonadotroéfico, considerando apenas as causas centrais
de hipogonadismo(55).

O RCCD, mais que uma patologia, € uma variagdo normal do
crescimento e do desenvolvimento, que representa o extremo final de
distribuicdo normal do periodo de puberdade. E a causa mais comum de
atraso puberal em ambos os sexos, mas € um diagndstico de excluséo (56,
57).

No hipogonadismo central, a faléncia da maturagcdo sexual é
decorrente de secrecao pulsatil insuficiente do GnRH e resultante deficiéncia
de gonadotrofinas. Esta situagdo pode vir isolada ou associada a outras
deficiéncias hipofisarias. Na auséncia de causas organicas, como tumores do
sistema nervoso central (SNC), a condicdo é considerada idiopatica
(hipogonadismo hipogonadotrofico idiopatico — HHI). Este pode ainda ser
subdividido em normdsmico e em andsmico ou hipésmico, quando ha

alteragao concomitante no olfato (56, 58).
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2. JUSTIFICATIVA

As fortes evidéncias sobre a importdncia do sistema da
Kisspeptina/GPR54 em humanos, aliada a descoberta recente da existéncia
no hipotalamo e hipodfise humanos de um sistema neuro-hormonal com
potencial inibidor sobre a secre¢ao de gonadotrofinas, mediado pelo RFRP-3
e seu receptor, traz a tona a hipétese de que esses sistemas poderiam atuar
na regulagao da funcdo gonadotréfica de maneira reciprocamente oposta.
Entretanto, ndo ha até o momento evidéncias da funcionalidade do sistema
RFRP-3/GPR147 em humanos.

Diante dessa hipotese e com base nos dados apresentados, o
presente estudo busca verificar a ocorréncia de mutagdes nos genes NPVF
e NPFFR1, que codificam respectivamente o RFRP-3 humano e o receptor
GPR147, em uma série de individuos portadores disturbios puberais GnRH-
dependentes. Esses disturbios incluem, de um lado, a puberdade precoce
central e, de outro, o hipogonadismo hipogonadotréfico. Por constituirem
condicbes extremas em que ocorre fundamentalmente uma alteracido no
momento do inicio do desenvolvimento puberal, representam excelente
modelo para o estudo dos processos que regulam a puberdade e a funcao

reprodutiva em seres humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1.GERAL

Investigar a associagao do sistema inibidor das gonadotrofinas RFRP-3
/IGPR147 com a regulacdo do desenvolvimento puberal e capacidade

reprodutiva em seres humanos.

3.2. ESPECIFICOS

- Investigar a ocorréncia de variantes no gene NPVF, que codifica o
peptideo RFRP-3 humano, em individuos portadores de puberdade precoce

central e de hipogonadismo hipogonadotrofico idiopatico normésmico.

- Investigar a ocorréncia de variantes no gene NPFFR1, que codifica o
receptor do RFRP-3 humano (GPR147), em individuos portadores de
puberdade precoce central e de hipogonadismo hipogonadotrofico idiopatico

normosmico.

- Comparar a distribuicdo das variantes nos genes NPVF e NPFFR1
entre individuos com puberdade precoce central e com hipogonadismo

hipogonadotréfico idiopatico normésmico,

- Comparar a distribuicdo das variantes nos genes NPVF e NPFFR1
entre individuos com puberdade precoce central e individuos com

desenvolvimento puberal normal.

- Comparar a distribuicdo das variantes nos genes NPVF e NPFFR1
entre individuos com hipogonadismo hipogonadotréfico idiopatico

normosmico e individuos com desenvolvimento puberal normal.

- Analisar o impacto funcional, in silico, de variantes missense que

venham a ser identificadas nos genes NPVF e NPFFR1.
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- Analisar a conectividade dos genes NPVF e NPFFR1 com outros genes

sabidamente envolvidos no desenvolvimento puberal.
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4.METODOS

4.1. SUJEITOS DO ESTUDO

Foram estudados 80 pacientes com puberdade precoce central
idiopatica (PPC) e 51 pacientes com hipogonadismo hipogonadotrofico
idiopatico normdésmico (HHI). Todos os pacientes com PPC foram
selecionados e recrutados no Ambulatério de Endocrinologia do
Desenvolvimento do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), bem como 44 pacientes com HHI,
pela equipe responsavel nesse servico. Os demais 7 pacientes com HHI
foram selecionados e recrutados no Ambulatério de Endocrinologia das
Gbnadas e Adrenais do Hospital Universitario de Brasilia, na Universidade de
Brasilia (HUB/UnB). As amostras de DNA dos pacientes com PPC e HHI
procedentes do HC/FMUSP foram encaminhadas ao Laboratério de
Farmacologia Molecular da Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB, apos
estabelecida a colaboragao cientifica entre os grupos de pesquisa, para o

presente estudo.

Os critérios de inclusao foram:

1. Puberdade precoce central idiopatica:

a) Desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias antes dos
8 anos de idade em meninas e antes dos 9 anos de idade em meninos,
associado a aumento da velocidade de crescimento e avanco de idade dssea
determinado pelo método de Greulich-Pyle;

b) Niveis plasmaticos de LH no nivel puberal (> 0,6U/L, por ensaio
quimioluminescente);

c) Ressonancia nuclear magnética do sistema nervoso central

demonstrando auséncia de lesbes anatbmicas.
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2. Hipogonadismo hipogonadotréfico isolado normésmico:

a) Desenvolvimento puberal ausente ou incompleto apés 16 anos de
idade em meninas e ap6s 18 anos de idade em meninos;

b) Niveis plasmaticos de esterdides gonadais baixos associados a
niveis baixos ou inapropriadamente normais de gonadotrofinas;

c) Ressonadncia nuclear magnética do sistema nervoso central
demonstrando auséncia de lesdes anatébmicas.

d) Auséncia de anormalidades ao teste do olfato - Smell Identification
Test™ (Sensonics, Philadelphia, USA).

Foram excluidos, tanto para o diagnéstico de PPC quanto de HHI,
pacientes com lesbes anatdmicas da regidao hipotalamo-hipofisaria e
pacientes com hipogonadismo adquirido.

O grupo controle foi composto por 50 individuos com desenvolvimento

puberal normal, maiores de 18 anos.

4.2. AVALIACAO MOLECULAR

4.2.1. Extracao de DNA gendomico de leucécitos do sangue periférico

O DNA dos sujeitos do estudo foi extraido de leucdcitos do sangue
periférico pelo método de extragdo por sal modificado, conforme descrito a
seguir (59). Aproximadamente 12 mililitros de sangue venoso foram colhidos
em tubos com &cido etileno diaminotetracético (EDTA). A extragdo ocorre em
trés etapas: lise das hemacias com tampao de NH4HCO3; 1mM + NH,CI
1,4mM; lise dos leucécitos com TEN (TRIS 10mM pH 8,0; EDTA 10mM pH
8,0; NaCl 150mM pH 8,0), SDS10% e proteinase K (10mg/ML); precipitacao
do DNA com NaCl supersaturado (6M) e alcool absoluto gelado. Secagem e
ressuspensdo em TE. As amostras foram entdo armazenadas a -4°C para

posterior utilizacao.
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4.2.2. Reacao de polimerizagao em cadeia

O DNA genbmico foi utilizado como substrato para amplificagdo da
regido codante do gene NPVF, que codifica o RFRP humano, e do gene
NPFFR1, que codifica o receptor GPR147. Para tanto, foram desenhados
pares de oligonucleotideos iniciadores intrénicos, conforme descrito nas
Tabelas 2 e 3. O gene NPVF consiste de trés exons, sendo que apenas 0s
dois ultimos codificam o polipeptideo precursor, o qual € clivado e origina
dois peptideos RFamida, incluindo o RFRP-3, suposto ortélogo humano do
GnlIH aviario.

O gene NPFFR1 é formado por 4 exons, que codificam o GPR147;
como o produto do exon 4 é muito longo, utilizamos a estratégia de dividir
este exon em 3 fragmentos, que foram denominados 4a, 4b e 4c.

Nas reagdes de amplificagao (polymerase chain reaction — PCR) foram
utilizados 100 ng de DNA gendmico, 125 ng de cada oligonucleotideo
iniciador (forward e reverso) e GoTaq™ Green Master Mix (Promega
Corporation), para um volume final de 50 pL. As amplificagbes foram
realizadas nos termocicladores TC-3000 (Techne) e T100™ (BIO-RAD), nas

seguintes condigdes:

Gene NPVF:. desnaturacgao inicial a 96°C por 6 minutos, desnaturacao
a 96°C por 30 segundos, anelamento dos primers a 54°C durante 30
segundos, extensao a 72°C por 1 minuto e extenséao final a 72°C por 10

minutos. Foram realizados 35 ciclos.

Gene NPFFR1: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos,
desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento dos primers a 60°C
durante 30 segundos, extensao a 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C

por 10 minutos. Foram realizados 35 ciclos.
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Tabela 2 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo do gene NPVF

Exon Oligonucleotideos Produto

1 1F: TGTGTGAGATTGATTTCACTGTT 377 pb®
1R: AAACAGAGTACACACCAACTTACTTC

2 2F: TCTGCACATATGAACACAAACTT 684 pb
2R: TTAGTTCCTTGTGTCTTTGCCTC

3 3F: TCATTTCAAGTGCAACACAATTC 265 pb

3R: TATGTAGCTACTCTTCCGTGTGG

pb= pares de bases

Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo do gene

NPFFR1

Exon Oligonucleotideos Produto

1 1F: AACCAAGTGCCCGGAGACC 225 pb®
1R: GCTGTCCAGAGCCAGACGTTG

2 2F: GTTTGGCACACAGAGGGTCTC 452 pb
2R: GTCCCCTACCCCCCACTTC

3 3F: CAGTCTCTGGCTCTTGATGCG 218 pb
3R: CTAGGGCCTGGCATTAAGAGGA

4 4aF: AGATGCGATGATGAAGGTCAGGTG 348 pb

4aR:CTACACCACTGTGCTCTTCTCGCAC

4bF: AGGAGCACCACTTCATGGTGGA 534 pb
4bR: CACAAGGAGGCCTACTCCGAGC

4cF: CCCATCATCTACGGCTACTTCAACGA 366 pb
4cR: CAGGGCCCCGATTGGACAC

pb= pares de bases

Para avaliar a eficiéncia da amplificacdo, os produtos de PCR foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em TAE, com brometo de

etideo a 10mg/mL; para comparagédo visual do padrdo de migragdo dos

produtos no gel, utilizou-se marcador de peso molecular 1Kb Plus
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(Invitrogen™). O gel foi visualizado em luz ultravioleta e fotografado.

Controles negativo e positivo foram utilizados em todas as reagoes.

4.2.3. Sequenciamento automatico

Os produtos de PCR foram purificados pelo kit de purificacdo
QlAquick™ (Qiagen™) e enviados para sequenciamento automatico, nas
orientagcdes sense (5>3') e antisense (3'>5"), o qual foi realizado pela
empresa especializada Macrogen Inc. que utiliza o aparelho ABI Prism

Genetic Analyzer (Perkin-Elmer).

4.2.4. Leitura e analise das sequéncias

As analises, alinhamentos e comparagdes entre as sequéncias foram
realizadas com o auxilio de software especializado: Sequencher (Gene
Codes Corporation versao Demo 4.10.1 2011, Ann Arbor, Ml).

As sequéncias obtidas foram comparadas com a sequéncia referéncia
disponivel na base de dados PubMed (National Center for Biotechnology and
Information - NCBI). Para o NPVF, gene que codifica o peptideo RFRP: NCBI
Reference Sequence: NM_022150.3; e para o NPFFR1, gene que codifica o
GPR147: NCBI Reference Sequence: NM_022146.4.

As sequéncias nas quais ndo possivel identificar determinados
polimorfismos devido a baixa qualidade do sequenciamento, foram re-
sequenciadas, porém, aquelas que mantiveram qualidade insuficiente para

leitura e identificacao inquestionavel de variantes foram excluidas da analise.
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4.2.5. Anadlise de predicao do efeito funcional de variantes in silico

A predicado do efeito funcional e a severidade das variantes missense
identificadas foi realizada com o uso do software publico PolyPhen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2).

4.2.6. Analise da conectividade dos genes NPVF e NPFFR1

O software GeneMANIA (www.genemania.com) foi utilizado para fazer
a analise de conectividade dos genes NPVF e NPFFR1. Este software
encontra interagbes e genes complementares que sao relacionados aos

genes inseridos (60, 61).

4.3. ANALISE ESTATISTICA

A prevaléncia de cada polimorfismo foi testada para desvios do
equilibrio de Hardy-Weinberg (62). Para analise comparativa das diferengas
entre as frequéncias alélicas e genotipicas de cada polimorfismo entre
pacientes com CPP, HHI e controles, foi usado o teste exato de Fisher (two-
sided Fisher’s exact test). Para comparagao da distribuicdo dos gendtipos de
cada polimorfismo entre os grupos de PPC, HHI e controles, um modelo
genético co-dominante foi aplicado, no qual o gendtipo homozigoto mais

comum (wild-type) foi usado como referéncia.

Para avaliar o nivel de associagcao entre a presenca de um dado
polimorfismo do gene NPVF e NPFFR1 e a ocorréncia de PPC e HHI, um
modelo caso-controle foi criado para estimar as razbes de probabilidades
(odds ratio) e respectivos intervalos de confianga 95%. Para comparagao da
distribuicdo dos alelos entre os grupos de estudo e na analise de casos e
controles para estimativa da associagcdo entre a presenca de determinada

variante e a ocorréncia da doenca, foram utilizadas as frequéncias alélicas
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globais para cada polimorfismo disponiveis no banco de dados do NCBI, as
quais sado apresentadas como frequéncias do alelo menos comum numa
populacao global padrao (minor allele frequency — MAF) (63). As mesmas
analises foram realizadas para a comparacao das frequéncias observadas no
grupo controle para os polimorfismos em que foi possivel essa determinacéo.
A analise dos dados foi realizada com a utilizacdo do software STATA,

versdo 8.2.

4.4. APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

Esta pesquisa foi realizada em colaboragdao com o grupo da Unidade
de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clinicas da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), sob coordenagao geral da Profa.
Ana Claudia Latronico. A casuistica foi criada a partir de estudos realizados
nos ultimos anos e ja recebeu aprovagao prévia do respectivo comité de ética
em pesquisa em seres humanos (CEP — HC-FMUSP) para o estudo. Os
pacientes procedentes do Ambulatério de Endocrinologia das Gbénadas e
Adrenais do HUB, Universidade de Brasilia, foram incluidos nessa casuistica.

Todos os sujeitos participaram da pesquisa mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pelo préprio paciente, ou por
seu responsavel no caso de menores de 18 anos (Apéndice A — Termo de

consentimento livre e esclarecido).
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5. RESULTADOS

A média £ DP de idade dos casos com PPC e HHI era de 7.4+1.8 e
23.8+7.7 anos, respectivamente. 93,7 % dos pacientes com PPC e 43,1 %
dos pacientes com HHI eram do sexo feminino. A idade de inicio dos sinais
de puberdade no grupo PPC foi de 7,5 £1,7 anos no sexo feminino e de 6,4
14,0 anos no sexo masculino.

Por meio de sequenciamento genético, dois polimorfismos foram
detectados na regido codante do gene NPVF e doze no gene NPFFR1 em
todos os sujeitos estudados; todas as variantes ja haviam sido descritas em
banco de dados genéticos (http://browser.1000genomes.org e/ou
www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP). Dentre estes, foi identificada uma
delecédo de trés nucleotideos no exon 2 do gene NPVF, c.212_214del
(p.171_72; rs3216928), e cinco variantes missense no exon 4 do gene
NPFFR1.

Na tabela 4 estdo listadas as seis variantes n&o-sinbnimas
encontradas, sua localizagdo na sequéncia referéncia do gene
correspondente a posicdao do nucleotideo alterado na sequéncia codificante
do gene (NPVF: NCBI Reference Sequence: NM_022150.3; NPFFR1: NCBI
Reference Sequence: NM_022146.4), bem como a posi¢do do aminoacido
correspondente na proteina. Exceto pela distribuicdo do polimorfismo (single
nucleotide polymorphism; SNP) p.I1145L do NPFFR1 no grupo controle e
PPC, todas as demais variantes ndo sinbnimas estavam em equilibrio de

Hardy-Weinberg em todos os grupos de estudo.
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Tabela 4- |dentificagcdo, localizagdo e analise do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) dos
polimorfismos identificados nos genes NPVF and NPFFR1 identificados em pacientes com
disturbios puberais GnRH-dependentes (HHI and PPC) e controles

Identificagao Posigao e Posigao e HW p-valord

do ieri‘;i troca de troca de

polimorfismo® 9 nucleotideo® aminoacido® HHI PPC controles

rs3216928 NPVF c212_214del pl71.K72 017 074  ND
exon 2
NPFFR1

rs3812694 Exon 4 433A5C 0.1145L 0,59 0,002 0,000
NPFFR1

rs61746115 Exon 4 577G>T p.A193S 0,94 0,79 1,00
NPFFR1

rs61746113 Exon 4 587G>T p.R196L 0,88 0,90 0,94
NPFFR1

re113487866 L on4 1039C>A p.R347S 100 094 ND

rs200382790  NPFFR1 0.A359T 1.00 0,94 ND

Exon 4 1075G>A

?|dentificagéo dos polimorfismos do gene NPVF de acordo com os bancos de dados
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em populagédo global
padrao do projeto1000Genome fase 1, liberado em maio 2011

® Posicdo da troca de nucleotideos na sequéncia codante do RNAm (NPVF:CCDS 5395.1 e
NPFFR1: CCDS 53539.1)

“Posigdo de troca de aminoacidos na proteina madura.

4 p-valor calculado pelo teste de Fisher para desvios das frequéncias genotipicas do
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW)

* ND: n&o disponivel

5.1. VARIANTES DO GENE NPVF

As duas variantes identificadas no éxon 2 do gene NPVF estado

relacionadas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Identificagdo e localizagdo dos polimorfismos do gene NPVF

Identificagcdo dos Regidao do gene Posicdao e troca Posicdo e troca
Polimorfismos® de nucleotideos® de aminoacidos®
rs3216928 Exon 2 c.212_214del lle71_Lys72
rs2717851 Exon 2 384C>T Pro128=

?ldentificacdo dos polimorfismos do gene NPVF de acordo com o banco de dados
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em populagédo global
padrao do projeto1000Genomes fase 1, liberado em maio 2011

b Posigao da troca de nucleotideos na sequéncia codante do RNAm (CCDS 5395.1)
°Posicao de troca de aminoéacidos na proteina madura.

O polimorfismo rs2717851 compreende a substituicdo de uma citosina
(C) por uma timina (T) no nucleotideo 384 do exon 2. Isto resulta em uma
mutacao silenciosa, pois 0 aminoacido codificado € o mesmo: uma prolina no
residuo 128 da proteina. Para fins de analise comparativa, apenas o
polimorfismo nao-sinbnimo foi avaliado.

O polimorfismo do gene NPVF c.212_214 (rs3216928) corresponde a
delecao de trés nucleotideos, 212, 213 e 214, sendo que os dois primeiros
pertencem a um cdédon (ATT) e o outro, ao cddon seguinte (AAG), o qual
codifica uma lisina, a qual € um aminoacido basico, previsto como sitio de
clivagem do peptideo precursor. Esta € uma delegao in frame, que resulta na
perda de uma isoleucina na posigao 71 (p.171_K72), porém, sem modificar a
sequéncia de aminoacidos subsequente.

Usando um modelo genético co-dominante, observa-se que a
frequéncia alélica desta variante tende a ser maior no grupo de HHI do que
no grupo de PPC (15% versus 5%), embora esta diferenca nédo seja
estatisticamente significativa (p=0,06) (Tabela 6).

E interessante destacar que esta variante ocorre em estado
homozigoto em 5% (n=2) dos pacientes com HHI, porém em nenhum
paciente do grupo de PPC. Uma anélise mais detalhada mostra ainda que a
frequéncia do alelo variante (TAA deletado) no grupo HHI (15%) é mais
préxima a frequéncia do alelo menor (minor allelic frequency — MAF) de
13,8% (disponivel em www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP).

Ademais, a andlise da estimativa da razdo de probabilidades (odds

ratio) demonstra que a presenca dessa variante esta associada a uma
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probabilidade significativamente reduzida de ter PPC (OR: 0,33; IC 95%:
0.09-0.89 ), enquanto nenhuma associagao foi observada para a ocorréncia
de HHI (OR: 1,11; IC 95%: 0,54-2,08) - Apéndice A - Tabela A1.

Tabela 6- Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas da delegdo NPVF
c.212_214 (p.171_K72) em pacientes com HHI and PPC

Identificagao do Alelos e HHI PPC p°
polimorfismo® genotipos n (%) n (%)
rs3216928 TAA 68 (85%) 76 (95% ) 0,06
p.171_K72 - 12 (15%) 4 (5%)
TAA/TAA 30 (75%) 36 (90%)
TAA/- 8 (20%) 4 (10%)
-/- 2 (5%) 0

?Identificagéo dos polimorfismos do gene NPVF de acordo com o banco de dados NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em populagdo global padrao do
projeto1000Genomes fase 1, liberado em maio 2011; posigdo de troca de aminoacidos
na proteina madura.

®valor p calculado usando o teste exato de Fisher (two-sided) para a comparagao da
propor¢ao de alelos selvagens e alelos variantes pelo modelo de co-dominancia
entre HHI e PCC. Significancia estatistica foi estabelecida para p<0,05

5.2. VARIANTES DO GENE NPFFR1

Na andlise do gene NPFFR1 foram identificados diversos
polimorfismos, a maioria localizada no éxon 4.

Foram encontradas cinco variantes missense no exon 4, todas ja
descritas como polimorfismos em banco de dados
(http://browser.1000genomes.org e/ou www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP), a
saber: rs3812694 (lle145Leu), rs61746115 (Ala193Ser), rs61746113
(Arg196Leu), rs113487866 (Arg347Ser) e rs200382790 (Ala359Thr) (Tabela
7).
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Tabela 7 — Identificagao e localizagao dos polimorfismos do gene NPFFR1

Identificagao do Regiao do gene Posicao e troca de Posig¢ao e troca de
polimorfismo® nucleotideos” aminoacidos®
rs3812694 Exon 4 433A>C lle145Leu
rs61746115 Exon 4 577G>T Ala193Ser
rs61746113 Exon 4 587G>T Arg196Leu
rs113487866 Exon 4 1039C>A Arg347Ser
rs200382790 Exon4 1075G>A Ala359Thr
rs1999624 Exon 4 1227C>T 409His=
rs140283186 Exon 4 729C>G 243Leu=
rs10999221 Exon 4 597G>T 199Pro=
rs60225321 Exon 4 1143C>T Ser381=
rs186499075 Exon 4 816G>A 272Leu=
rs147150215 Exon 4 902C>T 298Leu=
rs3812696 Exon 2 201C>T 67lle=

?Identificagéo dos polimorfismos do gene NPFFR1 de acordo com o banco de dados NCBI
(http://lwww.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/), baseado em populagdo global padrao do
rojeto1000Genome fase 1, liberado em maio 2011
Posigao da troca de nucleotideos na sequéncia codante do RNAm (CCDS 53539.1).
° Posicao de troca de aminoéacidos na proteina madura.

Apenas os polimorfismos n&o-sinbnimos foram incluidos nas analises
comparativas. A analise comparativa da distribuicdo destas variantes foi
semelhante em todos os grupos estudados (tabela 8).

No éxon 2 foi encontrado um polimorfismo sinbnimo, decorrente da
substituicdo de uma citosina por uma timina no nucleotideo 201, o que gera o
mesmo aminoacido isoleucina na posi¢cao 67. No éxon 4 foram identificados
outros seis polimorfismos sindnimos: 199Pro, 243Leu, 272Leu, 298Leu,
381Ser, 409His (Tabela 7).

De modo geral, nenhum polimorfismo do NPFFR1 esteve associado a
disturbios puberais, seja HHI ou PPC (Apéndice A - Tabela A2).

A estrutura secundaria do receptor do RFRP humano (GPR147), com
as variantes missense identificadas nesta pesquisa, esta representada na

figura 4, no capitulo Discusséo.
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identificadas em pacientes com HHI, PPC e controles
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Identificagio do HHI PPC controles p1° p2° p3°
polimorfismo®

rs3812694

p.1145L

A 66 (91,6%) 111 (86,7%) 89 (89%)

C 6(84%)  17(133%) 11 (11%)

AA 30 (83%) 51 (80%) 43 (86%) 0,78 0,47 0.79
AC 6(17%) 9 (14%) 3 (6%)

cc 0 4 (6%) 4 (8%)

rs61746115

p.A193S

G 97 (98,9%) 118 (96,7%)  100(100%)

T 1(1,1%) 4 (3,3%) 0

GG 48 (98%) 57 (90%) 50(100%) 0,49 0,13 0,38
GT 1(2%) 4 (6%) 0

TT 0 0 0

rs61746113

p.R196L

G 96 (97,9%) 126 (98,4%) 99 (99%)

T 221%)  2(1,6%) 1 (1%)

GG 47 (96%) 62 (97%) 49 (98%) 0,62 1,00 1,00
GT 2 (4%) 2 (3%) 1(2%)

TT 0 0 0

rs113487866

p.R347S

C 98 (100%) 105 (99,05%)

A 0 1(0,95%)

cc 49 (100%) 52 (98%)

CA 0 1(2%) ND* ND ND 1,00
AA 0 0

rs200382790

p.A359T

G 98 (100%) 105 (99,05%)

A 0 1(0,95%)

GG 49 (100%) 52 (98%) ND ND ND 1,00
GA 0 1(2%)

AA 0 0

@ |dentificacdo dos polimorfismos do gene NPFFR1 de acordo com o banco de dados

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/),
projeto1000Genomes fase 1, liberado em maio 2011; posi¢gao de troca de aminoacidos na proteina

madura.

baseado em

populagao

global

padrao

®Valores de p calculados pelo teste de Fisher por comparagédo das proporgées dos genétipos
selvagens e variantes para um polimorfismos especifico entre casos (HHI ou CCP) e
controles e entre HHI e CCP, usando um modelo genético co-dominante. Diferencas

estatisticamente significativas foram estabelecidas para p<0.05.

p1: casos HHI versus controles; p2: casos PPC versus controles; p3: casos HHI versus PPC.

* ND: nao disponivel
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Foi realizada analise da predicdo do impacto funcional de todas as
mutagbes de ponto encontradas utilizando o software publico PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2). A variante p.l1145L foi considerada
provavelmente deletéria, enquanto a variante p.A193S foi possivelmente
deletéria para a fungao da proteina; as demais variantes foram preditas como

benignas (Tabela 9 e Figura 2).

Tabela 9- Resultados da analise in silico das variantes missense do gene NPFFR1 com o
uso do software publico PolyPhen-2

SNP Score Sensibilidade Especificidade Interpretacao
rs3812694 0,999 14% 99% Provavelmente
p.1145L deletéria
rs61746115 0,774 85% 92% Possivelmente
p-A193S deletéria
rs61746113 0,169 92% 87% Benigno
p-R196L

rs113487866 0,013 96% 78% Benigno
p-R347S

rs200382790 0,005 97% 74% Benigno

p.A359T
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rs3812694 (p.I145L)

PolyPhen-2 report for Q9GZQ6 1145L (rs3812694)
Query

Protein Acc  Position AA; AA;

Description
9GZQ6 145 | Canonical; RecName: Full=Neuropeptide FF receptor 1; AltName: Full=G-protein coupled receptor 147; AltName: Full=RFamide-related peptide receptor OT7T022;
Length: 430
Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv
This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 0.999 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.99)

0.60 0l80 1200

rs61746115 (p.A193S)

PolyPhen-2 report for Q9GZQ6 A193S
Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description

Q9GZQ6 193 A

Canonical; RecName: Full=Neuropeptide FF receptor 1; AltName: Full=G-protein coupled receptor 147; AltName: Full=RFamide-related peptide receptor OT7T022;
Length: 430
Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv
This mutation is predicted to be POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.774 (sensitivity: 0.85; specificity: 0.92)

0200 0.20 0ld0 060 0l80 1200

rs61746113 (p.R196L)
PolyPhen-2 report for Q9GZQ6 R196L
Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description

Q96Za6 196 R Canonical; RecName: Full=Neuropeptide FF receptor 1; AltName: Full=G-protein coupled receptor 147; AltName: Full=RFamide-related peptide receptor OT7T022;
Length: 430
Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

This mutation is predicted tobe  BENIGN with a score of 0.169 (sensitivity: 0.92; specificity: 0.87)

r T

0160 0180 1200

Figura 2- Resultados da analise in silico de trés variantes missense do gene NPFFR1 com o
uso do software publico PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2)
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6. DISCUSSAO

O controle e o funcionamento do sistema reprodutivo intrigam a
comunidade cientifica ha décadas.

O conhecimento sobre o0s mecanismos que desencadeiam a
puberdade humana vem crescendo gradualmente. As bases genéticas e
moleculares do hipogonadismo hipogonadotréfico idiopatico (HHI) estdo
sendo elucidadas a medida que novos genes sao descritos e implicados no
complexo processo de reativagao dos neurbnios secretores de GnRH apds a
pausa juvenil (58, 63, 64).

A puberdade precoce central (PPC), embora seja idiopatica na
maioria dos casos, demonstra uma prevaléncia de 27,5% de casos familiares,
0 que sugere a importancia do componente genético em sua patogénese
(65). Além disso, a preponderancia de PPC idiopatica no sexo feminino (55)
sugere que o controle central que ativa a secrecdo de GnRH seja mais
suscetivel a disturbios em meninas do que em meninos. A analise de
segregacao sugeriu um padrao de transmissdo autossémico dominante com
penetrancia sexo-dependente incompleta (65).

O estudo molecular de casos de PPC tem confirmado o componente
genético de sua fisiopatologia; a importancia do gene da kisspeptina e de seu
receptor foi estabelecida na PPC ao se identificar uma menina com mutagao
ativadora do gene KISS1R (46) e um menino com mutagao ativadora do gene
KISS1 (48). Entretanto, essa é uma causa aparentemente muito rara de
puberdade precoce. Recentemente por meio de sequenciamento de exoma
inteiro (whole-exome sequencing) em 15 familias com PPC, uma nova e
importante causa genética para esta condicdo foi identificada: mutagdes
inativadoras no gene MKRN3 (Makorin RING-finger protein-3) (66). Na
maioria dos casos, contudo, os mecanismos genéticos ainda nao sao
conhecidos.

O carater poligénico do controle neuroenddécrino da puberdade e a
baixa incidéncia de hipogonadismo central devido a defeitos em um unico
gene na populagao geral tem sido evidenciados mais recentemente. Esses

fatores levaram Ojeda e colaboradores a propor um conceito segundo o qual
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a liberacdo de GnRH necessite da acdo de uma rede de genes
interconectados, organizados em grupos hierarquicos, onde alguns genes
exercam um papel principal e outros sejam subordinados aos primeiros (67).
Esse modelo de atuacido de forma coordenada e interativa, conhecida como
rede regulatéria gendmica, foi inicialmente desvendado em organismos
menos complexos (equinodermos). Essa rede envolve genes que codificam
fatores de transcricdo e elementos cis-regulatérios que controlam a

expressam de tais genes (68).

6.1. ESTUDO MOLECULAR DOS GENES NPVF E NPFFR1

O presente estudo procurou investigar o papel de um novo sistema
aferente sobre o0s neurbnios secretores de GnRH, o sistema
RFRP3/GPR147, na regulagao do desenvolvimento puberal e na capacidade
reprodutiva de humanos. A descoberta de um sistema semelhante em aves,
formado pelo horménio inibidor das gonadotrofinas e seu receptor,
GnIH/GPR147, causou grande impacto no campo da Endocrinologia aviaria
na década passada (24, 38). A identificacdo e caracterizagdo de um sistema
inibidor de gonadotrofinas no cérebro de mamiferos também tem ajudado a
compreender os mecanismos regulatérios da fungao reprodutiva de algumas
espécies (30, 69). Em humanos, a localizagdo anatdémica dos neurénios que
expressam RFRP-3 e a expressdo do RNAm do receptor na hipdfise sugerem
um papel neuroenddcrino para este peptideo (34), mas o significado funcional
destes achados ainda € obscuro.

Inicialmente, algumas caracteristicas de nossa amostra merecem
consideragdes. Houve um numero expressivo de sequenciamentos invalidos,
os quais foram excluidos do estudo, principalmente no grupo de individuos
com PPC. A limitagdo ao sequenciamento pode decorrer tanto das condicdes
das amostras de DNA originais, quanto dos produtos de amplificagdo. Nesse
sentido, no grupo com PPC, observou-se maior numero de amostras com
menores concentracoes de DNA e menos puras. Como se trata de criancas,

pode ter havido maior dificuldade na coleta da amostra de sangue,
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eventualmente, hemolise, e volume pequeno de sangue coletado. Além
disso, o tempo de armazenamento das amostras pode contribuir para algum
grau de degradacdao do DNA. Em conjunto, esses fatores pré-analiticos
podem ter comprometido a viabilidade de alguns sequenciamentos, que nao
puderam ser incluidos no estudo. Esses fatores ndo puderam ser controlados
neste estudo.

A despeito disso, a amostra foi validada pela analise do desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Observou-se que a maioria dos
polimorfismos encontrados em todos os grupos de estudo encontravam-se
em EHW, exceto pela distribuicdo do polimorfismo p.1145L do NPFFR1 nos
grupos controle e PPC. Esta discrepancia, que ocorre com maior frequéncia
para polimorfismos comuns, como esse, pode estar relacionada com o fato
de que as amostras de PPC sao procedentes do estado de SP, que
concentra grande quantidade de imigrantes europeus e asiaticos, ou, mais
provavelmente, pode estar relacionada ao tamanho reduzido da amostra
estudada, uma vez que também foi encontrada no grupo controle. Trata-se
de uma amostra de conveniéncia, procedente de um unico servico de
atendimento, em que nao foi possivel ter acesso as informagdes sobre etnia
dos individuos. Apesar disso, a maioria das variantes mostrou a distribuicao
esperada nessa populacdo. Além disso, a prevaléncia de PPC na populagao
em geral ainda ndo é conhecida em nosso pais, o que limita a interpretacéo
do tamanho amostral nesse grupo. Por outro lado, essa série compreende
significativo numero de pacientes com HHI, que é uma condigao rara e cujos
individuos ja haviam sido extensivamente estudados para outros genes e nos
quais nao foi identificada nenhuma mutagao patogénica. Sendo o HHI uma
condigdo rara, e devido aos critérios rigidos de inclusdo, nossa analise
comparativa e abordagem caso-controle permite robustas conclusdes. De
modo semelhante, a série de PPC também foi cuidadosamente avaliada e

selecionada segundo critérios bem definidos de inclusdo e exclusao.

Dentre os polimorfismos encontrados na regido codante do gene
NPVF, destacamos a variante rs3216928 (c.212_214del), que corresponde a
delecao dos nucleotideos 212, 213 e 214 do transcrito, sendo que os dois

primeiros pertencem a um codon (ATT) e o outro, ao codon seguinte (AAG), o
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qual codifica uma lisina, que é sitio de clivagem. Esta € uma delecéo in
frame, que resulta na perda de uma isoleucina na posi¢ao 71, adjacente a um
suposto sitio de clivagem proteoitica no aminoacido basico lisina na posi¢cao
72 (p.I71_K72) (Figura 3). Estes dois aminoacidos sao altamente
conservados entre as espécies, particularmente em mamiferos. Portanto,
pode-se especular que este tipo de mutacgao dificultaria o reconhecimento do
sitio de clivagem por proteases intracelulares, devido a modificagao estrutural
no peptideo precursor. Entretanto, caprichosamente, com a delecdo destes
trés nucleotideos, o cddon que se forma com os nucleotideos remanescentes
€ AAG, ou seja, uma lisina. Aparentemente, o sitio de clivagem fica
preservado, embora o acesso das proteases intracelulares a ele possa ser
teoricamente comprometido pela perda do aminoacido adjacente. O impacto
funcional dessa alteragao, contudo, € desconhecido e esta além do escopo
desse estudo. De maneira geral, uma grande especificidade das enzimas
proteoliticas por seus sitios de clivagem ja esta bem reconhecida. Mutagdes
em aminoacidos que flanqueiam ou mesmo naqueles que se localizam
distante de sitios de clivagem de pro-hormoénios ja foram relacionados a
diversos processos fisiopatoldgicos (70, 71).

Um achado interessante é o fato de que os sujeitos que tem essa
variante alélica estdo menos propensos a desenvolver PPC (OR 0,33; IC
95% 0,09-0,89), o que refor¢ca a suposicdo de um impacto dessa variante
sobre a formacado e/ou fungcdo do peptideo maduro. Em consonancia com
esse achado, observou-se tendéncia a menor proporcao dos alelos variantes
em pacientes com PPC se comparado ao grupo com HHI (15% versus 5%,
respectivamente; p=0.06), além do fato de que né&o foi identificado nenhum
paciente com PPC com gendtipo homozigoto para o alelo deletado, a
despeito de uma consideravel frequéncia desse alelo na populacido (MAF:
13.8%). Em conjunto, essas informagdes corroboram a hipétese de um efeito
protetor da variante NPVF p.I71_K72 na ativacdo precoce do eixo

reprodutivo.
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EIQNPDQKSRRLLFKKIDDAELKQEK

Figura 3 — Sequéncia de aminoacidos do peptideo precursor do RFRP humano. As
sequéncias do RFRP-1 (sublinhado) e do RFRP-3 (negrito e sublinhado) séao
demonstradas, com a sequéncia caracteristica LFXRF (“X”sendo L ou Q) na por¢ao C-
terminal seguida pela glicina (G) como sinal de amidagao e pela arginina (R) como
aminoacido basico endoproteolitico. Os supostos sitios de clivagem sdo mostrados em
cinza. A isoleucina (l) na posigdo 71 que é deletada devido a variante alélica c.212_214
(rs3216928; 171_K72) esta destacada em vermelho [adaptado da referéncia (34)]

O mecanismo subjacente a este aparente efeito protetor da variante
NPVF sobre o desenvolvimento de puberdade precoce € desconhecido e nao
foi objeto desta pesquisa. Curiosamente, nesta série, os dois Unicos
individuos que apresentavam a variante p.I71_K72 em estado homozigoto
tinham diagndstico de HHI. Entretanto, considerando a frequéncia relatada
deste SNP nos bancos de dados 7000genomes e NCBI, este achado
intrigante deve ser visto com cautela e a luz de nossa reduzida casuistica.
Cabe ressaltar que os bancos de dados supracitados nao trazem
informacdes sobre a época de puberdade da populagcado rastreada. Estudos
futuros com amostras maiores e com outros desenhos experimentais para
elucidacao dos processos envolvidos na clivagem do peptideo precursor
serao necessarios para esclarecer esta questao.

No que se refere ao estudo molecular do gene NPFFR1, que codifica o
GPR147, as variantes missense encontradas ndao estavam associadas aos
fendtipos extremos de disturbios puberais GnRH-dependentes aqui
estudados. A analise in silico pelo software PolyPhen 2, a variante rs3812694
(p.1145L) foi a que apresentou maior probabilidade de ser deléteria para a
funcionalidade do proteina em questdo (score=0,999). Esta variante esta

localizada em aminoacido altamente conservado entre as espécies, contudo,



50

€ uma variante conservativa, isto €, os aminoacidos substituidos tém
polaridade semelhante, ambos sdo aminoacidos néo polares.

A variante rs61746115 (p.A193S) teria um impacto funcional
possivelmente deletério (score=0,774) para a proteina; neste caso trata-se de
uma mutacdo nao conservativa, na qual ha uma diferengca de polaridade
entre os aminoacidos substituidos: alanina, ndo polar, substituida por serina,
polar neutro. Ademais, esta substituicdo ocorre proximo de um sitio de
glicosilagdo da cadeia peptidica (Figura 4), o qual é importante para a
conformacgao estrutural secundaria ou terciaria da proteina. Contudo, as
frequéncias genotipicas dessas variantes foram semelhantes nos dois grupos
estudados e no grupo controle, o0 que enfraquece a hipotese de um
significado funcional de tais variantes na fisiopatologia dos disturbios
puberais. As demais variantes foram consideradas benignas, isto &€, sem
impacto funcional pela analise in silico.

Esta pesquisa traz informacéao original sobre a distribuicdo de diversas
variantes dos genes NPVF e NPFFR1 em pacientes com disturbios puberais
GnRH-dependentes e em controles. Embora um papel funcional definido nao
possa ser confirmado ainda em seres humanos, os presentes achados
acrescentam informacdo que suporta a necessidade de continuar
investigando o papel destes neuropeptideos no desenvolvimento e/ou fungao
reprodutiva humana.

O conhecimento atual sobre a via GnlH/RFRP3 e seu receptor em
diferentes espécies sugere um papel fisioldgico mais relevante em animais
que se reproduzem sazonalmente. Até o momento, ndo foi desenvolvido

nenhum modelo animal experimental com fung¢ao alterada desta via.
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Figura 4 - Representagao da estrutura secundaria do receptor do RFRP humano (GPR147),
com as variantes missense identificadas em vermelho [modificado da referéncia (72)]

No que se refere a sinalizagao celular GnlH-dependente nas células
alvo, o conhecimento é também escasso. Um modelo que combina
informacgéo proveniente de pesquisas com aves (galinhas) e com mamiferos
(ovelhas) sugere que apdés a interacdo com o ligante (GnlH/RFRP-3), o
receptor GPR147 se acople a proteina Gy € iniba a adenilciclase, reduzindo o
AMPc intracelular, a proteina kinase A (PKA) e a proteina ligadora do
elemento responsivo ao AMPc (CRE-BP). Entretanto, alguns passos podem
diferir entre as espécies (35). E interessante que estudos in vitro com
linhagem celular de gonadotrofos de camundongo (células LBT2) (73) e
estudos in vivo com ratos (74) revelaram que o efeito inibitério do RFRP-3

sobre os gonadotrofos é dependente de estimulagao pelo GnRH.



52

Os resultados desta pesquisa, somados as recentes descobertas
sobre 0o mecanismo de sinalizagdo celular do GnIH/RFRP-3 (75) sugerem
que os genes NPVF e NPFFR1 desempenhem um papel secundario na
reqgulacéo da puberdade humana.

Estes resultados corroboram o conceito de rede de genes (gene
networks) funcionalmente relacionados e hierarquicamente organizados, cuja
aplicagao ao controle neuroenddcrino da puberdade foi proposto por Ojeda e
colaboradores (67, 76). A estrutura geral da rede de genes/proteinas consiste
em um nucleo central circundado por nddulos primarios ou vizinhos proximos,
que se conectam a nddulos secundarios e estes, por sua vez, se conectam a
nddulos periféricos. Depreende-se deste conceito a nogdo de que alguns
genes tem maior importancia que outros dentro de um processo bioldgico.

Para o controle da funcéo reprodutiva, essencial para a perpetuacao
da espécie, a existéncia de varios genes responsaveis por uma mesma
funcdo, bem como a redundancia de vias, poderia significar um mecanismo
de segurancga para a eventual falha de algum dos genes dentro da hierarquia.

Seja qual for o mecanismo de atuacdo destes genes, a condigéo
essencial para que a puberdade seja deflagrada € o aumento da secregao de
GnRH de forma pulsatil e sustentada.

A regulagdo transinaptica excitatoria da secrecdo de GnRH esta
representada por neurbnios que utilizam glutamato, kisspeptina, e
neuroquinina B como neurotransmissores/neuromoduladores (10, 77). Em
contrapartida, as vias transinapticas inibitorias sao realizadas por neurdnios
GABAérgicos e opiatérgicos (10) e, supostamente, pela secregdo de RFRP.
A importancia inibitoria desta via sobre a secrec¢ao de LH ja foi demonstrada
em espécies que se reproduzem sazonalmente, como aves (26, 78) e alguns
mamiferos, sobretudo em ovelhas (32, 37). Em humanos, cuja reproducao
nao depende de sazonalidade, este peptideo parece exercer um papel
secundario. Seria a presenca deste gene e de seu receptor no genoma
humano mero resquicio evolutivo? Ou o sistema RFRP/GPR147 poderia
contribuir na inibicdo do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal juntamente com os
outros neurotransmissores inibitérios na determinagéo da pausa juvenil? Esta

hipétese ja vem sendo investigada por alguns grupos em aves (27) e em
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mamiferos (79). Seria interessante o desenvolvimento de modelos animais
para esclarecer estas lacunas.

Além da integragdo das vias trans-sinapticas sobre a secreg¢do de
GnRH, as células gliais interagem com os neurbnios secretores de GnRH
através da producado de fatores de crescimento e de moléculas de adesao
(80, 81). Genes que codificam tais moléculas podem estar envolvidos na
patogénese de disturbios puberais. Some-se a esses genes aqueles
envolvidos no controle da fungdo astroglial, como o gene que codifica
receptores erbB (membro da familia EGFR — Epidermal growth fator receptor)
ou fatores de transcricdo, como os genes OCT2 (octamer transcription
factor2), TTF1 (Thyroid Transcription Factor1) e EAP1 (enhanced at
puberty1), além de outros genes envolvidos em processos celulares basicos
(76).

Dessa forma, genes aparentemente sem correlagdo com o controle
neuroenddcrino da puberdade podem constituir o nucleo da rede funcional de
genes (gene network). De fato, o préprio gene KISS1, era anteriormente
conhecido como um gene supressor de metastases. Corroborando essas
observagdes, o gene MKRNS3, que codifica a makorin RING-finger protein 3,
foi recentemente implicado como fator causal de puberdade precoce central
em um estudo de whole-genome sequencing envolvendo 40 membros de 15
familias com este disturbio puberal (66). Pouco se sabe sobre este gene, cuja
proteina esta envolvida em processos de ubiquitinacao e sinalizagao celular
(66), tampouco sobre o mecanismo pelo qual mutagdes no mesmo podem
resultar em puberdade central. Trata-se de um gene que sofre naturalmente
imprinting materno, portanto, resultando em fenétipo de PPC apenas quando
a mutacgao é transmitida pelo pai.

Novas ferramentas de genética molecular, como estudos de
associagao de genoma inteiro (GWAS; genome-wide association studies) e
sequenciamentos gendmicos amplos, com maior numero de casos, incluindo
os aparentemente esporadicos, podem ajudar a delinear a rede funcional de
genes envolvidos na regulagdo neuroenddcrina da puberdade.

Atualmente, também estao disponiveis softwares capazes de fazer a
analise de conectividade dos genes, como GeneMANIA e Cytoscape (60, 61).

Utilizando estes softwares, foi feita uma analise preliminar da rede de genes
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conectados aos genes NPVF e NPFFR1, relacionando os mesmos a diversos
outros genes sabidamente implicados no processo puberal humano. O
resultado € uma intrincada rede de genes, alguns com fungao desconhecida,
que podem interagir por diferentes vias. A analise aprofundada destes
resultados vai além do objetivo desta pesquisa, mas uma das simulacdes é
apresentada na figura 4, na qual as relagbes diretas do NPVF e NPFFR1
apresentam-se intimamente relacionadas a varios genes sabidamente
envolvidos no controle do desenvolvimento puberal, tais como, GnRH,
GnRHR, KISS1, GPR54, TAC3, TACR3, dentre outros. Destaca-se ainda a
relacdo em alto grau (primeiro vizinho) do gene NPVF com o gene que
codifica o receptor do GABA (acido gama-amino-butirico), um
neurotransmissor sabidamente inibitério da atividade dos neurbnios de
GnRH.
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Figura 5 — A.Simulagéo in silico de uma rede de genes conectados aos genes NPVF e NPFFR1
utilizando o software GeneMANIA. B.Em destaque os genes primeiros vizinhos do gene NPVF.
C.Em destaque os genes primeiros vizinhos do gene NPFFR1.



56

Além desta complexa rede funcional de genes, sabe-se hoje da
importancia de mecanismos epigenéticos sobre a expressao de diversos
genes. Modificagbes quimicas do DNA ou das histonas influenciam
grandemente a estrutura da cromatina e a expressao génica. Ha poucos
estudos sobre a contribuicdo da epigenética no processo puberal, mas
recentemente Lominiczi e colaboradores identificaram um grupo de
silenciadores transcricionais operando no hipotalamo de ratos, que
influenciam a época da puberdade da fémea. O aumento puberal da
expressdo do gene KISS71 é acompanhado de aquisicdo de modificagdes
epigenéticas, tais como demetilagdo do DNA, recrutamento de histonas

ativadoras e perda de histonas repressivas (82).

6.2. CONSIDERAGOES SOBRE GNIH/RFRP NA REPRODUGAO SAZONAL
DE AVES E OVELHAS

As aves tém ciclo reprodutivo sazonal, de modo a procriar sob
condicbes ambientais mais favoraveis para a sobrevivéncia dos filhotes. A
variagao sazonal na duracdo do dia, isto é, a fotoperiodicidade, & importante
para o ajuste do momento adequado para a reprodugao de aves isso € mais
marcante em aves que vivem em latitudes médias e altas. A luz pode afetar o
comportamento e a fisiologia das aves através dos olhos, da glandula pineal
e de fotorreceptores extraretinianos no hipotalamo, os quais se comunicam
via melatonina (83).

Em mamiferos fotoperidédicos ja se conhecia a importancia das
variacdes no ciclo anual da secre¢ao noturna de melatonina para controlar o
periodo reprodutivo. Entretanto, em aves, havia um dogma segundo o qual a
secrecao de melatonina nao seria responsavel por coordenar seus processos
reprodutivos (84, 85). Apesar disto, surgiram evidéncias para contrariar este
dogma (86), as quais, somadas aos efeitos inibitérios do GnlH sobre a
secrecao de gonadotrofinas, motivaram a investigagdo de uma possivel

conexao entre melatonina, GnlH e a sazonalidade reprodutiva das aves.
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Ubuka e colaboradores descreveram, em 2005, a relacdo da
melatonina com a expressdo de GnlH no cérebro de codornas. Demonstrou-
se que a melatonina € um potente indutor da expressao de GnlH, cujos
neurdnios expressam receptores de melatonina do subtipo Mels.. A agao
inibitéria do GnlH sobre a secreg¢ao de gonadotrofinas seria uma das causas
da regressao gonadal que ocorre em aves durante periodos de dias mais
curtos (SD; short day photoperiods), nos quais ha uma maior secregao de
melatonina. Estes achados abriram uma nova perspectiva de estudo do ciclo
reprodutivo aviario (27).

Posteriormente foi demonstrado que, além de induzir a expressao
génica de GnlH, a melatonina estimula a secrecado deste peptideo, inibindo
as concentragdes plasmaticas de LH na codorna (87).

O conhecimento atual indica que, além da melatonina, outros sistemas
hormonais e neuronais interagem para a regulagdo da secregcdo de
gonadotrofinas em aves com reprodugao sazonal. Os hormdnios tireoidianos
e os esteroides sexuais também regulam da expressao de GnRH e de seu
receptor em aves, por mecanismos ainda nao totalmente esclarecidos (83).

Aves apresentam duas formas de GnRH: GnRH-I, que difere do GnRH
de mamiferos apenas por um aminoacido arginina na posi¢ao 8, e GnRH-Il,
com aminodacidos diferentes nas posigdes 5, 7 e 8; as duas formas
apresentam distribuicdo e funcao diversas no hipotalamo das aves (88, 89).
A luz do conhecimento atual, acredita-se que o GnRH-1 seja o regulador
dominante da liberacdo de gonadotrofinas, ativando a reprodugao, enquanto
o GnRH-Il estaria relacionado ao comportamento reprodutivo das aves.
Ambas as formas sao inibidas pelo GnlH (83).

De fato, diversos artigos ratificam a importdncia do sistema
GnIH/GPR147 na fisiologia reprodutiva das aves. Talvez isto esteja
relacionado a auséncia dos genes da kisspeptina e de seu receptor, GPR54,
nos genomas aviarios até o momento analisados (90). Recentemente, foi
comparada a prevaléncia dos neuropeptideos reprodutivos codificados pelo
genoma de galinhas com o0 que se conhece de outros vertebrados,
principalmente mamiferos. Sugere-se que, enquanto as aves retiveram o
sistema GnlH/GPR147 funcionante, os mamiferos desenvolveram, ao longo

do processo evolutivo, um sistema estimulador dos neurbnios secretores de
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GnRH através dos neurbnios KNDy (91). Estes compreendem uma
subpopulagcdo de neurbnios do nucleo arqueado do hipotalamo que
colocalizam trés neuropeptideos, kisspeptina (K), neurokinina B (N) e
dinorfina (Dy) e que parecem exercer um papel essencial na regulagcéo
fisiolégica dos neurénios GnRH, intermediando o feedback dos esteroides
sexuais (77). O genoma de galinhas ndo apresenta os genes da kisspeptina e
de seu receptor, KISS1, Kiss2, Gpr54-1, Gpr54-2; sequéncias que codificam
a dinorfina e seu receptor (genes Pdyn e Kor, respectivamente), e que
codificam a neurokinina e seu receptor (Tac3 e Tac3R, respectivamente)
estdo presentes, mas o papel funcional desses genes permanece
desconhecido em aves (91).

Em mamiferos, como ja foi dito, j4 se conhecia a importancia da
secregao noturna de melatonina na regulagcéo do ciclo reprodutor, mas por
mecanismos ainda obscuros (92). Em 2008, foi demonstrado, em hamsters
sirios, que o gene que codifica o RFRP é regulado por fotoperiodo, via
melatonina, mas os resultados mostraram-se conflitantes quando comparado
a ovinos (93).

Grande parte do conhecimento sobre a fisiologia do RFRP em
mamiferos vem de estudos com ovinos, que tém reproducdo sazonal,
estando sexualmente ativos durante fotoperiodos de dias curtos (short-day
breeders). Nessa espécie ha maior expressao do gene que codifica o RFRP
€ maior conexao entre os neurdnios secretores de GnRH e RFRP na estacao
nao reprodutiva; essas alteracdes sazonais ocorrem de forma reciprocamente
oposta ao gene da kisspeptina (32). Ha cada vez mais evidéncias, em ovinos,
de que o RFRP e a kisspeptina sdo neuro-horménios importantes na
alternancia de periodos reprodutivos e ndo reprodutivos, atuando em
dire¢des opostas, ou seja, a kisspeptina estimulando a secre¢do de GnRH e
gonadotrofinas e o RFRP inibindo (31, 37, 47).

O grande conjunto de informagbes disponiveis atualmente apontam
para um componente evolutivo bastante evidente nas funcbes do sistema
RFRP/GPR147 entre as diferentes espécies. Esses achados e o papel ja tao
bem documentado e significativo desse sistema no controle inibitério da

reproducdo em varios mamiferos motivou a realizacdo desse estudo.
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No presente estudo, a auséncia de mutagdes patogénicas dos genes
NPVF e NPFFR1 sugere que em seres humanos, tal qual outras espécies
que nao tém reproducédo sazonal, o papel destes genes seria secundario.
Apos a puberdade, essas espécies, incluindo a espécie humana, estado
sempre aptas a reproduzir. Nao se justificaria, portanto, a persisténcia de um
sistema inibidor do GnRH e das gonadotrofinas funcionante. Por outro lado, o
sistema estimulador, através dos neurdnios KNDy adquire maior importancia,
como se pode atestar por disturbios puberais em humanos com mutacdes
nos genes da kisspeptina, neurokinina B e seus respectivos receptores (43,
44, 46, 48, 94).

Nota-se na literatura uma escassez de trabalhos envolvendo
mamiferos com reproducdo nao sazonal para que se possa corroborar essa

hipbtese.

6.3. LIMITACOES TECNICAS DO ESTUDO

A utilizagdo da reacgao de polimerizacdo em cadeia (PCR) seguida de
sequenciamento pelo método de Sanger para rastreamento mutacional em
duas populagdes distintas, relativamente grandes, considerando a
prevaléncia do HHI e da PPC, constitui método de custo elevado, e que
muitas vezes requer repeticoes de reacdes e confirmacgdes. Considerando o
numero inicial de pacientes e controles, e o numero de exons e produtos de
PCR obtidos ( no minimo 9 reacgdes por sujeito do estudo, totalizando pelo
menos 1629 sequenciamentos), o custo do estudo foi um fator limitante a sua
realizacao integralmente. Houve alguma dificuldade no ajuste dos parametros
de PCR para cada gene e na eficiéncia do kit de insumos para PCR utilizado
na fase inicial do estudo, o que implicou na necessidade de varias repeticoes
de experimentos até que fossem obtidos resultados absolutamente
confiaveis. Isso consumiu tempo e material, inclusive DNA, que em alguns
casos nao pdde ser reposto, resultando em impossibilidade de avaliar todos

os exons de todos os pacientes.
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Apods a substituicdo dos kits de PCR e maior treinamento do grupo de
colaboradores que trabalharam em conjunto nos experimentos, verificou-se
maior rapidez e eficiéncia na padronizacdo das reacdes, com resultante
melhor qualidade nos sequenciamentos e menor numero de repeticoes.
Embora o novo material fosse significativamente mais caro, sua eficiéncia
nitidamente superior compensou o custo. Esse fato, aliado a problemas em
equipamentos (termocicladores) e outras limitagbes de infraestrutura do
laboratdrio contribuiram para um alto custo do estudo, que sofreu limitagcdes
orcamentarias como, por exemplo, para a analise de todas as variantes no
grupo controle e com maior numero de individuos, como inicialmente
planejado.

Além disso, a reduzida disponibilidade de sequenciadores acessiveis
ao projeto, o alto custo do sequenciamento em nossa cidade e a demora na
obtencdo dos resultados tornaram necessaria a contratacdo de servigco de
sequenciamento privado, internacional, o que também contribuiu para a
restricdo orcamentaria. A despeito disso, € importante ressaltar a importancia
do estudo ter sido contemplado com financiamento do CNPq, edital
Universal, 2011/2013, com o montante de R$20.000,00, o qual, embora
insuficiente, possibilitou a obtencdo e submissdo para publicacdo dos
resultados originais aqui descritos.

A PCR gene a gene sempre tera seu valor como ferramenta basica de
biologia molecular, sobretudo na confirmagao de variantes identificadas em
sequenciamento de genoma inteiro (whole-genome sequencing) ou de exoma
inteiro (whole-exome sequencing). Estas técnicas mais robustas deverao ser
utilizadas com maior frequéncia para rastreamento populacional, em casos
familiares e esporadicos, e espera-se que as mesmas estejam mais

amplamente disponiveis em nosso pais em breve.
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7.CONCLUSOES

- Foi identificada uma variante alélica no exon 2 do gene NPVF, que
corresponde a delecido dos nucleotideos 212, 213 e 214 do transcrito
(c.212_214del) e que leva a perda de uma isoleucina na posi¢ao 71 do
peptideo precursor (p.171_K72), adjacente a um sitio de clivagem. Essa
variante aparenta ter efeito protetor sobre a ativacdo precoce do eixo
reprodutivo (OR 0,33; IC 95% 0,09-089).

- Foram identificados cinco polimorfismos missense do gene NPFFR1
sem associagcdao com fendtipos extremos de disturbios puberais GnRH-

dependentes.

- Nao foram identificadas mutagdes patogénicas nos genes NPVF e
NPFFR1, que codificam respectivamente o peptideo precursor RFRP e seu
receptor GPR147, nesta série de individuos portadores de puberdade
precoce central e de hipogonadismo hipogonadotrofico idiopatico

normosmico.

Em conjunto, esses achados apontam para um papel secundario,
modulador do sistema RFRP/GPR147 na fisiopatogenia dos disturbios
puberais em seres humanos. Além disso, um efeito da variante p.I71_K72 do
gene NPVF no controle negativo da ativagdo do eixo gonadotréfico em
humanos é proposto, porém estudos funcionais futuros sao necessarios para

sua comprovagao.
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APENDICE A - TABELAS DAS RAZOES DE PROBABILIDADE E
RESPECTIVOS INTERVALOS DE CONFIANCA 95%

Tabela A1- Distribuicdo comparativa da frequéncia alélica da delegdo NPVF c.212_214
(p.171_K72) em pacientes com HHI and PPC e da frequéncia alélica menor (MAF) disponivel
no banco de dados NCBI, com as razdes de probabilidade e respectivos intervalos de
confianga 95%

HHI MAF

Alelos n (%) n (%) Od(ds ratios® IC 95%

TAA 68 (85%) 1868 (86,2%)

- 12 (15%) 299 (13,8%) 1,11 (0,54 — 2,08)
P P&) '!'"?; ) 0dds ratios® IC 95%

TAA 76 (95%) 1868 (86,2%)

- 4 (5%) 299 (13,8%) 0,33 (0,09 - 0,89) *
HHI PPC ¢
'n (%) 'n (%) P

TAA 68 (85%) 76 (95% ) 0,06

- 12 (15%) 4 (5%)

* n= numero de alelos analisados (sequéncias de alta qualidade)

? ldentificagdo dos polimorfismos do gene NPVF de acordo com os bancos de dados NCBI
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em populagdo global padrédo do
projeto1000Genome fase 1, liberado em maio 2011

® Razdes de probabilidade (odds ratio) e respectivos intervalos de confianga 95% estimados
por analise de regresséao logistica

° valor p calculado usando o teste exato de Fisher (two-sided); significAncia estatistica foi
estabelecida para p<0,05
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Tabela A2. Razdes de probabilidades (odds ratio) e respectivos intervalos de confiangca 95%
para os polimorfismos do gene NPFFR1

Identificacao OR-1 OR-2

do (IC 95%)? (IC 95%)°
polimorfismo
rs3812694

p.1145L

A

C

AA 0,64 (0,23- 1,49) 1,08 (0,59-1,85)

AC

CC

rs61746115
p.A193S
G
T
GG 1,14 (0,03-7,25) 3,73 (0,91-11,38)
GT
TT

rs61746113
p.R196L
G
T
GG 0,18 (0,02-0,74) 0,13 (0,02-0,56)
GT
TT

rs113487866
p.R347S
C
A
cc
CA 0,0 (0,00-1,36) 0,33 (0,008-1,95)
AA

rs200382790
p.A359T
G
A
GG NA NA
GA
AA

a2 Razdes de probabilidade (odds ratio) e respectivos intervalos
de confianga 95% estimados por analise de regresséo logistica.
# OR-1:HHI versus controles (MAF data); ® OR-2: PPC versus
controles (MAF data).
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ANEXO A - CARTA DE COLABORAGAO ENTRE HC-FMUSP E HUB-UNB

pp—
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Sao Paulo, 14 de fevereiro de 2011

Dra. Adriana Lofrano Alves Porto
Faculdade de Medicina
Universidade de Brasilia

SHIN - QI 12 - conjunto 02 - casa 16
CEP 71525-220

Brasilia-DF

Informo meu grande interesse cientifico em colaborar com o projeto de pesquisa
intitulado: “Estudo dos genes do GnlH e seu receptor (GPR147) em individuos
portadores de hipogonadismo hipogonadotréfico e puberdade precoce central”,
sob a coordenacgédo da médica investigadora Dra. Adriana Lofrano Alves Porto.
Nesse interessante e relevante projeto o meu grupo de pesquisa participara com
fornecimento dos dados clinicos e hormonais, assim como amostras de DNA
extraido de sangue periférico, de pacientes com disturbios do desenvolvimento
puberal central de origem idiopatica, incluindo hipogonadismo e precocidade

sexual, com o intuito de investigar potenciais variantes génicas.



Agradeco a oportunidade de participar desse valioso projeto de pesquisa que
trara certamente novos achados moleculares e uma importante contribuicdo na
elucidacao da etiologia dos disturbios puberais em humanos.

Atenciosamente,

Ana Claudia Latronico, M.D.

Professora Associada

Departamento de Clinica Médica - Endocrinologia e Metabologia
Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo
Telefones: 55 11 30697512, FAX: 55 11 30697519

E-mail: anacl@usp.br
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ANEXO B — APROVAGAO DA CASUISTICA UTILIZADA PELA COMISSAO
DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA DO HC-FMUSP
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A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
13.04.05, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n°® 020/05, intitulado:

"Estudo do Gene GPR54 nos Distirbios Puberais Humanos Idiopéticos”
apresentado pelo Departamento de CLEINICA MEDICA, inclusive o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do

Conselho Nacional de Salide n° 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra ")

Pesquisador(a) Responsdvel: Profa. Dra. Ana Cldudia Latrénico

Pesquisador(a) Executante: Dra. Milena Gurgel Teles Bezerra

CAPPesq, 13 de Abril de 2005.

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa
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ANEXO B — APROVAGAO DA CASUISTICA UTILIZADA PELA COMISSAO
DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA DO HC-FMUSP
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A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de 28.07.05, APROVOU
o Protocolo de Pesquisa n® 166/05, intitulado: “Determinagio da base
molecular do hipogonadismo hipogonadotréfico isolado congénito.” apresentado
pelo Departamento de CLINICA MEDICA, inclusive Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar &
CAPPesq, os relatérios parcial e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho

Nacional de Satide n°® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2 letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof® Dr®* Ana Claudia Latronico

Pesquisador(a) Executante: Dr® Ericka Barbosa Traibach

CAPPesq, 28 de Julho de 2005.

% ‘ \[:M) v Qo Vice-Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
¢ de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo - SP
Fone: O11 - 30696442 fax : 011 - 3649 6492 - e-mail : cappesq@hcret. usp.br / secretariacappesq@hcnet.usp.br
VCN
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ANEXO B — APROVAGAO DA CASUISTICA UTILIZADA PELA COMISSAO
DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA DO HC-FMUSP
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A Comiss@o de Etica para Andlise de Projetos de

Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessdo de
26.10.06, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 983/06, intitulado:

“Mecanismos moleciares envolvidos no inicio da puberdade humana: Andlise

dos Genes EAP-1 e TTF-1 em criangas com puberdade precoce dependente

de gonadotrofinas", apresentado pelo Departamento de Clinica

Meédica, inclusive Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Salude n° 19¢, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra “c")

Pesquisador(a) Responsavel: Profa. Dra.Ana Claudia Latronico

Pesquisadores Executantes: Priscila Cukier

CAPPesq, 26 de Outubro de 2006.
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PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFML JSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade c Aedicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225. 5° andar - CEP 05403 010 Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax: 011 - 3069 6492 — e-mail : cappesa@hcnet.usp.br / secretariacappesg2@hcnet.usp.br
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