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RESUMO 

 
Introdução: O hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é o principal  regulador 

do eixo hipotálamo-hipofise-gonadal (HHG), mas novos neuropeptídeos podem 

mediar a ação dos esteróides sexuais em nível hipotalâmico. Em 2000, um fator 

hipotalâmico da família RFamida, a mesma da kisspeptina, capaz de inibir o eixo 

HHG em codornas foi descoberto e denominado Hormônio Inibidor das 

Gonadotrofinas (GnIH). O peptídeo relacionado à RFamida-3 (RFRP-3), ortólogo do  

GnIH, e seu receptor GPR147 foram recentemente identificados no hipotálamo 

humano. No entanto, ainda não há evidências do papel funcional do sistema 

RFRP3/GPR147 em humanos. Objetivos: Investigar a associação do sistema 

inibidor das gonadotrofinas RFRP-3/GPR147 com a regulação do desenvolvimento 

puberal e capacidade reprodutiva em seres humanos. Métodos: Oitenta pacientes 

com puberdade precoce central idiopática (PPC) e 51 com hipogonadismo 

hipogonadotrófico idiopático normósmico (HHI) foram investigados. Cinquenta 

pacientes formaram o grupo controle. A sequência codante dos genes NPVF and 

NPFFR1, que codificam respectivamente o RFRP e o GPR147, foram amplificadas e 

sequenciadas. As frequências dos polimorfismos (SNP) foram comparadas entre os 

grupos e a razão de probabilidades (odds ratio) para a ocorrência de cada SNP de 

PPC ou HHI foi determinada. Resultados: Todos os SNPs já estavam descritos em 

bancos de dados genéticos (NCBI database). Uma deleção in frame de três 

nucleotídeos foi identificada no gene NPVF (p.I71_K72), com uma proporção 

levemente menor no grupo CCP, se comparado ao grupo com HHI (5% versus 15%, 

respectivamente; p=0.06). Isto resulta na deleção da isoleucina na posição 71, 

adjacente à lisina em um dos sítios de clivagem endoproteolítica do peptídeo 

precursor. Este SNP esteve associado a proteção para a occorrência 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 frequências semelhantes entre os grupos e sem 

associação com o tempo de puberdade. Esta é a primeira descrição de variantes 

genéticas dos genes NPVF and NPFFR1 em uma série de pacientes com desordens 

puberais GnRH-dependentes e controels saudáveis. Conclusão: Concluímos que o 

sistema RFRP-3/GPR147 deve ter um papel secundário na regulação do 

desenvolvimento puberal; propõe-se um efeito modulador da variante p.I71_K72 do 

gene NPVF sobre a ativação do eixo gonadotrópico. 
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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 

(GnIH). 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 nIHH 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%CI: 0.09-0.89); interestingly, 

only 2 men with nIHH 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.INTRODUÇÃO 
 
 
1.1. OS NEURÔNIOS SECRETORES DE GnRH 
 
 

O controle da função reprodutiva é feito através do eixo hipotálamo-

hipófise-gonadal (HHG). No hipotálamo há neurônios que secretam o GnRH 

(gonadotropin-releasing hormone; hormônio liberador das gonadotrofinas), os 

quais localizam-se dorsalmente no hipotálamo mediobasal, no infundíbulo e 

na região periventricular em humanos. Esses neurônios secretam o GnRH, 

que estimula os gonadotrofos, localizados na hipófise anterior, a secretar as 

gonadotrofinas, FSH (follicle-stimulating hormone; hormônio 

foliculoestimulante) e  LH (luteinizing hormone; hormônio luteinizante). 

Resumidamente, o papel biológico primordial do FSH e LH é estimular as 

gônadas, respectivamente, a produzir gametas e a  secretar os esteroides 

sexuais: estrógeno e progesterona no sexo feminino e testosterona no sexo 

masculino (1). 

O principal regulador deste eixo é o hormônio liberador das 

gonadotrofinas (GnRH), um decapeptídeo hipotalâmico, cuja estrutura 

primária foi inicialmente identificada em suínos (2, 3) e, em seguida, em 

ovinos (4). 

Os neurônios secretores de GnRH tem origem fora do sistema nervoso 

central. Originam-se no epitélio do placódio nasal e migram através do septo 

nasal durante o período embrionário para sua localização definitiva no 

hipotálamo. Diferentemente do que ocorre em outras espécies incluindo 

seres humanos, em primatas, tais neurônios tem distribuição dispersa e não 

sob a forma de núcleos distintos (5, 6). Esses neurônios possuem a 

capacidade intrínseca de liberar GnRH de forma pulsátil, propriedade 

conhecida como pulso gerador de GnRH (7). Ao contrário do que se pensava 

até o início dos anos 70, quando era conhecido por LHRH (luteinizing 

hormone-releasing hormone; hormônio liberador de hormônio luteinizante), o 

GnRH estimula a síntese e a secreção hipofisária tanto do hormônio 

luteinizante (LH), quanto do hormônio folículo estimulante (FSH) (8), 

dependendo da amplitude e da frequência de seus pulsos (9).  
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 Existem vários sistemas regulatórios sobre os neurônios secretores 

de GnRH, representados por neurônios aferentes que secretam diversos 

hormônios e peptídeos neurotransmissores. Tais sistemas seriam os 

responsáveis pela regulação fisiológica dos neurônios secretores de GnRH,  

transmitindo a estes neurônios informações sobre o ambiente exógeno, como 

estresse, estado  nutricional, sazonalidade, bem como sobre o ambiente 

endógeno, ou seja, a concentração de esteroides sexuais circulantes (1, 10). 

Com o advento de técnicas citogenéticas para localização de 

estruturas nos níveis celular e subcelular, tais como imunocitoquímica, 

imunohistoquímica e hibridização in situ, foi possível mapear os receptores 

expressos pelos neurônios  secretores de GnRH. Um achado intrigante foi a 

ausência de imunorreatividade ao receptor do estrógeno (ER) nos neurônios 

secretores de GnRH de mamíferos (11, 12). De modo semelhante, não foram 

identificados receptores de progesterona em ovelhas (13) e nem receptores 

de andrógenos em neurônios secretores de GnRH de carneiros (14). 

 A ausência de receptores de esteróides sexuais nos neurônios  

secretores de GnRH reforça a importância dos sistemas neuronais aferentes 

envolvidos em intermediar os sinais regulatórios entre as gônadas e o 

hipotálamo. Por este motivo, há crescente interesse na busca de novos 

peptídeos hipotalâmicos e nas vias aferentes sobre os neurônios secretores 

de GnRH. 
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Figura 1- Regulação do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal demonstrando os sistemas neurais 

que regulam a secreção de hormônio liberador das gonadotrofinas (GnRH) e as alças de 

feedback dos hormônios esteróides ao nível do hipotálamo e da hipófise. CNS: sistema 

nervoso central; CRH: hormônio liberador de corticotrofina; FSH: hormônio 

foliculoestimulante; GABA: ácido gama-aminobutírico; GALP: peptídeo galanina-símile; LH: 

hormônio luteinizante; NE: norepinefrina; NPY: neuropeptídeo Y  [adaptado da referência(1)] 

 

1.2. NOVOS PEPTÍDEOS HIPOTALÂMICOS DA FAMÍLIA RFAMIDA 

 

 

 Os neuropeptídeos da família RFamida foram inicialmente descritos 

em gânglios nervosos do molusco Macrocallista nimbosa. A estrutura 

primária do peptídeo originalmente descrito é Phe-Met-Arg-Phe-NH2 

NEUROENDOCRINOLOGY  153

Feedback Regulation
Steroid hormone receptors are abundant in the hypothala-
mus and in many neural systems that impinge on GnRH 
neurons, including noradrenergic, serotoninergic, β-
endorphin–containing, and NPY neurons. Early studies 
identifying regions of the brain that bind labeled estrogens 
showed that in rodents the preoptic area and the VMH had 
the highest concentrations of estrogen receptors in the 
brain. Further localization studies, identifying estrogen 
receptors by immunocytochemistry or in situ hybridiza-
tion, confirmed the strong presence of estrogen receptors 
in the hypothalamus and in brain areas with abundant 
connections to the hypothalamus, including the amyg-
dala, septal nuclei, bed nucleus of the stria terminalis, 

reproductive axis, whereas GABA and endogenous opioid 
peptides provide a substantial portion of the inhibitory 
drive to GnRH neurons. Influences of specific neurotrans-
mitter systems are discussed where appropriate in the fol-
lowing sections, which cover the physiologic regulation of 
GnRH neurons.

GnRH neurons are surrounded by glial processes, and 
only a small percentage of their surface area is available to 
receive dendritic contacts from afferent neurons. Changes 
in the steroid hormone milieu influence the degree of glial 
sheathing and may play important roles in regulating affer-
ent input to GnRH neurons by this mechanism.43,45 Some 
glial cells also secrete substances including transforming 
growth factor-α and prostaglandin E2 that can modulate 
the activity of GnRH neurons.

Figure 7-30 Regulation of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis. Schematic diagram of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis showing neural systems 
that regulate gonadotropin-releasing hormone (GnRH) secretion and feedback of gonadal steroid hormones at the level of the hypothalamus and pituitary. 
CNS, central nervous system; CRH, corticotropin-releasing hormone; FSH, follicle-stimulating hormone; GABA, γ-aminobutyric acid; GALP, galanin-like peptide; 
LH, luteinizing hormone; NE, norepinephrine; NPY, neuropeptide Y. 
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(FMRFamida) e o mesmo apresenta propriedades cardioexcitatórias. O 

motivo estrutural RFamida é definido pela sequência composta por uma 

arginina e uma fenilalanina seguidas de um grupamento amida na 

extremidade carboxiterminal, Arg-Phe-NH2, e caracteriza esta família de 

peptídeos (15).  

Após esta descoberta, seguiram-se descrições de diversos 

neuropeptídeos semelhantes em outros invertebrados e, posteriormente, em 

vertebrados. Nestes, a primeira descrição foi em aves, em 1983, quando foi 

identificado um pentapeptídeo RFamida no cérebro de galinhas (16). 

 Em mamíferos, os primeiros relatos de peptídeos da família RFamida 

compreenderam o neuropeptídeo FF (NPFF) e o  neuropeptídeo AF (NPAF) 

em bovinos, os quais chamaram atenção por sua atividade antagonista 

opióide, dentre outras (17, 18). 

À procura de outros neuropeptídeos da família RFamida, Hinuma e 

colaboradores, em 2000, descreveram os peptídeos RFRP-1, RFRP-2 e 

RFRP-3 (RFamide related peptides; peptídeos relacionados à RFamida)  e 

seu receptor em mamíferos. Por meio de pesquisa ampla em banco de dados 

genéticos, os autores identificaram marcadores de sequência genética 

(expressed sequence tags – EST) e isolaram o DNA complementar (cDNA) 

de uma região codante completa em humanos, bovinos, ratos e 

camundongos. Desta forma, chegaram a sequência de uma preproproteína e 

previram pelo menos três peptídeos relacionados à RFamida, considerando 

possíveis sítios proteolíticos de clivagem: RFRP-1, RFRP-2 e RFRP-3. Esses 

mesmos autores observaram que a sequência de aminoácidos do RFRP-2 

estava ausente nos roedores estudados e possivelmente teria pouca 

relevância fisiológica em humanos e bovinos (19). 

Neste mesmo estudo, os autores identificaram o receptor do RFRP em 

mamíferos. Utilizando abordagem de farmacologia reversa (reverse 

pharmacological approach) para identificar ligantes de receptores órfãos da 

família de receptores acoplados à proteína G (GPCRs), rastrearam vários 

receptores órfãos com sete domínios transmembrana (7TMRs). Concluíram 

que o RFRP-1 humano (hRFRP-1) e  RFRP-3 humano (hRFRP-3) 

estimulavam especificamente o receptor órfão OT7T022. Entretanto, neste 
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estudo os novos neuropeptídeos RFamida não foram associados a alteração 

nas concentrações  plasmáticas de gonadotrofinas(19).  

No mesmo ano, dois grupos identificaram e caracterizaram receptores 

para o neuropeptídeo FF (NPFF) e o neuropeptídeo AF (NPAF); ambos 

apresentaram alta afinidade para o receptor HLWAR77 (20, 21).  

Em 2003, Yoshida e colaboradores compararam a afinidade de ligação 

dos receptores OT7T022 e do HLWAR77 ao RFRP-3 e ao NPFF 

radiomarcados. Concluíram que o OT7T022 apresenta maior especificidade 

para o RFRP, enquanto o HLWAR77 é mais específico para o NPFF (22). 

Subsequentemente, a nomenclatura dos receptores de peptídeos 

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. Hormônio inibidor das gonadotrofinas (GnIH) 
 
 

 Em 2000, Tsutsui e colaboradores identificaram um peptídeo no 

extrato do cérebro de codornas japonesas usando HPLC (high-performance 

liquid chromatography) e um ensaio imunoenzimático para o motivo estrutural  

RFa (Arg-Phe-NH2). Tratava-se de um dodecapeptídeo com terminação Arg- 

Phe-NH2 em sua extremidade carboxiterminal, portanto um peptídeo 

pertencente à família RFamida. Através de imunohistoquímica, foi identificada 

a localização do novo peptídeo no cérebro das codornas: os corpos celulares 

situavam-se principalmente no núcleo paraventricular (NPV) do hipotálamo, 

com projeções para a eminência mediana (EM). O peptídeo demonstrou ser 

capaz de inibir, in vitro, a secreção de gonadotrofinas, sobretudo de LH. Este 

foi o primeiro relato da existência de um peptídeo hipotalâmico inibidor da 

liberação de gonadotrofinas em vertebrados, motivo pelo qual foi denominado 

hormônio inibidor de gonadotrofinas (GnIH) (24). 

 Em seguida, foi identificada a sequência codante do peptídeo 

precursor do GnIH em codornas (25), o qual dá origem a dois peptídeos 

relacionados ao GnIH (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 reprodução sazonal de acordo com alterações 

na  fotoperiodicidade. Além de confirmar a relação anatômica entre os 

neurônios secretores de GnIH e de GnRH, os autores confirmaram que o 

conteúdo hipotalâmico de GnIH e sua liberação são regulados sazonalmente 

de acordo com o estado reprodutivo das aves (26). 

 Visando ratificar esses achados e investigar os mecanismos que 

regulam a expressão do GnIH, Ubuka e colaboradores demonstraram, em 

codornas, que a melatonina induz a expressão gênica de GnIH. Também foi 

demonstrado que os neurônios secretores de GnIH expressam um subtipo de 

receptor da melatonina. Este foi o primeiro relato da ação da melatonina na 

indução de um neuropeptídeo no cérebro de vertebrados (27). 

Com o crescente interesse nos peptídeos relacionados à RFamida 

(RFRPs), Ikemoto e Park  procuraram confirmar se os RFRPs que vinham 

sendo descritos em vertebrados eram de fato ortólogos. Para tanto, 

identificaram o cDNA e o gene que codifica o RFRP de galinhas e 

demonstraram as relações ortólogas entre os genes codantes de  RFRP de 

três classes de  vertebrados – peixe, galinha e humano – através de técnica 

de conservação de sintenia em nível cromossômico (chromosome-wide 

synteny conservation) e não apenas por similaridade das sequências. Os 

autores também descreveram dois tipos de receptores para RFRPs de não 

mamíferos e os caracterizaram farmacologicamente utilizando RFRP de 

galinhas e de codornas (28). Esses autores consideraram a possibilidade de 

que o pentapeptídeo 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 GnIH em 

codornas, fato essencial para a compreensão do mecanismo de ação do 

GnIH sobre a secreção de gonadotrofinas. Baseado em estudo prévio que 

identificou a estrutura do receptor do RFRP em mamíferos (19), os autores 

clonaram o DNA complementar (cDNA) do suposto receptor do GnIH. Este foi 

subclonado a um vetor de expressão e transfectado à fração bruta da 

membrana de células COS-7 para caracterizar sua atividade de ligação 

através de ensaios competitivos. Os autores também caracterizaram a 
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expressão do RNA mensageiro (mRNA) do receptor do GnIH na hipófise e no 

hipotálamo de codornas (29). 

 

 

1.2.2. Ortólogos do hormônio inibidor das gonadotrofinas em mamíferos  
 
 

Em 2006, Kriegsfeld e colaboradores identificaram e caracterizaram 

um sistema inibidor de gonadotrofinas no cérebro de mamíferos. Utilizando 

técnicas de imunohistoquímica e hibridização in situ, os autores 

demonstraram a concentração de corpos celulares de neurônios 

imunorreativos ao GnIH (GnIH-ir) no núcleo dorsomedial do hipotálamo 

(DMH) de três  espécies de roedores (hamsters, ratos e camundongos). Além 

disso, através de técnicas de imunohistoquímica de dupla marcação e de 

microscopia convencional e confocal, observaram que as fibras de células 

GnIH-ir projetam-se para neurônios imunorreativos ao GnRH (GnRH-ir); este 

achado sugere implicações funcionais relevantes. Para confirmar o papel 

funcional do GnIH em mamíferos, os autores demonstraram in vivo, em 

hamsters fêmeas ovariectomizadas, que o GnIH inibe a  secreção de LH  e 

que as células GnIH-ir expressam receptores para esteroides sexuais (30). 

A presença de ortólogos do GnIH e a mesma relação com os 

neurônios secretores de GnRH  foi observada também em outras espécies de 

mamíferos. Em 2008, Clarke e colaboradores identificaram um cDNA no 

hipotálamo de ovinos que codifica um ortólogo do RFRP-3 e demonstraram a 

localização dos neurônios secretores de RFRP-3 no núcleo paraventricular 

(PVN) e dorsomedial (DMH) do hipotálamo ovino, com projeções para a 

eminência mediana. Ademais, os autores comprovaram que esse peptídeo 

inibe a secreção de gonadotrofinas in vitro e in vivo. Esta foi a primeira 

demonstração de que o RFRP-3 é um hormônio hipofisiotrófico em ovelhas 

(31). No mesmo ano, Smith e colaboradores propuseram que alterações na 

expressão de RFRP estariam relacionadas ao controle sazonal da 

reprodução de ovelhas (32). Tais alterações foram reciprocamente opostas à 

expressão de outro neuropeptídeo RFamida, a kisspeptina (34-36), de modo 

que durante a fase reprodutiva há predomínio da expressão de kisspeptina, 
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enquanto na fase não reprodutiva predomina a expressão de RFRP. Desta 

forma, os autores sugeriram que estes dois peptídeos hipotalâmicos atuariam 

em equilíbrio no controle da secreção de GnRH de ovelhas através das 

estações do ano ((32). 

Em 2009, Ubuka e colaboradores isolaram o peptídeo RFRP-3 de 

macacos rhesus e localizaram os neurônios secretores de RFRP-3 

predominantemente  no núcleo periventricular intermediário do hipotálamo de 

macacos, bem como a descreveram a distribuição de suas fibras para 

diversas regiões do cérebro. A julgar pelo padrão de localização dos axônios, 

é possível que os neurônios secretores de RFRP-3 regulem vários sistemas 

neurais em macacos (33).   

A existência de estruturas imunorreativas ao GnIH (GnIH-ir) no 

hipotálamo humano foi analisada por Ubuka e colaboradores em 2009. 

Foram identificados dois homólogos do GnIH: RFRP-1 e RFRP-3. Neurônios 

GnIH-ir foram observados na região dorsomedial do hipotálamo humano, com 

projeções axonais próximas aos corpos celulares dos neurônios GnRH-ir na 

área pré-óptica, bem como para a zona neurosecretória da eminência 

mediana. Além disso, por meio de hibridização in situ combinada com 

imunohistoquímica para LH, nesse estudo foi demonstrada também a 

expressão do mRNA do receptor GPR147 nos gonadotrofos na hipófise 

humana (34).  

No caso do RFRP humano, foi identificada a sequência de 

aminoácidos do peptídeo precursor e foram avaliados os prováveis sítios de 

clivagem, chegando-se ao RFRP-1 e RFRP-3 como os peptídeos maduros; 

em modelos animais, o RFRP-3 apresenta potente atividade inibitória sobre a 

secreção de gonadotrofinas (34). 

Os peptídeos RFRP, ortólogos do GnIH, apresentam algumas 

diferenças em sua sequência de aminoácidos entre as espécies  (35) (Tabela 

1). O RFRP-3 ovino é idêntico ao RFRP-3 humano e muito potente inibidor da 

secreção de gonadotrofina estimulada por GnRH,  por isso tem sido usado na 

maioria dos experimentos (31). Além disso, nessa espécie é possível acessar 

o sistema porta-hipofisário com certa facilidade para a realização de 

amostragens sanguíneas (36). Recentemente, foi demonstrada a secreção 

de GnIH no sistema porta-hipofisário ovino, reduzindo a ação do GnRH (37).  
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Tabela 1 – Sequências dos peptídeos ortólogos do GnIH em mamíferos, com a sequência 

característica de aminoácidos PXRF (“X”sendo L ou Q) na porção C-terminal em destaque 

[adaptado da referência(38)] 

Espécie Peptídeo  Sequência 

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 

metástases; o peptídeo codificado por ele foi denominado metastatina (39). 

Em 2001, foi descoberto que a metastatina, um peptídeo de 54 

aminoácidos da família RFamida, era o ligante de um GPCR órfão, o GPR54. 

Este peptídeo, bem como os menores, com 13 e 14 aminoácidos, que 

também tem atividade agonista sobre esse receptor, passaram ser chamados 

de kisspeptina (40-42).  

Entretanto, a relação deste peptídeo com o sistema reprodutor só foi 

estabelecida em 2003, quando dois grupos independentes relataram a 

ocorrência de mutações com perda de função do receptor da kisspeptina 

(KISS1R ou GPR54) como causa de hipogonadismo hipogonadotrófico 

idiopático (43, 44). 
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Messager e colaboradores, em 2005, demonstraram a colocalização 

do GPR54 com os neurônios secretores de GnRH e provaram que a 

kisspeptina estimula a liberação de gonadotrofinas por atuar no GPR54. Além 

disso, os autores demonstraram, em ovelhas, que a kisspeptina administrada 

por via intracerebroventricular, produz grande liberação de GnRH no fluido 

cerebroespinal, com elevação paralela no LH sérico (45). 

Em 2008, foi descrita uma mutação ativadora do GPR54 como causa 

de puberdade precoce central (46) e vários outros estudos confirmaram este 

importante papel da kisspeptina sobre o eixo hipotálamo-hipofisário-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 área de 

endocrinologia da reprodução, desde a descoberta do GnRH nos anos 70  

(49). Os neurônios secretores de kisspeptina expressam receptores de 

esteroides sexuais (50) e seriam um elo entre os neurônios secretores de  

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

 

 

1.3. DESENVOLVIMENTO PUBERAL NORMAL 

 

 

 Puberdade é definida como o período de transição entre a infância e a 

idade adulta, durante o qual se desenvolvem caracteres sexuais secundários 

e se atinge a capacidade reprodutiva plena. O início da puberdade 

caracteriza-se pela secreção pulsátil de GnRH (51). 

 A maturação do sistema neuroendócrino reprodutivo inicia-se no fim 

do período embrionário, com a secreção de gonadotrofinas pela hipófise a 

partir da 11a. ou 12a. semana de gestação. Os níveis de LH e de FSH 

atingem seu pico no meio do período gestacional, para declinarem até  o fim 

da gestação. A partir dos seis meses de vida, os níveis circulantes de LH, 

FSH e esteroides gonadais estão baixos e o sistema hipotálamo-hipófise- 

gonadal entra em um período de relativa quiescência até a época da 

puberdade (51). Uma das grandes questões da endocrinologia da reprodução 

diz respeito aos fatores que levam ao início da puberdade.  
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 O aumento na secreção pulsátil de GnRH é essencial para o aumento 

na secreção de gonadotrofinas e consequente estímulo gonadal. Muitos 

neurotransmissores e neuromoduladores apresentam propriedades inibitórias 

ou excitatórias sobre a secreção do GnRH. Dentre os neurotransmissores 

inibitórios, podemos destacar o ácido gama-aminobutírico (GABA), opióides 

endógenos, a melatonina, o hormônio liberador de corticotrofinas (CRH). 

Dentre os neurotransmissores excitatórios, são conhecidas as ações do 

glutamato e da norepinefrina. O neuropeptídeo Y (NPY) pode ter papel 

estimulatório ou inibitório sobre a secreção de GnRH (10). 

Como parte desta complexa rede de interações sobre os neurônios 

secretores de GnRH , surgem os neuropeptídeos hipotalâmicos da família 

RFamida, como o GnIH e seu ortólogo RFRP-3, como inibidor e, sobretudo, a 

kisspeptina, como potente estimulador da secreção de GnRH (50, 52). 

A puberdade é considerada normal quando o início dos caracteres 

sexuais secundários ocorre entre 8 e 13 anos em meninas e entre 9 e 14 

anos em meninos (51). Tem-se observado uma alteração na tendência 

secular de início da puberdade em ambos os sexos no sentido de uma 

redução na idade de início da puberdade (53). Dentre os sinais físicos que 

indicam a maturação sexual em meninas os principais são aceleração do 

crescimento linear, desenvolvimento mamário e menarca; em meninos, o 

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

 

 

1.4. DISTÚRBIOS PUBERAIS GNRH DEPENDENTES 
 
 
 Puberdade precoce é o aparecimento de qualquer sinal de maturação 

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 reativação prematura do 

eixo hipotálamo-hipofisário, a condição é GnRH dependente, sendo chamada 

puberdade precoce central (PPC) ou puberdade precoce completa ou 

precocidade isossexual verdadeira (54). Nesta pesquisa será adotado o 

termo puberdade precoce central. Quando se afastam causas orgânicas de 
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ativação do eixo, a PPC é chamada idiopática, sendo esta forma mais 

frequente em meninas que em meninos. 

 Por outro lado, quando o desenvolvimento puberal não se inicia até os 

13 anos em meninas e os 14 anos em meninos, tem-se uma situação de 

atraso puberal. Neste caso é importante o diagnóstico diferencial entre um 

retardo constitucional do crescimento e desenvolvimento (RCCD) e 

hipogonadismo hipogonadotrófico, considerando apenas as causas centrais 

de hipogonadismo(55). 

  O RCCD, mais que uma patologia, é uma variação normal do 

crescimento e do desenvolvimento, que representa o extremo final de 

distribuição normal do período de puberdade. É a causa mais comum de 

atraso puberal em ambos os sexos, mas é um diagnóstico de exclusão (56, 

57). 

 No hipogonadismo central, a falência da maturação sexual é 

decorrente de secreção pulsátil insuficiente do GnRH e resultante deficiência 

de gonadotrofinas. Esta situação pode vir isolada ou associada a outras 

deficiências hipofisárias. Na ausência de causas orgânicas, como tumores do 

sistema nervoso central (SNC), a condição é considerada idiopática 

(hipogonadismo hipogonadotrófico idiopático – HHI). Este pode ainda ser 

subdividido em normósmico e em anósmico ou hipósmico, quando há 

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

 

As fortes evidências sobre a importância do sistema da 

Kisspeptina/GPR54 em humanos, aliada à descoberta recente da existência 

no hipotálamo e hipófise humanos de um sistema neuro-hormonal com 

potencial inibidor sobre a secreção de gonadotrofinas, mediado pelo RFRP-3 

e seu receptor, traz à tona a hipótese de que esses sistemas poderiam atuar 

na regulação da função gonadotrófica de maneira reciprocamente oposta. 

Entretanto, não há até o momento evidências da funcionalidade do sistema 

RFRP-3/GPR147 em humanos. 

Diante dessa hipótese e com base nos dados apresentados, o 

presente estudo busca verificar a ocorrência de mutações nos genes  NPVF 

e NPFFR1, que codificam respectivamente o RFRP-3 humano e o receptor 

GPR147, em uma série de indivíduos portadores distúrbios puberais GnRH-

dependentes. Esses distúrbios incluem, de um lado, a puberdade precoce 

central e, de outro, o hipogonadismo hipogonadotrófico. Por constituírem 

condições extremas em que ocorre fundamentalmente uma alteração no 

momento do início do desenvolvimento puberal, representam excelente 

modelo para o estudo dos processos que regulam a puberdade e a função 

reprodutiva em seres humanos. 
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3. OBJETIVOS 
 
 
3.1.GERAL 

 
 Investigar a associação do sistema inibidor das gonadotrofinas RFRP-3 

/GPR147 com a regulação do desenvolvimento puberal e capacidade 

reprodutiva em seres humanos. 

 

 
3.2. ESPECÍFICOS 

 

- Investigar a ocorrência de variantes no gene NPVF, que codifica o 

peptídeo RFRP-3 humano, em indivíduos portadores de puberdade precoce 

central e de hipogonadismo hipogonadotrofico idiopático normósmico. 

 

- Investigar a ocorrência de variantes no gene  NPFFR1, que codifica o 

receptor do RFRP-3 humano (GPR147), em indivíduos portadores de 

puberdade precoce central e de hipogonadismo hipogonadotrofico idiopático 

normósmico. 

 

- Comparar a distribuição das variantes nos genes NPVF e NPFFR1 

entre indivíduos com puberdade precoce central e com hipogonadismo 

hipogonadotrófico idiopático normósmico, 

 

- Comparar a distribuição das variantes nos genes NPVF e NPFFR1 

entre indivíduos com puberdade precoce central e indíviduos com 

desenvolvimento puberal normal. 

 

- Comparar a distribuição das variantes nos genes NPVF e NPFFR1 

entre indivíduos com hipogonadismo hipogonadotrófico idiopático 

normósmico e indíviduos 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.MÉTODOS 

 

4.1. SUJEITOS DO ESTUDO 
 
 
 

 Foram estudados 80 pacientes com puberdade precoce central 

idiopática (PPC) e 51 pacientes com hipogonadismo hipogonadotrófico 

idiopático normósmico (HHI). Todos os pacientes com PPC foram 

selecionados e recrutados no Ambulatório de Endocrinologia do 

Desenvolvimento do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (HC-FMUSP), bem como 44 pacientes com HHI, 

pela equipe responsável nesse serviço. Os demais 7 pacientes com HHI 

foram selecionados e recrutados no Ambulatório de Endocrinologia das 

Gônadas e Adrenais do Hospital Universitário de Brasília, na Universidade de 

Brasília (HUB/UnB). As amostras de DNA dos pacientes com PPC e HHI 

procedentes do HC/FMUSP foram encaminhadas ao Laboratório de 

Farmacologia Molecular da Faculdade de Ciências da Saúde da UnB, após 

estabelecida a colaboração científica entre os grupos de pesquisa, para o 

presente estudo. 

 

Os critérios de inclusão foram: 

1. Puberdade precoce central idiopática: 

a) Desenvolvimento de características sexuais secundárias 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 avanço de idade óssea 

determinado pelo método de  Greulich-Pyle; 

b) Níveis plasmáticos de LH no nível puberal (> 0,6U/L, por ensaio 

quimioluminescente); 

c) Ressonância nuclear magnética do sistema nervoso central 

demonstrando ausência de lesões anatômicas. 
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2. Hipogonadismo hipogonadotrófico isolado normósmico: 

a) Desenvolvimento puberal ausente ou incompleto após 16 anos de 

idade em meninas e após 18 anos de idade em meninos; 

b) Níveis plasmáticos de esteróides gonadais baixos associados a 

níveis baixos ou inapropriadamente normais de gonadotrofinas; 

c) Ressonância nuclear magnética do sistema nervoso central 

demonstrando ausência de lesões anatômicas. 

d) Ausência de anormalidades ao teste do olfato - Smell Identification 

TestTM (Sensonics, Philadelphia, USA). 

 

Foram excluídos, tanto para o diagnóstico de PPC quanto de HHI, 

pacientes com lesões anatômicas da região hipotálamo-hipofisária e 

pacientes com hipogonadismo adquirido. 

O grupo controle foi composto por 50 indivíduos com desenvolvimento 

puberal normal, maiores de 18 anos. 

	  
 

 

4.2. AVALIAÇÃO MOLECULAR 

 

 

4.2.1. Extração de DNA genômico de leucócitos do sangue periférico 
 
 

O DNA dos sujeitos do estudo foi extraído de leucócitos do sangue 

periférico pelo método de extração por sal modificado, conforme descrito a 

seguir (59). Aproximadamente 12 mililitros de sangue venoso foram colhidos 

em tubos com ácido etileno diaminotetracético (EDTA). A extração ocorre em 

três etapas: lise das hemácias com tampão de NH4HCO3 1mM + NH4Cl 

1,4mM; lise dos leucócitos com TEN (TRIS 10mM pH 8,0; EDTA 10mM pH 

8,0; NaCl 150mM pH 8,0), SDS10% e proteinase K (10mg/ML); precipitação 

do DNA com NaCl supersaturado (6M) e álcool absoluto gelado. Secagem e 

ressuspensão em TE. As amostras foram então armazenadas a -4oC para 

posterior utilização.  
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4.2.2. Reação de polimerização em cadeia  
 
 
 O DNA genômico foi utilizado como substrato para amplificação da 

região codante do gene NPVF, que codifica o RFRP humano, e do gene 

NPFFR1, que codifica o receptor GPR147. Para tanto, foram desenhados 

pares de oligonucleotídeos iniciadores intrônicos, conforme descrito nas 

Tabelas 2 e 3. O gene NPVF consiste de três exons, sendo que apenas os 

dois últimos codificam o polipeptídeo precursor, o qual é clivado e origina  

dois peptídeos RFamida, incluindo o RFRP-3, suposto ortólogo humano do 

GnIH aviário.  

 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 reações de amplificação (polymerase chain reaction – PCR) foram 

utilizados 100 ng de DNA genômico, 125 ng de cada oligonucleotídeo 

iniciador (forward e reverso) e GoTaq™ Green Master Mix (Promega 

Corporation), para um volume final de 50 µL. As amplificações foram 

realizadas nos termocicladores TC-3000 (Techne) e T100TM (BIO-RAD), nas 

seguintes condições: 

Gene NPVF:  desnaturação inicial a 96°C por 6 minutos, desnaturação 

a 96°C por 30 segundos, anelamento dos primers a 54°C durante 30 

segundos, extensão a 72°C por 1 minuto e extensão final a 72°C por 10 

minutos. Foram realizados 35 ciclos.  

Gene NPFFR1: desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, 

desnaturação a 95°C por 30 segundos, anelamento dos primers a 60°C 

durante 30 segundos, extensão a 72°C por 1 minuto e extensão final a 72°C 

por 10 minutos. Foram realizados 35 ciclos.  
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Tabela 2 – Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificação do gene NPVF 

Éxon Oligonucleotídeos Produto 

1 1F: TGTGTGAGATTGATTTCACTGTT 
1R: AAACAGAGTACACACCAACTTACTTC 
 

377 pba 

 

2 2F: TCTGCACATATGAACACAAACTT 
2R: TTAGTTCCTTGTGTCTTTGCCTC 
 

684 pb 
 

3 3F: TCATTTCAAGTGCAACACAATTC 
3R: TATGTAGCTACTCTTCCGTGTGG 
 

265 pb 
 

apb= pares de bases 

 

 

 

 
Tabela 3 - Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificação do gene 

NPFFR1 

Éxon Oligonucleotídeos Produto 

1 1F: AACCAAGTGCCCGGAGACC  
1R: GCTGTCCAGAGCCAGACGTTG 
 
 

225 pba 

 

2 2F: GTTTGGCACACAGAGGGTCTC   
2R: GTCCCCTACCCCCCACTTC  
 
 

452 pb 
 

3 3F: CAGTCTCTGGCTCTTGATGCG  
3R: CTAGGGCCTGGCATTAAGAGGA  
 
 

218 pb 
 

4 4aF: AGATGCGATGATGAAGGTCAGGTG  
4aR:CTACACCACTGTGCTCTTCTCGCAC  
 
4bF: AGGAGCACCACTTCATGGTGGA  
4bR: CACAAGGAGGCCTACTCCGAGC 	  
 
4cF: CCCATCATCTACGGCTACTTCAACGA  
4cR: CAGGGCCCCGATTGGACAC  
 

348 pb 
 
 
534 pb 
 
 
366 pb 

apb= pares de bases 

 

 

  Para avaliar a eficiência da amplificação, os produtos de PCR foram 

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

etídeo a 10mg/mL; para comparação visual do padrão de migração dos 

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

Controles negativo e positivo foram utilizados em todas as reações. 

 

 

4.2.3. Sequenciamento automático 
 
 
 Os produtos de PCR foram purificados pelo kit de purificação  

QIAquick™ (Qiagen™) e enviados para sequenciamento automático, nas 

orientações 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 análise das sequências 

 

As análises, alinhamentos e comparações entre as sequências foram 

realizadas com o auxílio de software especializado: Sequencher (Gene 

Codes Corporation versão Demo 4.10.1  2011, Ann Arbor, MI). 

 As sequências obtidas foram comparadas com a sequência referência 

disponível na base de dados PubMed  (National Center for Biotechnology and 

Information - NCBI). Para o NPVF, gene que codifica o peptídeo RFRP: NCBI 

Reference Sequence: NM_022150.3; e para o NPFFR1, gene que codifica o 

GPR147: NCBI Reference Sequence: NM_022146.4.  

 As sequências nas quais não possível identificar determinados 

polimorfismos devido à baixa qualidade do sequenciamento, foram re-

sequenciadas, porém, aquelas que mantiveram qualidade insuficiente para 

leitura e identificação inquestionável de variantes foram excluídas da análise. 
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4.2.5. Análise de predição do efeito funcional de variantes in silico 
 

 A predição do efeito funcional e a severidade das variantes missense 

identificadas foi realizada com o uso do software público PolyPhen-2  

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

 

4.2.6. Análise da conectividade dos genes NPVF e NPFFR1 
 

  O software GeneMANIA (www.genemania.com) foi utilizado para fazer 

a análise de conectividade dos genes NPVF e NPFFR1. Este software 

encontra interações e genes complementares que são relacionados aos 

genes inseridos (60, 61). 

 

 

4.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

A prevalência de cada polimorfismo foi testada para desvios do 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (62).  Para análise comparativa das diferenças 

entre as frequências alélicas e genotípicas de cada polimorfismo entre 

pacientes com CPP, HHI e controles, foi usado o teste exato de Fisher (two-

sided Fisher’s exact test). Para comparação da distribuição dos genótipos de 

cada polimorfismo entre os grupos de PPC, HHI e controles, um modelo 

genético co-dominante foi aplicado, no qual o genótipo homozigoto mais 

comum (wild-type) foi usado como referência. 

Para avaliar o nível de associação entre a presença de um dado 

polimorfismo do gene NPVF e NPFFR1 e a ocorrência de PPC e HHI, um 

modelo caso-controle foi criado para estimar as razões de probabilidades 

(odds ratio) e respectivos intervalos de confiança 95%. Para comparação da 

distribuição dos alelos entre os grupos de estudo e na análise de casos e 

controles para estimativa da associação entre a presença de determinada 

variante e a ocorrência da doença, foram utilizadas as frequências alélicas 
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globais para cada polimorfismo disponíveis no banco de dados do NCBI, as 

quais são apresentadas como frequências do alelo menos comum numa 

população global padrão (minor allele frequency – MAF) (63). As mesmas 

análises foram realizadas para a comparação das frequências observadas no 

grupo controle para os polimorfismos em que foi possível essa determinação. 

A análise dos dados foi realizada com a utilização do software STATA, 

versão 8.2. 

 
 

4.4. APROVAÇÃO PELO COMITÊ DE ÉTICA 

 
 
 Esta pesquisa foi realizada em colaboração com o grupo da Unidade 

de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clínicas da 

Universidade de São Paulo (HC-FMUSP), sob coordenação geral da Profa. 

Ana Cláudia Latronico. A casuística foi criada a partir de estudos realizados 

nos últimos anos e já recebeu aprovação prévia do respectivo comitê de ética 

em pesquisa em seres humanos (CEP – HC-FMUSP) para o estudo. Os 

pacientes procedentes do Ambulatório de Endocrinologia das Gônadas e 

Adrenais do HUB, Universidade de Brasília, foram incluídos nessa casuística.  

Todos os sujeitos participaram da pesquisa mediante assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pelo próprio paciente, ou por 

seu responsável no caso de menores de 18 anos (Apêndice 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 início dos sinais 

de puberdade no grupo PPC foi de 7,5 ±1,7 anos no sexo feminino e de 6,4 

±4,0 anos no sexo masculino. 

 Por meio de sequenciamento genético, dois polimorfismos foram 

detectados na região codante do gene NPVF e doze no gene NPFFR1 em 

todos os sujeitos estudados; todas as variantes já haviam sido descritas em 

banco de dados genéticos  (http://browser.1000genomes.org e/ou 

www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Dentre estes, foi identificada uma 

deleção de três nucleotídeos no exon 2 do gene NPVF, c.212_214del 

(p.I71_72; rs3216928), e cinco variantes missense no exon 4 do gene 

NPFFR1. 

Na tabela 4 estão listadas as seis variantes não-sinônimas 

encontradas, sua localização na sequência referência do gene 

correspondente à posição do nucleotídeo alterado na sequência codificante 

do gene (NPVF: NCBI Reference Sequence: NM_022150.3; NPFFR1: NCBI 

Reference Sequence: NM_022146.4), bem como a posição do aminoácido 

correspondente na proteína. Exceto pela distribuição do polimorfismo (single 

nucleotide polymorphism; SNP) p.I145L do NPFFR1 no grupo controle e 

PPC, todas as demais variantes não sinônimas estavam em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg em todos os grupos de estudo. 
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Tabela 4- Identificação, localização e análise do equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW) dos 
polimorfismos identificados nos genes NPVF and NPFFR1 identificados em pacientes com 
distúrbios puberais GnRH-dependentes (HHI and PPC) e controles 

Identificação 
do 
polimorfismoa 

Gene/ 
região 

Posição e 
troca de 
nucleotídeob  

Posição e 
troca de 
aminoácidoc 

 
HW p-valord 

 
HHI       PPC      controles 
 

rs3216928 
 

 
NPVF 
exon 2 
 

c.212_214del p.I71_K72 0,17 
 
0,74 
 

ND 

rs3812694 
 

NPFFR1 
Exon 4 
 

 
433A>C p.I145L 0,59 0,002 0,000 

rs61746115 
 

NPFFR1 
Exon 4 
 

 
577G>T p.A193S 0,94 

 
0,79 
 

1,00 

rs61746113 
 

NPFFR1 
Exon 4 
 

 
587G>T p.R196L 0,88 0,90 0,94 

rs113487866 
 

NPFFR1 
Exon 4 
 

 
1039C>A p.R347S 1,00 

 
0,94 
 

ND 

rs200382790 
 

NPFFR1 
Exon 4 

 
1075G>A 

p.A359T 1,00 0,94 ND 
a Identificação dos polimorfismos do gene NPVF de acordo com os bancos de dados  
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em população global 
padrão do projeto1000Genome fase 1, liberado em maio 2011   
b Posição da troca de nucleotídeos na sequência codante do RNAm (NPVF:CCDS 5395.1 e 
NPFFR1: CCDS 53539.1)  
c Posição de troca de aminoácidos na proteína madura. 
d p-valor calculado pelo teste de Fisher para desvios das frequências genotípicas do 
equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW)  
* ND: não disponível 

 

 

 

 

 

5.1. VARIANTES DO GENE NPVF 

 
As duas variantes identificadas no éxon 2 do gene NPVF estão 

relacionadas na Tabela 5.  
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Tabela 5 – Identificação  e localização dos polimorfismos do gene NPVF 
Identificação dos 

Polimorfismosa 

Região do gene Posição e troca 

de nucleotídeosb 

Posição e troca 

de aminoácidosc 

rs3216928 

rs2717851 

Exon 2 

Exon 2 

c.212_214del 
384C>T 

Ile71_Lys72 
Pro128= 

a Identificação dos polimorfismos do gene NPVF de acordo com o banco de dados  
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em população global 
padrão do projeto1000Genomes fase 1, liberado em maio 2011 
b Posição da troca de nucleotídeos na sequência codante do RNAm (CCDS 5395.1) 
c Posição de troca de aminoácidos na proteína madura. 

 

 

O polimorfismo rs2717851 compreende a substituição de uma citosina 

(C) por uma timina (T) no nucleotídeo 384 do exon 2. Isto resulta em uma 

mutação silenciosa, pois o aminoácido codificado é o mesmo: uma prolina no 

resíduo 128 da proteína. Para fins de análise comparativa, apenas o 

polimorfismo não-sinônimo foi avaliado. 

O polimorfismo do gene NPVF c.212_214 (rs3216928) corresponde à 

deleção de três nucleotídeos, 212, 213 e 214, sendo que os dois primeiros 

pertencem a um códon (ATT) e o outro, ao códon seguinte (AAG), o qual 

codifica uma lisina, a qual é um aminoácido básico, previsto como sítio de 

clivagem do peptídeo precursor. Esta é uma deleção in frame, que resulta na 

perda de uma isoleucina na posição 71 (p.I71_K72), porém, sem modificar a 

sequência de aminoácidos subsequente.  

Usando um modelo genético co-dominante, observa-se que a 

frequência alélica desta variante tende a ser maior no grupo de HHI do que 

no grupo de PPC (15% versus 5%), embora esta diferença não seja 

estatisticamente significativa (p=0,06) (Tabela 6).  

É 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 análise mais detalhada mostra ainda que a 

frequência do alelo variante (TAA deletado) no grupo HHI (15%) é mais 

próxima à frequência do alelo menor (minor allelic frequency – MAF) de 

13,8% (disponível em www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). 

Ademais, a análise da estimativa da razão de probabilidades (odds 

ratio) demonstra que a presença dessa variante está associada a uma 
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probabilidade significativamente reduzida de ter PPC (OR: 0,33; IC 95%: 

0.09-0.89 ), enquanto nenhuma associação foi observada para a ocorrência 

de HHI (OR: 1,11; IC 95%: 0,54-2,08) - Apêndice A - Tabela A1. 

 

 
Tabela 6- Distribuição das frequências alélicas e genotípicas da deleção NPVF 
c.212_214 (p.I71_K72) em pacientes com HHI  and PPC  
Identificação do 
polimorfismoa 

Alelos e 
genótipos 

HHI 
n (%) 

 

PPC 
n (%) 

pb 

     
rs3216928 TAA 

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

p.I71_K72 - 
 

12 (15%) 4  (5%)  

 TAA/TAA 
 

30 (75%) 36 (90%)  

 TAA/- 
 

8 (20%) 4 (10%)  

 -/- 2 (5%) 0  
     
a Identificação dos polimorfismos do gene NPVF de acordo com o banco de dados  NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em população global padrão do 
projeto1000Genomes fase 1, liberado em maio 2011; posição de troca de aminoácidos 
na proteína madura. 
b valor p calculado usando o teste exato de Fisher (two-sided) para a comparação da 
proporção de alelos selvagens e alelos variantes pelo modelo de co-dominância 
entre HHI e PCC. Significância estatística foi estabelecida para p<0,05 
  
 
 
5.2. VARIANTES DO GENE NPFFR1 

 
 
 Na análise do gene NPFFR1 foram identificados diversos 

polimorfismos, a maioria localizada no éxon 4.  

 Foram encontradas cinco variantes missense no exon 4, todas já 

descritas como polimorfismos em banco de dados 

(http://browser.1000genomes.org e/ou www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP), a 

saber:  rs3812694 (Ile145Leu), rs61746115 (Ala193Ser), rs61746113 

(Arg196Leu), rs113487866 (Arg347Ser) e rs200382790 (Ala359Thr) (Tabela 

7). 
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Tabela 7 – Identificação e localização dos polimorfismos do gene NPFFR1 
Identificação do 

polimorfismoa 

Região do gene Posição e troca de 

nucleotídeosb 

Posição e troca de 

aminoácidosc 

rs3812694 Exon 4 433A>C Ile145Leu 

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 67Ile= 
a Identificação dos polimorfismos do gene NPFFR1 de acordo com o banco de dados  NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em população global padrão do 
projeto1000Genome fase 1, liberado em maio 2011 
b Posição da troca de nucleotídeos na sequência codante do RNAm (CCDS 53539.1). 
c Posição de troca de aminoácidos na proteína madura. 
 
 
 Apenas os polimorfismos não-sinônimos foram incluídos nas análises 

comparativas. A análise comparativa da distribuição destas variantes foi 

semelhante em todos os grupos estudados (tabela 8). 

No éxon 2 foi encontrado um polimorfismo sinônimo, decorrente da 

substituição de uma citosina por uma timina no nucleotídeo 201, o que gera o 

mesmo aminoácido isoleucina na posição 67. No éxon 4 foram identificados 

outros seis polimorfismos sinônimos: 199Pro, 243Leu, 272Leu, 298Leu, 

381Ser, 409His (Tabela 7). 

De modo geral, nenhum polimorfismo do NPFFR1 esteve associado a 

distúrbios puberais, seja HHI ou PPC (Apêndice A - Tabela A2). 

 A estrutura secundária do receptor do RFRP humano (GPR147), com 

as variantes missense identificadas nesta pesquisa, está representada na 

figura 4, no capítulo Discussão. 
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Tabela 8 - Distribuição das frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos do gene NPFFR1  
identificadas em pacientes com HHI, PPC e controles 
Identificação do 
polimorfismoa 

HHI PPC controles p1b p2 b p3 b 

rs3812694 
p.I145L 

      

A 66 (91,6%) 111 (86,7%) 89 (89%)    
C 6 (8,4%) 17 (13,3%) 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 2 (2,1%) 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     
a Identificação dos polimorfismos do gene NPFFR1 de acordo com o banco de dados  NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em população global padrão do 
projeto1000Genomes fase 1, liberado em maio 2011; posição de troca de aminoácidos na proteína 
madura. 
b Valores de p calculados pelo teste de Fisher por comparação das proporções dos genótipos  
selvagens e variantes para um polimorfismos específico entre casos (HHI ou CCP) e 
controles e entre HHI e CCP, usando um modelo genético co-dominante. Diferenças 
estatisticamente significativas foram estabelecidas para p<0.05.  
p1: casos HHI versus controles; p2: casos PPC versus controles; p3: casos HHI versus PPC.  
* ND: não disponível 
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	   Foi realizada análise da predição do impacto funcional de todas as 

mutações de ponto encontradas utilizando o software público PolyPhen-2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2). A variante p.I145L foi considerada 

provavelmente  deletéria, enquanto  a variante p.A193S foi possivelmente 

deletéria para a função da proteína; as demais variantes foram preditas como 

benignas (Tabela 9 e Figura 2). 

	  
	  
	  
	  
Tabela 9- Resultados da análise in silico das variantes missense do gene NPFFR1  com o 
uso do software público PolyPhen-2 
SNP Score Sensibilidade Especificidade Interpretação 

 
rs3812694 
p.I145L 
 

0,999 14% 99% Provavelmente 
deletéria 

rs61746115 
p.A193S 
 

0,774 85% 92% Possivelmente 
deletéria 

rs61746113 
p.R196L 
 

0,169 92% 87% Benigno 

rs113487866 
p.R347S 
 

0,013 96% 78% Benigno 

rs200382790 
p.A359T 

0,005 97% 74% Benigno 
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rs61746113   (p.R196L) 

	  
	  
Figura 2- Resultados da análise in silico de três variantes missense do gene NPFFR1  com o 
uso do software público PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) 
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6. DISCUSSÃO 
 
 
 O controle e o funcionamento do sistema reprodutivo intrigam a 

comunidade científica há décadas. 

O conhecimento sobre os mecanismos que desencadeiam a 

puberdade humana vem crescendo gradualmente. As bases genéticas e 

moleculares do hipogonadismo hipogonadotrófico idiopático (HHI) estão 

sendo elucidadas à medida que novos genes são descritos e implicados no 

complexo processo de reativação dos neurônios secretores de GnRH após a 

pausa juvenil (58, 63, 64). 

 A puberdade precoce central (PPC), embora seja idiopática na 

maioria dos casos, demonstra uma prevalência de 27,5% de casos familiares, 

o que sugere a importância do componente genético em sua patogênese 

(65). Além disso, a preponderância de PPC idiopática no sexo feminino (55) 

sugere que o controle central que ativa a secreção de GnRH seja mais 

suscetível a distúrbios em meninas do que em meninos. A análise de 

segregação sugeriu um padrão de transmissão autossômico dominante com 

penetrância sexo-dependente incompleta (65).  

O estudo molecular de casos de PPC tem confirmado o componente 

genético de sua fisiopatologia; a importância do gene da kisspeptina e de seu 

receptor foi estabelecida na PPC ao se identificar uma menina com mutação 

ativadora do gene KISS1R (46) e um menino com mutação 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 famílias com PPC, uma nova e 

importante causa genética para esta condição foi identificada: mutações 

inativadoras no gene MKRN3 (Makorin RING-finger protein-3) (66). Na 

maioria dos casos, contudo, os mecanismos genéticos ainda não são 

conhecidos.  

O caráter poligênico do controle neuroendócrino da puberdade e a 

baixa incidência de hipogonadismo central devido a defeitos em um único 

gene na população geral tem sido evidenciados mais recentemente.  Esses 

fatores levaram Ojeda e colaboradores a propor um conceito segundo o qual 
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a liberação de GnRH necessite da ação de uma rede de genes 

interconectados, organizados em grupos hierárquicos, onde alguns genes 

exerçam um papel principal e outros sejam subordinados aos primeiros (67). 

Esse modelo de atuação de forma coordenada e interativa, conhecida como 

rede regulatória genômica, foi inicialmente desvendado em organismos 

menos complexos (equinodermos). Essa rede envolve genes que codificam 

fatores de transcrição e elementos cis-regulatórios 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 os neurônios secretores de GnRH, o sistema 

RFRP3/GPR147, na regulação do desenvolvimento puberal e  na capacidade 

reprodutiva de humanos. A descoberta de um sistema semelhante em aves, 

formado pelo hormônio inibidor das gonadotrofinas e seu receptor, 

GnIH/GPR147, causou grande impacto no campo da Endocrinologia aviária 

na década passada (24, 38). A identificação e caracterização de um sistema 

inibidor de gonadotrofinas no  cérebro de mamíferos também tem ajudado a 

compreender os mecanismos regulatórios da função reprodutiva de algumas 

espécies (30, 69).  Em humanos, a localização anatômica dos neurônios que 

expressam RFRP-3 e a expressão do RNAm do receptor na hipófise sugerem 

um papel neuroendócrino para este peptídeo (34), mas o significado funcional 

destes achados ainda é obscuro. 

Inicialmente, algumas características de nossa amostra merecem 

considerações. Houve um número expressivo de sequenciamentos inválidos, 

os quais foram excluídos do estudo, principalmente no grupo de indivíduos 

com PPC. A limitação ao sequenciamento pode decorrer tanto das condições 

das amostras de DNA originais, quanto dos produtos de amplificação. Nesse 

sentido, no grupo com PPC, observou-se maior número de amostras com 

menores concentrações de DNA e menos puras. Como se trata de crianças, 

pode ter havido maior dificuldade na coleta da amostra de sangue, 
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eventualmente, hemólise, e volume pequeno de sangue coletado. Além 

disso, o tempo de armazenamento das amostras pode contribuir para algum 

grau de degradação do DNA. Em conjunto, esses fatores pré-analíticos 

podem ter comprometido a viabilidade de alguns sequenciamentos, que não 

puderam ser incluídos no estudo. Esses fatores não puderam ser controlados 

neste estudo.  

A despeito disso, a amostra foi validada pela análise do desvio do 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW). Observou-se que a maioria dos 

polimorfismos encontrados em todos os grupos de estudo encontravam-se 

em EHW, exceto pela distribuição do polimorfismo p.I145L do NPFFR1 nos 

grupos controle e PPC. Esta discrepância, que ocorre com maior frequência 

para polimorfismos comuns, como esse, pode estar relacionada com o fato 

de que as amostras de PPC são procedentes do estado de SP, que 

concentra grande quantidade de imigrantes europeus e asiáticos, 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 conveniência, procedente de um único serviço de 

atendimento, em que não foi possível ter acesso às informações sobre etnia 

dos indivíduos. Apesar disso, a maioria das variantes mostrou a distribuição 

esperada nessa população. Além disso, a prevalência de PPC na população 

em geral ainda não é conhecida em nosso país, o que limita a interpretação 

do tamanho amostral nesse grupo. Por outro lado, essa série compreende 

significativo número de pacientes com HHI, que é uma condição rara e cujos 

indivíduos já haviam sido extensivamente estudados para outros genes e nos 

quais não foi identificada nenhuma mutação patogênica. Sendo o HHI uma 

condição rara, e devido aos critérios rígidos de inclusão, nossa análise 

comparativa e abordagem caso-controle permite robustas conclusões. De 

modo semelhante, a série de PPC também foi cuidadosamente avaliada e 

selecionada segundo critérios bem definidos de inclusão e exclusão. 

 

Dentre os polimorfismos encontrados na região codante do gene 

NPVF, destacamos  a variante rs3216928 (c.212_214del), que corresponde à 

deleção dos nucleotídeos 212, 213 e 214 do transcrito, sendo que os dois 

primeiros pertencem a um códon (ATT) e o outro, ao códon seguinte (AAG), o 
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qual codifica uma lisina, que é sítio de clivagem. Esta é uma deleção in 

frame, que resulta na perda de uma isoleucina na posição 71, adjacente a um 

suposto sítio de clivagem proteoítica no aminoácido básico lisina na posição 

72 (p.I71_K72) (Figura 3). Estes dois aminoácidos são altamente 

conservados entre as espécies, particularmente em mamíferos. Portanto, 

pode-se especular que este tipo de mutação dificultaria o reconhecimento do 

sítio de clivagem por proteases intracelulares, devido à modificação estrutural 

no peptídeo precursor. Entretanto, caprichosamente, com a deleção destes 

três nucleotídeos, o códon que se forma com os nucleotídeos remanescentes 

é AAG, ou seja, uma lisina. Aparentemente, o sítio de clivagem fica 

preservado, embora o acesso das proteases intracelulares a ele possa ser 

teoricamente comprometido pela perda do aminoácido adjacente. O impacto 

funcional dessa alteração, contudo, é desconhecido e está além do escopo 

desse estudo.  De maneira geral, uma grande especificidade das enzimas 

proteolíticas por seus sítios de clivagem já está bem reconhecida. Mutações 

em aminoácidos que flanqueiam ou mesmo naqueles que se localizam 

distante de sítios de clivagem de pro-hormônios já foram relacionados a 

diversos processos fisiopatológicos (70, 71). 

Um achado interessante é o fato de que os sujeitos que tem essa 

variante alélica estão menos propensos a desenvolver PPC (OR 0,33; IC 

95% 0,09-0,89), o que reforça a suposição de um impacto dessa variante 

sobre a formação e/ou função do peptídeo maduro. Em consonância com 

esse achado, observou-se tendência a menor proporção 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  não foi identificado nenhum 

paciente com PPC com genótipo homozigoto para o alelo deletado, a 

despeito de uma considerável frequência desse alelo na populacão (MAF: 

13.8%). Em conjunto, essas informações corroboram a hipótese de um efeito 

protetor da variante NPVF p.I71_K72 na ativação precoce do eixo 

reprodutivo. 
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Figura 3 – Sequência de aminoácidos do peptídeo precursor do RFRP humano. As 

sequências do RFRP-1 (sublinhado) e do RFRP-3 (negrito e sublinhado) são 

demonstradas, com a sequência característica LFXRF (“X”sendo L ou Q) na porção C-

terminal seguida pela glicina (G) como sinal de amidação e pela arginina (R) como 

aminoácido básico endoproteolítico. Os supostos sítios de clivagem são mostrados em 

cinza. A isoleucina (I) na posição 71 que é deletada devido à variante alélica c.212_214 

(rs3216928; I71_K72) está destacada em vermelho [adaptado da referência (34)] 
 

O mecanismo subjacente a este aparente efeito protetor da variante 

NPVF sobre o desenvolvimento de puberdade precoce é desconhecido e não 

foi objeto desta pesquisa. Curiosamente, nesta série, os dois únicos 

indivíduos que apresentavam a variante p.I71_K72 em estado homozigoto 

tinham diagnóstico de HHI. Entretanto, considerando a frequência relatada 

deste SNP nos bancos de dados 1000genomes e NCBI, este achado 

intrigante deve ser visto com cautela e à luz de nossa reduzida casuística. 

Cabe ressaltar que os bancos de dados supracitados não trazem 

informações sobre a época de puberdade da população rastreada. Estudos 

futuros com amostras maiores e com outros desenhos experimentais para 

elucidação dos processos envolvidos na clivagem do peptídeo precursor 

serão necessários para esclarecer esta questão.  

No que se refere ao estudo molecular do gene NPFFR1, que codifica o 

GPR147, as variantes missense encontradas não estavam associadas aos 

fenótipos extremos de distúrbios puberais GnRH-dependentes aqui 

estudados. À análise in silico pelo software PolyPhen 2, a variante rs3812694 

(p.I145L) foi a que apresentou maior probabilidade de ser deléteria para a 

funcionalidade do proteína em questão (score=0,999). Esta variante está 

localizada em aminoácido altamente conservado entre as espécies, contudo, 
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é uma variante conservativa, isto é, os aminoácidos substituídos têm 

polaridade semelhante, ambos são aminoácidos não polares.  

A variante rs61746115 (p.A193S) teria um impacto funcional 

possivelmente deletério (score=0,774) para a proteína; neste caso trata-se de 

uma mutação não conservativa, na qual há uma diferença de polaridade 

entre os aminoácidos substituídos: alanina, não polar, substituída por serina, 

polar neutro. Ademais, esta substituição ocorre próximo de um sítio de 

glicosilação da cadeia peptídica (Figura 4), o qual é importante para a 

conformação estrutural secundária ou terciária da proteína. Contudo, as 

frequências genotípicas dessas variantes foram semelhantes nos dois grupos 

estudados e no grupo controle, o que enfraquece a hipótese de um 

significado funcional de tais variantes na fisiopatologia dos distúrbios 

puberais. As demais variantes foram consideradas benignas, isto é, sem 

impacto funcional pela análise in silico. 

Esta pesquisa traz informação original sobre a distribuição de diversas 

variantes dos genes NPVF e NPFFR1 em pacientes com distúrbios puberais 

GnRH-dependentes e em controles. Embora um papel funcional definido não 

possa ser confirmado ainda em seres humanos, os presentes achados 

acrescentam informação que suporta a necessidade de continuar 

investigando o papel destes neuropeptídeos no desenvolvimento e/ou função 

reprodutiva humana. 

O conhecimento atual sobre a via GnIH/RFRP3 e seu receptor em 

diferentes espécies sugere um papel fisiológico mais relevante em animais 

que se reproduzem sazonalmente. Até o momento, não foi desenvolvido 

nenhum modelo animal experimental com função alterada desta via. 
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Figura 4 - Representação da estrutura secundária do receptor do RFRP humano (GPR147), 
com as variantes missense identificadas em vermelho [modificado da referência (72)] 
  

 

 

No que se refere à sinalização celular GnIH-dependente nas células 

alvo, o conhecimento é também escasso. Um modelo que combina 

informação proveniente de pesquisas com aves (galinhas) e com mamíferos 

(ovelhas) sugere que após a interação com o ligante (GnIH/RFRP-3), o 

receptor GPR147 se acople à proteína Gαi e iniba a adenilciclase, reduzindo o 

AMPc intracelular, a proteína kinase A (PKA) e a proteína ligadora do 

elemento responsivo ao AMPc (CRE-BP). Entretanto, alguns passos podem 

diferir entre as espécies (35). É interessante que estudos in vitro com 

linhagem celular de gonadotrofos de camundongo (células LβT2) (73) e 

estudos in vivo com ratos (74) revelaram que o efeito inibitório do RFRP-3 

sobre os gonadotrofos é dependente de estimulação pelo GnRH. 

fowl (AAR14159), European starling (ABO86716),
white-crowned sparrow (BAD21301)], mammals
[chimpanzee (XP_001160762), human (BAB17674),
horse (XP_001498898), cattle (NP_776593), house
mouse (BAB17673), Norway rat (NP_076442)] and
fish [goldfish (BAC06473), zebrafish (BAF34890)] for
comparison.

GnIH/RFRP actions in the
hypothalamic-pituitary-gonadal axis

To study the biological actions of GnIH/RFRP peptide,
identification of its receptor is critical. The receptor for
quail GnIH was identified and its binding activities
have been investigated (Yin et al. 2005). Structural
analysis of the quail GnIH receptor revealed that it
belongs to the G protein-coupled receptor (GPCR)
superfamily. A crude membrane fraction of COS-7

cells transfected with the quail GnIH receptor cDNA
specifically bound GnIH, GnIH-RP-1, and GnIH-RP-2
in a concentration-dependent manner. Interestingly,
the GnIH receptor also bound with high affinities
to various RFRP peptides which have LPXRF-amide
(X¼ L or Q) motif at their C-termini. In contrast,
C-terminal non-amidated GnIH failed to bind the
receptor. Accordingly, it is thought that the C-terminal
LPXRF-amide (X¼ L or Q) motif is critical for its
binding to GnIH receptor. The identified quail GnIH
receptor mRNA was expressed in the pituitary as well as
in various parts of the brain. The mammalian homolog
of GnIH receptor is GPR147 (OT7T022, NPFF-1)
(Fukusumi et al. 2006). Figure 3 shows the predicted
2D structure of GPR147 from its nucleotide sequence
(AB040104). RFRP peptides suppress the production
of cAMP in ovarian cells of Chinese hamsters trans-
fected with GPR147, suggesting that the receptor
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Os resultados desta pesquisa, somados às recentes descobertas 

sobre o mecanismo de sinalização celular do GnIH/RFRP-3 (75) sugerem 

que os genes NPVF  e NPFFR1 desempenhem um papel secundário na 

regulação da puberdade humana.  

Estes resultados corroboram o conceito de rede de genes (gene 

networks) funcionalmente relacionados e hierarquicamente organizados, cuja 

aplicação ao controle neuroendócrino da puberdade foi proposto por Ojeda e 

colaboradores (67, 76). A estrutura geral da rede de genes/proteínas consiste 

em um núcleo central circundado por nódulos primários ou vizinhos próximos, 

que se conectam a nódulos secundários e estes, por sua vez, se conectam a 

nódulos periféricos. Depreende-se deste conceito a noção de que alguns 

genes tem maior importância que outros dentro de um processo biológico. 

Para o controle da função reprodutiva, essencial para a perpetuação 

da espécie, a existência de vários genes responsáveis por uma mesma 

função, bem como a redundância de vias, poderia significar um mecanismo 

de segurança para a eventual falha de algum dos genes dentro da hierarquia.  

Seja qual for o mecanismo de atuação destes genes, a condição 

essencial para que a puberdade seja deflagrada é o aumento da secreção de 

GnRH de forma pulsátil  e sustentada. 

A regulação transináptica excitatória da secreção de GnRH está 

representada por neurônios que utilizam glutamato, kisspeptina, e 

neuroquinina B como neurotransmissores/neuromoduladores (10, 77). Em 

contrapartida, as vias transinápticas inibitórias são realizadas por neurônios 

GABAérgicos e  opiatérgicos (10) e, supostamente, pela secreção de RFRP. 

A importância inibitória desta via sobre a secreção de LH já foi demonstrada 

em espécies que se reproduzem sazonalmente, como aves (26, 78) e alguns 

mamíferos, sobretudo em ovelhas (32, 37). Em humanos, cuja reprodução 

não depende de sazonalidade, este peptídeo parece exercer um papel 

secundário. Seria a presença deste gene e de seu receptor no genoma 

humano mero resquício evolutivo? Ou o sistema RFRP/GPR147 poderia 

contribuir na inibição do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal juntamente com os 

outros neurotransmissores inibitórios na determinação da pausa juvenil? Esta 

hipótese já vem sendo investigada por alguns grupos em aves (27) e em 
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mamíferos (79). Seria interessante o desenvolvimento de modelos animais 

para esclarecer estas lacunas.  

Além da integração das vias trans-sinápticas sobre a secreção de 

GnRH, as células gliais interagem com os neurônios secretores de GnRH 

através da produção de fatores de crescimento e de moléculas de adesão 

(80, 81). Genes que codificam tais moléculas podem estar envolvidos na 

patogênese de distúrbios puberais. Some-se a esses genes aqueles 

envolvidos no controle da função astroglial, como o gene que codifica  

receptores erbB (membro da família EGFR – Epidermal growth fator receptor) 

ou fatores de transcrição, como os genes OCT2 (octamer transcription 

factor2), TTF1 (Thyroid Transcription Factor1)  e EAP1 (enhanced at 

puberty1), além de outros genes envolvidos em processos celulares básicos 

(76). 

Dessa forma, genes aparentemente sem correlação com o controle 

neuroendócrino da puberdade podem constituir o núcleo da rede funcional de 

genes (gene network). De fato, o próprio gene KISS1, era anteriormente 

conhecido como um gene supressor de metástases. Corroborando essas 

observações, o gene MKRN3, 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 

famílias com este distúrbio puberal (66). Pouco se sabe sobre este gene, cuja 

proteína está envolvida em processos de ubiquitinação e sinalização celular 

(66), tampouco sobre o mecanismo pelo qual mutações no mesmo podem 

resultar em puberdade central. Trata-se de um gene que sofre naturalmente 

imprinting materno, portanto, resultando em fenótipo de PPC apenas quando 

a mutação é transmitida pelo pai. 

Novas ferramentas de genética molecular, como estudos de 

associação de genoma inteiro (GWAS; genome-wide association studies) e 

sequenciamentos genômicos amplos, com maior número de casos, incluindo 

os aparentemente esporádicos, podem ajudar a delinear a rede funcional de 

genes envolvidos na regulação neuroendócrina da puberdade.  

Atualmente, também estão disponíveis softwares capazes de fazer a 

análise de conectividade dos genes, como GeneMANIA e Cytoscape (60, 61). 

Utilizando estes softwares, foi feita uma análise 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 é uma intrincada rede de genes, alguns com função desconhecida, 

que podem interagir por diferentes vias. A análise aprofundada destes 

resultados vai além do objetivo desta pesquisa, mas uma das simulações é 

apresentada na figura 4, na qual as relações diretas do NPVF e NPFFR1 

apresentam-se intimamente relacionadas a vários genes sabidamente 

envolvidos no controle do desenvolvimento puberal, tais como, GnRH, 

GnRHR, KISS1, GPR54, TAC3, TACR3, dentre outros.  Destaca-se ainda a 

relação em alto grau (primeiro vizinho) do gene NPVF com o gene que 

codifica o receptor do GABA (ácido gama-amino-butírico), um 

neurotransmissor sabidamente inibitório da atividade dos neurônios de 

GnRH. 
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B                                                                             C 
Figura 5 – A.Simulação 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. 
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Além desta complexa rede funcional de genes, sabe-se hoje da 

importância de mecanismos epigenéticos sobre a expressão de diversos 

genes. Modificações químicas do DNA ou das histonas influenciam 

grandemente a estrutura da cromatina e a expressão gênica. Há poucos 

estudos sobre a contribuição da epigenética no processo puberal, mas 

recentemente Lominiczi e colaboradores identificaram um grupo de 

silenciadores transcricionais operando no hipotálamo de ratos, que 

influenciam a época da puberdade da fêmea. O aumento puberal da 

expressão do gene KISS1 é acompanhado de aquisição de modificações 

epigenéticas, tais como demetilação do DNA, recrutamento de histonas 

ativadoras e perda de histonas repressivas (82). 

 
 
 
6.2. CONSIDERAÇÕES SOBRE GNIH/RFRP NA REPRODUÇÃO SAZONAL 
DE AVES E OVELHAS 
 
 
 
 As aves têm ciclo reprodutivo sazonal, de modo a procriar sob 

condições ambientais mais favoráveis para a sobrevivência dos filhotes. A 

variação sazonal na duração do dia, isto é, a fotoperiodicidade, é importante 

para o ajuste do momento adequado para a reprodução de aves isso é 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 glândula pineal 

e de fotorreceptores extraretinianos no hipotálamo, os quais se comunicam 

via melatonina (83). 

 Em mamíferos fotoperiódicos já se conhecia a importância das 

variações no ciclo anual da secreção noturna de melatonina para controlar o 

período reprodutivo. Entretanto, em aves, havia um dogma segundo o qual a 

secreção de melatonina não seria responsável por coordenar seus processos 

reprodutivos (84, 85). Apesar disto, surgiram evidências para contrariar este 

dogma (86), as quais, somadas aos efeitos inibitórios do GnIH sobre a 

secreção de gonadotrofinas, motivaram a investigação de uma possível 

conexão entre melatonina, GnIH e a sazonalidade reprodutiva das aves. 
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 Ubuka e colaboradores descreveram, em 2005, a relação da 

melatonina com a expressão de GnIH no cérebro de codornas. Demonstrou-

se que a melatonina é um potente indutor da expressão de GnIH, cujos 

neurônios expressam receptores de melatonina do subtipo Mel1c. A ação 

inibitória do GnIH sobre a secreção de gonadotrofinas seria uma das causas 

da regressão gonadal que ocorre em aves durante períodos de dias mais 

curtos (SD; short day photoperiods), nos quais há uma maior secreção de 

melatonina. Estes achados abriram uma nova perspectiva de estudo do ciclo 

reprodutivo aviário (27). 

 Posteriormente foi demonstrado que, além de induzir a expressão 

gênica de GnIH, a melatonina estimula a secreção deste peptídeo, inibindo 

as concentrações plasmáticas de LH na codorna (87). 

O conhecimento atual indica que, além da melatonina, outros sistemas 

hormonais e neuronais interagem para a regulação da secreção de 

gonadotrofinas em aves com reprodução sazonal. Os hormônios tireoidianos 

e os esteroides sexuais também regulam da expressão de GnRH e de seu 

receptor em aves, por mecanismos ainda não totalmente esclarecidos (83). 

Aves apresentam duas formas de GnRH: GnRH-I, que difere do GnRH 

de mamíferos apenas por um aminoácido arginina na posição 8, e GnRH-II, 

com aminoácidos diferentes nas posições 5, 7 e 8; as duas formas 

apresentam distribuição e função diversas no hipotálamo das aves (88, 89).  

À luz do conhecimento atual, acredita-se que o GnRH-1 seja o regulador 

dominante da liberação de gonadotrofinas, ativando a reprodução, enquanto 

o GnRH-II estaria relacionado ao comportamento reprodutivo das aves. 

Ambas as formas são inibidas pelo GnIH (83). 

 De fato, diversos artigos ratificam a importância do sistema 

GnIH/GPR147 na fisiologia reprodutiva das aves. Talvez isto esteja 

relacionado à ausência dos genes da kisspeptina e de seu receptor, GPR54, 

nos genomas aviários até o momento analisados (90). Recentemente, foi 

comparada a prevalência dos neuropeptídeos reprodutivos codificados pelo 

genoma de galinhas com o que se conhece de outros vertebrados, 

principalmente mamíferos. Sugere-se que, enquanto as aves retiveram o 

sistema GnIH/GPR147 funcionante, os mamíferos  desenvolveram, ao longo 

do processo evolutivo, um sistema estimulador dos neurônios secretores de 
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GnRH através dos neurônios KNDy (91). Estes compreendem uma 

subpopulação de neurônios do núcleo arqueado do hipotálamo que 

colocalizam três neuropeptídeos, kisspeptina (K), neurokinina B (N) e 

dinorfina (Dy) e que parecem exercer um papel essencial na regulação 

fisiológica dos neurônios GnRH, intermediando o feedback dos esteroides 

sexuais (77). O genoma de galinhas não apresenta os genes da kisspeptina e 

de seu receptor, KISS1, Kiss2, Gpr54-1, Gpr54-2; sequências que codificam 

a dinorfina e seu receptor (genes Pdyn e Kor, respectivamente), e que 

codificam a neurokinina e seu receptor (Tac3 e Tac3R, respectivamente) 

estão presentes, mas o papel funcional desses genes permanece 

desconhecido em aves (91).     

Em mamíferos, como já foi dito, já se conhecia a importância da 

secreção noturna de melatonina na regulação do ciclo reprodutor, mas por 

mecanismos ainda obscuros  (92). Em 2008, foi demonstrado, em hamsters 

sírios, que o gene que codifica o RFRP é regulado por fotoperíodo, via 

melatonina, mas os resultados mostraram-se conflitantes quando comparado 

a ovinos (93). 

Grande parte do conhecimento sobre a fisiologia do RFRP em 

mamíferos vem de estudos com ovinos, que têm reprodução sazonal, 

estando sexualmente ativos durante fotoperíodos de dias curtos (short-day 

breeders). Nessa espécie há maior expressão do gene que codifica o RFRP 

e maior conexão entre os neurônios secretores de GnRH e RFRP na estação 

não reprodutiva; essas alterações sazonais ocorrem de forma reciprocamente 

oposta ao gene da kisspeptina (32). Há cada vez mais evidências, em ovinos, 

de que o RFRP e a kisspeptina são neuro-hormônios importantes na 

alternância de períodos reprodutivos e não reprodutivos, atuando em 

direções opostas, ou seja, a kisspeptina estimulando a secreção de GnRH e 

gonadotrofinas e o RFRP inibindo (31, 37, 47).  

O grande conjunto de informações disponíveis atualmente apontam 

para um componente evolutivo bastante evidente nas funções do sistema 

RFRP/GPR147 entre as diferentes espécies. Esses achados e o papel já tão 

bem documentado e significativo desse sistema no controle inibitório da 

reprodução em vários mamíferos motivou a realização desse estudo. 
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No presente estudo, a ausência de mutações patogênicas dos genes 

NPVF e NPFFR1 sugere que em seres humanos, tal qual  outras espécies 

que não têm reprodução sazonal, o papel destes genes seria secundário. 

Após a puberdade, essas espécies, incluindo a espécie humana, estão 

sempre aptas a reproduzir. Não se justificaria, portanto, a persistência de um 

sistema inibidor do GnRH e das gonadotrofinas funcionante. Por outro lado, o 

sistema estimulador, através dos neurônios KNDy adquire maior importância, 

como se pode atestar por distúrbios puberais em humanos com mutações 

nos genes da kisspeptina, neurokinina B e seus respectivos receptores (43, 

44, 46, 48, 94). 

Nota-se na literatura uma escassez de trabalhos envolvendo 

mamíferos com reprodução não sazonal para que se possa corroborar essa 

hipótese.  

 

 

6.3. LIMITAÇÕES TÉCNICAS DO ESTUDO 

 
 

A utilização da reação de polimerização em cadeia (PCR) seguida de 

sequenciamento pelo método de Sanger para rastreamento mutacional em 

duas populações distintas, relativamente grandes, considerando a 

prevalência do HHI e da PPC, constitui método de custo elevado, e que 

muitas vezes requer repetições de reações e confirmações. Considerando o 

número inicial de pacientes e controles, e o número de exons e produtos de 

PCR obtidos ( no mínimo 9  reações por sujeito do estudo, totalizando pelo 

menos 1629 sequenciamentos), o custo do estudo foi um fator limitante à sua 

realização integralmente. Houve alguma dificuldade no ajuste dos parâmetros 

de PCR para cada gene e na eficiência do kit de insumos para PCR utilizado 

na fase  inicial do estudo, o que implicou na necessidade de várias repetições 

de experimentos até que fossem obtidos resultados absolutamente 

confiáveis. Isso consumiu tempo e material, inclusive DNA, que em alguns 

casos não pôde ser reposto, resultando em impossibilidade de avaliar todos 

os exons de todos os pacientes. 
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Após a substituição dos kits de PCR e maior treinamento do grupo  de 

colaboradores que trabalharam em conjunto nos experimentos,  verificou-se 

maior rapidez e eficiência na padronização das reações, com resultante 

melhor qualidade nos sequenciamentos e menor número de repetições. 

Embora o novo material fosse significativamente mais caro, sua eficiência 

nitidamente superior compensou o custo. Esse fato, aliado a problemas em 

equipamentos (termocicladores) e outras limitações de infraestrutura do 

laboratório contribuíram para um alto custo do estudo, que sofreu limitações 

orçamentárias como, por exemplo, para a análise de todas as variantes no 

grupo controle e com maior numero de indivíduos, como inicialmente 

planejado.  

Além disso, a reduzida disponibilidade de sequenciadores acessíveis 

ao projeto, o alto custo do sequenciamento em nossa cidade e a demora na 

obtenção dos resultados tornaram necessária a contratação de serviço de 

sequenciamento privado, internacional, o que também contribuiu para a 

restrição orçamentária. A despeito disso, é importante ressaltar a importância 

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 obtenção e submissão para publicação dos 

resultados originais aqui descritos.  

A PCR gene a gene sempre terá seu valor como ferramenta básica de 

biologia molecular, sobretudo na confirmação de variantes identificadas em 

sequenciamento de genoma inteiro (whole-genome sequencing) ou de exoma 

inteiro (whole-exome sequencing). Estas técnicas mais robustas deverão ser 

utilizadas com maior frequência para rastreamento populacional, em casos 

familiares e esporádicos, e espera-se que as mesmas estejam mais 

amplamente disponíveis em nosso país em breve. 
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7.CONCLUSÕES 
 
 
 

- Foi identificada uma variante alélica no exon 2 do gene NPVF, que 

corresponde à deleção dos nucleotídeos 212, 213 e 214 do transcrito 

(c.212_214del) e que leva à perda de uma isoleucina na posição 71 do 

peptídeo precursor (p.I71_K72), adjacente a um sítio de clivagem. Essa 

variante aparenta ter efeito protetor sobre a ativação precoce do eixo 

reprodutivo (OR 0,33; IC 95% 0,09-089).  

 

- Foram identificados cinco polimorfismos missense do gene NPFFR1 

sem associação com fenótipos extremos de distúrbios puberais GnRH-

dependentes. 
 

- Não foram identificadas mutações patogênicas nos genes NPVF e 

NPFFR1, que codificam respectivamente o peptídeo precursor RFRP e seu 

receptor GPR147, nesta série de indivíduos portadores de puberdade 

precoce central e de hipogonadismo hipogonadotrofico idiopático 

normósmico. 

 

 

Em conjunto, esses achados apontam para um papel secundário, 

modulador do sistema RFRP/GPR147 na fisiopatogenia dos distúrbios 

puberais em seres humanos. Além disso, um efeito da variante p.I71_K72 do 

gene NPVF no controle negativo da ativação do eixo gonadotrófico em 

humanos é proposto, porém estudos funcionais futuros são necessários para 

sua comprovação. 
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APÊNDICE A - TABELAS DAS RAZÕES DE PROBABILIDADE E 
RESPECTIVOS INTERVALOS DE CONFIANÇA 95% 

 
 
 
Tabela A1- Distribuição comparativa da frequência alélica da deleção NPVF c.212_214 
(p.I71_K72) em pacientes com HHI  and PPC e da frequência alélica menor (MAF) disponível 
no banco de dados NCBI, com as razões de probabilidade e respectivos intervalos de 
confiança 95% 

Alelos HHI 
*n (%) 

MAF 
*n (%) Odds ratiosb IC 95%  

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

- 12 (15%)   299 (13,8%) 1,11 (0,54 – 2,08) 
     

 PPC 
*n (%) 

MAF 
*n (%) Odds ratiosb IC 95%  

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

- 4  (5%)   299 (13,8%) 0,33 (0,09 – 0,89) * 
     

 HHI 
*n (%) 

PPC 
*n (%) p c  

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

- 12 (15%) 4  (5%)   
     
* n= número de alelos analisados (sequências de alta qualidade) 
a Identificação dos polimorfismos do gene NPVF de acordo com os bancos de dados NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), baseado em população global padrão do 
projeto1000Genome fase 1, liberado em maio 2011   
b Razões de probabilidade (odds ratio) e respectivos intervalos de confiança 95% estimados 
por análise de regressão logística 
c valor p calculado usando o teste exato de Fisher (two-sided); significância estatística foi 
estabelecida para p<0,05 
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Tabela A2. Razões de probabilidades (odds ratio) e respectivos intervalos de confiança 95% 
para os polimorfismos do gene NPFFR1 
 

Identificação 
do 

polimorfismo 

OR-1  
(IC 95%)a 

OR-2  

(IC 95%)b 

rs3812694 
p.I145L 

   

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   

a Razões de probabilidade (odds ratio) e respectivos intervalos 
de confiança 95% estimados por análise de regressão logística. 
a OR-1:HHI versus controles (MAF data); b OR-2: PPC versus 
controles (MAF data). 
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Dra. Adriana Lofrano Alves Porto 
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Universidade de Brasília 

SHIN - QI 12 - conjunto 02 - casa 16 

CEP 71525-220 
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intitulado: “Estudo dos genes do GnIH e seu receptor (GPR147) em indivíduos 

portadores de hipogonadismo hipogonadotrófico e puberdade precoce central”, 

sob a coordenação da médica investigadora Dra. Adriana Lofrano Alves Porto.  

Nesse interessante e relevante projeto o meu grupo de pesquisa participará com 

fornecimento dos dados clínicos e hormonais, assim como amostras de DNA 

extraído de sangue periférico, de pacientes com distúrbios do desenvolvimento 

puberal central de origem idiopática, incluindo hipogonadismo e precocidade 

sexual, com o intuito de investigar potenciais variantes gênicas. 
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