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RESUMO 

 

A puberdade precoce central (PPC) resulta da reativação prematura do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-gonadal e se caracteriza pelo desenvolvimento puberal antes 

dos 8 anos nas meninas e 9 anos nos meninos. Mutações no MKRN3 representam a 

causa genética mais frequente da PPC. Outras causas monogênicas incluem 

mutações no KISS1, KISS1R e DLK1. A PPC também pode ser observada em quadros 

sindrômicos associados a anormalidades cromossômicas. Esse estudo buscou 

investigar alterações genéticas, com ênfase no estudo do MKRN3, em pacientes com 

PPC inicialmente classificada como idiopática. Na parte I, foi realizada revisão 

sistemática e meta-análise com o objetivo de se explorar associação genótipo-fenótipo 

e a prevalência  global de mutações no MKRN3 na PPC. Na segunda parte, procedeu-

se à pesquisa de mutações no MKRN3 em 63 pacientes (6 meninos) com PPC 

provenientes de dois centros de referência do Distrito Federal. Mutações no KISS1, 

KISS1R e GNRHR foram avaliados em um subgrupo de pacientes sem mutações no 

MKRN3. Subsequentemente, alterações cromossômicas foram investigadas através 

da análise cromossômica por microarranjo (CMA) em  três pacientes com 

dismorfismos adicionais.  Na parte I, a busca eletrônica foi conduzida em sete bases 

de dados. Catorze estudos, que totalizaram 857 pacientes rastreados, foram incluídos 

na meta-análise de prevalência e 89 pacientes com mutação no MKRN3 foram 

identificados. Pacientes com mutações missense exibiram idade mais elevada ao 

diagnóstico do que os pacientes com mutações consideradas mais graves, o que 

sugere a  possibilidade de diferença na progressão puberal conforme o subtipo de 

mutação.  As meninas, em comparação aos meninos, exibiram idade inferior ao início 

da puberdade, maior avanço da idade óssea (ΔIO) e concentração de FSH basal mais 

elevada. A prevalência geral estimada de mutações foi 9%(IC95%0,04-0,15) e, na 

análise por subgrupos, as estimativas de prevalência foram maiores no sexo 

masculino, nos casos familiares e nos países ocidentais. Na segunda parte, mutações 

no MKRN3 foram identificadas em 6 de 57  meninas da nossa casuística (10,5% das 

pacientes do sexo feminino). Nenhuma mutação patogênica no KISS1, KISS1R e 

GNRHR foi encontrada nos pacientes rastreados. As meninas com mutação exibiram, 

em comparação às sem mutação, idade inferior ao diagnóstico, concentrações de 

FSH basal e estradiol mais elevadas e maior ΔIO. A CMA revelou, em dois irmãos 



com espectro autista,  uma deleção patogênica em 16p11.2 e uma microduplicação 

em 18p11.22, classificada como variante de significado incerto (VOUS);  em outro 

menino foi encontrada uma microduplicação em 7p15.2 (VOUS), e em uma menina 

com cardiopatia congênita,  foram detectadas múltiplas regiões de perda de 

heterozigose devido à consanguinidade parental. Os resultados da parte I revelaram 

que as mutações no MKRN3 representam uma causa frequente da PPC nos países 

ocidentais e que o impacto das mutações no fenótipo foi maior no sexo feminino. Na 

segunda parte, a prevalência de mutações no MKRN3 no sexo feminino foi 10,5%, 

mas nenhum menino afetado foi detectado. As diferenças  fenotípicas entre as 

meninas com e sem mutação sugerem a possibilidade de progressão puberal mais 

rápida nas primeiras. Por fim, ressalta-se a relevância da CMA na investigação de 

pacientes com PPC e dismorfismos adicionais.  

 

Palavras-chave: puberdade precoce central; puberdade precoce central sindrômica; 

MKRN3; genética; mutação; análise cromossômica por microarranjo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Central precocious puberty (CPP) results from premature reactivation of the 

hypothalamic-pituitary-gonadal axis and is characterized by pubertal development 

before the age of 8 years in girls and 9 years in boys. MKRN3 mutations represent the 

most common genetic cause of CPP. Other monogenic causes include mutations in 

KISS1, KISS1R and DLK1. CPP has also been observed in syndromic conditions 

associated with chromosomal abnormalities. This study aims to investigate genetic 

alterations, focusing on the study of MKRN3, in patients with CPP initially classified as 

idiopathic. In the first part, a systematic review and meta-analysis were performed to 

explore genotype-phenotype associations and the overall prevalence of MKRN3 

mutations in apparently idiopathic CPP. In the second part, MKRN3 mutations were 

screened in 63 patients (6 boys) from two reference services from Distrito Federal. 

Mutations in KISS1, KISS1R and GNRHR were evaluated in a subset of patients 

without MKRN3 mutations. Subsequently, chromosomal abnormalities were 

investigated by chromosomal microarray analysis (CMA) in three patients with 

congenital malformations or additional dysmorphisms. In part I, the electronic search 

was conducted in seven databases. Fourteen studies totalizing 857 patients were 

included in the meta-analysis of prevalence, and 89 patients with MKRN3 mutations 

were identified. Patients with missense mutations were older at diagnosis than patients 

with mutations predicted to be more deleterious, which suggests possible difference in 

pubertal progression according to mutation subtype.  Girls, compared with boys, 

exhibited earlier age at puberal onset, greater bone age advancement (ΔIO) and higher 

basal FSH levels. The pooled overall prevalence of mutations was 9% (95%CI 0.04-

0.15) and, in subgroup analysis, prevalence estimates were higher in males, in familial 

cases, and in western countries. In the second part, MKRN3 mutations were identified 

in 6 out of 57 girls (10.5% of female patients). No pathogenic mutations in KISS1, 

KISS1R and GNRHR were found in patients who were screened. Girls with mutations 

exhibited lower age at diagnosis compared to those without mutations, higher 

concentrations of basal FSH and estradiol and greater ΔIO. In two siblings with autism 

spectrum disorder, CMA revealed a pathogenic deletion in 16p11.2, and a 

microduplication in 18p11.22 that was classified as a variant of unknown significance 

(VOUS); in other boy, a microduplication in 7p15.2 (VOUS) was found; and in a girl 



with congenital heart disease, multiples regions of loss of heterozygosity due to 

parental consanguinity were detected. Results of part I revealed that MKRN3 

mutations are a frequent cause of CPP in Western countries, and the impact of 

mutations on the phenotype was greater in females. In the second part, the prevalence 

of MKRN3 mutations in females was 10.5% but no affected boy was identified. 

Phenotypic differences between girls with and without mutations suggest the possibility 

of faster pubertal progression in the former. Finally, our results underscore the 

relevance of CMA in the investigation of patients with CPP associated with syndromic 

features or congenital malformations. 

 

 

Key-words: central precocious puberty; syndromic central precocious puberty; 

MKRN3; genetics; mutation; chromosomal microarray analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 PUBERDADE FISIOLÓGICA 

 

A puberdade é um processo biológico complexo que se caracteriza  por alterações 

hormonais que resultarão no desenvolvimento dos caracteres sexuais secundários, 

aquisição das funções reprodutivas, aceleração do crescimento linear e maturação 

esquelética (1–3). 

Clinicamente, o aumento da velocidade de crescimento (VC) e o surgimento do 

broto mamário nas meninas e o aumento do volume testicular nos meninos (volume 

testicular superior à 4mL ou comprimento superior a 2,5 cm) representam o primeiro 

sinal do início da puberdade (1,3). Classicamente, os estágios puberais descritos por 

Marshall e Tanner são utilizados para se caracterizar a progressão da puberdade, que 

usualmente segue uma sequência previsível de eventos (4,5).  

O desenvolvimento puberal e a reprodução humana são controlados pelo eixo 

hipotalâmico-hipofisário-gonadal (HHG). O hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH) hipotalâmico é secretado de maneira pulsátil na eminência mediana e 

estimula a produção pelos gonadotrófos da adenohipófise do hormônio luteinizante 

(LH) e do hormônio folículo estimulante (FSH) que, por sua vez, atuarão nas gônadas 

estimulando a síntese dos esteroides sexuais e a gametogênese (2,6). 

O eixo HHG encontra-se ativo no meio da gestação e nos primeiros meses de vida, 

numa fase conhecida como mini puberdade, na qual a secreção do GnRH e das 

gonadotrofinas hipofisárias pode ser observada. As concentrações séricas de 

gonadotrofinas declinam até por volta dos seis meses de idade, à exceção do FSH 

nas meninas, que pode permanecer elevado até os 3-4 anos (7).  Posteriormente, 

segue-se uma fase de relativa quiescência hormonal durante a infância e a posterior 

reativação da secreção pulsátil do GnRH  marcará o início da puberdade (6,8).  

Os mecanismos que levam à quiescência do eixo HHG durante a infância  e à sua  

subsequente reativação no início da puberdade ainda não são completamente 

esclarecidos. Sabe-se que secreção do GnRH é coordenada por uma rede neuronal 

complexa, constituída por neurônios secretores de fatores estimulatórios (como a 
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kisspeptina, glutamato, norepinefrina) e inibitórios (neuropeptídio Y, ácido gama amino 

butírico, opioides endógenos, dentre outros). Acredita-se que a redução dos impulsos  

inibitórios, o aumento dos estímulos excitatórios e a ação concomitante de fatores 

permissivos resultarão na reativação dos pulsos do GnRH e, consequentemente, no 

início do desenvolvimento puberal (6,8). O controle neuroendócrino da puberdade 

também sofre influência de fatores genéticos, étnicos, nutricionais e ambientais, o que 

demonstra que o desenvolvimento puberal humano  é um processo complexo e 

multifatorial (1,2,6).  

A puberdade ocorre cerca de 1 - 2 anos mais cedo nas meninas do que nos 

meninos, o que demonstra a existência de dimorfismo sexual nos reguladores do início 

do desenvolvimento puberal (9). A puberdade também pode ocorrer mais cedo nas 

meninas com baixo peso ao nascer, com obesidade ou ganho excessivo de peso na 

infância, após adoção internacional e possivelmente após a exposição a compostos 

químicos desreguladores endócrinos (1,10).  

 

1.2 PUBERDADE PRECOCE CENTRAL 

 

A puberdade é considerada precoce quando o desenvolvimento puberal inicia-se 

antes do esperado para  o sexo e grupo étnico, sendo 2 a 2,5 desvio-padrão abaixo 

da média o limite de idade tipicamente aceito para esse diagnóstico (8). Assim, a 

puberdade é tradicionalmente considerada precoce quando inicia-se antes dos 8 anos 

nas meninas e antes dos 9 anos nos meninos (1,3).  

A puberdade precoce central (PPC) resulta da reativação prematura do eixo HHG. 

A prevalência estimada é de aproximadamente 1:5.000 a 1:10.000, com clara 

predominância no sexo feminino, com cerca de 10 a 20 meninas afetadas para cada 

menino acometido (1,3,11). Contudo, dados epidemiológicos específicos da 

população brasileira são escassos. 

A PPC pode ser idiopática,  estar associada a alterações anatômicas ou lesões do 

sistema nervoso central (SNC)  ou ter causas genéticas (Tabela 1). As formas 

idiopáticas representam a maioria dos casos no sexo feminino (90%).  Em 

contrapartida, nos meninos, uma alteração neurológica pode ser detectável em  até 

70% a 90% dos casos (3,12). Contudo, dados recentes sugerem redução dessa 
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tendência e, em um estudo epidemiológico recente com 100 meninos com PPC, uma 

causa orgânica foi detectada em somente 26% dos casos (13).    

Adoção internacional é outro fator de  risco para o desenvolvimento de PPC 

(10). Postula-se que a privação nutricional no início da vida seguida do aumento da 

adiposidade após a adoção ou a exposição a desreguladores endócrinos no período 

pré-natal ou na infância precoce possam funcionar como gatilho para o início da 

puberdade (3).  Um dado interessante é que o risco de puberdade precoce se mostrou 

maior conforme a  idade mais avançada à adoção,  o que sugere a possível  influência 

da exposição a fatores ambientais (10). A reativação prematura do eixo HHG também 

pode ser observada após a exposição crônica a esteroides sexuais, como observado 

no curso do tratamento da hiperplasia adrenal congênita (3,11). 

 

Tabela 1 - Causas e condições associadas ao desenvolvimento da PPC 

Com anormalidades do SNC Tumores: meningioma, craniofaringioma, gliomas, 

astrocitoma de baixo grau  

Alterações estruturais: cisto aracnoide, hamartoma 

hipotalâmico, hidrocefalia 

Encefalopatia crônica não progressiva 

Traumatismo craniano 

Infecções ou doenças granulomatosas 

Radioterapia do SNC 

Sem anormalidades do SNC Idiopática 

Causas monogênicas  

       MKRN3, DLK1, KISS1, KISS1R 

Anormalidades cromossômicas 

Adoção internacional 

Após exposição crônica a esteroides sexuais 

Desreguladores endócrinos 

 Adaptada da referência (11) 

 

O diagnóstico da PPC baseia-se no reconhecimento do desenvolvimento 

puberal progressivo, concentrações púberes de LH em condição basal e/ou após 

estímulo com GnRH ou análogo, aumento da velocidade de crescimento (VC) e 

avanço de idade óssea (IO) (1,3,14).  
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A avaliação por imagem do SNC, preferencialmente através da ressonância 

magnética (RM), é útil para o diagnóstico diferencial com as causas orgânicas da PPC 

e deve ser realizada rotineiramente em todos pacientes  do sexo masculino. Existe 

controversa quanto a necessidade de realização rotineira da RM nas meninas com 

PPC e algumas evidencias sugerem que o exame é prescindível em meninas 

neurologicamente normais com início da puberdade entre os 6 e 8  anos de idade (15–

17). 

A puberdade precoce resulta em consequências adversas à saúde da criança. 

Além de consequências psicossociais, a baixa estatura pode ser observada em 

decorrência da fusão prematura das epífises ósseas (1,3,18). Também é descrita 

maior frequência de doenças metabólicas na vida adulta, como resistência à insulina, 

diabetes mellitus tipo 2, síndrome dos ovários policísticos e doença cardiovascular. 

Adicionalmente, a idade precoce da menarca é um fator de risco para o 

desenvolvimento de câncer de mama e outras neoplasias estrógeno-dependentes 

(18–20). 

Os análogos do GnRH de longa duração representam o tratamento padrão da 

PPC. O sitio de ação destes agentes é hipofisário, levando à redução do número de 

receptores de GnRH na hipófise e, consequentemente, à redução na liberação do LH 

e, em menor extensão, do FSH (14,21). O resultado da administração crônica do 

análogo do GnRH é avaliado clinicamente pela regressão ou estabilização dos 

caracteres sexuais secundários, pela normalização da VC e pela redução do avanço 

da IO. Concentrações de LH após estimulo com GnRH ou análogo de longa duração  

abaixo de 4UI/L, quando dosados por métodos laboratoriais sensíveis, são 

usualmente aceitos como indicativos de bom controle hormonal (2,14).  
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1.3 CAUSAS MONOGÊNICAS DA PUBERDADE PRECOCE CENTRAL 

 

O desenvolvimento puberal é influenciado por fatores genéticos, fato 

exemplificado pela idade aproximada da menarca entre mães e filhas e entre 

indivíduos da mesma etnia e maior concordância no início da puberdade entre os 

gêmeos monozigóticos em comparação aos dizigóticos (2,8).  

O início da puberdade é um traço complexo e altamente poligênico e achados 

de estudos de associação genômica ampla (GWAS) em grande escala mostram  que 

a influência de determinados  loci  independe da etnia (22). Algumas variações 

genéticas compartilhadas por meninos e meninas apresentem direção de efeito 

concordante, no entanto, certas variações genéticas podem exercer influência de 

maneira sexo-específica (22). Em GWAS recentes,  polimorfismos em mais de 100 

loci, incluindo três loci dos imprinted genes MKRN3-MAGEL2, DLK1-WDR25 e 

KCNK9,  foram associados à idade da menarca conforme a origem parental do alelo 

herdado (23,24).  

A PPC pode ser considerada familiar em quase 30% dos casos, isto é, observa-

se mais de um indivíduo acometido na mesma família (25), o que demonstra a 

relevância dos fatores genéticos na etiopatogenia desta condição. Contudo, até há 

alguns anos, causas genéticas da PPC não eram conhecidas.  

Nos últimos anos, os avanços nas técnicas de biologia molecular e do 

sequenciamento do genoma permitiram a identificação de novos genes implicados na 

regulação neuroendócrina  do eixo reprodutivo, o que propiciou um grande avanço no 

conhecimento de causas genéticas relacionadas à patogênese da PPC (12,26). 

Atualmente, as causas monogênicas da PPC incluem mutações em quatro genes 

distintos: KISS1R, KISS1, MKRN3 e DLK1 (12,27). Assim, alguns casos inicialmente 

considerados idiopáticos podem apresentar, de fato, uma causa genética subjacente. 

É possível que novas causas monogênicas possam ser identificadas à medida que 

novos estudos genéticos sejam realizados em mais indivíduos afetados, o que poderá 

resultar no declínio adicional dos casos inicialmente considerados idiopáticos. 
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1.3.1 Mutações no KISS1 e KISS1R 

 

A kisspeptina, uma proteína codificada pelo gene KISS1, é um potente 

estimulador da secreção do GnRH, com papel fundamental na fisiologia do eixo HHG 

humano. Mutações com perda de função nos genes que codificam a kisspeptina e seu 

receptor ( KISS1 e KISS1R, respectivamente) estão sabidamente associadas com 

hipogonadismo hipogonadotrófico normósmico (28,29). 

Em 2008,  uma mutação em heterozigose  no KISS1R (p.Arg386Pro) foi 

detectada em uma menina brasileira adotada que apresentava telarca desde o 

nascimento, com progressão a partir dos sete anos de idade. O estudo funcional in 

vitro demonstrou que essa mutação levava  à ativação prolongada das vias de 

sinalização intracelular do receptor em resposta à kisspeptina (30).  O  encontro dessa 

mutação ativadora no KISS1R representou a primeira causa monogênica da PPC a 

ser identificada.  

Posteriormente, Silveira e colaboradores descreveram uma mutação em 

heterozigose (p.Pro74Ser) no KISS1 em um menino com PPC com início do 

desenvolvimento puberal com um ano de idade. O estudo in vitro sugeriu que a 

variante p.Pro74Ser era mais resistente à degradação e resultava em maior 

biodisponibilidade da kisspeptina (31). A análise de segregação familiar mostrou que 

a mãe e a avó materna, que não possuíam antecedente de precocidade sexual, 

também apresentavam a mutação, o que sugeria penetrância incompleta ou sexo-

dependente (31).  

Apesar dos avanços obtidos com esses resultados, outras mutações com 

ganho de função nos genes KISS1 e KISS1R não foram descritas, o que denota que 

as alterações nos mesmos representam causas muito raras da PPC. 

 

1.3.2 Mutações no MKRN3 

 

Em 2013, mutações com perda de função no gene MKRN3 (makorin ring finger 

protein 3) foram identificadas em indivíduos de cinco de 15 famílias com PPC familiar 

que foram estudados através do sequenciamento do exoma (32).  
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O MKRN3 localiza-se no cromossomo 15 (15q11-13), em uma região de 

imprinting relacionada à síndrome de Prader-Willi (SPW)(33). O gene tem imprinting 

materno, isto é, é silenciado no cromossomo materno e  somente o alelo paterno é 

expresso. O estudo de segregação destas famílias com PPC e mutações no MKRN3 

mostrou herança autossômica dominante de transmissão paterna, condizente com o 

esperado pelo padrão de imprinting  (32).  Esse achado corroborou  evidências 

anteriores a respeito do caráter autossômico dominante, com penetrância incompleta 

e sexo-dependente observado em pacientes com PPC familiar (25). 

Em seguida, Macedo e colaboradores identificaram mutações no MKRN3  em 

8 de 207 meninas com PPC aparentemente esporádica (34).  Subsequentemente, 

mutações no MKRN3  foram descritas em pacientes com PPC, seja esporádica ou 

familiar,  de diferentes regiões geográficas e atualmente representam a causa 

monogênica mais frequente da PPC (35,36,45,37–44). As mutações no MKRN3 

podem ser encontradas em até 46% dos casos familiares (39) e também parecem ser 

mais frequentes no sexo masculino (até 40% dos meninos)(46). Curiosamente, a 

frequência de mutações no MKRN3  foi mais baixa na população coreana, mesmo 

entre os casos familiares, o que sugere variação genética entre diferentes grupos 

étnicos (43,47). 

 

1.3.2.1 Fenótipo dos Pacientes com Mutações no MKRN3 

 

O quadro clínico dos pacientes com mutações no MKRN3 assemelhou-se ao dos 

pacientes com PPC idiopática e, a despeito da sua localização no locus 15q11-13, 

critérios maiores para o diagnóstico da SPW não foram descritos nos indivíduos 

afetados (32,38).  

O início da puberdade ocorreu 2,25 anos abaixo do esperado nas meninas (32), 

ao passo que nos meninos o desenvolvimento puberal ocorreu em uma idade limítrofe 

(idade média 8,2 anos)(46), o que sugere que o dimorfismo sexual característico do 

desenvolvimento puberal não se altera (48).  

Poucos estudos compararam as características dos pacientes com e sem 

mutação. Concentração de FSH basal mais elevada foi descrita nas meninas com 

mutação em um estudo (34). Simon e colaboradores também relataram que o início 
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da puberdade ocorreu mais precocemente nas meninas com mutação (39), e um 

estudo somente com meninos descreveu que o inicio da puberdade ocorreu com  

idade mais avançada naqueles com mutação em comparação aos sem mutação (8,2 

anos versus 7,0 anos, respectivamente)(46). Contudo, ainda não se sabe se o fenótipo 

dos pacientes com mutação difere dos indivíduos sem mutação e, até o momento, não 

foi possível estabelecer associação genótipo-fenótipo precisa.  

Adicionalmente, não está claro se a resposta ao tratamento  com os análogos de 

GnRH,  o potencial para se alcançar a estatura alvo e o prognóstico em longo prazo 

difere entre os pacientes com e sem mutações. Assim, a identificação e o 

acompanhamento de mais casos serão úteis para o esclarecimento destas questões.   

 

1.3.2.2 Estrutura e Função da Proteína MKRN3 
 

O MKRN3, inicialmente nomeado como ZNF127 (zinc finger protein 127), possui 

apenas um exon e codifica uma proteína de 507 aminoácidos (33).  

A proteína MKRN3 pertence à família das proteínas makorin e apresenta um anel 

de zinco C3HC4 central, dois dedos de zinco CH3 na região aminoterminal, um dedo 

de zinco CH3 na região carboxiterminal e  um arranjo Cys-His específico (Figura 

1)(26,33). O arranjo dos resíduos de cisteína e histidina nos dedos de zinco permite 

predizer algumas de suas funções, pois são identificados em proteínas de ligação ao 

RNA.  Os domínios em dedo de zinco C3HC4, altamente conservados nas proteínas 

na família makorin entre as espécies, representam domínios de reconhecimento de 

E3-ligases, que são enzimas que atuam no processo de ubiquitinação, mediando a 

transferência da ubiquitina para substratos proteicos específicos, induzindo a sua  

degradação (26). A ubiquitinação também pode ser um sinal para transdução, 

regulação do ciclo celular, diferenciação e morfogênese. Assim, com base  na sua 

estrutura, acredita-se a proteína MKRN3 possui atividade de uma E3-ubiquitina ligase 

e de ligação ao RNA, com função na regulação da expressão genica, marcação de 

proteínas para degradação e modulação da função proteica (26,48). 
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Figura 1 - Representação esquemática da estrutura da proteína MKRN3. Os três domínios C3H são 

mostrados em vermelho, o domínio C3HC4, com presumida atividade de E3-ubiquitina ligase, é 

ilustrado em azul e o domínio Cys-His em verde. Os números correspondem à posição dos aminoácidos 

na proteína. Zn: zinco; H: histidina e C: cisteína. Figura adaptada da referência (26). 

 

O mecanismo exato pelo qual a perda da função do MKRN3 leva ao início da 

puberdade ainda não está completamente esclarecido. Em camundongos, observa-

se elevada expressão do RNAm do Mkrn3  no núcleo arqueado do  hipotálamo no 

período pré-puberal, com  declínio na expressão precedendo o início da puberdade e 

baixa expressão na idade adulta, o que sugere um efeito inibitório sobre a secreção 

do GnRH (32). Assim, as mutações com perda de função favoreceriam o início da 

puberdade pela ação preponderante dos fatores estimulatórios (26).  

Em humanos, também foi descrito o declínio da concentração sérica circulante 

do MKRN3 precedendo o início da puberdade, além de correlação negativa entre a 

concentração sérica do MKRN3 e de gonadotrofinas nas meninas pre-púberes, o que 

corrobora o seu papel inibitório no eixo HHG (49,50). 

Posteriormente, foi constatado que o Mkrn3  contribui para a poli-ubiquitinação 

da Nptx1 (neural pentraxin-1 precursor), uma proteína  com possível papel na 

plasticidade sináptica e diferenciação neural, que é altamente expressa no hipotálamo 

durante a puberdade. Assim, a expressão do Nptx1 permanece normalmente baixa 

no período pré-puberal, com aumento  à medida que ocorre a redução da expressão 

do Mkrn3 com o início da puberdade (51).  

 

 

 



28 
 

1.3.3 Mutações no DLK1 

 

Em 2017, uma mutação complexa no DLK1 (delta-like 1 homolog)  foi detectada 

em uma família brasileira que foi estudada pelo sequenciamento do genoma e análise 

de ligação,  na qual quatro meninas (duas irmãs e duas meias-irmãs paternas) 

apresentavam o diagnóstico de PPC (52).  

O DLK1, também conhecido por fator pré-adipócito 1 (pre-adipocyte fator 1 – Pref-

1), é um ligante não canônico da via de sinalização Delta-Notch,  com papel na inibição  

da diferenciação de adipócitos (53). É amplamente expresso nos tecidos embrionários 

e, no período pós-natal, é expresso predominantemente nas adrenais, ovários e 

hipófise.  O gene tem imprinting materno e localiza-se no cromossomo 14 (14q32.2), 

em uma região de imprinting associada à síndrome de Temple, cujo quadro clínico 

inclui restrição do crescimento intrauterino, baixa estatura, mãos e pés pequenos, 

dismorfismos faciais, hipotonia, atraso do desenvolvimento motor,  obesidade truncal 

e PPC (52,54). No entanto, essas pacientes com mutações no DLK1 não 

apresentavam  manifestações especificas da síndrome de Temple. 

Recentemente, mutações no DLK1 foram identificadas em 5 de 60 pacientes do 

sexo feminino com PPC  ou com antecedente de menarca precoce, o que  reforça  a 

sua associação com a etiologia desta condição. Em especial, observou-se elevada 

frequência de alterações metabólicas, como obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e 

dislipidemia nas pacientes com mutações no DLK1 (55).  
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1.4 IMPRINTING GENÉTICO E PUBERDADE 

 

A ocorrência de imprinting  em regiões do genoma tem como consequência a 

expressão de genes de maneira monoalélica, pois leva a repressão ou expressão 

gênica de acordo com a sua origem parental. A metilação do DNA é a principal marca 

epigenética no estabelecimento e manutenção do imprinting genômico.  A  maioria 

dos imprinted genes encontram-se agrupados em determinadas regiões do genoma 

(clusters) e os mecanismos que regulam a sua expressão são complexos e pouco 

compreendidos. Centros de imprinting  são identificados em vários clusters, o que 

denota a possibilidade de regulação coordenada dos genes de um cluster por um 

mecanismo comum (56).  

Tanto o MKRN3  quanto o DLK1, as principais causas monogênicas da PPC, fazem 

parte de clusters de genes com imprinting, o que reforça  o papel  do imprinting 

genômico na regulação do início da puberdade humana (32,52). 

O papel do MKRN3 na patogênese da SPW não é conhecido e especula-se que o 

mesmo é prescindível para o seu desenvolvimento, visto a descrição de pacientes 

com a síndrome e deleções no locus 15q11-13 que não incluíram o MKRN3.  Outro 

dado interessante é que a SPW usualmente cursa com desenvolvimento puberal 

incompleto ou hipogonadismo, embora a ocorrência de PPC possa ser raramente 

observada (57,58).   

 Seria plausível considerar  que a perda da expressão do alelo paterno do MKRN3 

por deleções de novo, dissomia uniparental materna ou defeitos de imprinting, à 

semelhança do que é observado na SPW ou em outras doenças relacionadas com 

imprinted genes, poderia estar relacionada à patogênese da PPC. No entanto, 

anormalidades no número de cópias e alteração no padrão de metilação no locus 

15q11 não foram identificadas em 52  pacientes sem mutações no MKRN3  que foram 

estudados pela análise de metilação por amplificação dependente de ligação com 

múltiplas sondas (MS-MLPA) com a utilização do kit padronizado para a  SPW (34). 
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1.5 PUBERDADE PRECOCE EM OUTROS QUADROS SINDRÔMICOS 

 

Além da SPW e da Síndrome de Temple, citadas anteriormente, a PPC pode fazer 

parte das manifestações fenotípicas de outras síndromes genéticas resultantes de 

anormalidades cromossômicas ou defeitos de imprinting (3,59). Como exemplo 

adicional, cita-se a síndrome de Silver-Russell,  decorrente de dissomia uniparental 

materna do cromossomo 7 ou defeitos de imprinting no locus 11p15.5, e que  

caracteriza-se por restrição do crescimento intrauterino e pós-natal, baixa estatura e 

dismorfismos faciais (60). 

A síndrome de Williams-Beuren é outra síndrome genética rara, decorrente de 

microdeleções no cromossomo 7 (7q11.23), cujas manifestações fenotípicas incluem 

dismorfismos faciais, baixa estatura, cardiopatia congênita, deficiência intelectual (DI) 

e PPC, que pode ser observada em até 18% a 28% das meninas (61,62).  

Adicionalmente, a PPC pode ser observada em  pacientes com outras condições 

médicas pré-existentes, como epilepsia, transtorno do espectro autista (TEA) ou 

outros transtornos do neurodesenvolvimento e quadros sindrômicos complexos, 

associada a anormalidades cromossômicas distintas, como exemplifica a tabela 2.  
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Tabela 2 -  Puberdade precoce central em pacientes com  quadros sindrômicos e  anormalidades cromossômicas distintas 

Anormalidade cromossômica ou síndrome 

genética 

Manifestações clínicas Autor, ano 

Deleção 1q22.3 

Deleção 2q24.2 (2 casos) 

Deleção 9q2.22 

Deleção Xq22.1 em mosaico 

Trissomia do 13 

PPC, encefalopatia e/ou TEA 

PPC, deficiência intelectual grave e epilepsia 

PPC e TEA 

PPC e paralisia cerebral forma quadriplégica espástica 

PPC, deficiência intelectual grave e epilepsia 

 

Wannes et al, 2018 (59) 

Deleção 1p36 PPC, retardo mental, epilepsia, atraso do crescimento, cardiopatia 

congênita e dismorfismos faciais 

Kurosawa et al, 2005(63) 

Translocação 7q31 e 10p14 PPC, retardo mental e comprometimento da linguagem Kosho et al, 2008 (64) 

Duplicação 9p13 PPC, baixa estatura, anomalias nas mãos e retardo mental grave Lybaek et al, 2009 (65) 

Deleção  9p PPC, deficiência intelectual, dismorfismos faciais e polidactilia 

PPC, atraso psicomotor, deficiência intelectual e dismorfismos faciais 

Funderburk et al (66) 

Cistermino et al, 2013 (67)  

Duplicação 17p13.3 

Duplicação do cromossomo 15  

Duplicação do cromossomo 11 

PPC, atraso psicomotor, hiperatividade, lesões cutâneas acrômicas  

PPC e atraso do desenvolvimento psicomotor (2 casos) 

PPC, atraso psicomotor, autismo e amaurose 

Winter et al. (68) 

KGB Síndrome (microdeleção em 16q24.3 ou 

mutações no ANKRD11) 

Macrodontia, dismorfismos faciais, baixa estatura, anomalias esqueléticas, 

deficiência intelectual e puberdade precoce ou adiantada em 16% dos 

pacientes 

Goldenberg et al, 2016.(69) 

Duplicação 16p13.3 PPC, deficiência intelectual, dismorfismos faciais e sindactilia Thienpont, et al, 2009(70) 
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Anormalidade cromossômica ou síndrome 

genética 

Manifestações clínicas Autor, ano 

Síndrome de deleção 22q13 e duplicação do 

gene NOTCH1 

PPC, hipotonia neonatal, dismorfismos faciais, atraso motor e 

comprometimento cognitivo 

Giannakopoulos et al, 2016 

(71) 

 

Síndrome triplo X (47 XXX ) PPC 

PPC, diabetes mellitus neonatal, hérnia umbilical e cardiopatia congênita 

Skordis et al, 2017.(72) 

Grosso et al.  

Duplicação Xp11.22  Puberdade precoce ou adiantada, dismorfismos faciais, deficiência 

intelectual, disartria, clinodactilia  

Grams et al, 2015 (73) 

Deleção Xp22.33 PPC e fenótipo complexo ( 7 pacientes de 3 famílias não relacionadas) Canton et al, 2019(74) 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A identificação de novos genes implicados no controle do eixo reprodutivo, em 

especial o MKRN3 e subsequentemente o DLK1, proporcionaram um grande avanço 

no conhecimento das causas genéticas da PPC.  

Especificamente em relação ao MKRN3,  a principal causa monogênica da PPC 

e o foco principal deste trabalho, a despeito da contribuição ímpar dos estudos mais 

recentes, algumas lacunas ainda existem, mas que  poderão ser progressivamente 

esclarecidas à medida que mais indivíduos acometidos forem identificados. Dentre as 

lacunas ainda presentes, merece destaque o entendimento dos efeitos das mutações 

no MKRN3 sobre o processo de desenvolvimento puberal. Verifica-se ainda relativa 

carência de dados clínicos comparativos entre grupos de crianças com PPC com ou 

sem mutação no MKRN3. A caracterização e análise comparativa mais detalhada 

desses dados em maior número de crianças tem potencial de contribuir para o melhor 

entendimento dos efeitos do MKRN3 na regulação da puberdade em seres humanos. 

Nesse contexto, esse trabalho foi dividido em duas partes, que serão apresentadas a 

seguir: 

• A  PARTE 1 consistiu na realização de revisão sistemática e  meta-análise dos 

dados publicados até  04 de setembro de 2018, ocasião em que foi feita a busca 

sistemática em sete bases de dados, com intuito de se tentar estabelecer 

relação genótipo-fenótipo e avaliar a prevalência global de mutações no 

MKRN3  nos indivíduos com PPC idiopática (75).  

• A PARTE 2  consistiu na investigação de causas genéticas da PPC, com ênfase 

na pesquisa de mutações no gene MKRN3,  em pacientes com PPC 

inicialmente classificada como idiopática atendidos em dois centros de 

referência do Distrito Federal (DF): Hospital da Criança de Brasília José de 

Alencar (HCB) e Hospital Universitário de Brasília, Universidade de Brasília 

(HUB/UnB) . Trata-se de estudo inédito na região centro-oeste, que objetivou 

assim agregar novos casos à casuística brasileira (32,34,46). Buscou-se 

investigar a presença de mutações em casos familiares e esporádicos, e 

principalmente nos meninos com PPC, cuja identificação ainda é relativamente 

escassa.  A pesquisa de mutações nos genes  KISS1, KISS1R e GNRHR foi 

feita em um subgrupo de pacientes sem mutações detectadas no MKRN3 pelo 
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sequenciamento automático. Adicionalmente, investigou-se a presença de 

alterações cromossômicas submicroscópicas por meio da análise 

cromossômica por microarranjo (CMA) em pacientes com malformações 

congênitas ou dismorfismos adicionais. 
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3  PARTE I – REVISÃO SISTEMÁTICA E META-ANÁLISE 

 

 

3.1 OBJETIVOS 

 

 

• Estimar a prevalência global de mutações no gene MKRN3  nos indivíduos 

com PPC classificada como idiopática. 

• Investigar associações genótipo-fenótipo em indivíduos com PPC com 

mutações no gene MKRN3 

 

 

3.2 MÉTODOS 
 

A metodologia desta revisão sistemática baseou-se nas recomendações do 

Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)(76) 

e o seu protocolo foi registrado no registro internacional prospectivo de revisões 

sistemáticas (PROSPERO) com o seguinte número: CRD42018095144  

(http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/).  

Estudos que investigaram a presença de mutações no MKRN3 em pacientes com 

PPC idiopática foram considerados elegíveis. Foram excluídos os artigos de revisão, 

resumos de congressos, capítulos de livros, estudo com duplicidade de dados,  artigos 

que não foram escritos no alfabeto romano e estudos que investigaram a presença de 

SNPs ( polimorfismos de nucleotídeos únicos ) em pacientes sem PPC confirmada.  

 

3.2.1 Estratégia de Busca e Seleção dos Estudos, Extração dos Dados e 

Avaliação do Risco de Viés 

 

A busca sistemática foi conduzida em sete base de dados (Cochrane, 

EMBASE, LILACS, LIVIVO, PubMed, Scopus e Web of Science) e a pesquisa na 

literatura cinza foi realizada  pelo Google Scholar e ProQuest. Ao final da fase de 

http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/
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buscas, as referências bibliográficas dos artigos incluídos foram avaliadas para a 

identificação de possíveis estudos adicionais elegíveis. A estratégia de busca está 

disponível no Apêndice 2. 

 A seleção dos estudos foi conduzida em 2 fases. Primeiramente, os títulos e 

resumos foram avaliados, com exclusão daqueles que não preenchiam os critérios de 

inclusão. Posteriormente, os artigos foram avaliados na integra para se confirmar a 

sua elegibilidade.  

Informações sobre o delineamento do estudo, número de pacientes rastreados 

e de pacientes com mutações no MKRN3, história familiar de PPC e técnica do 

sequenciamento foram extraídas de cada estudo. Adicionalmente, as variáveis 

clínicas de interesse, subtipo de mutação e informações sobre o tratamento foram 

recuperadas dos pacientes com mutações. Dados dos familiares adultos com 

diagnóstico retrospectivo de PPC com base na história clínica não foram incluídos.  

A avaliação do risco de viés foi realizada de acordo com uma lista de verificação 

desenvolvida pelo Instituto Joanna Briggs para estudos que relatam dados de 

prevalência (77).  

 

3.2.2 Análise Estatística 

 

As possíveis diferenças entre as características de meninas e meninos com 

mutações no MKRN3 e entre as meninas de países asiáticos e países ocidentais 

foram analisadas com o teste não paramétrico de Mann-Whitney, pois os dados não 

seguiram uma distribuição normal. Significância estatística foi definida como P < 0,05. 

As análises foram realizadas com o software SPSSTM v.20. 

Nos estudos elegíveis para a análise de prevalência, o número de pacientes 

com mutações no MKRN3 (numerador) e o número total de pacientes rastreados  

(denominador) foram utilizados para se estimar a prevalência.  A meta-análise foi 

realizada com o software StataCorp SoftwareTM version 13 com o comando 

“metaprop”, e o modelo de efeito aleatório (random effect model) foi utilizado para se 

estimar a prevalência combinada e o IC95% (intervalo de confiança). Possíveis fatores 

de heterogeneidade foram avaliados através da análise de prevalência conforme os 
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seguintes subgrupos: sexo, história familiar e distribuição geográfica (países asiáticos 

e não asiáticos). A heterogeneidade foi avaliada com o teste estatístico do I2, no qual 

25% ou menos, 50%-75% ou acima de 75% indicam baixa, moderada e alta 

heterogeneidade, respectivamente.  

 

3.3 RESULTADOS 

 

 

3.3.1 Seleção e Características dos Estudos Incluídos 

 

Após a busca inicial, realizada em 06 de fevereiro de 2018 e atualizada em 04 de 

setembro de 2018, 31 artigos foram selecionados para a segunda fase, na qual os 

textos foram avaliados na íntegra. Por fim, 22 estudos preencheram os critérios de 

inclusão e 14 estudos, que totalizaram 857 pacientes com PPC idiopática rastreados 

para mutações no MKRN3, foram incluídos na meta-análise de prevalência. O 

fluxograma da figura 2 mostra o processo de seleção dos estudos e o apêndice 3 

sumariza as características principais dos estudos incluídos. 

Com relação ao risco de viés, dois estudos foram categorizados com risco 

moderado de viés e 20 foram classificados com baixo risco de viés (Apêndice 4).   
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                         Figura 2 - Fluxograma do processo de seleção dos artigos 
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3.3.2 Características Demográficas e Fenótipo dos Indivíduos com Mutações no 

MKRN3 

 

Mutações no MKRN3 encontravam-se descritas em 89 pacientes (76 meninas e 

13 meninos) com PPC de 17 países, a saber: Alemanha (36), Argentina (46), Bélgica 

(32), Brasil (32,34,46,78,79), Bulgária (44), Chipre (37), Coreia do Sul (43), Dinamarca 

(80), Espanha (45), Estados Unidos da América (32), França(39), Grécia (81,82), 

Israel (35), Itália (38,39,41), Japão (42), Taiwan (83) e Turquia (84)(Figura 3). Uma 

paciente apresentava uma deleção no promotor (78) e os demais mutações na 

sequencia codificadora do gene. 

Os pacientes com mutações no MKRN3 exibiram o quadro clínico característico da 

reativação prematura do eixo HHG.  Dismorfismos adicionais foram raros e incluíram 

esotropia em dois irmãos (32), além de clinodactilia e hiperlordose em duas meninas 

não relacionadas, uma das quais também com palato arqueado e anormalidades 

dentárias (34,38).  

 

 

Figura 3 - Distribuição geográfica dos indivíduos com mutações no MKRN3 
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Na análise combinada, a idade  mediana de início da puberdade nas meninas 

com mutações no MKRN3 (n=76) foi 6,0 anos (variação de 3,0 a 7,8 anos). As meninas 

de países asiáticos apresentaram, em comparação às meninas de países ocidentais, 

idade mais elevada ao diagnóstico (mediana 8,0 anos, variação 6,8-10,3 anos,  versus 

6,7 anos, variação 3,6-8,4 anos, respectivamente P<0,001), além de concentração de 

FSH basal mais baixa (3,0UI/L, variação de 0,8-7,64 UI/L, versus 4,5UI/L, variação 

0,7-3,94 UI/L, respectivamente, P=0,042)(Tabela 3 ). 

 

 

Tabela 3 - Análise comparativa dos dados das meninas com mutações no MKRN3 de 

países ocidentais (n = 65) e  países asiáticos (n = 11). 

Parâmetro  Meninas ocidentais 

Mediana (variação) 

Meninas asiáticas 

Mediana (variação) 

P  

Idade ao início da puberdade, anos 

(64/6) 

6,0 (3,0-7,5) 6,8 (5,0-7,80) 0,072 

Idade ao diagnóstico, anos (61/11) 6,7 (3,6-8,4) 8,0 (6,8-10,3) <0,001* 

∆IO, anos (58/11) 2,3 (-0,9-5,2) 2,1 (1,2-3,0) 0,928 

FSH basal (UI/L) (58/11) 4,5 (0,7-13,94) 3,0 (0,8-7,64) 0,042* 

LH basal (UI/L) (55/11) 1,1 (0,1-6,1) 1,6 (0,36-3,74) 0,454 

LH pós-estímulo (UI/L) (54/9) 22,1 (4,9-95,9) 11,6 (5,6-52,5) 0,321 

Estradiol (pg/mL) (52/2) 25,5 (2,0-80,0) 38,5 (29,0-48,0) 0,507 

Na primeira coluna, os números entre parênteses referem-se ao número de pacientes de cada grupo 
com as informações disponíveis para análise comparativa; ∆IO: diferença entre idade óssea (IO) e 
idade cronológica (IC); * P <0,05 com o teste de Mann-Whitney para comparação entre os grupos. 

 

 

A idade mediana de início da puberdade nos meninos (n = 13) foi 8,5 anos 

(variação 5,9 a 9,0 anos). Em comparação aos meninos, as meninas exibiram idade 

mais baixa ao início da puberdade (2,0 anos abaixo do limite de idade específico para 

o sexo versus 0,5 anos abaixo desse limite nos meninos, P=0,001), concentração de 

FSH basal mais elevada (mediana 4,3UI/L, variação 0,7-13,94 UI/L versus 2,45 UI/L 

variação 0,8-13,70UI/L nos meninos,  P=0,003) e maior avanço da idade óssea (ΔIO) 

(mediana 2,3 anos, versus 1,2 anos, respectivamente, P=0,01)(Tabela 4). 
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Na análise comparativa conforme o subtipo de mutação e sua predição de 

gravidade, os pacientes com mutações missense apresentaram  idade mais elevada 

ao diagnóstico em comparação aos pacientes com mutações que codificam códons 

de parada prematuros ( nonsense e frameshift) e a deleção do promotor (7,72 anos, 

variação 3,6-10,3, versus 6,75 anos, variação 3,8-13,2 anos, respectivamente 

P=0,028)(Tabela 5). Digno de nota que se observou predomínio de mutações 

missense nas meninas de países asiáticos (82% dos casos), ao passo que nas 

meninas ocidentais, as mutações missense foram encontradas somente em 21 de 65 

(32%) pacientes (P=0,002). 

 

Tabela 4 - Análise comparativa dos dados das meninas (n = 76) e meninos (n = 13) 

com mutações no MKRN3. 

Parâmetros clínicos e bioquímicos Meninas 

Mediana (variação) 

Meninos  

Mediana (variação) 

 

P valor 

Idade ao início da puberdade, anos 

(70/8) 

6,0 (3,0- 7,8) 8,5 (5,9-9,00) <0,001* 

Δ Idade de início puberal (70/8) 2,0 (0,2-5,0) 0,5 (0,0-3,9) 0,001* 

Idade ao diagnóstico, anos (72/12) 6,8 (3,6-10,3) 9,45 (8,1-13,2) <0,001* 

∆IO, anos (69/11) 2,3 (-0,9-5,2) 1,2 (0,0-2,3) 0,01* 

FSH basal (UI/L) (69/12) 4,3 (0,7-13,94) 2,45 (0,8-13,70) 0,003* 

LH basal (UI/L) (66/12) 1,27 (0,1-6,1) 1,35 (0,7-5,41) 0,239 

LH pós-estímulo (UI/L) (63/7) 22,0 (4,9-95,9) 13,9 (6,7-20,00) 0,089 

Parâmetros clínicos e bioquímicos ao diagnóstico da PPC. Na primeira coluna, os números entre 
parênteses referem-se ao número de pacientes de cada grupo no qual a informação estava disponível 
para análise comparativa; Δ idade de início puberal expressa a diferença entre o limite inferior da 
normalidade especifico para o sexo para o desenvolvimento puberal e a idade de início da puberdade; 
∆IO diferença entre idade óssea (IO) e idade cronológica; * P <0,05, utilizando o teste de Mann-Whitney 
para comparação entre os grupos. 
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Tabela 5 - Análise comparativa dos dados dos pacientes com mutações no MKRN3 

de acordo  com subtipo de mutação. 

Parâmetros clínicos  

e bioquímicos 

Mutações graves* 

(n=52) 

Mediana (variação) 

Mutações missense 

(n=37) 

Mediana (variação) 

 

P valor 

Idade ao início da puberdade, 

anos (51/27) 

6,0 (3,0-9,0) 6,0 (3,5-8,5) 0,645 

Idade ao diagnóstico, anos 

(48/36) 

6,75 (3,8-13,2) 7,72 (3,6-10,3) 0,028* 

∆IO (44/36) 2,0 (-0,9-5,2) 2,5 (0,2-3,7) 0,166 

FSH basal (UI/L) (47/34) 4,0 (0,7-13,94) 3,85 (0,8-8,9) 0,497 

LH basal (UI/L) (44/34) 1,3 (0,1-6,1) 1,29 (0,2-3,74) 0,341 

LH pós-estímulo (UI/L) (40/30) 20,0 (4,9-62,5) 19,75 (5,6-95,9) 0,506 

Estradiol (pg/mL) (34/20)** 27,85 (5,0-80,0) 25,5 (2,0-61,0) 0,502 

T (ng/mL) (5/5)*** 216,0 (78,0-548,0) 198,8(41,0-466,0) 0,347 

 *Mutações graves incluíram as mutações frameshift (n = 43), nonsense (n = 8) e deleção  do promotor 
(n = 1); Na primeira coluna, os números entre parênteses referem-se ao número de pacientes de cada 
grupo com as informações disponíveis para análise comparativa; ∆IO diferença entre idade óssea (IO) 
e idade cronológica; T: testosterona; *. P <0,05, com o teste U de Mann-Whitney para comparação 
entre os grupos. ** Análise comparativa de estradiol entre as meninas; *** A análise comparativa de 
testosterona entre os meninos. 

 

Poucos estudos compararam as características dos pacientes com e sem 

mutações no MKRN3 de forma que não foi possível efetuar meta-análise para avaliar 

associação genótipo-fenótipo.  

Informações sobre o tratamento encontravam-se disponíveis em 54 casos e 

todos foram adequadamente tratados com análogos de GnRH, à exceção de duas 

meninas com antecedente de baixa adesão medicamentosa. Adicionalmente,  a 

estatura final adulta parece estar dentro da altura alvo nos casos em que  tal 

informação foi disponibilizada (34). 

 

3.3.3 Categorização das Mutações Descritas 

 

 Mais de 30 mutações com perda de função na sequência codificadora (4 

mutações nonsense, 13 frameshift e 22 missense) e uma deleção do promotor (c.-

150_-147delTCAG) encontravam-se descritas em 89 pacientes com PPC (Figura 4). 
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As variantes frameshift resultaram na tradução de proteínas truncadas pela 

criação de códons de terminação prematuros. Digno de nota que as mutações 

frameshift identificadas em quase um terço dos pacientes (n=27) localizam-se em uma 

região rica em citosina entre os nucleotídeos 476 e 482, o que confirma este local 

como um hotspot gênico. 

A maioria das mutações missense exibiram predição patogênica pela análise 

in silico. Destas, seis encontravam-se localizadas  no domínio C3HC4 da proteína e 

cinco em domínios C3H1 (figura 4), que estão relacionados com a atividade de E3 - 

ubiquitina ligase e ligação ao RNA, respectivamente. 

 

 

Figura 4 - Representação esquemática da proteína MKRN3 humana com a localização das mutações 
descritas. A numeração (1-507) corresponde à sequência dos aminoácidos na proteína. As mutações 
missense estão assinaladas em azul, as  nonsense em preto e as mutações frameshift em vermelho. 
Notavelmente, 36% (14 de 39) das mutações estão localizadas entre dois domínios C3H1 na porção 
amino-terminal da proteína, sendo a maioria delas do tipo frameshift. O domínio C3HC4 é outra região 
onde as mutações tendem a se agrupar e nesse local, observa-se o predomino de mutações missense. 

 

Seis variantes missense apresentaram predição benigna pela análise in silico: 

p.Ile100Phe, p.Ile204Thr, p.Gln226Pro, p.Lys233Asn e p.Ser396Arg, descritas em 

meninas coreanas (43), e p.Arg477Gln, identificada em uma menina taiwanesa(83). 

Outros mecanismos genéticos ou epigenéticos que poderiam interromper a 

expressão de um imprinted gene, como variações no número de cópias ou alterações 

do padrão de metilação do locus 15q11 não foram detectados (34,39), embora não 

tenham sido amplamente investigados.  
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3.3.4 Prevalência de Mutações no MKRN3  

 

A prevalência geral combinada de mutações no MKRN3 nos pacientes com PPC 

foi 9,0% (IC95% 0,04-0,15, I2 80,91%, P=0,00; Figura 5). Curiosamente, a prevalência 

de mutações foi menor nos países asiáticos (2,0%, IC95% 0,01-0,04, I2 0,0%) do que 

nos países não asiáticos (11,0%, IC95% 0,04-0,21, I2 81,31%; Figura 6). 

 

Figura 5 - Prevalência geral estimada de mutações MKRN3 em indivíduos com PPC previamente 
classificada como idiopática 
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Figura 6 - Prevalência estimada de mutações no MKRN3 em pacientes com PPC de países asiáticos 
e não-asiáticos. 

 

Considerando-se a variação na prevalência de acordo com distribuição geográfica, 

os estudos de países asiáticos não foram incluídos na análise conforme a história 

familiar.  A prevalência estimada de mutações no MKRN3 nos pacientes com PPC 

familiar foi 19,0% (IC 95% 0,05-0,36, I2 69,16%) e  nos casos esporádicos 2,0% (IC 

95% 0,01-0,04, I2 0%) (Figura 7). 

Por fim, na análise baseada no sexo, a prevalência estimada de mutações nos 

pacientes do sexo masculino foi maior do que no sexo feminino (22,0%, IC95% 0,0-

0,62, I2 70,19, versus 7,0%, IC95% 0,03-0,13, I2 77,73), respectivamente. (Figura 8).  
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Figura 7 -  Prevalência estimada de mutações no  MKRN3 de acordo com a história familiar. 

 

 

 

 

Figura 8 -  Prevalência estimada de mutações no  MKRN3 de acordo com o sexo. 
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4  PARTE II – INVESTIGAÇÃO DE ALTERAÇÕES GENÉTICAS EM PACIENTES 
COM PPC 

 

 

4.1 OBJETIVOS   

 

4.1.1 Objetivos Gerais 

 

Investigar alterações genéticas relacionadas à PPC idiopática, com ênfase no 

rastreamento de mutações no gene MKRN3, em indivíduos com PPC inicialmente 

classificada como idiopática atendidos nos ambulatórios de Endocrinologia Pediátrica 

do Hospital Universitário de Brasília (HUB) e do Hospital da Criança de Brasília José 

Alencar (HCB). 

 

4.1.2 Objetivos Específicos 

 

 

• Investigar a presença de mutações no MKRN3 e estimar a sua prevalência 

entre os indivíduos com PPC inicialmente classificada como idiopática 

atendidos nos ambulatórios de Endocrinologia Pediátrica do HUB e do HCB. 

 

• Comparar as características clínicas e bioquímicas  dos indivíduos com e sem 

mutações no MKRN3, para se tentar estabelecer possível relação genótipo – 

fenótipo. 

 

• Investigar a presença de mutações nos genes que codificam a kisspeptina e 

seu receptor (KISS1 e KISS1R, respectivamente) em uma amostra de 

pacientes sem mutações no MKRN3 detectadas pelo sequenciamento 

automático. 
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• Investigar a possibilidade de mutação com ganho de função no GNRHR em um 

caso específico de PPC idiopática de início precoce e refratária ao tratamento 

convencional em criança do sexo masculino. 

 

•  Comparar a frequência alélica dos SNPs encontrados nos genes MKRN3, 

KISS1 e KISS1R entre os indivíduos com PPC  e a população geral, utilizando-

se como grupo controle o banco de dados do ExAC (Exoma Aggregation 

Consortium). 

 

• Investigar a presença de variações do número de copias (CNV) cromossômicas 

em pacientes com PPC idiopática associada a malformações congênitas ou 

dismorfismos adicionais, nos quais mutações no MKRN3 não tenham sido 

identificadas pelo sequenciamento automático. 
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4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Participantes do Estudo 

 

Os indivíduos com PPC inicialmente classificada como idiopática foram 

recrutados nos ambulatórios de Endocrinologia Pediátrica do HUB e do HCB. O 

diagnóstico da PPC foi realizado conforme os seguintes critérios: desenvolvimento 

dos caracteres sexuais secundários antes dos 8 anos de idade nas meninas e antes 

dos 9 anos nos meninos, aumento da VC, avanço da IO, concentração de LH basal 

e/ou após estímulo com GnRH ou análogo de longa duração na faixa puberal e 

ausência de anormalidades neurológicas. 

Os dados clínicos relevantes, tais como idade de início da puberdade, idade ao 

diagnóstico, resultados dos exames laboratoriais e radiológicos foram obtidos a partir 

da análise retrospectiva dos prontuários. Os caracteres sexuais secundários foram 

classificados de acordo com os critérios clínicos de Marshall e Tanner (4,5).  A IO foi 

determinada através da realização de radiografias da mão e punho não dominante 

pelo método de Greulich e Pyle e considerou-se avanço a diferença de ao menos 1 

ano acima da idade cronológica (85). 

 As concentrações de LH e FSH foram determinadas por método 

imunofluorométrico (IFMA), imunoquimioluminescência (ICMA) ou 

eletroquimioluminescência (ECLIA) e as concentrações de testosterona e estradiol por 

quimioluminescência. As concentrações de LH basal > 0,6UI/L (IFMA) ou > 0,3UI/L 

(ICMA ou ECLIA) em ambos os sexos foram consideradas púberes (14). Nos casos 

em que o resultado do LH basal foi pré-púbere, procedeu-se à dosagem de LH após 

estimulo com GnRH (100µg por via intravenosa no tempo zero, com coleta de sangue 

nos tempos  0, 15, 30, 45 e 60 minutos) ou 2 horas após a aplicação do análogo do 

GnRH de longa duração. O ponto de corte do pico de LH adotado para o diagnóstico 

de PPC foi  > 5,0 U/L (ICMA)  no caso do estimulo com GnRH e > 8 UI/ (ECLIA)  no 

teste com o análogo do GnRH  (2,14,85).   

A ultrassonografia pélvica das meninas é útil na avaliação da forma, do 

comprimento uterino e do volume ovariano. O útero com aspecto piriforme, 

comprimento superior à 3,4 cm e aumento da espessura endometrial foi indicativo de 
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estimulação estrogênica persistente. Os ovários com volume superior à 1,8 cm3 foram 

considerados como indicativos de estimulação gonadotrófica (14,85). 

A avaliação por imagem do SNC, através da realização de RM de encéfalo ou 

sela túrcica, foi realizada rotineiramente nos sujeitos do sexo masculino e nas meninas 

com idade de início da puberdade inferior a 6 anos. O exame de imagem do SNC não 

foi realizado rotineiramente nas meninas aparentemente hígidas, com início da 

puberdade entre 6 e 8 anos de idade e sem quaisquer sinais ou sintomas neurológicos 

associados (15–17,85).  

A resposta ao tratamento foi considerada satisfatória quando foi observada 

redução da VC e da maturação óssea, estabilização ou regressão dos caracteres 

sexuais secundários e valores de gonadotrofinas e esteroides sexuais dentro da faixa 

pre-puberal.  Um pico de LH obtido 2 horas após estimulo com o análogo de GnRH 

de longa duração < 4,0UI/L (ICMA, ECLIA ou IFMA) foi considerado indicativo de 

bloqueio puberal adequado (14). 

Foram excluídos os pacientes com as seguintes condições: alterações 

anatômicas no SNC como hidrocefalia, esquizencefalia ou tumores, encefalopatia 

crônica não progressiva (sequela de anóxia perinatal), pubarca isolada precoce ou 

telarca isolada precoce, puberdade precoce periférica (produção de esteroides 

independente de gonadotrofinas) e antecedente de radioterapia do SNC. 

 

4.2.2 Considerações Éticas 

 

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília (CEP/FS-UnB), 

conforme parecer consubstanciado 1.140.009 emitido em 08/07/2015, e pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa da Fundação de Ensino e Pesquisa em Ciências da Saúde, 

Secretaria de Estado de Saúde do Distrito Federal (FEPECS/SES-DF), conforme o 

parecer consubstanciado 1.152.221 de 13/07/2015(Anexos I e II). A aprovação seguiu 

as recomendações da resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde, Ministério 

da Saúde.  
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Todos os participantes foram incluídos mediante a assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecidos (TCLE) pelos seus pais ou responsáveis legais. 

Adicionalmente, também foi obtida a assinatura do Termo de Assentimento Livre e 

Esclarecido (TALE) pelo menor (Apêndices 5 e 6, respectivamente).  

 

4.2.3 Analise molecular dos Genes MKRN3, KISS1, KISS1R e GNRHR 

 

4.2.3.1 Extração e Quantificação do DNA 

 

O DNA genômico foi extraído de leucócitos obtidos a partir de uma alíquota de 

sangue colhido por punção venosa periférica em um tubo contendo o anticoagulante 

EDTA. 

Nas amostras de sangue de quatro pacientes, a extração do DNA foi feita pelo 

método de extração a sal, a partir de protocolo adaptado de Miller e colaboradores 

(86). Nos demais indivíduos, procedeu-se à extração utilizando-se o kit de extração 

de DNA de alta pureza DNA QIAmp Kit® (Qiagen), conforme as orientações do 

fabricante.  

A quantificação e a pureza do DNA extraído foi avaliada utilizando-se o 

espectrofotômetro NanoVue Plus (GE Eletronics®), que quantifica ácidos nucleicos à 

um comprimento de onda de 260nm. A pureza do DNA pode ser avaliada pela razão 

entre a quantificação a 260nm e 280nm (que corresponde à absorbância para 

proteínas). Quando a razão se mostrou superior a 1,7, a pureza do DNA foi 

considerada satisfatória. As amostras foram armazenadas a -20ºC para a posterior 

utilização. 

 

4.2.3.2 Amplificação dos Genes de Interesse por Reação em Cadeia da Polimerase 
 

O gene MKRN3 foi amplificado pela técnica de reação em cadeia da polimerase 

(PCR), utilizando-se três pares de oligonucleotídeos iniciadores (primers) específicos 

(Tabela 6), em todos os participantes do estudo.  

A sequência codificadora dos genes KISS1 e KISS1R, bem como as junções entre 

os exons e introns, foram amplificadas por PCR em um subgrupo de pacientes sem 
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mutações patogênicas no gene MKRN3. O gene que codifica o receptor do GnRH 

(GNRHR)  foi estudado em um menino com PPC idiopática de início precoce e 

refratária ao tratamento convencional, no qual mutações nos genes MKRN3, KISS1 e 

KISS1R não foram encontradas. A tabela 7 mostra a sequência  dos oligonucleotídeos 

utilizados para amplificação dos genes KISS1, KISS1R e GNRHR. 

Cada reação unitária de amplificação foi realizada em um volume final de 50µL, 

contendo 100ng de DNA genômico, 1,25pmol de cada primer e 25µL do kit GoTaq® 

green master mix (Promega®). As condições de amplificação de cada gene são 

mostradas na tabela 8. 

Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% 

corados com brometo de etídio (0,5 μg/mL) e visualizados através de luz ultravioleta 

para confirmação da amplificação do produto de interesse. Foram aplicados 8µL do 

produto de PCR em cada poço do gel de agarose e, para a definição dos pesos 

moleculares, foram utilizados 4µL do marcador de peso molecular 1kb plus 

(Invitrogen®). 

 Posteriormente, procedeu-se à purificação dos produtos de PCR com a utilização 

do kit QIAquick PCR purification (Qiagen®), de acordo com as orientações do 

fabricante.  Os produtos de PCR purificados foram enviados para sequenciamento 

automático bidirecional pelo método de Sanger, com a utilização dos mesmos primers 

da reação de PCR. 

 A sequência referência de cada gene foi obtida do Ensembl e os resultados do 

sequenciamento foram analisados com o auxílio do software Sequencher v.5.0 ou 6.0 

(Gene Codes Corporation®). 
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Tabela 6 - Sequência dos oligonucleotídeos utilizados para amplificação do MKRN3 

GENE  Primer (5´> 3´)  Tamanho do produto 

MKRN3 Fragmento 1 1F: GCCTCAAGCCCATAAAGAAA 
1R: AGCCATCTGCTTCCTCTCAG 

774pb 

 Fragmento 2 
 

2F: GGCATTTGGACAAAGCAGA 
2R: CACTGGGAATGACCAATTC 

847pb 

 Fragmento 3 3F: CCAATTGCAACCATTCCTTC 
3R:CACCATAATCCTAGGGGGAAA 

784pb 

F: Primer foward; R: primer reverso; pb: pares de bases. 

 

 

Tabela 7 - Sequência dos oligonucleotídeos para amplificação dos genes KISS1, 
KISS1R e GNRHR 

GENE  Primer (5´> 3´)  Tamanho do produto 

KISS1*    
 Exon 2 2F: CAGATCCTGTGCCTGACCT 

2R: TTGCAACAACCCACTTGCT 
238pb 

 Exon 3 3F: GTGTTGCAAAGCCATCTTTC 
3R: TCTTTTATTGCCTCGGGTTG 

500pb 

KISS1R    
 Exon 1 1F: GCTGGGTGAATAGAGGGC 

1R: GGAGTTTGCGACCTCTAGC 
722pb 

 Exon 2 2F: CCATCCTGCTGGTCACTCG 
2R: CACTGCGGAGCGCACTCC 

352pb 

 Exon 3 3F: TCTCAGACTCGGGGTATCAGC 
3R: GAGCTATTGCGCCCATTTTCC 

486pb 

 Exon 4 3F: GCATCTGGAAAATGGGCGC 
4R: GGAAGGCGTAGAGCAGCG 

817pb 

 Exon 5 5F: GGAGGACAGCAAGGCTGG 
5R:AAACTGCACCGAACGTCACA 

769pb 

GNRHR  
Exon 1 

 
1F: ATGCACCAGAGACACAAGGC 
1R:ACAGTACTTCCTTTGATAAGACCT 

 
655pb 

 Exon 2 
 
Exon 3 

2F: AGAAGGCTAGCAGAGTACCA 
2R: CCAGCAGAAACCATTTGCCA 
3F: ACTTTGGCAGAAATAAGAGCA 
3R: TTGAGGCTCTGAAGACTGAGTT 

600bp 
 
635pb 

Exon 1 do KISS1 não codante; F: Primer foward; R: primer reverso; pb: pares de bases 
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Tabela 8 - Parâmetros de amplificação dos genes estudados 

Gene  Desnaturação 
inicial 

Ciclos (desnaturação, anelamento 
extensão) 

Extensão 
final 

MKRN3     
 Fragmentos 1, 

2 e 3 
95°C 5min (95ºC 30s; 56ºC 30s; 72ºC 1min) x 35 72º C 10 min 

KISS1     
  Exon 2 

 
Exon 3 

94ºC 5min 
 
95ºC 10min 

(94ºC 30s; 57ºC 30s; 72ºC 45s) x 35 
 
(95ºC 45s; 55ºC 30s; 68ºC 1min) x 35 

72º C 10 min 
 
72º C 10 min 

KISS1R     
 
 
 
 
 
 
GNRHR 

Exon 1 
 
Exons 2, 3 e 4  
 
Exon 5 
 
 
Exons 1, 2 e 3 

95°C 5 min 
 
95°C 5min 
 
95°C 5min 
 
 
95°C 5 min 

(95°C 45s, 58°C 45s, 72°C 1min) x 35 
 
(95° 45s, 62°C 45s, 72°C 1min) x 35 
 
(95°C 45s, 60C° 45s, 72°C 1min) x 35 
 
 
(95°C 30s; 55°C 30s; 72ºC 1min) x 35 

72º C 10 min 
 
72º C 10 min 
 
72º C 10 min 
 
 
72º C 10 min 

 

 

4.2.4 Análise In Silico do Impacto de Polimorfismos de Nucleotídeos Únicos Não 

Sinônimos 

 

A predição da natureza patogênica das substituições não sinônimas de 

nucleotídeo único  foi realizada através de softwares específicos, como o PolyPhen-2 

(Polymorphism Phenotyping version 2; http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) e o 

Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/).  

 

4.2.5 Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada no software SPSSTM v.20 e o teste não 

paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para a comparação dos dados clínicos e 

bioquímicos das pacientes com e sem mutações no MKRN3, visto que não foi 

observada uma distribuição normal dos dados. Considerou-se diferença 

estatisticamente significante o valor de P < 0,05. 

 

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://www.mutationtaster.org/
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4.2.6 Analise Cromossômica por Microarranjo 

 

A análise cromossômica por microarranjo (CMA) permite detectar, 

simultaneamente, microdeleções ou microduplicações em milhares de sequencias-

alvo do genoma humano, além de detectar regiões de perda de heterozigose ou 

dissomias uniparentais. Esta técnica utiliza como alvo de hibridação um conjunto de 

sondas (oligonucleotídeos), com localização previamente conhecida nos 

cromossomos, organizados em um chip de DNA (GeneChip®).  

A presença de alterações cromossômicas submicroscópicas foi investigada com a 

técnica da CMA em três pacientes com PPC idiopática com malformações congênitas 

ou dismorfismos associados e sem mutações no MKRN3 detectadas pelo 

sequenciamento automático.  Este estudo foi realizado no Laboratório de Genética da 

UnB, com a colaboração da professora Dra. Juliana Forte Mazzeu de Araújo. 

A CMA foi realizada utilizando-se a plataforma CytoScan® 750K Array (Affymetrix, 

EUA) e as configurações disponíveis no GeneChip® Scanner 3000 7G System 

(Affymetrix, EUA). Esta plataforma permite a detecção de CNVs por meio de 

microarranjos de DNA formados por 550 mil sondas não polimórficas para CNVs de 

regiões codantes e não codantes do genoma humano, cobrindo uma distância média 

de 4.1 Kb, e cerca de 200 mil sondas de SNPs.  Desta forma, é possível cobrir 100% 

dos genes do ISCA (International Standard for Citogenomic Array) Consortium, 83% 

dos genes do OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) e 80% dos genes do 

RefSeq (NCBI Reference Sequence Database).  

A figura 9 mostra a representação esquemática das etapas envolvidas na 

realização da CMA. Resumidamente, as amostras do DNA genômico foram digeridas 

com a enzima NspI e os fragmentos ligados com adaptadores específicos para a 

posterior amplificação por PCR. Na etapa subsequente, os produtos de PCR foram 

purificados com esferas magnéticas, fragmentados com a enzima DNAse I e então 

marcados com biotina.  Na próxima etapa, o DNA biotinilado foi depositado em cada 

um dos GeneChips® com os oligonucleotídeos pre-arranjados. O GeneChip® com 

DNA é incubado no forno de hibridação a 50º, durante 16 a 18 horas, a 60 rotações 

por minuto. Após a incubação, as amostras são lavadas e marcadas com fluoróforos 

na estação automatizada de lavagem Fluidics Station 450. Por fim, os microarranjos 
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são escaneados através do software Affymetrix GeneChip Command Console 

(Affymetrix, EUA), para a detecção dos diferentes níveis de fluorescência emitidos por 

cada sonda no GeneChip® e geração dos arquivos com extensão .CEL.(87) 

 

 

Figura 9 - Fluxograma simplificado da analise cromossômica por microarranjo. Adaptado da 
referência 16. 

 

Os dados dos arquivos .CEL foram então avaliados com o Chromosome 

Analysis Suite Software (ChAS) versão 3.0 (Affymetrix, EUA). Esse software converte 

e normaliza os dados brutos, através da utilização de algoritmos específicos, por meio 

da combinação das fluorescências obtidas com os dados de fluorescência disponíveis 

no banco de dados de referência. O software permite que os dados resultantes da 

análise da hibridação  sejam comparados com os dados genômicos disponíveis em 

banco de dados genômicos como o OMIM, RefSeq,  Database of Genomic Variants ( 

DGV) e o DECIPHER (banco que compila dados sobre alterações patogênicas em 

síndromes genéticas conhecidas, disponível em https://decipher.sanger.ac.uk).  

As CNVs encontradas foram categorizadas em benignas, patogênicas e 

variantes de significado incerto (VOUS, variant of uncertain significance), conforme as 

https://decipher.sanger.ac.uk/
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diretrizes do American College of Medical Genetics (88) e a classificação proposta por 

Srebniak e colaboradores (89) (Tabela 9).  

 

Tabela 9 - Classificação das variações de número de cópias (CNVs) cromossômicas 

Classificação da CNV Descrição 

Patogênica A CNV é documentada como clinicamente significativa 

em diversas publicações, mesmo que a sua penetrância 

e expressividade sejam variáveis.  A alteração tem clara 

relação com o fenótipo ou a indicação clínica.    

Benigna A CNV está presente em grandes grupos controles de 

indivíduos saudáveis e não parecem associadas a 

nenhum quadro clínico. 

A CNV representa um polimorfismo frequente (presente 

em > 1% da população geral). 

VOUS Não são observadas na população normal e contem 

genes cujas funções são pouco conhecidas e não se 

sabe se os mesmos seriam sensíveis a dosagem. 

VOUS, potencialmente benigna A CNV não tem genes no intervalo (mas seu tamanho 

excede o critério adotado pelo laboratório). 

É descrita em número pequeno de casos nas bases de 

dados da população geral, mas não representa um 

polimorfismo frequente. 

VOUS, potencialmente  patogênica Sem evidência suficiente de patogenicidade. A CNV 

contem gene no intervalo com função bem definida e 

relevante para os achados do paciente em questão.  

A CNV é descrita em poucos relatos de casos, mas com 

breakpoint e fenótipo bem definido, que são relevantes 

para o caso em questão. 
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4.3 RESULTADOS 

 

4.3.1 Caracterização Clínica dos Participantes do Estudo 

 

Foram incluídos 63 pacientes com PPC inicialmente classificada como idiopática: 

57 (90,4%) meninas e 6(9,5%) meninos, o que representa cerca de 9 meninas  

afetadas para cada menino acometido. Dos 6 pacientes do sexo masculino, 2 eram 

gêmeos monozigóticos.    

A idade mediana de início da puberdade foi 6,3 anos ( variação de 0,1 a 7,8 anos) 

nas meninas e 7,25 anos (variação 2,6 a 9,0 anos) nos meninos e a idade mediana 

ao diagnóstico da PPC foi de 8,0 anos (1,5 – 10,0) nas meninas e 9,6 anos (3,6 a 

10,2) nos meninos. A tabela 10 mostra a caracterização geral das meninas e dos 

meninos incluídos no estudo e o apêndice 7 detalha os parâmetros de cada 

participante.  

Malformações congênitas, dismorfismos ou outras condições pré-existentes foram 

infrequentes entre os participantes do estudo e incluíram cardiopatia congênita ( 

comunicação interatrial – 1 menina), vitiligo ( uma paciente), dislexia ( uma paciente), 

hérnia inguinal (uma menina), e um menino com  transtorno do espectro autista (TEA). 

Adicionalmente, os meninos gêmeos monozigóticos apresentavam antecedente de 

hipospádia  e hérnia inguinal corrigidas cirurgicamente na infância, encurtamento e 

deformidade angular do fêmur e ambos evoluíram com policitemia no início da 

segunda década de vida, para a qual fazem acompanhamento com hematologista.  

História familiar de puberdade precoce encontrava-se presente em 18 (28,5%) 

pacientes, dos quais quatro referiam história familiar de PPC do lado materno, três do 

lado paterno e nos demais o padrão de herança não estava definido; 35 (55,5%) 

apresentavam história familiar negativa de PPC e em 10(16%) participantes os dados 

sobre a história familiar não eram conhecidos.  

O exame de imagem do SNC ( RM) foi realizado em todos os meninos  e não foram 

detectadas alterações no SNC em nenhum deles. Com relação às meninas, 32 foram 

submetidas a avaliação por imagem do SNC e não foram constatadas alterações na 

região hipotalâmica-hipofisária em nenhuma delas. O exame de imagem foi 
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considerado prescindível em 25 meninas com início da puberdade entre 6 e 8 anos e 

que não apresentavam sinais ou sintomas neurológicos associados.  

A triptorrelina foi o análogo do GnRH  utilizado para o tratamento na maioria dos 

casos.  Uma menina e os meninos gêmeos monozigóticos não foram submetidos ao 

bloqueio puberal pelo diagnóstico tardio. Um menino, com início do desenvolvimento 

puberal aos 2,6 anos e o diagnóstico de PPC confirmado aos 3,6 anos, não 

apresentou resposta adequada à triptorrelina, mesmo  com a sua administração 

quinzenal, mantendo progressão dos caracteres sexuais secundários, VC elevada e 

avanço progressivo da IO. Nesse  caso específico, o cetoconazol, pelo seu potencial 

efeito inibitório na esteroidogênese, foi associado ao esquema terapêutico na tentativa 

de se frear a progressão da puberdade.  

 

Tabela 10 - Caracterização geral dos pacientes com PPC incluídos no estudo 

Parâmetro avaliado Meninas (n=53*) Meninos  (N=6) 

Início da puberdade, anos 6,30 (0,1-7,8) 7,25 (2,6-9,0) 

Idade ao diagnóstico, anos 8,0 (1,5-10,0) 9,6(3,6-10,2) 

Estatura, Z-score 1,075(-0,07-2,94) +0,78 (+0,39-+3,85) 

Peso, Z-score 1,05 (-,25-2,69) +0,98 (+0,39-+3,11) 

IMC, Z-score 0,7(-1,53-2,63) +1,09 (-0,12-+1,65) 

IO, anos 11,0(2,7-13,6) 11,65 (9,0-13,5) 

ΔIO 2,5(0,1-4,9) 3,0 (0,1-6,7) 

FSH basal, UI/L 4,0(0,61-9,86) 2,55 (0,75-9,41) 

LH basal, UI/L 1,49(0,02-8,73) 1,87 (0,8-2,9) 

LH pos-estimulo, UI/L** 13,1(2,94-55,6) - 

Estradiol, pg/mL 29,00(0,3-119,0) - 

Testosterona ng/dL - 196 (27-464) 

Volume uterino, cm3 6,2(1,7-44,6) - 

Volume ovariano, cm3 3,00 (0,9-6,7) - 

Parâmetros ao diagnóstico da PPC. Dados expressos em mediana e amplitude (mínimo e máximo); 

IMC: índice de massa corporal; IO: idade óssea; ΔIO representa o avanço da idade óssea ( diferença 

entre a IO e a idade cronológica); *Informações de 4 meninas não se encontravam 

disponíveis.**Dosagem de LH pós-estímulo foi realizada em 21 meninas. 
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4.3.2 Pesquisa de Mutações no Gene MKRN3 

 

Mutações com perda de função no MKRN3 foram encontradas em 6 meninas 

provenientes de 5 famílias. Notadamente, nenhuma mutação foi detectada nos 6 

pacientes do sexo masculino. Esses resultados representam uma prevalência geral 

de mutações de 9,5% em nossa série. Considerando-se especificamente o sexo 

feminino, a prevalência de mutações no MKRN3 foi 10,5%. Nos casos esporádicos 

(história familiar de puberdade precoce negativa), as mutações no MKRN3  foram 

encontradas em 3 de 35 pacientes, ao passo que nos casos familiares foram 

encontradas em 3 de 18 indivíduos (Tabela 11). 

 

Tabela 11 - Prevalência de mutações no MKRN3 nos pacientes com PPC do presente 
estudo 

Variável Pacientes 
rastreados 

Pacientes  
com mutação   

Prevalência (%) 

Prevalência geral 63 6 9,5% 
Sexo 
    Feminino 
    Masculino 

 
57 
6 

 
6 
0 

 
10,5% 
0% 

Forma da PPC* 
    Esporádica 
    Familiar                               

 
35 
18 

 
3 
3 

 
8,6% 
16,7% 

* Pacientes com HF desconhecida de PPC não foram computados para o cálculo de prevalência de 

acordo com a forma da PPC.  

 

A mutação c.482delC em heterozigose foi detectada em três meninas não 

relacionadas com PPC aparentemente esporádica. A deleção da citosina nesse ponto 

leva à alteração da sequência de leitura a partir do códon 161, com geração de um 

códon de terminação prematuro 10 códons adiante do ponto da deleção, e resulta em 

uma proteína truncada de 171 aminoácidos (p.Pro161Argfs*10). Esta mutação foi 

previamente descrita em pacientes brasileiras e em uma menina búlgara (34,44). 

Outra variante frameshift (475_476insC) foi encontrada em uma menina com 

PPC que possuía uma irmã gêmea dizigótica não afetada e  carreadora do alelo 

selvagem. A inserção da citosina nessa posição leva à alteração da sequência de 

leitura a partir do códon 162 com a tradução de uma proteína truncada 

(p.Ala162Glyfs*14), e também foi previamente descrita (32,36).  
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Por fim, a mutação missense  em heterozigose c.982C>T,  que leva à 

substituição de uma arginina na posição 328 da cadeia polipeptídica da proteína por 

uma cisteína (p.Arg328Cys), foi encontrada em duas irmãs afetadas. A mutação 

localiza-se no anel de zinco C3HC4 e a arginina nessa posição é altamente 

conservada entre as espécies.  Essa mutação foi considerada patogênica pelas 

predições in silico  realizadas com o PolyPhen 2 e o Mutation Taster e foi previamente 

descrita em uma menina francesa, uma italiana e em meninos da Argentina (39,41,46) 

 

 

Figura 10 - Parte do cromatograma do sequenciamento do MKRN3 com as mutações encontradas no 
presente estudo (A-D) e representação esquemática das mutações na proteína (E). (A) mostra parte 
do alelo selvagem, no qual se visualiza uma sequência rica em citosinas representadas pelas letra C e 
ondas azuis; (B) mostra a perda de uma citosina em heterozigose (c.482delC), com alteração da 
sequência de leitura a partir do ponto da deleção; (C) mostra a inserção de uma citosina (475_476insC), 
que também é seguida de alteração na sequência de leitura; (D)  painel superior mostra o alelo 
selvagem e o painel inferior a mutação c.982C>T em heterozigose. (E) representação da proteína 
MKRN3 com a localização das mutações assinaladas. As mutações p.Pro161Argfs*10 e 
p.Ala162Glyfs*14 localizam-se em uma região rica em citosina entre dois domínios C3H1 na porção 
aminoterminal da proteína (representados em azul); a mutação p.Arg328Cys localiza-se no anel de 
zinco C3HC4 (representado em vermelho). 
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4.3.2.1 Fenótipo das pacientes com mutações no MKRN3 

 

As meninas com mutação no MKRN3 exibiram o quadro característico  da 

reativação prematura do eixo HHG, com desenvolvimento prematuro e progressivo 

dos caracteres sexuais secundários, aumento da VC e concentrações púberes do LH 

basal (Tabela 12). Quatro meninas apresentaram, ao diagnóstico, telarca e pubarca 

simultaneamente e em duas observou-se a presença de telarca isoladamente.  

Dismorfismos adicionais ou características sindrômicas especificas não foram 

observadas em nenhuma  delas.  A menina  (paciente 6, tabela 12) que possuía uma 

irmã gemelar dizigótica apresentava antecedente de  prematuridade (34 semanas) e  

atraso do desenvolvimento motor ( adquiriu capacidade para marcha por volta dos 2 

anos).  

Nas meninas com mutação, a  idade de início da puberdade variou de 3,0 a 7,0 

anos, com  média de 5,3 anos e mediana de 5,5 anos. A mediana do avanço da IO 

(ΔIO) foi 3,7 anos, com variação de 0,1 a 4,9 anos. As medianas das concentrações 

basais de FSH e LH ao diagnóstico foram 5,45UI/L (variação 3,50 - 9,86UI/L) e  

2,33UI/L ( variação 1,32 - 5,54 UI/L), respectivamente ( Tabelas 12 e 13).   

  As meninas com mutação foram tratadas com o análogo do GnRH triptorrelina. 

O tratamento foi concluído em duas pacientes e as demais se encontram em uso da 

medicação. Uma menina (paciente 5 - Tabela 12) necessitou de redução no intervalo 

das doses ( administração da triptorrelina a cada 21 dias) para a obtenção do bloqueio 

puberal adequado. As demais exibiram resposta terapêutica satisfatória com o uso da 

triptorrelina na dose padrão preconizada (3,75mg a cada 28 dias).  
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Tabela 12 - Caracterização clínica e bioquímica das meninas com mutação no MKRN3  

Paciente 
/ Familia 

Início 
puberal 

Idade 
diagnóstico 

Tanner  Estatura 
Z-score 

Peso 
Z-score 

IMC 
Z-
score 

IO ΔIO FSH 
basal 
UI/L 

LH  
basal  
UI/L 

E 
pg/mL 

Volume 
uterino 
(cm3) 

Sequenciamento 
do MKRN3 

(cDNA/proteína) 

1 
Família 1 

3 5,9 M3P1 2,41 1,51 0,59 9,7 3,8 8,20 1,76 - 7,7 482delC / 
p.Pro161Argfs*10 

2 
Família 2 

5 7,6 M4P2 -0,07 1,08 1,39 11,5 3,9 5,06 1,74 32 5 482delC / 
p.Pro161Argfs*10 

3 
Família 3 

7 7,9 M3P2 1,9 2,69 2,63 11 3,3 5,84 3,20 63,3 32 c.982 C>T / 
p.Arg328Cys 

4 
Família 3 

6 7,1 M2P2 1,57 2,35 2,11 10,5 3,6 9,86 2,90 76,8 4,95 c.982 C>T / 
p.Arg328Cys 

5 
Família 4 

6 7,9 M3P1 0,11 0 -0,13 8 0,1 4,45 1,32 33 7,8 482delC / 
p.Pro161Argfs*10 

6 
Família 5 

4,8 5,9 M4P2 2,8 2,08 1,31 10,7 4,9 3,50 5,54 42,1 13,8 475_476insC 
(Ala162Glyfs*14) 

IMC: índice de massa corporal;  IO: idade óssea;  ΔIO: avanço da idade óssea (diferença entre a idade óssea e a idade cronológica); parâmetros ao 
diagnóstico da PPC
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As características das  pacientes com mutação no MKRN3 foram comparadas 

às das meninas sem mutação. Os dados clínicos de quatro meninas não se 

encontravam disponíveis e, portanto, não foram incluídos na análise comparativa. Não 

foi observada diferença estatisticamente significativa na idade de início da puberdade 

entre os dois grupos ( mediana 5,5 anos, com variação de 3,0-7,0 anos nas meninas 

com mutação versus 6,7 anos, com variação de 0,1-8,0 anos, P=0,074), contudo, as 

meninas com mutação eram mais jovens ao diagnóstico do que as pacientes sem 

mutação (mediana 7,3 anos, variação 5,9-7,9 versus 8 anos, variação 1,5-10,0 anos, 

respectivamente, P=0,014). Adicionalmente, as pacientes com mutação exibiram 

concentrações de FSH basal e estradiol mais elevadas além de maior ΔIO ( Tabela 

13).   

 

Tabela 13 - Comparação das características das meninas com PPC com e sem 
mutação no MKRN3 

 

Parâmetro avaliado 

Mutações 

no MKRN3 (n=6) 

Mediana (variação) 

PPC 

Idiopática (n=47) 

Mediana (variação) 

 

P valor 

Início da puberdade, anos  5,5 (3,0-7,0) 6,7 (0,1-8,0) 0,074 

Idade de diagnóstico, anos 7,3(5,9-7,9) 8 (1,5-10,0) 0,014* 

IMC (Z-score) 1,46(-0,13-2,63) 0,69(-1,53-2,08) 0,112 

Estatura (Z-score) 1,73 (-0,07-2,8) 1,03 (0,0-2,94) 0,493 

Idade óssea (IO) 10,6(8,0-11,5) 11 (2,7-13,6) 0,782 

∆IO 3,70(0,1-3,9) 2,3(0,5-4,7) 0,020* 

FSH basal (UI/L ) 5,45(3,5-9,86) 3,54(0,61-9,15) 0,028* 

LH basal  (UI/L) 2,33(1,32-5,54) 1,25(0,02-8,73) 0,068 

Estradiol (pg/mL) 42,00(32,0076,79) 23,0 (0,30-119,0) 0,031* 

Volume uterino  (cm3) 7,75(4,95-32,00) 6,20(1,76-44,60) 0,347 

Volume ovariano (cm3) 2,54 (1,00-4,00) 3,00 (0,90-6,70) 0,279 

Parâmetros avaliados ao diagnóstico da PPC; IMC: índice de massa corporal; ΔIO: avanço da IO 

(diferença entre IO e idade cronológica); * P < 0,05 com o teste U de Mann-Whitney para comparação 

entre os grupos 
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4.3.2.2 Analise de Segregação Familiar 

 

A análise de segregação familiar confirmou, como esperado pelo padrão de 

imprinting do MKRN3,  a herança paterna do alelo mutado nas pacientes das famílias 

2, 3 e 5 ( Figura 11). Nas  famílias 1 e 4, a mãe era portadora do alelo selvagem, o 

que sugere a herança paterna do alelo mutado. Contudo, nesses casos, o DNA dos 

pais não estava disponível para o estudo genético. 

 

 

Figura 11 - Analise de segregação familiar das meninas com mutação no MKRN3. 

 

 

4.3.2.3 Polimorfismos Sinônimos no Gene MKRN3 

 

Dois polimorfismos (SNP) sinônimos no MKRN3 foram encontrados na 

população estudada: c.90G>A (rs746453158) e c.663C>T (rs2239669). 

O polimorfismo rs746453158 foi observado em heterozigose em uma paciente, 

o que corresponde a uma frequência alélica de 0,8% na nossa população. Trata-se 
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de polimorfismo raro, não descrito na base de dados do 1000Genomes  e identificado 

em somente 6 de 118.110 alelos do ExAC (frequência  alélica 5.08e-05).  Já a variante 

sinônima c.663C>T (rs2239669) foi frequente, detectada em 26(41,3%) pacientes, dos 

quais 6 eram homozigotos. Todavia, trata-se de variante comumente observada na 

população geral e a frequência alélica encontrada nos pacientes com PPC do 

presente estudo (25,4%) foi comparável à observada na população geral controle do 

banco de dados do ExAC (28,1%) (Tabela 14). 

 

4.3.4 Pesquisa de Mutações nos Genes KISS1 e KISS1R 

 

A avaliação da sequência codificadora  do KISS1 foi realizada em 19 pacientes 

(2 meninos, dos quais um dos gêmeos monozigóticos)  e do KISS1R  em  17 pacientes 

(um menino). Todavia, nenhuma mutação que pudesse justificar a ocorrência da PPC 

foi encontrada nos casos avaliados. 

No KISS1, a variante  c.242C>G (rs4889), foi encontrada em 8 de 19 pacientes 

(42% dos casos), sendo em homozigose em 3 meninas. Essa variante, localizada no 

éxon 3,  leva à substituição da prolina na posição 81 da cadeia polipeptídica da 

kisspeptina por uma arginina (p.Pro81Arg). É considerada benigna de acordo com a 

avaliação  in silico realizada com o PolyPhen e com o Mutation Taster, de forma que 

não parece afetar a atividade biológica da kisspeptina. Adicionalmente, trata-se de 

polimorfismo frequente na população geral, como mostrado na Tabela 14. 

Duas meninas carreadoras da variante c.242C>G no KISS1, uma das quais 

com início do desenvolvimento puberal nos primeiros meses de vida e o diagnóstico 

de PPC com 1,4 anos,  também apresentavam a deleção de uma adenina no ultimo 

nucleotídeo do éxon 3 (c.417delA / rs71745629). Essa deleção leva à  substituição do 

códon de terminação por um triptofano (p.Ter139Trp) e resulta  no alongamento da 

cadeia polipeptídica da kisspeptina em seis aminoácidos. No entanto, também se trata 

de variante frequente, cuja frequência alélica na população geral do ExAC é 29,8% 

(Tabela 14).  

Com relação ao KISS1R, o polimorfismo sinônimo c.24A>G (rs10407968), 

localizado no éxon 1, foi encontrado 4 de 17 pacientes. Adicionalmente, a variante 
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c.565G>A, localizada no éxon 4 e que resulta na substituição do aminoácido alanina 

por uma treonina na posição 189 da cadeia polipeptídica da proteína (p.Ala189Thr, 

rs73507527), foi encontrada em heterozigose em uma paciente. No entanto, trata-se 

de variante considerada benigna pela avaliação in silico e com frequência alélica de 

1,2% na população geral do banco de dados do ExAC. 

 

4.3.5 Pesquisa de Mutações no Gene GNRHR 

 

O estudo do GNRHR foi realizado no menino com PPC de início precoce (2,6 

anos) e refratária ao tratamento padrão, no qual mutações nos genes MKRN3, KISS1 

e KISS1R não foram encontradas. No entanto, nenhuma mutação deletéria ou 

polimorfismos  na sequência codificadora ou nas junções exons-introns do GNRHR 

foram encontrados. 
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Tabela 14 - Frequência alélica dos polimorfismos de nucleotídeos únicos encontrados nos genes MKRN3, KISS1 e KISS1R nos 
pacientes com PPC em comparação com a população geral  do banco de dados do ExAC. 

 

Polimorfismo 

 

Gene 

 

Substituição 

nucleotídeo 

 

Substituição 

aminoácido 

Frequência nos 

pacientes com PPC 

Frequência na  

população geral (ExAC) 

Total 

de 

alelos 

Número 

de alelos 

Frequência 

alélica 

Total 

de 

alelos  

Número 

de alelos 

Frequência 

alélica 

rs2239669 MKRN3 c.663 C>T  p.Pro221= 126 32 25.4% 120.560 33.940 28.1% 

rs746453158 MKRN3 c.90G>A  p.Pro30= 126 1 0.8% 118.110 6 5.08e-05 

rs4889 KISS1 c.242 C>G  p.Pro81Arg 38 11 28.9%% 49.628 16.936 34.1% 

rs71745629 KISS1 c.417delA  p.Ter139Trp 38 4 10.5% 70.110 20.914 29.8% 

rs10407968 KISS1R C24A>G  p.Gly8= 34 5 14.7% 7.738 2005 25.9% 

rs73507527 KISS1R c.565G>A  p.Ala189Thr 34 1 2.9% 15.958 203 1.2% 
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4.3.6 Alterações Cromossômicas Identificadas Por Meio da Análise 

Cromossômica Por Microarranjo 

 

Três pacientes com PPC idiopática sem mutações no gene MKRN3 e com 

dismorfismos adicionais ou malformações congênitas foram selecionados para a 

investigação de  CNVs cromossômicas por meio da CMA, a saber (Tabela 15): 

• Paciente 1 (P1): Menino com sobrepeso e transtorno do espectro autista 

(TEA). Apresentou início do desenvolvimento puberal aos 8 anos e o 

diagnóstico de PPC foi confirmado aos 8,9 anos.  O seu irmão mais novo, que 

também apresentava TEA, posteriormente foi diagnosticado com PPC; 

•  Paciente 2 (P2): Menino com antecedente de hipospádia e hérnia inguinal 

corrigidas cirurgicamente na infância, além de deformidade angular e 

encurtamento do fêmur. Possuía irmão gêmeo monizogótico igualmente 

afetado. Ambos evoluíram com policitemia na segunda década de vida. 

• Paciente 3 (P3): Menina fruto de casamento consanguíneo  com cardiopatia 

congênita. 
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Tabela 15 - Dados clínicos e laboratoriais ao diagnóstico da PPC dos pacientes 
selecionados para a CMA 

Dados clínicos Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 

Sexo M M F 

Idade de início da 

puberdade 

8,0 6,5 7,0 

Idade de diagnóstico 8,9 10,2 8,2 

Tanner 3 3 3 

IO 10 13 10,6 

ΔIO 1,1 3 2,9 

FSH basal  0,75 5,87 5,11 

LH basal 0,8 1,87 2,9 

Estradiol - - 30,22 

Testosterona 2,06 4,64 - 

Achados adicionais Sobrepeso e  TEA Hipospádia, hérnia 

inguinal, deformidade   

do fêmur, policitemia 

Cardiopatia congênita 

História familiar  Irmão com TEA e PPC  

Mãe com traços 

autísticos 

Gêmeo monozigótico 

com fenótipo similar 

Pais consanguíneos  

(primos de 2º grau) 

Idade expressa em anos; Tanner  descreve o estágio do desenvolvimento genital (meninos ) ou 
mamário  (menina) ao diagnóstico da PPC; IO: Idade óssea; ΔIO: avanço da idade óssea, avaliado pela 
diferença entre IO e a idade cronológica. 

 

No P1, foi detectada uma microdeleção de 761kbp em heterozigose em 16p11.2, 

considerada patogênica, e uma duplicação de 363kbp em 18p11.22, considerada uma 

variante de significado incerto (VOUS). As demais CNVs foram consideradas 

polimórficas. O irmão mais novo deste paciente, que também apresentava diagnóstico 

de TEA e posteiromente evoluiu com PPC,  carreava as mesmas CNVs. 

A região deletada em 16p11.2 engloba cerca de 40 genes  e região duplicada em 

18p11.22 inclui três genes (figura 12), dos quais alguns com função na organização 

de microtúbulos, regulação da transcrição, diferenciação celular, remodelação da 

cromatina, fosforilação de proteínas, desenvolvimento do mesoderma, exocitose e 

transmissão sináptica ( Apêndice 8). No entanto, nenhum  dos genes contidos nessas  

regiões apresenta, até o momento, função conhecida relacionada ao inicio do 

desenvolvimento puberal. Digno de nota que o gene MAZ, que se localiza na região 
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deletada em 16p11.2, codifica uma proteína em dedo de zinco que mostrou ter 

interação  com a proteína MKRN3 (90). 

 

 

Figura 12 - Representação das CNVs detectadas no P1. Painel superior mostra a representação 
esquemática do cromossomo 16, com a região da microdeleção (16p11.2) assinalada e a especificação 
dos genes contidos no segmento da deleção. Painel inferior mostra a representação esquemática do 
cromossomo 18 com a região da microduplicação assinalada e a especificação dos genes contidos no 
segmento da duplicação. Figura adaptada de www.ensenbl.org. 

 

 

No P2, foi detectada uma microduplicação de 155kbp no cromossomo 7, na 

região 7p5.2, onde estão mapeados 3 genes (NFE2L3, HNRNPA2B1, CBX3), que foi 

classificada como VOUS. Todas as outras variações no genoma foram categorizadas 

como polimórficas. Interessantemente, NFE2L3 (Nuclear fator, erytroid 2 like 3) é um 

coativador da transcrição com função eritroide-especifica na ativação no gene da 

globina (www.uniprot.org). HNRNPA2B1 tem ação no processamento e splicing do 

RNA e na regulação negativa da transcrição pela RNA polimerase II e o CBX3  tem 

ação nos processos biológicos de organização e remodelação da cromatina  resposta 

celular a dano no DNA. 

http://www.ensenbl.org/
http://www.uniprot.org/
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Figura 13 - Representação gráfica, visualizada pelo software ChAS versão 3.0 (Affymetrix, EUA), da 
microduplicação (barra azul na parte superior) encontrada pelo exame de CMA no paciente P2, 
afetando 155kbp da região citogenômica de 7p15.2 (arr[hg19]7p15.2(26,108,941-26,264,299)x3), que 
envolve os genes NFE2L3, HNRNPA2B1 e CBX3. 

 

      Na P3, menina fruto de casamento consanguíneo com cardiopatia congênita, a 

CMA evidenciou múltiplas regiões no genoma de perda de heterozigose (LOH) 

decorrentes da consanguinidade parental (figura 14). 

 

 

Figura 14 - Representação gráfica  do cariótipo gerada pelo software ChAS v.3.0 (Affymetrix, EUA) pós 
processamento dos dados da CMA da paciente 3. Os segmentos cromossômicos com LOH são 
registradas pelas barras de cor violeta ao lado de cada cromossomo. 
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5 DISCUSSÃO  

 

A PPC é uma condição rara e com consequências adversas à saúde física e 

psicossocial da criança (3,18). Há evidencias que mostram que a incidência da PPC 

está aumentando em determinadas regiões (91,92). As possíveis explicações para 

este fato não estão claras, mas acredita-se que possa ter relação com o aumento da 

incidência de obesidade e  a exposição a desreguladores endócrinos. 

 A identificação de novos genes relacionados ao controle do eixo reprodutivo e 

o conhecimento de causas monogênicas da PPC representa um campo fascinante na 

endocrinologia, com o potencial de fornecer novas informações sobre a fisiologia que 

podem ter repercussões na condução da doença, como  por exemplo, no 

desenvolvimento de novas alternativas de tratamento alvo-dirigidas (12). 

  A constatação de que um paciente apresenta uma causa genética para a PPC 

é relevante pois permitirá o diagnóstico precoce de outros membros da família que 

possam ser afetados, garantindo o início oportuno do tratamento, com potencial de se 

minimizar as consequências negativas à saúde. Adicionalmente, permitirá o 

aconselhamento genético adequado.  

As mutações no gene MKRN3, o principal foco deste estudo, representam  a 

principal causa genética da PPC na atualidade (3,27). Na meta-analise  realizada na 

primeira parte deste trabalho, que incluiu 14 estudos e 857 pacientes com PPC 

rastreados, a prevalência geral  estimada de mutações no MKRN3 foi de 9,0% 

(IC95%:0,04-0,15). Interessantemente, foi constatada variação geográfica, com 

predominância de mutações nos países ocidentais (prevalência estimada 11%, 

IC95%: 0,04-0,21) e menor prevalência nos países asiáticos (2%, 95% CI: 0,01-0,04), 

o que sugere variação genética de acordo com a etnia (75).  Em dois estudos recentes 

com a população asiática, cujas publicações foram posteriores  à da  meta-analise 

realizada nesse estudo, alterações genéticas no MKRN3 foram infrequentes, o que 

corrobora esses achados (93,94). 

Nossa casuística incluiu 63 pacientes com PPC inicialmente classificada como 

idiopática que foram rastreados para mutações no MKRN3, o que corresponde à 

segunda maior série brasileira estudada. A série de Macedo e colaboradores, que 

avaliou 215 pacientes, dos quais 207 do sexo feminino, representa a maior casuística 
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nacional e a segunda casuística mundial (34). A série de Lee e colaboradores, que 

incluiu 260 meninas coreanas, representa a maior casuística mundial (43). 

A maioria dos pacientes da nossa casuística é do sexo feminino (57 meninas 

versus 6 meninos), o que é esperado de acordo com a conhecida predominância da 

PPC no sexo feminino (1,12). História familiar de puberdade encontrava-se presente 

em 28,5% desses pacientes. Esta frequência foi próxima à descrita por De Vries 

colaboradores que reportaram prevalência de 27,5% de casos familiares em um 

estudo que incluiu 156 pacientes com PPC idiopática(25). No entanto, deve-se 

considerar que os dados da história familiar de 18 pacientes não se encontravam 

disponíveis no presente estudo. Além disso, mesmo nos casos aparentemente 

esporádicos, a história familiar paterna por vezes não era conhecida com precisão,  

de forma que não podemos descartar que a história familiar de PPC tenha sido 

subestimada em nossa casuística. 

As mutações no gene MKRN3 foram encontradas em 6 de 57 meninas da nossa 

casuística, o que representa uma prevalência de 10,5%. Esta prevalência foi maior do 

que a observada no outro estudo com 207 meninas brasileiras, na qual a prevalência 

de mutações no MKRN3  foi 3,9%(34). No entanto, deve-se considerar que na série 

de Macedo e colaboradores foram incluídas meninas com PPC esporádica, o que 

pode justificar a diferença observada, visto que no trabalho atual foram incluídos  tanto 

casos familiares quanto esporádicos. Em outro trabalho com um número significativo 

de meninas italianas (n=60), a prevalência de mutações no MKRN3 foi 5%(41). Na 

meta-analise realizada na primeira parte do estudo, a prevalência estimada de 

mutações no MKRN3 no sexo feminino foi 7% (IC95%: 0,03-0,13)(75).  

 As mutações no MKRN3 parecem ser mais frequentes no sexo masculino e  

foram descritas em 8 de 20 meninos (40%) com PPC idiopática (46). Curiosamente, 

nenhuma mutação no MKRN3 foi detectada nos meninos (n=6)  da nossa casuística. 

Na meta-analise da primeira parte do estudo, a prevalência estimada  de mutações 

no sexo masculino foi 22% (IC95%: 0,00-0,62), maior do que a encontrada entre as 

meninas. Uma possível explicação para essa diferença ainda não é conhecida, 

considerando-se que o MKRN3 se localiza num cromossomo autossômico.  É digno 

de nota que todos os meninos com mutação no MKRN3 previamente publicados 

apresentavam história familiar de PPC e este pode ter  sido um fator de 

confundimento, pois pode ter  superestimado a prevalência de mutações na avaliação 
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pelo sexo. Assim, a identificação de  mais meninos afetados é necessária para se 

esclarecer essa questão. De toda forma, as evidências disponíveis reforçam a 

importância do rastreamento de mutações no MKRN3 nos meninos, especialmente 

naqueles com PPC familiar. 

Nos casos familiares, as mutações no MKRN3 foram encontradas  em até 33% 

a 46% dos casos (32,39). Nessa  casuística, considerando-se especificamente os 

casos familiares, as mutações no MKRN3 foram encontradas em 16,7% dos casos. 

Esta frequência foi próxima à observada na  meta-análise da primeira parte do estudo, 

na qual a prevalência estimada de mutações nos pacientes com PPC familiar dos 

países ocidentais foi 19,0% (IC 95% 0,05-0,36) com um nível moderado de 

heterogeneidade (I2 69,16%). Possíveis fontes de variação podem ter sido 

decorrentes dos diferentes critérios de seleção dos casos familiares e pequeno 

tamanho da amostra em alguns estudos. Além disso, pelo padrão de herança de um 

gene imprintado, no qual uma geração pode não ser afetada, a natureza familiar pode 

passar despercebida se não for cuidadosamente investigada, de forma que a 

prevalência nos casos familiares  pode ter sido subestimada em alguns estudos.  

  Outro dado interessante é que mais meninas (n=88, considerando-se os 76 

casos compilados na revisão sistematica, 6 casos  identificados nesse estudo e 6 

casos posteriormente apresentados(93,95)) do que os meninos afetados (n=13) foram 

identificados até o momento, o que pode refletir a conhecida predominancia de PPC 

no sexo feminino (3,12). Contudo, em algumas séries, homens afetados foram 

identificados retrospectivamente com base na história pregressa e no rastreamento 

genético, de forma que essa predominância também pode refletir um sub-diagnóstico 

no sexo masculino (39,40). Outra explicação possivel  poderia ser o déficit relativo de 

meninos na prole de homens com mutações no MKRN3, como  observado por Simon 

e colaboradores, que especularam que os espermatozóides Y desses indivíduos  

poderiam apresentar alterações funcionais (39). Na primeira parte do trabalho,  foi 

constatada que a prole de  41 homens com mutações no MKRN3 consistiu de 68 

(71%) meninas e 28 (29%) meninos, o que parece reforçar esta hipótese (75). No 

entanto, a avaliação de um grupo maior de homens afetados se faz necessária para 

uma conclusão definitiva. 
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5.1 CONSIDERAÇÕES SOBRE O FENÓTIPO 

 

Em um paciente com PPC, não há um sinal ou sintoma que seja patognomônico 

da  presença de mutação no MKRN3. Os pacientes previamente descritos, assim 

como as pacientes desse estudo, exibiram o quadro característico da reativação 

prematura do HHG, com o surgimento precoce dos caracteres sexuais secundários, 

aceleração do crescimento, avanço da IO e concentrações púberes de LH basal e/ou 

pós estimulo. Dismorfismos adicionais não foram encontrados nas pacientes desse 

estudo e foram raros nos relatos prévios(32,34,38). Adicionalmente, critérios maiores 

para o diagnóstico da SPW também não foram descritos em nenhum paciente até o 

momento. Esses dados, em conjunto,  reforçam o conceito de que as mutações no 

MKRN3 se associam ao fenótipo de PPC não-sindrômica. 

A idade mediana de início da puberdade nas meninas com mutação  do 

presente estudo foi 5,5 anos (variação de 3,0 a 7,0 anos), próxima à observada  em 

outros estudos (32,39). Na análise agrupada realizada na primeira do trabalho, a idade 

mediana de início da puberdade nas meninas de países ocidentais foi 6.0 anos, com 

variação de 3,0 a 7,5 anos (34,39,75). A idade mediana de início da puberdade 

observada nessas meninas sugere que o tônus inibitório sobre a secreção do GnRH  

ocorre normalmente no período pré-puberal, mas seria perdido prematuramente, 

levando à hipótese de que o MKRN3 não seria crucial para a supressão do GnRH no 

período da mini puberdade, mas tem papel na reativação dos pulsos na puberdade 

propriamente dita (26,48). 

Em nossa casuística, as pacientes com mutação apresentaram, em 

comparação às pacientes sem mutação, menor idade ao diagnóstico (7,3 anos, versus 

8,0 anos, respectivamente, P=0,014), além de concentrações basais de FSH e 

estradiol mais elevadas e maior ΔIO. Esses resultados sugerem a possibilidade de 

evolução mais rápida da puberdade nas meninas com mutação. Concentração de 

FSH basal mais elevada nas meninas com mutação também foi descrita por Macedo 

e colaboradores (34), o que em conjunto com nossos achados, sugere que o MKRN3 

poderia exercer efeito distinto na liberação das gonadotrofinas hipofisárias. Menor 

idade ao início da puberdade foi descrita nas meninas com mutação por Simon e 

colaboradores, mas  outras diferenças nos parâmetros clínicos ou bioquímicos não 

foram observadas (39). Portanto, estudos com maior número de pacientes e com 
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análise comparativa dos dados dos indivíduos com e sem mutação ainda são 

necessários para se determinar as possíveis particularidades na apresentação clínica 

e tentar estabelecer associação genótipo-fenótipo.  

A análise comparativa  dos dados realizada na primeira parte do estudo 

também  revelou pontos interessantes sobre possíveis particularidades fenotípicas de 

acordo com subtipo de mutação, etnia/distribuição geográfica e sexo.  Os pacientes 

com mutações missense exibiram idade mais elevada ao diagnóstico (7,72 anos, 

versus 6,75 anos, P=0,028) do que os pacientes com mutações categorizadas como 

mais graves, como as mutações que codificam proteínas truncadas e a deleção do 

promotor, o que sugere a possibilidade de progressão mais lenta da puberdade com  

as mutações missense. 

As meninas de países asiáticos também apresentaram, em comparação com 

as meninas dos países ocidentais, idade mais elevada ao diagnóstico de PPC 

(mediana 8,0 anos versus 6,7 anos, P<0.001), concentração de FSH basal mais baixa 

( mediana 3,0UI;L versus 4,5UI;L, P=0,042) e tendência à idade mais elevada ao início 

da puberdade (6,8 anos, versus 6,0, P=0,072).   

Sabe-se que o início da puberdade é influenciado por fatores genéticos, 

metabólicos, nutricionais, étnicos e ambientais. Em estudos recentes, a idade da 

menarca em meninas chinesas e coreanas foi 12,6 e 12,7 anos, respectivamente 

(96,97),  próxima à descrita  na população europeia, na qual a idade da menarca é  

aproximadamente 12,5 anos (98,99).  Assim, acredita-se que as diferenças na 

apresentação das meninas asiáticas e de países ocidentais não seriam explicadas 

com base em fatores genéticos ou étnicos  isoladamente, e a influência de fatores 

metabólicos, nutricionais e ambientais, como dieta ou exposição a desreguladores 

endócrinos, não pode ser descartada. Em particular, obesidade e adiposidade 

corporal estão associados ao início precoce da puberdade nas meninas (9,100,101). 

Infelizmente, não foi possível analisar possíveis diferenças no peso corporal pois essa 

informação estava ausente na maioria dos estudos. Adicionalmente, fatores 

metabólicos e ambientais que teriam potencial de interagir nas vias de sinalização do 

MKRN3 ainda são pouco conhecidos. Outra possibilidade poderia ser atribuída ao 

subtipo de mutações, visto que nas meninas de países asiáticos observou-se o 

predomínio das mutações missense. 
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 Outro dado interessante é que o impacto  das mutações no MKRN3 foi maior 

no sexo feminino e as meninas afetadas iniciaram a puberdade mais precocemente 

do que os meninos (mediana de 2,0 anos abaixo do limite de idade específico para o 

sexo versus 0,5 anos abaixo desse limite, respectivamente, P=0,001) e também 

apresentaram concentração de FSH  basal mais elevada e maior ΔIO. Como a 

proporção de indivíduos com estágio 3 ou 4 de Tanner ao diagnóstico foi maior entre 

os meninos (76% versus 58% nas meninas),  essa diferença não parece refletir a 

puberdade mais avançada nas meninas.  A predominância do FSH é descrita durante 

a mini puberdade e a puberdade feminina, em comparação aos meninos (7,102). 

Também foi observada  diferença na concentração sérica de MKRN3 no período pre-

puberal, com os meninos exibindo valores cerca de 50% mais baixos do que as 

meninas, e  correlação negativa entre as concentrações  séricas de MKRN3 e 

gonadotrofinas foi observada somente entre as meninas (49,50). Os mecanismos 

subjacentes a essas diferenças ainda não são compreendidos e uma possível ação 

sexualmente dimórfica do MKRN3 não está descartada. Interessantemente, diferença 

no fenótipo puberal de acordo com o sexo também foi observada em camundongos 

em reposta à superexpressão do Mkrn3, com atraso puberal nas fêmeas, fato não 

constatado nos machos, o que também sugere que o Mkrn3 tenha um maior impacto 

no sexo feminino (103). 

Por fim, ainda não se sabe se as mutações no MKRN3 conferem maior risco 

para o desenvolvimento de complicações metabólicas na idade adulta, à semelhança 

do observado nas pacientes com mutações no DLK1 (55). Insuficiência ovariana 

prematura foi descrita na avó com mutação de uma menina italiana afetada (38). 

Embora possa ser um achado incidental, disfunção gonadal é descrita na SPW 

(104,105). O acompanhamento em longo prazo das pacientes afetadas será 

necessário para se avaliar a possível associação com a ocorrência de insuficiência 

ovariana prematura e o risco de eventos adversos na idade adulta. 

 

5.2 SOBRE AS MUTAÇÕES ENCONTRADAS NO MKRN3 E O SEU POSSIVEL 

MECANISMO DE AÇÃO  

 

 Mais de 30 mutações na sequencia codificadora  do MKRN3 e uma deleção 

do promotor foram descritas. Mais recentemente, mutações em heterozigose na 
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região promotora e uma mutação na região 5’-UTR do gene foram descritas em sete 

meninas não relacionadas com PPC,  o que reforça o papel de defeitos na região 

regulatória  do MKRN3 no desenvolvimento da PPC (106). 

As mutações, especialmente as frameshift,  tendem a se agrupar em uma 

região rica em citosina entre os nucleotideos 476-482, que representa um hotspot 

gênico (3,26,75). As duas mutações frameshift (p.Ala162Glyfs*14 e pPro161Argfs*10) 

identificadas em 4 meninas dessa casuística localizam-se nessa região. Ambas  foram 

previamente descritas e  resultam na tradução de proteínas truncadas (32,34,44), com 

predição de impacto funcional deletério.   

O anel de zinco C3HC4, responsável pela atividade de ubiquitina-ligase, foi 

identificado como outro local onde as mutações, especialmente as missenses, tendem 

a se agrupar (75). Isso pode refletir a localização de aminoácidos funcionalmente 

importantes e que variantes nesta região teriam maior probabilidade de causar efeitos 

deletérios na função da proteína.  A mutação missense p.Arg328Cys, encontrada em 

duas irmãs afetadas da nossa serie, localiza-se neste domínio.  Essa mutação 

apresenta predição de patogenicidade à avaliação in silico e foi previamente descrita 

em pacientes da França, Itália e  Argentina, mas não na população brasileira 

(39,41,46). 

Digno de nota que seis mutações missense detectadas em meninas asiáticas 

apresentaram predição de benignidade pela avaliação in silico (43,82). Entretanto, 

considerando o fenótipo das meninas com essas variantes, é razoável assumir seu 

papel na patogênese da PPC, mas estudos funcionais seriam necessários para se 

comprovar o possivel impacto funcional das mesmas. 

Dois SNPs no MKRN3 foram encontrados em nossa casuística:  rs2239669 e 

rs746453158. A frequência alélica do polimorfismo rs2239669 na nossa amostra foi 

próxima à observada na população geral controle do ExAC (25,4% versus 28,1%, 

respectivamente). Já o polimorfismo rs746453158, encontrado em uma menina, é um 

polimorfismo raro, cuja  frequência alélica na população geral do ExAC foi muito baixa 

(5.08e-05) e não está descrito na base de dados do 1000Genomes. Contudo, esse 

polimorfismo sinônimo localizado na porção aminoterminal da proteína difere dos 

SNPs no MKRN3 previamente associados à idade da menarca (23,24) e 

possivelmente não  teve  impacto no fenótipo.  
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A ausência de mutações no MKRN3 em número expressivo de meninos na 

nossa amostra (n=6) sugere que outros mecanismos genéticos ou epigenéticos, ou 

mesmo defeitos em outros genes ou em regiões regulatórias poderiam estar 

implicados. Notadamente, a possibilidade de mutações no promotor ou na região 5’-

UTR  do MKRN3 não foram investigadas.  Adicionalmente,  outros mecanismos que 

poderiam levar a perda da expressão de um gene imprintado, como alterações do  

número de copias e do padrão de metilação, também não foram pesquisados  e não 

podem ser descartadas, embora ainda não tenham sido descritos (34,39,93).   

Embora a relevância do MKRN3 na modulação do eixo HHG esteja 

estabelecida,  o seu mecanismo preciso de ação ainda não foi esclarecido e estudos 

funcionais para caracterizar o impacto funcional  das mutações missense ainda não 

estão disponiveis (26). Estudos recentes com a utilização de células tronco 

pluripotentes humanas geneticamente modificadas e modelos animais nocautes com 

avaliação do transciptoma e proteoma trouxeram avanços no conhecimento a respeito 

da interação do MKRN3 com outras proteínas e o seu possivel papel na plasticidade 

neuronal hipotalâmica (90,103,107). 

 Notadamente, observou-se que o MKRN3 foi dispensável para a diferenciação 

de neurônios que expressam GNRH1 a partir de células tronco pluripotentes humanas 

com o nocaute bi-alélico do MKRN3, e também não alterou diretamente a expressão 

do GNRH1 (90). Adicionalmente, foi constatado que a proteína MKRN3 interage com 

cerca de 20 proteínas codificadas por genes associados ao início da puberdade, 

dentre os quais o LIN28B, previamente associado à idade da menarca,  o OTUD4, um 

gene que codifica uma deubiquitinase e  previamente associado com hipogonadismo 

hipogonadotrófico (90,108), e com outros genes que codificam fatores de transcrição 

do tipo dedos de zinco (ZNFs), os quais são repressores da transcrição que podem 

ter papel na regulação da puberdade (90). 

Naule e colaboradores também não observaram diferença na expressão 

hipotalâmica do Gnrh1, Kiss1, Tac2 e Tac1 em camundongos com a deleção do alelo 

paterno do Mkrn3 em comparação aos animais sem a deleção. A análise do 

transcriptoma e do proteoma do núcleo arqueado desses animais mostrou diferença 

na expressão de genes e proteínas envolvidas na organização da matriz celular, 

adesão celular e transporte axonal que possuem efeito no controle do 

desenvolvimento neuronal e plasticidade sináptica (107). 
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Em conjunto, esses resultados sugerem que o MKRN3  possa regular a 

puberdade indiretamente, como um repressor genético da transcrição através da sua 

interação com outras proteínas envolvidas no desenvolvimento puberal, e também 

possa atuar como um importante regulador da plasticidade neuronal hipotalâmica 

(90,107). Contudo, estudos adicionais ainda se fazem necessários para a melhor 

compreensão desses processos e dos mecanismos envolvidos no silenciamento do 

MKRN3 precedendo o início da puberdade.  

 

5.3 SOBRE A INVESTIGAÇÃO DE MUTAÇÕES NO KISS1, KISS1R E GNRHR  

 

Nesse trabalho, a pesquisa de mutações no KISS1 e KISS1R foi feita em um 

subgrupo de pacientes (19 e 17 pacientes, respectivamente) sem mutações no 

MKRN3. Como o início da puberdade ocorreu ainda no primeiro ano de vida nos casos 

nos quais as mutações no KISS1 e KISS1R foram descritas, procurou-se priorizar o 

estudo desses genes nos pacientes com início precoce do desenvolvimento puberal, 

como uma menina com telarca no primeiro mês de vida e na qual a PPC foi 

diagnosticada com 1,4 anos de idade e um menino  com início do desenvolvimento 

puberal aos 2,6 anos. Contudo, nenhuma mutação deletéria no KISS1 e KISS1R foi 

identificada nos pacientes avaliados. 

Curiosamente, em duas meninas, incluindo essa paciente com PPC 

diagnosticada  com 1,4 anos de idade, o estudo do KISS1 revelou duas variantes: 

p.Pro81Arg e p.Ter139Trp. A variante p.Pro81Arg  apresenta predição de benignidade 

à avaliação in silico  e  foi frequente na população geral do ExAC (frequência alélica 

34,1%); já a mutação p.Ter139Trp resultará no alongamento da cadeia polipeptídica 

da kisspeptina pela substituição do códon de terminação por um triptofano. Contudo, 

também se trata de variante frequente na população geral ( frequência alélica 29,1%), 

de forma que a associação de ambas não parece tem relação  com o fenótipo dessas 

pacientes. 

Embora o número de pacientes rastreados  para mutações no KISS1 e KISS1R 

tenha sido  pequeno,  nossos achados são similares aos de outros estudos (109,110) 

e reforçam que as mutações no sistema da kisspeptina, embora altamente relevante 

do ponto de vista fisiopatológico, são causas muito raras da PPC. 



82 
 

A possibilidade teórica de mutação ativadora no GNRHR foi aventada  no 

menino que teve início da puberdade aos 2,6 anos de idade, visto a resposta 

insatisfatória ao bloqueio puberal com análogo do GnRH e a ausência de  mutações 

no MKRN3, KISS1 e KISS1R. Todavia,  nenhuma variante patogênica ou polimórfica 

foi detectada, de forma que os possíveis mecanismo subjacentes à reativação 

prematura do eixo HHG e à resposta inadequada ao tratamento padrão ainda não 

estão claros.  

 

5.4 SOBRE AS ALTERAÇÕES CROMOSSÔMICAS NOS PACIENTES COM 

DISMORFISMOS ADICIONAIS  

 

  Ganhos ou perdas de material genômico, coletivamente conhecidos como 

variações no número de cópias (CNVs), podem envolver partes de genes, genes 

inteiros, vários genes em sequência ou elementos regulatórios, alterando o balanço 

biológico da diploidia e dosagem gênica. As consequências clínicas são variáveis e 

relacionam-se com a localização, tamanho e os genes contidos  no segmento 

envolvido(111). Assim, as CNVs podem causar uma ampla variedade de fenótipos 

específicos ou complexos, resultantes de alterações na dosagem normal dos genes, 

como múltiplas malformações congênitas, deficiência intelectual (DI), transtornos do 

neurodesenvolvimento e quadros dismórficos (87,112).  No entanto, a presença de 

uma CNV pode não ter significado clínico e muitas podem representar variações 

polimórficas benignas que contribuem para a variabilidade genética entre os 

indivíduos(111).  

A CMA  permite a identificação de alterações no número de copias do genoma  

com uma resolução muito superior à analise citogenética padrão (cariótipo com banda 

G) e trouxe grandes avanços no conhecimento das alterações genéticas relacionadas 

a muitas patologias (87). Contudo, considerando-se a presença de CNVs benignas no 

genoma e a descoberta continua de novas variantes, a avaliação do significado clínico 

de uma CNV encontrada num contexto específico pode ser um desafio.  

As plataformas que combinam sondas para avaliação de CNVs e SNPs, como 

a utilizada nesse trabalho, também permitem a identificação de longas sequências 

contiguas de perda de heterozigosidade (LOH) no genoma, que pode ser indicativo 

de dissomia uniparental, quando restrita a um cromossomo ou parte dele, ou ser 
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consistente com consanguinidade parental, quando envolve múltiplos cromossomos. 

As dissomias uniparentais podem ter relevância clínica se o segmento envolvido 

contém genes imprintados e resultar no desenvolvimento de desordens de imprinting, 

como a SPW e  Síndrome de Temple (56).  Já a consanguinidade parental está 

associada ao risco aumentado de anomalias congênitas e doenças autossômicas 

recessivas (113). 

 Atualmente a CMA é considerada o teste  citogenético de primeira linha  na 

investigação diagnóstica de pacientes com DI, TEA e múltiplas malformações 

congênitas (87,112).  CNVs com provável associação causal também têm sido 

reportadas em pacientes com outras condições patológicas como epilepsia, 

esquizofrenia e transtorno bipolar, dentre outros (114).  Contudo, dados sobre a sua 

utilização na avaliação de pacientes com PPC associada a quadros sindrômicos, 

transtornos do neurodesenvolvimento ou com condições médicas pré-existentes 

ainda são relativamente escassos.  

Recentemente, Canton e colaboradores, em um estudo com 32 pacientes com 

PPC associada a fenótipos complexos investigados por meio da CMA, identificaram 3 

pacientes com dissomia uniparental maternal do cromossomo 14 ( Síndrome de 

Temple), um paciente com a síndrome de Willians-Beuren e 7 pacientes, de três 

famílias não relacionadas, com deleções em Xp22.23, sugerindo que esse possa 

representar  um novo locus implicado na PPC(74). 

Nesse contexto, considerou-se que a CMA poderia ser uma ferramenta útil na 

investigação de pacientes com PPC associada a malformações congênitas, 

dismorfismos adicionais ou transtornos do neurodesenvolvimento, nos quais 

mutações no gene MKRN3 não haviam sido detectadas. Assim, três pacientes foram 

selecionados para a investigação por meio da CMA: uma menina com cardiopatia 

congênita, um menino com autismo familiar e um menino com dismorfismos e 

policitemia,  o qual possuía um gêmeo monozigótico igualmente afetado.  

Na menina com PPC associada a cardiopatia congênita, a  CMA revelou a 

presença de  múltiplos segmentos no genoma de LOH, decorrentes da 

consanguinidade parental.  Sabe-se que a consanguinidade está associada a 

aumento do risco de anomalias congênitas, o que possivelmente explica o caso em 
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questão, embora não  tenha sido possível se associar um determinado gene  ou região 

cromossômica específica ao fenótipo da PPC.  

No menino com antecedente de hipospádia, deformidade esquelética e 

policitemia, o qual possuía irmão gemelar monozigótico com fenótipo similar,  a CMA 

revelou uma microduplicação de 155kbp em 7p5.2, classificada como VOUS. A região 

duplicada engloba três genes: NFE2L3, HNRNPA2B1 e CBX3. Interessantemente, 

NFE2L3 (Nuclear fator, erytroid 2 like 3) é um coativador da transcrição com função 

eritroide-especifica na ativação do gene da globina (www.uniprot.org). Desta forma, 

especula-se que essa duplicação possa ter  associação com a policitemia, mas seu 

possível papel no desenvolvimento da PPC ainda não pode ser estabelecido. 

 No menino com TEA, a CMA revelou uma microdeleção de 761 kbp em 

16p11.2, considerada patogênica, e uma duplicação de 363kbp em 18p11.22,  

classificada como VOUS. Seu irmão mais novo, que também apresentava TEA e 

posteriormente evoluiu com PPC, carreava as mesmas CNVs.  

A PPC tem sido descrita em pacientes com autismo, com ou sem 

anormalidades cromossômicas associadas (59,68). Contudo, dados específicos sobre 

a prevalência de PPC nessa população ainda não estão disponíveis, de forma que 

não é possível se determinar se seria uma associação fortuita ou uma condição 

associada a um maior risco para o desenvolvimento puberal prematuro. 

Microdeleções ou microduplicações em 16p11.2  estão associadas ao TEA, o 

que justifica esse achado em ambos os irmãos (115). Sobrepeso ou obesidade, 

usualmente de início da adolescência, anomalias vertebrais, crises convulsivas ou 

epilepsia, discinesia e atraso da linguagem também podem ser observados nos 

pacientes com a síndrome de microdeleção 16p11.2 (116,117). A deleção 16p11.2 

pode ocorrer de novo ou ser herdada de forma autossômica dominante, como 

suspeita-se que seja o caso,  visto que ambos os irmãos carreavam as mesmas CNVs. 

Como a mãe apresentava traços autisticos, suspeita-se da herança materna da 

deleção 16p11.2, mas será necessaria a realização dos exames dos pais para se 

comprovar a origem parental de cada CNV. 

Embora a patogenicidade da deleção 16p11.2 não esteja em discussão, seu 

possível efeito na patogênese da PPC não está claro. A região deletada contém cerca 

de 40 genes, alguns com efeito na transmissão sináptica, regulação da transcrição, 

http://www.uniprot.org/
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transporte de proteínas e ubiquitinação,  mas nenhum com função diretamente 

relacionada ao controle do eixo HHG. Interessantemente, o gene MAZ, localizado na 

região deletada em 16p11.2 codifica um fator de transcrição em dedo de zinco que 

mostrou ter interação com a proteína MKRN3, embora as possiveis consequências 

dessa interação ainda não sejam connhecidas (90). Os três genes presentes na região 

duplicada em 18p11.22 (ANKRD12, TWSG1 e RALBP1), classificada como VOUS, 

também não apresentam relação conhecida com o controle do eixo HHG.  

A ocorrência de PPC nos pacientes com a síndrome de deleção 16p11.2 não 

foi previamente descrita e pode representar uma manifestação fenotípica inédita,  mas 

ainda não se pode descartar que tenha sido incidental. Contudo, o fato do irmão mais 

novo, com mesmo genótipo,  ter evoluído com PPC, sugere possível associação 

causal.  Digno de nota que as demais causas monogênicas de PPC não foram 

excluídas nesses casos específicos. Contudo, a possibilidade de mutações no KISS1 

e KISS1R é improvável, visto a  sua extrema raridade na patogênese da PPC e a 

idade de início da puberdade apresentada por esses meninos ( por volta dos 8 anos), 

que contrasta com a observada nos casos previamente descritos com mutações no 

KISS1 e KISS1R (30,31). TEA não foi observado nos pacientes com mutações no 

DLK1, de forma que essa possibilidade também parece pouco provável. Ainda assim, 

não  seria possível dizer  se o fenótipo de PPC estaria relacionado à deleção em 

16p11.2 ou à duplicação em 18p.11.22. Também não é possível descartar algum 

efeito  aditivo decorrente da interação de ambas as variantes e estudos adicionais 

ainda são necessários para se tentar confirmar uma provável associação causal entre 

essas CNVs e o fenótipo da PPC.  

Especificamente com relação ao cromossomo 16, PPC também foi descrita em 

um paciente com DI e dismorfismos leves que apresentava uma microduplicação em 

16p13.3 (70) e puberdade precoce ou adiantada foi observada em 5/32 (16%) 

pacientes com microdeleções em 16q24.3(69). 

É importante ainda considerar  que alguns estudos  sugerem que o valproato 

ou outros  anticonvulsivantes poderiam contribuir para o desenvolvimento puberal 

prematuro, embora uma associação definitiva ainda não tenha sido estabelecida 

(118–120). Contudo, não há descrição de uso anticonvulsivantes por esses meninos 

com TEA.  
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Em suma, esses dados mostram que é importante se considerar a possibilidade 

de anormalidades cromossômicas nos pacientes com PPC associada a transtornos 

do neurodesenvolvimento, malformações congênitas e/ou quadros sindrômicos. 

Nesse contexto clínico,  a CMA representa uma ferramenta útil para a investigação 

diagnóstica. Embora em alguns casos não seja possível tirar conclusões definitivas 

sobre causalidade entre as CNVs cromossômicas e o desenvolvimento da PPC, a 

CMA tem o potencial de permitir a identificação de novos loci candidatos e também 

poderá trazer informações relevantes ao permitir a realização de um  diagnóstico mais 

preciso, com implicações para o seguimento do paciente e o aconselhamento genético 

adequado.  
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6 CONCLUSÕES 

 

Parte 1  

 

• De acordo com a  meta-análise, a prevalência geral estimada de mutações 

no MKRN3  nos pacientes com PPC foi 9,0% (IC 95%: 0,04-0,15). 

 

• Foi observada variação nas estimativas de prevalência conforme o sexo, 

forma da PPC (familiar ou esporádica) e a distribuição geográfica, com 

maior frequência no sexo masculino, na PPC familiar e nos países 

ocidentais, respectivamente. No entanto, não podemos descartar que a 

prevalência de mutações no sexo masculino tenha sido superestimada, 

visto que todos os meninos afetados  apresentavam PPC familiar.   

 

• Embora não tenha sido possível estabelecer associações genótipo-fenótipo 

definitivas em indivíduos com mutações no MKRN3 em comparação aos 

sem mutação, a  idade mais elevada ao diagnóstico dos indivíduos com 

mutações missense, em comparação àqueles com mutações consideradas 

mais graves (frameshift, nonsense ou deleção do promotor), sugere a 

possibilidade de progressão mais lenta da puberdade com as primeiras. 

 

• As  meninas foram afetadas mais precocemente, exibiram concentração de 

FSH basal mais elevada e maior ΔIO, o que sugere que o impacto das 

mutações no MKRN3 é maior no sexo feminino. 

 

 

Parte 2 

 

• Na nossa casuística, a prevalência de mutações no MKRN3 nas meninas 

com PPC inicialmente classificada como idiopática foi 10.5%. Notadamente, 

nenhuma mutação foi encontrada no sexo masculino. 

 

• A ausência de dismorfismos nos pacientes desta casuística, associada a 

baixa frequência de dismorfismos nos casos compilados na revisão 
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sistemática, corroboram o conceito de que as mutações no MKRN3 estão 

associadas ao fenótipo de PPC não sindrômica.  

 

• Não foram identificadas mutações patogênicas no KISS1, KISS1R e 

GNRHR nos pacientes rastreados. 

 

• As meninas com mutação exibiram menor idade ao diagnostico, além de 

concentrações de FSH basal e estradiol mais elevadas e maior ΔIO, o que 

sugere a possibilidade de progressão mais rápida da puberdade nas 

pacientes com mutações.  

 

• Alterações cromossômicas foram detectadas nos três casos que foram 

submetidos ao estudo por meio da CMA.   

 

• Embora não tenha sido possível se estabelecer associação de causalidade 

entre as CNVs encontradas e a ocorrência da PPC, esses dados reforçam 

que é importante se considerar a presença de anormalidades 

cromossômicas nos pacientes com PPC  associada  a dismorfismos 

adicionais, transtornos do neurodesenvolvimento ou quadros sindrômicos. 

Nesse contexto, a CMA representa uma ferramenta útil na investigação 

diagnóstica.  
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APÊNDICE 2 -  ESTRATÉGIAS DE BUSCA COM AS PALAVRAS CHAVES E 

TERMOS MESH 

 

Base de dados Estratégia de busca 

Cochrane (06/02/2018) 'puberty OR "puberty, precocious" OR "precocious puberty" 
OR "central precocious puberty" OR "familial central 
precocious puberty" OR "idiopathic central precocious puberty" 
OR "gonadotropin-dependent precocious puberty" in Title, 
Abstract, Keywords and "MKRN3 protein, human" OR 
"makorin, ring finger protein, 3, human" OR "makorin ring finger 
3 gene" OR "makorin ring finger protein 3 gene" OR "MKRN3" 
OR "makorin ring finger protein 3" OR "makorin ring finger 
protein 3 gene" OR "MKRN3 gene" OR "MKRN3 mutation" OR 
"MKRN3 polymorphism" in Title, Abstract, Keywords in Trials' 

EMBASE (06/02/2018) (precocious AND ('puberty'/exp OR puberty) OR 'central'/exp 
OR central) AND precocious AND ('puberty'/exp OR puberty) 
AND mkrn3 

LILACS via BVS (06/02/2018) "PRECOCIOUS PUBERTY" [Palavras] and "MKRN3" 
[Palavras] 

LIVIVO (06/02/2018) TI=((puberty OR "puberty, precocious" OR "precocious 
puberty" OR "central precocious puberty" OR "familial central 
precocious puberty" OR "idiopathic central precocious puberty" 
OR "gonadotropin-dependent precocious puberty")) AND 
TI=(("MKRN3 protein, human" OR "makorin, ring finger protein, 
3, human" OR "makorin ring finger 3 gene" OR "makorin ring 
finger protein 3 gene" OR "MKRN3" OR "makorin ring finger 
protein 3" OR "makorin ring finger protein 3 gene" OR "MKRN3 
gene" OR "MKRN3 mutation" OR "MKRN3 polymorphism"))  

PubMed (MEDLINE) 

(06/02/2018) 

 

#1 ("puberty"[MeSH Terms]) OR "puberty, precocious"[MeSH 
Terms]) OR puberty) OR "precocious puberty") OR "central 
precocious puberty") OR "familial central precocious puberty") 
OR "idiopathic central precocious puberty") OR "gonadotropin-
dependent precocious puberty"); #2(("MKRN3 protein, 
human"[Supplementary Concept] OR "makorin, ring finger 
protein, 3, human" OR "makorin ring finger 3 gene" OR 
"makorin ring finger protein 3 gene" OR "MKRN3" OR "makorin 
ring finger protein 3" OR "makorin ring finger protein 3 gene" 
OR "MKRN3 gene" OR "MKRN3 mutation"))) OR MKRN3 
polymorphism)); #3 (#1 AND #2) ((("puberty"[MeSH Terms]) 
OR "puberty, precocious"[MeSH Terms]) OR puberty) OR 
"precocious puberty") OR "central precocious puberty") OR 
"familial central precocious puberty") OR "idiopathic central 
precocious puberty") OR "gonadotropin-dependent precocious 
puberty"))) AND ((("MKRN3 protein, human"[Supplementary 
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Concept] OR "makorin, ring finger protein, 3, human" OR 
"makorin ring finger 3 gene" OR "makorin ring finger protein 3 
gene" OR "MKRN3" OR "makorin ring finger protein 3" OR 
"makorin ring finger protein 3 gene" OR "MKRN3 gene" OR 
"MKRN3 mutation"))) OR MKRN3 polymorphism)) 

Scopus (06/02/2018) 

 

TITLE-ABS-KEY( puberty  OR  "puberty, 
precocious"  OR  "precocious puberty"  OR  "central 
precocious puberty"  OR  "familial central precocious 
puberty"  OR  "idiopathic central precocious 
puberty"  OR  "gonadotropin-dependent precocious 
puberty" )  AND  ( "MKRN3 protein, human"  OR  "makorin, 
ring finger protein, 3, human"  OR  "makorin ring finger 3 
gene"  OR  "makorin ring finger protein 3 
gene"  OR  "MKRN3"  OR  "makorin ring finger protein 
3"  OR  "makorin ring finger protein 3 gene"  OR  "MKRN3 
gene"  OR  "MKRN3 mutation"  OR  "MKRN3 
polymorphism" )  AND  ( LIMIT-TO ( DOCTYPE ,  "ar" ) )  

 

Web of Science(06/02/2018) 

 

TS=(puberty OR "puberty, precocious" OR "precocious 
puberty" OR "central precocious puberty" OR "familial central 
precocious puberty" OR "idiopathic central precocious puberty" 
OR "gonadotropin-dependent precocious puberty" ) AND 
("MKRN3 protein, human" OR "makorin, ring finger protein, 3, 
human" OR "makorin ring finger 3 gene" OR "makorin ring 
finger protein 3 gene" OR "MKRN3" OR "makorin ring finger 
protein 3" OR "makorin ring finger protein 3 gene" OR "MKRN3 
gene" OR "MKRN3 mutation" OR "MKRN3 polymorphism" ) 

Literatura cinza 

Google, Scholar (06/02/2018) 
allintitle: precocious puberty MKRN3 

 

ProQuest (06/02/2018) 
TI,AB(puberty  OR  "puberty, precocious"  OR  "precocious 
puberty"  OR  "central precocious puberty"  OR  "familial 
central precocious puberty"  OR  "idiopathic central 
precocious puberty"  OR  "gonadotropin-dependent 
precocious puberty")  AND  TI,AB("MKRN3 protein, human"  
OR  "makorin, ring finger protein, 3, human"  OR  "makorin 
ring finger 3 gene"  OR  "makorin ring finger protein 3 gene"  
OR  "MKRN3"  OR  "makorin ring finger protein 3"  OR  
"makorin ring finger protein 3 gene"  OR  "MKRN3 gene"  OR  
"MKRN3 mutation"  OR  "MKRN3 polymorphism") 

*A busca foi realizada em 06/02/2018 e atualizada em 04/09/2018. 
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APÊNDICE 3 – SUMÁRIO DAS CARACTERÍSTICAS DESCRITIVAS DOS ESTUDOS INCLUÍDOS NA REVISÃO SISTEMÁTICA (N=22)  

 

Autor, pais, Ano Delineamento Tamanho da 
amostra 

Forma da PPC  Idade mediana ao início 
da puberdade dos  

pacientes com mutações 
no MKRN3, anos* 

Achados 
adicionais 

Técnica do 
sequenciamento 

Tipo de mutação 
 
 

Abreu et al., 2013, 
EUA, Brasil e 
Bélgica (32). 

Transversal e 
translacional. 

32 pacientes 
de 15 famílias. 

Familiar. Meninas: 5.75 anos 
(variação 5.0 a 6.0 anos) 
Meninos: 8.1anos (5.9 a 

8.5 anos). 

Esotropia 
(2 irmãos). 
Cisto renal, 
(1 paciente.) 

Sequenciamento 
do exoma 

Nonsense 
(p.Tyr391*) 
Missense 

(p.Arg365Ser) 
Frameshift 

(p.Arg213Glyfs*73, 
p.Ala162Glyfs*14). 

Aycan et al., 2018, 
Turquia (84). 

Transversal. 19 pacientes 
de 10 famílias. 

Familiar. Cerca de 9.0 anos (idade 
do menino afetado). 

- NGS. Frameshift 
(p.Pro211Leufs*16). 

Bessa et al., 2016, 
Brasil, Argentina, 
EUA (46).  

Transversal. 20 meninos (6 
previamente 
descritos ). 

9 casos 
familiares. 

 
 
 

8.2 anos (variação 5.9 a 
8.6). 

- Sanger. 
 

Missense 
(p.Arg328Cys, p.Arg365Ser) 

Frameshift 
(p.Arg213Glyfs*73, 
p.Ala162Gly*fs14). 

Christoforidis et al., 
2016, Grécia (82). 

Relato de 
caso 

 

3 irmãs 
afetadas. 

Familiar. 5.6 anos (variação 5.1 a 
6.5). 

- Sanger. Nonsense (p.Glu298*). 

De Vries et al., 
2014, Israel (35). 

Relato de 
caso 

4 irmãos 
afetados 

(1 menino). 
 

Familiar. Meninas: 5.5 anos 
(variação 4.5 a 5.5) 

Menino: desconhecida. 

- Sequenciamento 
do exoma 

Missense 
(p.His420Gln). 

Dimitrova-
Mladenova et al., 
2016, Bulgária (44). 

Série de 
casos. 

10 meninas. Aparentemente 
esporádico. 

4.85 anos (variação 3.8 a 
4.6). 

- Sanger 
 

Frameshift (p.Arg351Serfs*44, 
p.Pro161Argfs*10). 

 

Grandone et al., 
2015, Itália (38). 

Relato de 
caso. 

2 meninas. Familiar 5.5 anos 
(variação 5.0 a 6.0). 

Clinodactilia e 
hiperlordose em 

uma menina. 
Menopausa precoce 

na avó com 
mutação. 

Sanger Frameshift (p.Pro160Cysfs*14). 

Grandone et al., 
2017, Itália(41). 

Transversal 60 meninas 23 familiares 
37 esporádico. 

6.0 anos(variação 5.5 a 
6.0). 

 

- Sanger Missense (p.Arg328Cys, 
p.Cys410Tyr) 

Frameshift (p.Pro160Cysfs*14). 

Grandone et al., 
2017, Itália(121). 

Transversal. 17 meninas. 4 familiares 
13 esporádico 

- - Sanger - 
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Autor, pais, Ano Delineamento Tamanho da 
amostra 

Forma da PPC  Idade mediana ao início 
da puberdade dos  

pacientes com mutações 
no MKRN3, anos* 

Achados 
adicionais 

Técnica do 
sequenciamento 

Tipo de mutação 
 
 

Kansakoski et al., 
2015, 
Dinamarca(80). 

Transversal. 29 meninas Indeterminada 6.0 anos (idade da menina 
afetada). 

- Sanger Missense (p.Arg345His). 

Lee et al., 2015, 
Coreia do Sul(43). 

Transversal. 260 meninas. 
 

23 familiares 
 
 

7.2 anos (variação 6.6 a 
7.8)**. 

 

- Sanger Nonsense 
(p.Gln281*) 

Missense (p.Gly196Val 
p.Ile100Phe 
p.Ile204Thr 

p.Gln226Pro 
p.Lys233Asn 
pSer396Arg). 

Lin et al., 2015, 
Taiwan(83). 

Transversal 105 meninas. 
 

 Indeterminada 6.9 anos (variação 5.6 a7 
.5). 

- Sanger Missense (p.Arg477Gln; 
p.Gly250Glu; 
p.Gly196Val). 

Macedo et al., 
2014, Brasil(34). 

Transversal 215 
(8 meninos). 

213 esporádicos 6.0 anos (  variação 3.0 a 
6.4). 

Palato arqueado e 
anormalidades 

dentárias, 
clinodactilia e 

hiperlordose em 
uma menina. 

Sanger Missense (p.Phe417Ile) 
Frameshift 

(p.Pro161Argfs*10p.Pro161Argfs*
16; p.Gln226Thrfs*6; 
p.Glu256Glyfs*36). 

 

Macedo et al., 
2018, Brasil(78). 

Transversal e 
translacional 

110 
(1 menino). 

 25% de casos 
familiares 

7.0 anos (idade da menina 
afetada). 

- Sanger. Deleção do promotor 
(c.-150_-147delTCAG). 

Neocleous et al., 
2015, Chipre(37). 

Relado de 
caso. 

2 meninas 
 

Familiar 5.85 anos (variação 5.7 a 
6.0). 

- Sanger. Missense (p.Gly312Asp). 

Nishioka et al., 
2017, Japão(42). 

Relato de 
caso. 

15 
(5 meninos). 

Indeterminada. 5.0 anos (idade da menina 
afetada). 

- Sequenciamento 
do exoma. 

Frameshift (p.Glu229Argfs*3). 

Ortiz-Cabrera et al., 
2017, Espanha(45). 

Relato de 
caso. 

20 (1 menino). 6  casos 
familiares 

14 esporádicos 

7.75 (idade à apresentação 
da menina afetada). 

- Sequenciamento 
do exoma. 

Missense 
(p.Arg68His). 

Schreiner et al., 
2014, 
Alemanha(36). 

Transversal. 14 (2 meninos)  
de 7 famílias 

Familiar (exceto  
em 1 menino) 

Meninas: 6.8 anos 
(variação 6.1 a 7.5). 

Menino afetado: cerca de  
9.0 

- Sanger Nonsense(p.Glu111*) 
Frameshift (p.Ala162Glyfs*14). 

Settas et al., 2014, 
Grécia(81). 

Relato de 
caso. 

2 irmãos 
(1menino). 

Familiar 6.0 anos (idade da menina 
afetada). 

 

- Sanger 
 

Missense (p.Cys340Gly). 
 
 
 
 
 



123 
 

Abreviaturas: PPC: Puberdade precoce central;  NGS: Sequenciamento de nova geração (Next Generation Sequencing); SPW: Síndrome de Prader Willi; * Se somente um 

paciente com mutação foi relatado, a idade do paciente afetado foi descrita; **Idade de início da puberdade ausente em 5 meninas com mutações missense com predição 

benigna à avaliação in silico.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Autor, pais, Ano Delineamento Tamanho da 
amostra 

Forma da PPC  Idade mediana ao início 
da puberdade dos  

pacientes com mutações 
no MKRN3, anos* 

Achados 
adicionais 

Técnica do 
sequenciamento 

Tipo de mutação 
 
 

Simon et al., 2016, 
França e Itália(39). 

Transversal. 46 (1 menino). 
 

28 casos 
familiares 

18 esporádicos 

6.0 anos (variação 5.4 a 
6.0). 

- Sanger 
 

Missense (p.Met315Val; 
p.Arg328Cys; 
p.Pro373Leu; 
p.Pro30Leu; 
p.Tyr246Cys) 

Frameshift 
(p.Ala162Glyfs*15; 
p.Met268Valfs*23). 

Simsek et al., 2016, 
Turquia(40). 

Serie de 
casos. 

6 meninas de 
2 famílias 

Familiar. Meninas: 5.7 anos 
(variação 5.0 a 7.0). 

 

- NGS. Frameshift 
(p.His148Thrfs*32; 
p.Met268Valfs*23). 

Stecchini et al., 
2016, Brasil(79). 

Relato de 
caso. 

1menina 
 

Familiar 6.7 anos (idade ao 
diagnóstico). 

- Sanger. Frameshift (p.Pro161Argfs*16). 
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APÊNDICE 4 – RISCO DE VIÉS DOS ESTUDOS INCLUÍDOS NA REVISÃO SISTEMÁTICA. 

O risco de viés foi avaliado conforme a lista de verificação do Instituto Joanna Briggs para avaliação crítica de estudos 

que relatam dados de prevalência(77).   

Risk of bias was categorized as High when the study reached up to 49% score “yes”, Moderate when the study reached 

50% to 69% score “yes”, and Low when the study reached more than 70% score “yes”.  

Author, 

Year 
Q1* Q2* Q3* Q4* Q5* Q6* Q7* Q8* Q9* Q10* 

Score/Risk 
(the Not Applicable (NA) items 

were excluded from the sum). 
Abreu et al., 

2013(32) Y Y Y Y Y Y Y Y N NA 88.88% Baixo 

Aycan et al., 

2018(84)  
Y Y N Y Y Y Y NA Y NA 87.50% Baixo 

Bessa et al., 

2016(46) Y Y Y Y Y Y Y Y Y NA          100% Baixo 

Christoforidis 

et al., 2017(82) N NA N N Y Y Y NA Y NA 57.14% Moderado 

De Vries et al., 

2014(35) N NA N Y Y Y Y NA Y NA 71.42% Baixo 

Dimitrova et 

al., 2016(44) N Y N Y Y Y Y NA Y NA 75% Baixo 

Grandone et 

al., 2015(38) N NA N Y Y Y Y NA Y NA 71.45% Baixo 

Grandone et 

al., 2017(41) Y Y Y Y Y Y Y Y Y NA 100% Baixo 

Grandone et 

al., 2017(121) Y Y N Y Y Y Y Y Y NA 88.88% Baixo 

Kansakoski et 

al., 2015(80) Y Y Y N Y Y Y NA Y NA 87.50% Baixo 

Lee et al., 

2016(43) Y Y Y N Y Y Y NA Y NA 87.50% Baixo 

Lin et al., 

2015(83) Y Y Y N Y Y Y NA Y NA 87.50% Baixo 

Macedo et al., 

2014(34) 
Y Y Y Y Y Y Y Y Y NA 100% Baixo 

Macedo et al., 

2017(78) 
Y Y Y N Y Y Y NA Y NA 87.50 Baixo 

Neocleous et 

al., 2015(37) 
N NA N Y Y Y Y NA Y NA 62.5% Moderado 

Nishioka et al., 

2017(42) 
Y NA N N Y Y Y NA Y NA 71.42% Baixo 

Ortiz Cabrera 

et al., 2017(45) 
Y Y Y Y Y Y Y Y Y NA 100% Baixo 

Schreiner et 

al., 2014 (36) 
Y Y N Y Y Y Y NA Y NA 77.77% Baixo 

Settas et al., 

2014(81) 
N NA N Y Y Y Y NA Y NA 71.45% Baixo 

Simon et al., 

2016(39) 
Y Y Y Y Y Y Y Y Y NA 100% Baixo 

Simsek et al., 

2016(40) 
N NA N Y Y Y Y NA Y NA 71.42% Baixo 

Stecchini et 

al., 2016(79) 
N NA N Y Y Y Y NA Y NA 71.42% Baixo 

Q1*: Was the sample representative of the target population? 

Q2*: Were study participant recruited in an appropriate way? 
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Q3*: Was the sample size adequate? 

Q4*: Were the study subjects and the setting described in detail? 

Q5*: Was the data analysis conducted with sufficient coverage of the identified sample? 

Q6*: Were objective, standard criteria used for the measurement of the condition? 

Q7*: Was the condition measured reliably? 

Q8*: Was there appropriate statistical analysis? 

Q9*: Are all important confounding factors/ subgroups/ differences identified and accounted for? 

Q10*: Were subpopulations identified using objective criteria? 
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APÊNDICE 5 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 
 

 

Você está sendo convidado(a) a participar, como voluntário(a), da pesquisa clínica 

intitulada “Estudo do gene MKRN3 em indivíduos portadores de puberdade precoce central 

idiopática residentes no Distrito Federal e entorno”, realizada pela Faculdade de Ciências da 

Saúde da Universidade de Brasília – FS/UnB. 

O objetivo desse projeto é investigar a presença de alterações genéticas em indivíduos 
com o diagnóstico de puberdade precoce central. Sabe-se que o desenvolvimento da 
puberdade precoce pode ser causado por problemas genéticos que podem ser herdados em 
pessoas da mesma família, isto é, possivelmente por uma mutação genética. Os médicos 
responsáveis por esta pesquisa estão tentando descobrir o tipo de alteração genética que 
causa essa doença e a sua participação poderá contribuir para o melhor entendimento das 
causas da puberdade precoce. 

O procedimento de coleta do material para o estudo genético será da seguinte forma: 

uma pequena amostra de sangue (cerca de 10 mL, o equivalente a duas colheres de chá) 

será coletada de uma veia do antebraço, utilizando uma agulha e seringa descartáveis. A 

partir dessa amostra do sangue, serão cultivadas as células brancas do seu sangue para obter 

o DNA (seu código ou identidade genética), para que nele sejam estudados alguns genes que 

estão relacionados ao desenvolvimento da puberdade precoce.  

O DNA será usado única e exclusivamente para o presente projeto de pesquisa, porém 

poderá ser devidamente armazenado para possíveis desdobramentos deste projeto. Caso 

haja a necessidade de outros estudos, diferentes dos que foram explicados aqui, você será 

contatado novamente para conceder ou não a autorização para uso do material armazenado 

e quando não for possível, o fato será justificado perante o Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP). O material somente será utilizado mediante a aprovação do novo projeto pelo CEP e, 

se for o caso, pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 

Existe um desconforto e risco mínimo para a coleta da amostra de sangue e as 

complicações que podem ocorrer devido a este procedimento são: leve dor no local da 

punção, inchaço, inflamação ou uma mancha "preto-azulada" no local da picada (hematoma). 

Para minimizar esse risco, a coleta será realizada por um profissional da área de saúde 

capacitado e esse procedimento será realizado durante a sua consulta ambulatorial de rotina 

ou no momento da coleta de outros exames que fazem parte do seu acompanhamento clinico. 

O benefício para você é que os resultados desta pesquisa poderão esclarecer se existe 

causa genética para a sua doença. Caso seja encontrada uma mutação genética, isso poderá 

ser útil para o diagnóstico de outros membros da sua família, ou ainda, para o esclarecimento 

da doença de outras pessoas que tenham o mesmo problema.  

O seu acompanhamento clínico continuará seguindo normalmente conforme a rotina 

do Ambulatório de acompanhamento. A sua participação não irá interferir na forma como o 

seu tratamento deverá ser continuado. No caso de ser encontrada alguma mutação genética, 

também será oferecido o encaminhamento ao ambulatório de Genética do Hospital 

Universitário de Brasília, para o aconselhamento genético, e os seus parentes de primeiro 

grau poderão ser convidados a participarem do estudo, mediante a assinatura de um 

documento semelhante a este. Você poderá, ao final da pesquisa, saber do resultado do seu 

estudo genético.    
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Todas as informações deste projeto de pesquisa serão confidenciais e nem você ou 

seu (sua) filho (a) serão identificados, em nenhum momento, durante o desenvolvimento desta 

pesquisa. Seu sangue será processado de tal forma que a sua privacidade e a sua identidade 

seja totalmente preservada, ou seja, somente nossa equipe saberá que o sangue é seu, 

ninguém mais ficará sabendo. Assim, o seu nome não será divulgado em nenhuma 

circunstância. Essas medidas visam garantir a proteção contra qualquer tipo de discriminação 

e/ou estigmatização, individual ou coletiva. Para manter esta confidencialidade, a equipe do 

pesquisador responsável arquivará uma via deste Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) assinado em sigilo absoluto, e atribuirá um número de identificação para 

o seu sangue ou seu DNA. Os dados individuais, resultados de exames e testes, bem como 

dados dos prontuários eletrônicos, somente serão acessíveis aos pesquisadores do estudo, 

e não será permitido, em hipótese nenhuma, o acesso a outras pessoas que não façam parte 

da equipe de pesquisadores. Os resultados da pesquisa poderão ser divulgados no Hospital 

da Criança Jose de Alencar de Brasília, no Hospital Universitário de Brasília, podendo ser 

publicados em revistas científicas especializadas posteriormente. Seu nome ou o material que 

indique a sua participação não serão liberados e você não será identificado (a) em nenhuma 

publicação que possa resultar deste estudo. 

Você será esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Você é 
livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participação a 
qualquer momento e a sua recusa em participar não irá acarretar qualquer penalidade ou 
perda de benefícios. 

A participação no estudo não acarretará custos para você e não será disponível 
nenhum pagamento pela sua participação como voluntário (a) nessa pesquisa. Todos os 
procedimentos necessários serão feitos durante a sua vinda ao hospital para as consultas 
médicas ou a realização dos seus exames de rotina, de forma que a sua participação não 
acarretará em gastos extras para você. Excepcionalmente, caso seja necessário que você 
compareça ao hospital em horário diferente da sua consulta ou exames de rotina, os custos 
do transporte de sua casa até o hospital (ida e volta) e alimentação serão ressarcidos. Os 
custos dos exames da pesquisa serão de responsabilidade do pesquisador.  

O risco de dano decorrente dessa pesquisa é mínimo, no entanto, no caso de você 
sofrer algum dano que possa ser atribuído direta ou indiretamente à sua participação, será 
disponibilizado o serviço médico ambulatorial e de emergência do Hospital Universitário de 
Brasília e você poderá ser indenizado, obedecendo-se as disposições legais vigentes no 
Brasil. 

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é assinado em duas vias de igual 
teor: uma via deste consentimento informado será arquivada no Laboratório de Farmacologia 
Molecular da Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília e outra será 
fornecida a você. 
  Este projeto foi Aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

da Saúde (CEP/FS) da Universidade de Brasília. O CEP é composto por profissionais de 

diferentes áreas cuja função é defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua 

integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrões éticos. 

As dúvidas com relação à assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa 

podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou 

cepfsunb@gmail.com, horário de atendimento de 10:00hs às 12:00hs e de 13:30hs às 

15:30hs, de segunda a sexta-feira 
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DECLARAÇÃO DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL 

 

 Eu,_________________________________________________________________

___, fui informada (o) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e 

esclareci minhas dúvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informações 

e motivar minha decisão se assim o desejar. O(a) pesquisador(a) 

_______________________________________ e o(a) professor(a) co-orientador(a) 

__________________________________________ certificaram-me de que todos os dados 

desta pesquisa serão confidenciais. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes 

serão absorvidos pelo orçamento da pesquisa. Em caso de dúvidas poderei chamar as dras 

Luciana Pinto Valadares, Renata Santarem de Oliveira ou a professora orientadora Dra 

Adriana Lofrano Alves Porto, no endereço: SGAN 605, avenida L2 Norte, Ambulatório de 

Endocrinologia do HUB (quintas-feiras de 14:00 às 18:00horas), telefone (61) 3448-5255 ou  

pelo e-mail lvaladares@unb.br. Estou ciente que também poderei consultar a qualquer 

momento o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciências da Saúde da UnB 

através do telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com, 

horário de atendimento de 10:00hs às 12:00hs e de 13:30hs às 15:30hs, de segunda a sexta-

feira , localizado na Faculdade de Ciências da Saúde, campus Universitário Darcy Ribeiro, 

Universidade de Brasília, Asa Norte.  

 

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via  deste termo de 

consentimento livre e esclarecido, feito em duas vias de igual teor e assinadas, e me foi dada 

a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dúvidas. 

 

 

Data:       /      / 

 

Nome: 

Assinatura do Participante ou 

responsável____________________________________________ 

 

 

Nome: 

Assinatura do pesquisador 

________________________________________________________ 
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APÊNDICE 6 -  TERMO DE ASSENTIMENTO PARA MENORES DE18 ANOS 

 

Você está sendo convidado para participar da pesquisa clínica “Estudo do gene 
MKRN3 em indivíduos portadores de puberdade precoce central idiopática residentes 
no Distrito Federal e entorno”, realizada pela Faculdade de Ciências da Saúde da 
Universidade de Brasília – FS/UnB). Seus pais foram consultados e permitiram que 
você participe.  

Queremos saber se existem alterações genéticas nas pessoas com puberdade 
precoce. Sabemos que o desenvolvimento da puberdade é influenciado por fatores 
genéticos, ou seja, por genes que passam da mãe e do pai para os filhos. Os médicos 
responsáveis por essa pesquisa estão querendo saber se alguma alteração em um 
desses genes poderia ter feito com que você tenha desenvolvido a puberdade mais 
cedo do que o normal. 

Você não precisa participar da pesquisa se não quiser, é um direito seu, não 
terá nenhum problema se desistir. A pesquisa será feita no próprio local onde você faz 
as suas consultas e os exames de sangue necessários para o controle do seu 
tratamento. Para isso, só será preciso colher uma pequena amostra de sangue (cerca 
de uma colher de sopa), para que nele sejam estudados alguns genes relacionados 
ao desenvolvimento da puberdade. Você pode sentir uma dor leve ou uma picada no 
momento da coleta do sangue e, no local, pode se formar uma pequena mancha roxa, 
que desaparecerá em poucos dias. Para que você tenha menos desconforto, a coleta 
será feita por um profissional treinado, aproveitando o momento da sua consulta ou 
da coleta de outros exames que você precisar fazer. Ou seja, você não vai precisar 
comparecer ao hospital mais vezes por causa da pesquisa e os seus pais não terão 
nenhum gasto extra por causa da sua participação. 

A vantagem é que o resultado dessa pesquisa poderá esclarecer se existe 
alguma causa genética para o seu problema. Isso pode ajudar os médicos a 
entenderem melhor o que causa a puberdade precoce e também pode ajudar a 
identificar outras pessoas da sua família que também podem apresentar o mesmo 
problema. 

Se precisar, os seus pais poderão nos procurar Ambulatório de Endocrinologia 
do HUB (quintas-feiras de 14:00 às 18:00horas), ligar no telefone (61) 3448-5255 ou 
fazer contanto no e-mail lvaladares@unb.br. 

Ninguém saberá que você está participando da pesquisa, não falaremos a 
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informações que forem obtidas do seu 
caso. Os resultados da pesquisa vão ser publicados em revistas médicas, mas sem 
identificar as crianças que participaram da pesquisa. Quando terminarmos a pesquisa, 
você e a sua família, poderão receber esses resultados, se quiserem. 

Se você tiver alguma dúvida, você pode perguntar às pesquisadoras Luciana 
Pinto Valadares, Renata Santarem de Oliveira ou à professosa Dra Adriana Lofrano 
Porto.  

 

Eu ___________________________________ aceito participar da pesquisa 
“Estudo do gene MKRN3 em indivíduos portadores de puberdade precoce central 
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idiopática residentes no Distrito Federal e entorno”, que tem o objetivo de estudar se 
existe alteração em algum gene que poderia ser a causa desse problema. Entendi as 
coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e 
participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “não” e desistir que ninguém 
vai ficar com raiva e eu não serei prejudicado. Os pesquisadores tiraram minhas 
dúvidas e conversaram com os meus responsáveis. 

Recebi uma via  deste termo de assentimento e li e concordo em participar da 

pesquisa. 

 

Brasília, ____de _________de __________. 

 

________________________________  _______________________________ 

Assinatura do menor     Assinatura do(a) pesquisador(a) 
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APÊNDICE 7 – CARACTERIZAÇÃO CLÍNICA E BIOQUMICA DOS INDIVIDUOS COM PPC INICIALMENTE CLASSIFICADA 
COMO IDIOPÁTICA INCLUÍDOS NO ESTUDO.  

 Paciente Sexo Início 
Puberdade 

Idade 
diagnostico 

Tanner  Estatura 
Z-score 

Peso 
Z-

score 

IMC 
Z-score 

IO ∆ IO FSH 
basal 
UI/L 

LH 
basal 
UI/L 

LH pós 
estimulo 

E 
pg/mL 

T 
 ng/mL 

Sequenciamento 
MKRN3  

(c.DNA/proteina) 

1 M 2,6 3,6 G3P3 3,85 3,11 1,48 10,3 6,7 1,38 1,24 
  

1,86 c.663 C>T (P=) 

2 F 6,1 8 M3P3 1,02 0,27 0,47 8,3 0,9 3,82 0,98 
 

40,9 
 

WT 

3 F 3 5,9 M3P1 2,41 1,51 0,59 9,7 3,8 8,2 1,76 
   

482delC / 
p.Pro161Argfs*10 

4 F 5,5 6,8 M3P1 0,7 0,63 0,4 8,3 1,4 1,45 0,64 
 

20 
 

c.663 C>T (p=) 

5* F 7 8,2 M3P4 1,89 1,36 0,73 10,6 2,9 5,11 2,97 
 

30,22 
 

WT 

6 F 4,9 5,8 3 ND ND ND 8,5 2,7 6,79 2,42 
 

17,97 
 

WT 

7 F 6 7,6 3 1,12 0,74 0,22 9 2,6 2,4 <0,07 8,6 <11,8 
 

WT 

8 F 7 8,9 M4P2 2,27 1 -0,01 12 3,1 4,1 2,8 
 

25,7 
 

c.90G>A (p=) e 
c.663 C>T (p=) 

9 F 6,3 7,3 M3P1 1,55 1,22 0,7 10,3 2,4 3,1 0,5 21,55 39,3 
 

c.663 C>T (p=) 

10 F 4 7,7 M3P2 1,36 1,25 0,85 9,5 1,6 4,07 2,1 
 

36 0,14 WT 

11 F 7 8,8 M3P4 0,66 1,61 1,66 11 2,2 2,94 0,43 16,73 10 
 

WT 

12 F 7 8 M3 ND ND ND 11,00 2,00 ND ND 
 

ND 
 

WT 

13 F 7,8 8,3 M3P2 1,19 0,91 0,5 11 2,7 4,93 0,2 5,13 18 
 

WT 

14 F 5 7,6 M4P2 -0,07 1,08 1,39 11,5 3,9 5,06 1,74 5,7 32 
 

482delC / 
p.Pro161Argfs*10 

15 F 7 8 M4P2 0,86 1,12 0,96 11 3,2 2,5 1,66 
 

11 
 

WT 

16 F 8 8,9 M3P3 0,75 0,56 0,28 11 2,1 1,78 0,51 5,74 36 
 

WT 

17 F ND 5 ND ND ND ND ND ND ND ND 
   

WT 

18 F 7 8,3 M3P1 0,71 0,76 0,28 10 1,7 3,38 0,54 23,13 15 
 

WT 

19 F 3 8,4 M3P3 1,11 1,34 1,15 11 2,6 7,19 0,89 55,6 44 
 

WT 

20 F 6,8 7,7 M3P3 0,360 0,57 0,52 9,5 2,2 5,36 0,8 
  

0,11 WT 

21 F 7,4 8,5 M3P4 0,660 0,79 0,69 11 1,6 4,18 3,3 
 

53 
 

WT 

22 F 7 7,1 M3P2 1,19 1,92 1,78 10 1,8 3,48 <0,1 4,8 16,3 
 

WT 

23 F 7,5 8,8 M3P3 1,82 2,3 1,97 11 2,2 3,54 1,11 
 

29 
 

WT 

24* M 6,5 10,2 G3P4 0,92 0,39 -0,12 13,00 3,00 5,87 1,87 
  

4,64 c.663 C>T (p=) 
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 Paciente Sexo Início 
Puberdade 

Idade 
diagnostico 

Tanner  Estatura 
Z-score 

Peso 
Z-

score 

IMC 
Z-score 

IO ∆ IO FSH 
basal 
UI/L 

LH 
basal 
UI/L 

LH pós 
estimulo 

E 
pg/mL 

T 
 ng/mL 

Sequenciamento 
MKRN3  

(c.DNA/proteina) 

25 M 6,5 10,2 G3P4 0,63 0,79 0,71 13,5 3,5 9,41 2,21 
  

2,8 c.663 C>T (p=) 

26 F 7,5 8,1 M4P3 1,03 0,82 0,45 11 2,9 2,7 0,3 24,01 20,7 
 

WT 

27 F 7 8,8 M4P3 0,02 0,89 1,16 12 3,3 5,61 8,73 
 

15,2 
 

c.663 C>T (p=) 

28 F 6 7,7 M3P1 1,03 0,24 -0,55 9,5 1,6 3,1 1,6 28,33 33 
 

WT 

29 F 6,7 7,2 M3P1 0,89 0,52 0,03 8,8 1,8 5,5 1,48 30,2 0,3 
 

WT 

30 F 6,7 7,5 M3P1 1,04 0,8 0,37 9 1,7 9,15 1,49 18 65 
 

c.663 C>T (p=) 

31 F 0,1 1,5 M2P3 
   

2,7 1,5 4 2 
 

119 0,22 WT 

32 F 7 8,5 M3P2 0,56 1,02 1,02 11 2,5 2,8 3,22 
 

10 
 

WT 

33 F 5,3 6,3 M3P3 0,05 1,42 1,82 11 4,7 4 0,94 
 

20 0,14 c.663 C>T (p=) 

34 M 9 10 
 

0,48 1,63 1,65 13 3 1,7 
   

2,70 c.663 C>T (p=) 

35 F 7 7 ND ND ND ND 8 1 
     

c.663 C>T (p=) 

36 F 6 8,8 M3P1 1,39 0,31 0,57 11 3 1,58 <0,1 7,29 < 10 
 

c.663 C>T (p=) 

37 F ND ND ND ND ND ND 11 2 
     

WT 

38 F 7 8,7 M2P3 0,89 0,84 0,62 10 1,3 1,33 0,1 18,79 <10,0 
 

WT 

39 F 6 8,7 M3P1 0 0,75 1 11 2,3 
 

1,87 
   

c.663 C>T (p=) 

40 F 5 7,8 M4P1 0,28 -0,25 -0,7 10 2,2 0,61 0,02 9,24 11 
 

c.663 C>T (p=) 

41* M 8 8,9 G3P1 0,39 1,13 1,56 10 1,1 0,75 0,8 
  

2,06 WT 

42 F 7 8,5 M3P3 2,12 2 1,53 10 1,5 6,9 3,8 
 

38 
 

WT 

43 F 4,5 8,5 M4P3 2,04 2,47 2,08 11 2,5 4,2 1,4 
 

39,4 
 

c.663 C > T (p=) 

44 F 7 7,9 M3P2 1,9 2,69 2,63 11 3,3 5,84 3,2 
 

63,33 
 

c.663 C>T (p=) 
c.982 C>T / 

p.Arg328Cys 

45 F 7 8,5 M3P2 2,12 1,75 1,2 11 2,5 5,22 2,62 
 

32 
 

c.663 C>T (p=) 

46 F 6 7,1 M2P2 1,57 2,35 2,11 10,5 3,6 9,86 2,9 
 

76,79 
 

c.663 C>T (p=) 
c.982 C>T / 

p.Arg328Cys 

47 F 6,9 8 M3P1 2,94 1,59 0,39 11 3 2,31 0,31 4,39 13 
 

c.663 C>T (p=)  

48 F 6 8,1 M3P3 1,97 1,74 1,23 11 2,9 5,71 2,35 
 

50 
 

c.663 C>T (p=)  

49 F 5,5 8 M4P2 0,62 0,49 0,19 8 0,8 
     

c.663 C>T (p=)  

50 F 6 7,9 M3P4 0,95 1,53 1,43 11 3,1 0,82 0,15 ND 10 
 

WT 
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 Paciente Sexo Início 
Puberdade 

Idade 
diagnostico 

Tanner  Estatura 
Z-score 

Peso 
Z-

score 

IMC 
Z-score 

IO ∆ IO FSH 
basal 
UI/L 

LH 
basal 
UI/L 

LH pós 
estimulo 

E 
pg/mL 

T 
 ng/mL 

Sequenciamento 
MKRN3  

(c.DNA/proteina) 

51 F 7,5 7,7 M3P3 
   

11 3,3 
     

c.663 C>T (p=)  

52 F 6,3 7,9 M3P2 
   

10 2,1 0,9 0,1 3,41 5 
 

WT 

53 F 7,5 10,3 M4P4 0,14 -0,22 -0,2 11 0,4 6,66 4,53 56   c.663C>T (p=) 

54 F 6 7,9 M3P1 0,11 0 -0,13 8 0,1 4,45 1,32 
 

33 
 

482delC / 
p.Pro161Argfs*10 

55 F 2 8,5 M4P4 2,19 2,41 1,97 13,6 4,7 8,67 3,29 
 

56,2 
 

WT 

56 F 6,9 8,7 M2P1 1,43 -0,14 -1,53 11,00 2,00 2,4 0,3 13,1 19,9 
 

WT 

57 F 6,4 7,4 M3P1 1,78 1,33 0,7 10 2,6 5,32 1,9 
 

17,79 
 

c.663 C>T (p=) 

58 F ND 8,5 M4P2 
   

11 2,8 
     

WT 

59 F 6 8 M3P1 1,58 1,68 1,33 11 3 1,24 <0,1 2,94 11,8 
 

c.663 C>T (p=) 

60 F 5,9 6,1 M3P1 2,55 2,14 1,21 10,5 3,7 1,83 0,44 <5 
  

WT 

61 F 6 8 M3P1 0,45 0,23 -0,07 10 2,3 2,3 0,1 27,56 25,9 
 

WT 

62 F 4,8 5,9 M4P2 2,8 2,08 1,31 10,7 4,9 3,5 5,54 
 

22,86 
 

475_476insC 
(p.Ala162Glyfs*14) 

63 M 8,4 9,2 G2P2 1,63 0,82 0,38 9 
 

3,4 2,9 
  

1,19 c.663 C>T (p=) 

 M: Masculino; F: Feminino; Tanner refere-se ao estágio puberal de Marshal e Tanner à ocasião do diagnóstico, sendo M o estágio puberal do desenvolvimento mamário, P o estágio dos pelos 

pubianos e G o estágio do desenvolvimento genital masculino; IO: idade óssea e ∆IO refere-se ao avanço da IO (diferença entre a idade óssea e idade cronológica à ocasião do diagnóstico); Dosagens 

hormonais à ocasião do diagnostico; E: estradiol e T: testosterona; ND: não disponível; WT (wild type ) alelo selvagem; Os pacientes nos quais mutações patogênicas no MKRN3 foram encontradas 

através do sequenciamento automático estão assinalados em vermelho. Os pacientes selecionados para a análise cromossômica por microarranjo  estão assinalados com * ( pacientes 5, 24 e 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



134 
 

APÊNDICE 8 – RELAÇÃO DOS GENES CONTIDOS NO SEGMENTOS DELETADOS E 

DUPLICADOS DETECTADOS NOS IRMÃOS COM PPC ASSOCIADA A TEA, COM OS 

SEUS RESPECTIVOS PROCESSOS BIOLÓGICOS 

 

CNV Gene Descrição Processo biológico 

16p11.2x1* 
(761kpb) 

BOLA2 bolA Family member 2 Maturação proteica por 
transferência de ferro-enxofre 

SPN Sialophorin Resposta imune, quimiotaxia, 
regulação negativa da adesão 
celular, migração de células T 

QPRT quinolinate 

phosphoribosyltransferase 

Atividade catalítica, biossíntese 
de NAD,  metabolismo do 
quinolinato,  

KIFF22 kinesin family member 22 Movimento de microtúbulos, 
reparo do DNA, movimentação 
de cromossomos durante divisão 
celular 

MAS MYC associated zinc finger 

protein 

Regulação da transcrição e da 

expressão genica, proliferação 

celular 

PRRT2 Proline-rich transmembrane 

protein 2 

Transmissão sináptica 

PAGR1 PAXIP1 associated glutamate 

rich protein 

Reparo do DNA, metilação de 

histona, regulação da transcrição 

MVP Major vault protein Transporte de proteínas e do 

RNAm, degranulação de 

neutrófilos 

CDIPT CDP-diacylglycerol--inositol 3-

phosphatidyltransferase 

Metabolismo lipídico, biossíntese 

de fosfatidil-inositol,  

metabolismo de fosfolipideos 

KCTD13 potassium channel 

tetramerization domain 

containing 13 

Migração celular, ubiquitinação, 

transmissão sináptica e 

replicação do DNA 

TAOK2 Tao kinase 2  Regulação do crescimento 
celular, fosforilação de proteínas, 
ativação da atividade proteína-
kinase, organização de 
citoesqueleto de actina,  

HIRIP3 HIRA interacting protein 3 Remodelação da cromatina 

DOC2A double C2 domain alpha Exocitose, transmissão 
sináptica, desenvolvimento do 
SNC 

FAM57B TLC domain containing 3B Metabolismo lipídico, biossíntese 
de ceramida 

ALDOA aldolase, fructose-bisphosphate 

A  

Sintese de ATP, gliconeogênese, 
metabolismo de frutose, via 
glicolítica 

PPP4C Protein phosphatase 4, catalytic 

subunit 

Organização de microtubulos,  
reparo do DNA e desfosforilação 
de proteínas 
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CNV Gene Descrição Processo biológico 

TBX6 T-box transcription factor 6 Desenvolvimento do 
mesoderma, regulação da 
transcrição, regulação negativa 
no desenvolvimento de 
projeções neurais. 

YPEL3 yippee like 3   senescência celular 

MAPK3 mitogen-activated protein 

kinase 3 

Ativação da atividade MAPK, 
fosforilação de proteínas, 
regulação da expressão genica, 
apoptose 

18p11.22x3 
(363kpb) 

TWSG1 Twisted gastrulation BMP 

signaling modulator 1 

Formação do mesoderma, 
diferenciação celular, sinalização 
via BMP, ossificação 

ANKR12 Ankyrin repeat domain 12 Ligação proteica  

RALBP1 ralA-biding protein 1 Endocitose, transdução de sinal, 
transporte transmembrana 

Pseudogenes e genes que não constam na base de dados do OMIM não foram incluídos na tabela.  
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