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RESUMO

A puberdade precoce central (PPC) resulta da reativagdo prematura do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal e se caracteriza pelo desenvolvimento puberal antes
dos 8 anos nas meninas e 9 anos nos meninos. Mutacdes no MKRNS3 representam a
causa genética mais frequente da PPC. Outras causas monogénicas incluem
mutacdes no KISS1, KISS1R e DLK1. A PPC também pode ser observada em quadros
sindrébmicos associados a anormalidades cromossomicas. Esse estudo buscou
investigar alteracdes genéticas, com énfase no estudo do MKRN3, em pacientes com
PPC inicialmente classificada como idiopatica. Na parte |, foi realizada revisédo
sistematica e meta-andlise com o objetivo de se explorar associa¢ao gendtipo-fenotipo
e a prevaléncia global de mutacdes no MKRN3 na PPC. Na segunda parte, procedeu-
se a pesquisa de mutacdes no MKRN3 em 63 pacientes (6 meninos) com PPC
provenientes de dois centros de referéncia do Distrito Federal. Mutagdes no KISS1,
KISS1R e GNRHR foram avaliados em um subgrupo de pacientes sem mutagdes no
MKRN3. Subsequentemente, alteracdes cromossémicas foram investigadas atraves
da analise cromossbmica por microarranjo (CMA) em trés pacientes com
dismorfismos adicionais. Na parte I, a busca eletrénica foi conduzida em sete bases
de dados. Catorze estudos, que totalizaram 857 pacientes rastreados, foram incluidos
na meta-analise de prevaléncia e 89 pacientes com mutacdo no MKRN3 foram
identificados. Pacientes com mutacdes missense exibiram idade mais elevada ao
diagnéstico do que os pacientes com mutacfes consideradas mais graves, o que
sugere a possibilidade de diferenca na progressao puberal conforme o subtipo de
mutacdo. As meninas, em comparacao aos meninos, exibiram idade inferior ao inicio
da puberdade, maior avanco da idade 6ssea (AlO) e concentragao de FSH basal mais
elevada. A prevaléncia geral estimada de mutagcdes foi 9%(1C95%0,04-0,15) e, na
analise por subgrupos, as estimativas de prevaléncia foram maiores no sexo
masculino, nos casos familiares e nos paises ocidentais. Na segunda parte, mutacdes
no MKRN3 foram identificadas em 6 de 57 meninas da nossa casuistica (10,5% das
pacientes do sexo feminino). Nenhuma mutacdo patogénica no KISS1, KISS1R e
GNRHR foi encontrada nos pacientes rastreados. As meninas com mutagao exibiram,
em comparagcdo as sem mutacéo, idade inferior ao diagndstico, concentracdes de

FSH basal e estradiol mais elevadas e maior AlIO. A CMA revelou, em dois irmaos



com espectro autista, uma delecédo patogénica em 16pl1.2 e uma microduplicacao
em 18pl1.22, classificada como variante de significado incerto (VOUS); em outro
menino foi encontrada uma microduplicacdo em 7p15.2 (VOUS), e em uma menina
com cardiopatia congénita, foram detectadas multiplas regibes de perda de
heterozigose devido a consanguinidade parental. Os resultados da parte | revelaram
gue as mutacdes no MKRN3 representam uma causa frequente da PPC nos paises
ocidentais e que o impacto das muta¢des no fendtipo foi maior no sexo feminino. Na
segunda parte, a prevaléncia de mutagcdes no MKRN3 no sexo feminino foi 10,5%,
mas nenhum menino afetado foi detectado. As diferencas fenotipicas entre as
meninas com e sem mutacao sugerem a possibilidade de progressao puberal mais
rapida nas primeiras. Por fim, ressalta-se a relevancia da CMA na investigacdo de
pacientes com PPC e dismorfismos adicionais.

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

MKRN3; genética; mutacao; analise cromossdémica 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, KISS1IR 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 (AlO) 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 AlO. In two siblings with autism
spectrum disorder, CMA revealed a pathogenic deletion in 16pll.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 | 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 INTRODUCAO

1.1 PUBERDADE FISIOLOGICA

A puberdade € um processo biol6gico complexo que se caracteriza por alteracdes
hormonais que resultardo no desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios,
aquisicado das funcdes reprodutivas, aceleracdo do crescimento linear e maturagao

esquelética (1-3).

Clinicamente, o aumento da velocidade de crescimento (VC) e o surgimento do
broto mamario nas meninas e o aumento do volume testicular nos meninos (volume
testicular superior & 4mL ou comprimento superior a 2,5 cm) representam o primeiro
sinal do inicio da puberdade (1,3). Classicamente, os estagios puberais descritos por
Marshall e Tanner séo utilizados para se caracterizar a progressao da puberdade, que

usualmente segue uma sequéncia previsivel de eventos (4,5).

O desenvolvimento puberal e a reproducdo humana s&o controlados pelo eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG). O horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) hipotalamico é secretado de maneira pulsatii na eminéncia mediana e
estimula a producdo pelos gonadotréfos da adenohip6fise do horménio luteinizante
(LH) e do horménio foliculo estimulante (FSH) que, por sua vez, atuardo nas gbnadas

estimulando a sintese dos esteroides sexuais e a gametogénese (2,6).

O eixo HHG encontra-se ativo no meio da gestacéo e nos primeiros meses de vida,
numa fase conhecida como mini puberdade, na qual a secrecdo do GnRH e das
gonadotrofinas hipofisarias pode ser observada. As concentracbes séricas de
gonadotrofinas declinam até por volta dos seis meses de idade, a excecdo do FSH
nas meninas, que pode permanecer elevado até os 3-4 anos (7). Posteriormente,
segue-se uma fase de relativa quiescéncia hormonal durante a infancia e a posterior

reativacao da secrec¢ao pulsatil do GnRH marcara o inicio da puberdade (6,8).

Os mecanismos que levam a quiescéncia do eixo HHG durante a infancia e a sua
subsequente reativagdo no inicio da puberdade ainda n&o sdo completamente
esclarecidos. Sabe-se que secrecdo do GnRH é coordenada por uma rede neuronal

complexa, constituida por neurbnios secretores de fatores estimulatorios (como a
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kisspeptina, glutamato, norepinefrina) e inibitorios (neuropeptidio Y, acido gama amino
butirico, opioides enddgenos, dentre outros). Acredita-se que a reducao dos impulsos
inibitérios, o aumento dos estimulos excitatérios e a acdo concomitante de fatores
permissivos resultardo na reativagdo dos pulsos do GnRH e, consequentemente, no
inicio do desenvolvimento puberal (6,8). O controle neuroenddcrino da puberdade
também sofre influéncia de fatores genéticos, étnicos, nutricionais e ambientais, o que
demonstra que o desenvolvimento puberal humano € 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 existéncia de dimorfismo sexual nos reguladores do inicio
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
infancia, apds adocao internacional e possivelmente apds a exposicdo a compostos

quimicos desreguladores endocrinos (1,10).

1.2 PUBERDADE PRECOCE CENTRAL

A puberdade é considerada precoce quando o desenvolvimento puberal inicia-se
antes do esperado para 0 sexo e grupo étnico, sendo 2 a 2,5 desvio-padrao abaixo
da média o limite de idade tipicamente aceito para esse diagndstico (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 reativagao prematura do eixo HHG.
A prevaléncia estimada é de aproximadamente 1:5.000 a 1:10.000, com clara
predominéncia no sexo feminino, com cerca de 10 a 20 meninas afetadas para cada
menino acometido (1,3,11). Contudo, dados epidemiologicos especificos da

populacao brasileira sdo escassos.

A PPC pode ser idiopética, estar associada a altera¢cdes anatdmicas ou lesdes do
sistema nervoso central (SNC) ou ter causas genéticas (Tabela 1). As formas
idiopaticas representam a maioria dos casos no sexo feminino (90%). Em
contrapartida, nos meninos, uma alteracdo neuroldgica pode ser detectavel em até

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

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

Adocéo internacional é outro fator de risco para o desenvolvimento de PPC
(10). Postula-se que a privacao nutricional no inicio da vida seguida do aumento da
adiposidade ap06s a adocado ou a exposicado a desreguladores enddcrinos no periodo
pré-natal ou na infancia precoce possam funcionar como gatilho para o inicio da
puberdade (3). Um dado interessante é que o risco de puberdade precoce se mostrou
maior conforme a idade mais avancada a adocdo, o que sugere a possivel influéncia
da exposicao a fatores ambientais (10). A reativacdo prematura do eixo HHG também
pode ser observada apds a exposicao cronica a esteroides sexuais, como observado
no curso do tratamento da hiperplasia adrenal congénita (3,11).

Tabela 1 - Causas e condi¢des associadas ao desenvolvimento da PPC

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

astrocitoma de baixo grau

AlteragBes estruturais: cisto aracnoide, hamartoma

hipotalamico, hidrocefalia

Encefalopatia cronica ndo progressiva

Traumatismo craniano

Infec¢bes ou doencgas granulomatosas
Radioterapia do SNC

Sem anormalidades do SNC Idiopética

Causas monogénicas
MKRN3, DLK1, KISS1, KISS1R

Anormalidades cromossémicas

Adocéo internacional

ApOs exposicdo crénica a esteroides sexuais

Desreguladores endécrinos

Adaptada da referéncia (11)

O diagnéstico da PPC baseia-se no reconhecimento do desenvolvimento
puberal progressivo, concentracdes puberes de LH em condicdo basal e/ou apés
estimulo com GnRH ou analogo, aumento da velocidade de crescimento (VC) e
avanco de idade 6ssea (10) (1,3,14).
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A avaliacdo por imagem do SNC, preferencialmente através da ressonancia
magnética (RM), é util para o diagndstico diferencial com as causas organicas da PPC
e deve ser realizada rotineiramente em todos pacientes do sexo masculino. Existe
controversa quanto a necessidade de realizagéo rotineira da RM nas meninas com
PPC e algumas evidencias sugerem que o exame é prescindivel em meninas
neurologicamente normais com inicio da puberdade entre os 6 e 8 anos de idade (15—
17).

A puberdade precoce resulta em consequéncias adversas a salude da crianca.
Além de consequéncias psicossociais, a baixa estatura pode ser observada em
decorréncia da fusdo prematura das epifises 6sseas (1,3,18). Também é descrita
maior frequéncia de doengas metabdlicas na vida adulta, como resisténcia a insulina,
diabetes mellitus tipo 2, sindrome dos ovarios policisticos e doenca cardiovascular.
Adicionalmente, a idade precoce da menarca € um fator de risco para o
desenvolvimento de cancer de mama e outras neoplasias estrogeno-dependentes
(18-20).

Os analogos do GnRH de longa duracéo representam o tratamento padréo da
PPC. O sitio de acdo destes agentes é hipofisario, levando a reducdo do niumero de
receptores de GnRH na hipoéfise e, consequentemente, a reducéo na liberacdo do LH
e, em menor extensdo, do FSH (14,21). O resultado da administracdo crbnica do
analogo do GnRH é avaliado clinicamente pela regressdo ou estabilizacdo dos
caracteres sexuais secundarios, pela normalizacdo da VC e pela reducédo do avango
da 10. Concentracdes de LH apdés estimulo com GnRH ou analogo de longa duracao
abaixo de 4UI/L, quando dosados por métodos laboratoriais sensiveis, séo

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

O desenvolvimento puberal € influenciado por fatores genéticos, fato
exemplificado pela idade aproximada da menarca entre maes e filhas e entre
individuos da mesma etnia e maior concordancia no inicio da puberdade entre os

gémeos monozigoticos em comparacgao aos dizigoéticos (2,8).

O inicio da puberdade € um traco complexo e altamente poligénico e achados
de estudos de associacdo genémica ampla (GWAS) em grande escala mostram que
a influéncia de determinados loci independe da etnia (22). Algumas variagbes
genéticas compartilhadas por meninos e meninas apresentem direcdo de efeito
concordante, no entanto, certas variacdes genéticas podem exercer influéncia de
maneira sexo-especifica (22). Em GWAS recentes, polimorfismos em mais de 100
loci, incluindo trés loci dos imprinted genes MKRN3-MAGEL2, DLK1-WDR25 e
KCNK9, foram associados a idade da menarca conforme a origem parental do alelo
herdado (23,24).

A PPC pode ser considerada familiar em quase 30% dos casos, isto €, observa-
se mais de um individuo acometido na mesma familia (25), o que demonstra a
relevancia dos fatores genéticos na etiopatogenia desta condicdo. Contudo, até ha

alguns anos, causas genéticas da PPC ndo eram conhecidas.

Nos ultimos anos, os avancos nas técnicas de biologia molecular e do
sequenciamento do genoma permitiram a identificacdo de novos genes implicados na
regulacdo neuroenddcrina do eixo reprodutivo, o que propiciou um grande avanco no
conhecimento de causas genéticas relacionadas a patogénese da PPC (12,26).
Atualmente, as causas monogénicas da PPC incluem mutacdes em quatro genes
distintos: KISS1R, KISS1, MKRN3 e DLK1 (12,27). Assim, alguns casos inicialmente
considerados idiopaticos podem apresentar, de fato, uma causa genética subjacente.
E possivel que novas causas monogénicas possam ser identificadas a medida que
novos estudos genéticos sejam realizados em mais individuos afetados, o que podera

resultar no declinio adicional dos casos inicialmente considerados idiopaticos.
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1.3.1 Mutagoes no KISS1 e KISS1R

A Kkisspeptina, uma proteina codificada pelo gene KISS1, é um potente
estimulador da secrecdo do GnRH, com papel fundamental na fisiologia do eixo HHG
humano. Mutacdes com perda de funcéo nos genes que codificam a kisspeptina e seu
receptor ( KISS1 e KISS1R, respectivamente) estdo sabidamente associadas com
hipogonadismo hipogonadotréfico normésmico (28,29).

Em 2008, uma mutacdo em heterozigose no KISS1R (p.Arg386Pro) foi
detectada em uma menina brasileira adotada que apresentava telarca desde o
nascimento, com progresséo a partir dos sete anos de idade. O estudo funcional in
vitro demonstrou que essa mutacdo levava a ativacdo prolongada das vias de
sinalizacao intracelular do receptor em resposta a kisspeptina (30). O encontro dessa
mutacéo ativadora no KISS1R representou a primeira causa monogénica da PPC a
ser identificada.

Posteriormente, Silveira e colaboradores descreveram uma mutagdo em
heterozigose (p.Pro74Ser) no KISS1 em um menino com PPC com inicio do
desenvolvimento puberal com um ano de idade. O estudo in vitro sugeriu que a
variante p.Pro74Ser era mais resistente a degradacdo e resultava em maior
biodisponibilidade da kisspeptina (31). A analise de segregacédo familiar mostrou que
a mae e a avé materna, que ndo possuiam antecedente de precocidade sexual,
também apresentavam a mutacdo, 0 que sugeria penetrancia incompleta ou sexo-
dependente (31).

Apesar dos avancgos obtidos com esses resultados, outras mutacbes com
ganho de funcdo nos genes KISS1 e KISS1R néo foram descritas, o que denota que

as alteragbes nos mesmos representam causas muito raras da PPC.

1.3.2 Mutagoes no MKRN3

Em 2013, mutagbes com perda de fungédo no gene MKRNS3 (makorin ring finger
protein 3) foram identificadas em individuos de cinco de 15 familias com PPC familiar

que foram estudados através do sequenciamento do exoma (32).
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O MKRNS localiza-se no cromossomo 15 (15g11-13), em uma regido de
imprinting relacionada a sindrome de Prader-Willi (SPW)(33). O gene tem imprinting
materno, isto €, é silenciado no cromossomo materno e somente o alelo paterno é
expresso. O estudo de segregacédo destas familias com PPC e muta¢cdes no MKRN3
mostrou heranca autossémica dominante de transmissao paterna, condizente com o
esperado pelo padrdo de imprinting (32). Esse achado corroborou evidéncias
anteriores a respeito do carater autossdémico dominante, com penetrancia incompleta

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

Em seguida, Macedo e colaboradores identificaram mutacées no MKRN3 em
8 de 207 meninas com PPC aparentemente esporadica (34). Subsequentemente,
mutacdes no MKRN3 foram descritas em pacientes com PPC, seja esporadica ou
familiar, de diferentes regides geograficas e atualmente representam a causa
monogénica mais frequente da PPC (35,36,45,37-44). As mutac6es 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
frequéncia de mutaces no MKRN3 foi mais baixa na populacdo coreana, mesmo
entre 0os casos familiares, 0 que sugere variacdo genética entre diferentes grupos
étnicos (43,47).

1.3.2.1 Fendtipo dos Pacientes com Muta¢cdes no MKRN3

O quadro clinico dos pacientes com muta¢cdes no MKRN3 assemelhou-se ao dos
pacientes com PPC idiopética e, a despeito da sua localizacdo no locus 15q11-13,
critérios maiores para o diagnéstico da SPW néo foram descritos nos individuos
afetados (32,38).

O inicio da puberdade ocorreu 2,25 anos abaixo do esperado nas meninas (32),
ao passo que nos meninos o desenvolvimento puberal ocorreu em uma idade limitrofe
(idade média 8,2 anos)(46), o que sugere que o dimorfismo sexual caracteristico do

desenvolvimento puberal ndo se altera (48).

Poucos estudos compararam as caracteristicas dos pacientes com e sem
mutac&o. Concentracdo de FSH basal mais elevada foi descrita nas meninas com

mutacdo em um estudo (34). Simon e colaboradores também relataram que o inicio
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da puberdade ocorreu mais precocemente nas meninas com mutacédo (39), e um
estudo somente com meninos descreveu que o inicio da puberdade ocorreu com
idade mais avangada naqueles com mutagcdo em comparagdo aos sem mutacao (8,2
anos versus 7,0 anos, respectivamente)(46). Contudo, ainda ndo se sabe se o fenotipo
dos pacientes com mutacao difere dos individuos sem mutacao e, até o momento, ndo

foi possivel estabelecer associacdo genotipo-fendtipo precisa.

Adicionalmente, ndo esta claro se a resposta ao tratamento com os analogos de
GnRH, o potencial para se alcancar a estatura alvo e o prognéstico em longo prazo
difere entre os pacientes com e sem mutacfes. Assim, a identificacdo e o

acompanhamento de mais casos serao Uteis para o esclarecimento destas questdes.

1.3.2.2 Estrutura e Fungéo da Proteina MKRN3

O MKRNS3, inicialmente nomeado como ZNF127 (zinc finger protein 127), possui

apenas um exon e codifica uma proteina de 507 aminoé&cidos (33).

A proteina MKRN3 pertence a familia das proteinas makorin e apresenta um anel
de zinco C3HC4 central, dois dedos de zinco CH3 na regidao aminoterminal, um dedo
de zinco CH3 na regido carboxiterminal e um arranjo Cys-His especifico (Figura
1)(26,33). O arranjo dos residuos de cisteina e histidina nos dedos de zinco permite
predizer algumas de suas fung¢des, pois sao identificados em proteinas de ligacédo ao
RNA. Os dominios em dedo de zinco C3HC4, altamente conservados nas proteinas
na familia makorin entre as espécies, representam dominios de reconhecimento de
E3-ligases, que sdo enzimas que atuam no processo de ubiquitinacdo, mediando a
transferéncia da ubiquitina para substratos proteicos especificos, induzindo a sua
degradacédo (26). A ubiquitinacdo também pode ser um sinal para transducao,
regulacéo do ciclo celular, diferenciacdo e morfogénese. Assim, com base na sua
estrutura, acredita-se a proteina MKRN3 possui atividade de uma E3-ubiquitina ligase
e de ligacdo ao RNA, com funcdo na regulacdo da expressao genica, marcagao de

proteinas para degradacéo e modulacao da funcao proteica (26,48).
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MKRN type Ring Finger
Cys-His C3HC4
0°%e, ..0”0.. 0©°9g 0°%¢, ©°° 0°°0,
() — \

22 238 265 266 293 311 365 394 423 507 aa

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura da proteina MKRN3. Os trés dominios C3H séao
mostrados em vermelho, o dominio C3HC4, com presumida atividade de E3-ubiquitina ligase, é
ilustrado em azul e o dominio Cys-His em verde. Os nimeros correspondem a posi¢éo dos aminoacidos

na proteina. Zn: zinco; H: histidina e C: cisteina. Figura adaptada da referéncia (26).

O mecanismo exato pelo qual a perda da funcdo do MKRN3 leva ao inicio da
puberdade ainda ndo esta completamente esclarecido. Em camundongos, observa-
se elevada expressdo do RNAmM do Mkrn3 no nucleo arqueado do hipotadlamo no
periodo pré-puberal, com declinio na expressdo precedendo o inicio da puberdade e
baixa expressdo na idade adulta, o que sugere um efeito inibitério sobre a secrecéo
do GnRH (32). Assim, as muta¢cbes com perda de funcdo favoreceriam o inicio da

puberdade pela acdo preponderante dos fatores estimulatérios (26).

Em humanos, também foi descrito o declinio da concentracéo sérica circulante
do MKRN3 precedendo o inicio da puberdade, além de correlacdo negativa entre a
concentracdo sérica do MKRN3 e de gonadotrofinas nas meninas pre-puberes, o que

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

Posteriormente, foi constatado que o Mkrn3 contribui para a poli-ubiquitinacédo
da Nptx1l (neural pentraxin-1 precursor), uma proteina com possivel papel na
plasticidade sinaptica e diferenciacéo neural, que é altamente expressa no hipotalamo
durante a puberdade. Assim, a expressado do Nptxl permanece normalmente baixa
no periodo pré-puberal, com aumento a medida que ocorre a reducdo da expressao

do Mkrn3 com o inicio da puberdade (51).
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1.3.3 Mutagoes no DLK1

Em 2017, uma mutagdo complexa no DLK1 (delta-like 1 homolog) foi detectada
em uma familia brasileira que foi estudada pelo sequenciamento do genoma e analise
de ligacdo, na qual quatro meninas (duas irmads e duas meias-irmas paternas)

apresentavam o diagnostico de PPC (52).

O DLK1, também conhecido por fator pré-adipécito 1 (pre-adipocyte fator 1 — Pref-
1), € um ligante ndo candnico da via de sinalizacdo Delta-Notch, com papel na inibicdo
da diferenciacédo de adipécitos (53). E amplamente expresso nos tecidos embrionarios
e, no periodo pos-natal, é expresso predominantemente nas adrenais, ovarios e
hipéfise. O gene tem imprinting materno e localiza-se no cromossomo 14 (14g32.2),
em uma regido de imprinting associada a sindrome de Temple, cujo quadro clinico
inclui restricdo do crescimento intrauterino, baixa estatura, maos e pés pequenos,
dismorfismos faciais, hipotonia, atraso do desenvolvimento motor, obesidade truncal
e PPC (52,54). No entanto, essas pacientes com mutacdes no DLK1 néo

apresentavam manifestacdes especificas da sindrome de Temple.

Recentemente, mutacdes no DLK1 foram identificadas em 5 de 60 pacientes do
sexo feminino com PPC ou com antecedente de menarca precoce, o que reforca a
sua associacdo com a etiologia desta condicdo. Em especial, observou-se elevada
frequéncia de alteracdes metabdlicas, como obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e
dislipidemia nas pacientes com mutagdes no DLK1 (55).
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1.4 IMPRINTING GENETICO E PUBERDADE

A ocorréncia de imprinting em regides do genoma tem como consequéncia a
expressdo de genes de maneira monoalélica, pois leva a repressdo ou expressao
génica de acordo com a sua origem parental. A metilacdo do DNA é a principal marca
epigenética no estabelecimento e manutencdo do imprinting genémico. A maioria
dos imprinted genes encontram-se agrupados em determinadas regidbes do genoma
(clusters) e os mecanismos que regulam a sua expressao sdo complexos e pouco
compreendidos. Centros de imprinting s&o identificados em varios clusters, o que
denota a possibilidade de regulacdo coordenada dos genes de um cluster por um

mecanismo comum (56).

Tanto o MKRN3 quanto o DLK1, as principais causas monogénicas da PPC, fazem
parte de clusters de genes com imprinting, o que reforca o papel do imprinting
gendmico na regulacdo do inicio da puberdade humana (32,52).

O papel do MKRN3 na patogénese da SPW néo é conhecido e especula-se que o
mesmo € prescindivel para o seu desenvolvimento, visto a descricdo de pacientes
com a sindrome e dele¢des no locus 15q11-13 que néo incluiram o MKRN3. Outro
dado interessante € que a SPW usualmente cursa com desenvolvimento puberal
incompleto ou hipogonadismo, embora a ocorréncia de PPC possa ser raramente
observada (57,58).

Seria plausivel considerar que a perda da expressao do alelo paterno do MKRN3
por delecdes de novo, dissomia uniparental materna ou defeitos de imprinting, a
semelhanca do que é observado na SPW ou em outras doencas relacionadas com
imprinted genes, poderia estar relacionada a patogénese da PPC. No entanto,
anormalidades no numero de cépias e alteracdo no padrdo de metilacdo no locus
15911 nao foram identificadas em 52 pacientes sem muta¢des no MKRN3 que foram
estudados pela analise de metilagdo por amplificacdo dependente de ligagdo com
multiplas sondas (MS-MLPA) com a utilizag&o do kit padronizado para a SPW (34).
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1.5 PUBERDADE PRECOCE EM OUTROS QUADROS SINDROMICOS

Além da SPW e da Sindrome de Temple, citadas anteriormente, a PPC pode fazer
parte das manifestacdes fenotipicas de outras sindromes genéticas resultantes de
anormalidades cromossOmicas ou defeitos de imprinting (3,59). Como exemplo
adicional, cita-se a sindrome de Silver-Russell, decorrente de dissomia uniparental
materna do cromossomo 7 ou defeitos de imprinting no locus 11p15.5, e que
caracteriza-se por restricdo do crescimento intrauterino e pos-natal, baixa estatura e

dismorfismos faciais (60).

A sindrome de Williams-Beuren é outra sindrome genética rara, decorrente de
microdelecBes no cromossomo 7 (7911.23), cujas manifestacfes fenotipicas incluem
dismorfismos faciais, baixa estatura, cardiopatia congénita, deficiéncia 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 condicdes
meédicas pré-existentes, como epilepsia, transtorno do espectro autista (TEA) ou
outros transtornos do neurodesenvolvimento e quadros sindromicos complexos,

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

Anormalidade cromossdémica ou sindrome

genética

Manifestacdes clinicas

Autor, ano

Delegdo 1g22.3

Delegdo 2g24.2 (2 casos)
Deleg&o 9qg2.22

Delecdo Xg22.1 em mosaico

Trissomia do 13

PPC, encefalopatia e/ou TEA

PPC, deficiéncia intelectual grave e epilepsia

PPC e TEA

PPC e paralisia cerebral forma quadriplégica espastica

PPC, deficiéncia intelectual grave e epilepsia

Wannes et al, 2018 (59)

Delecéo 1p36

PPC, retardo mental, epilepsia, atraso do crescimento, cardiopatia

congénita e dismorfismos faciais

Kurosawa et al, 2005(63)

Translocagéo 7931 e 10p14

PPC, retardo mental e comprometimento da linguagem

Kosho et al, 2008 (64)

Duplicagéo 9p13

PPC, baixa estatura, anomalias nas maos e retardo mental grave

Lybaek et al, 2009 (65)

Delecdo 9p

PPC, deficiéncia intelectual, dismorfismos faciais e polidactilia

PPC, atraso psicomotor, deficiéncia intelectual e dismorfismos faciais

Funderburk et al (66)
Cistermino et al, 2013 (67)

Duplica¢éo 17p13.3
Duplica¢éo do cromossomo 15

Duplicagdo do cromossomo 11

PPC, atraso psicomotor, hiperatividade, lesGes cutaneas acrémicas
PPC e atraso do desenvolvimento psicomotor (2 casos)

PPC, atraso psicomotor, autismo e amaurose

Winter et al. (68)

KGB Sindrome (microdelecdo em 16g24.3 ou
mutac¢des no ANKRD11)

Macrodontia, dismorfismos faciais, baixa estatura, anomalias esqueléticas,
deficiéncia intelectual e puberdade precoce ou adiantada em 16% dos

pacientes

Goldenberg et al, 2016.(69)

Duplicagédo 16p13.3

PPC, deficiéncia intelectual, dismorfismos faciais e sindactilia

Thienpont, et al, 2009(70)
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Anormalidade cromossdémica ou sindrome

genética

Manifestacdes clinicas

Autor, ano

Sindrome de delegdo 2213 e duplicagéo do
gene NOTCH1

PPC, hipotonia neonatal, dismorfismos faciais, atraso motor e

comprometimento cognitivo

Giannakopoulos et al, 2016
(71)

Sindrome triplo X (47 XXX)

PPC

PPC, diabetes mellitus neonatal, hérnia umbilical e cardiopatia congénita

Skordis et al, 2017.(72)
Grosso et al.

Duplicagéo Xp11.22

Puberdade precoce ou adiantada, dismorfismos faciais, deficiéncia
intelectual, disartria, clinodactilia

Grams et al, 2015 (73)

Delegéo Xp22.33

PPC e fen6tipo complexo ( 7 pacientes de 3 familias ndo relacionadas)

Canton et al, 2019(74)
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2 JUSTIFICATIVA

A identificacdo de novos genes implicados no controle do eixo reprodutivo, em
especial o MKRN3 e subsequentemente o DLK1, proporcionaram um grande avanco
no conhecimento das causas genéticas da PPC.

Especificamente em relacdo ao MKRN3, a principal causa monogénica da PPC
e o foco principal deste trabalho, a despeito da contribuicdo impar dos estudos mais
recentes, algumas lacunas ainda existem, mas que poderdo ser progressivamente
esclarecidas a medida que mais individuos acometidos forem identificados. Dentre as
lacunas ainda presentes, merece destaque o entendimento dos efeitos das mutacdes
no MKRN3 sobre o processo de desenvolvimento puberal. Verifica-se ainda relativa
caréncia de dados clinicos comparativos entre grupos de criangas com PPC com ou
sem mutacdo no MKRN3. A caracterizacdo e andlise comparativa mais detalhada
desses dados em maior nimero de criancas tem potencial de contribuir para o melhor
entendimento dos efeitos do MKRNS3 na regulagcéo da puberdade em seres humanos.
Nesse contexto, esse trabalho foi dividido em duas partes, que seréo apresentadas a

seqguir:

e A PARTE 1 consistiu na realizacéo de revisado sistematica e meta-analise dos
dados publicados até 04 de setembro de 2018, ocasido em que foi feita a busca
sistemética em sete bases de dados, com intuito de se tentar estabelecer
relacdo genoétipo-fendtipo e avaliar a prevaléncia global de mutacdes no
MKRN3 nos individuos com PPC idiopatica (75).

e APARTE 2 consistiu na investigacao de causas genéticas da PPC, com énfase
na pesquisa de mutacbes no gene MKRN3, em pacientes com PPC
inicialmente classificada como idiopatica atendidos em dois centros de
referéncia do Distrito Federal (DF): Hospital da Crian¢ca de Brasilia José de
Alencar (HCB) e Hospital Universitario de Brasilia, Universidade de Brasilia
(HUB/UnB) . Trata-se de estudo inédito na regido centro-oeste, que objetivou
assim agregar novos casos a casuistica brasileira (32,34,46). Buscou-se
investigar a presenca de mutacbes em casos familiares e esporédicos, e
principalmente nos meninos com PPC, cuja identificagdo ainda € relativamente
escassa. A pesquisa de mutaces nos genes KISS1, KISS1R e GNRHR foi

feita em um subgrupo de pacientes sem mutac¢des detectadas no MKRN3 pelo
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sequenciamento automatico. Adicionalmente, investigou-se a presenca de
alteracbes cromossdmicas submicroscopicas por meio da analise
cromossOmica por microarranjo (CMA) em pacientes com malformacoes

congénitas ou dismorfismos adicionais.
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3 PARTE | — REVISAO SISTEMATICA E META-ANALISE

3.1 OBJETIVOS

e Estimar a prevaléncia global de mutacdes no gene MKRN3 nos individuos
com PPC classificada como idiopatica.
e Investigar associacfes gendtipo-fenétipo em individuos com PPC com

mutacdes no gene MKRN3

3.2 METODOS

A metodologia desta revisdo sisteméatica baseou-se nas recomendacdes do
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)(76)
e 0 seu protocolo foi registrado no registro internacional prospectivo de revisdes
sistematicas (PROSPERO) com o0 seguinte numero: CRD42018095144
(http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/).

Estudos que investigaram a presenca de mutacdes no MKRN3 em pacientes com
PPC idiopatica foram considerados elegiveis. Foram excluidos os artigos de revisao,
resumos de congressos, capitulos de livros, estudo com duplicidade de dados, artigos
gue nao foram escritos no alfabeto romano e estudos que investigaram a presenca de

SNPs ( polimorfismos de nucleotideos Unicos ) em pacientes sem PPC confirmada.

3.2.1 Estratégia de Busca e Selecao dos Estudos, Extracdo dos Dados e
Avaliacao do Risco de Viés

A busca sistematica 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 referéncias bibliograficas dos artigos incluidos foram avaliadas para a
identificacdo de possiveis estudos adicionais elegiveis. A estratégia de busca esta

disponivel no Apéndice 2.

A selecao dos estudos foi conduzida em 2 fases. Primeiramente, os titulos e
resumos foram avaliados, com exclusao daqueles que nao preenchiam os critérios de
inclusdo. Posteriormente, os artigos foram avaliados na integra para se confirmar a

sua elegibilidade.

Informacdes sobre o delineamento do estudo, nimero de pacientes rastreados
e de pacientes com mutacdes no MKRN3, historia familiar de PPC e técnica do
sequenciamento foram extraidas de cada estudo. Adicionalmente, as variaveis
clinicas de interesse, subtipo de mutacdo e informacgdes sobre o tratamento foram
recuperadas dos pacientes com mutacdes. Dados dos familiares adultos com

diagndstico retrospectivo de PPC com base na histéria clinica ndo foram incluidos.

A avaliacado do risco de viés foi realizada de acordo com uma lista de verificacao
desenvolvida pelo Instituto Joanna Briggs para estudos que relatam dados de
prevaléncia (77).

3.2.2 Analise Estatistica

As possiveis diferengas entre as caracteristicas de meninas e meninos com
mutacdes no MKRN3 e entre as meninas de paises asiaticos e paises ocidentais
foram analisadas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, pois os dados néo
seguiram uma distribuicdo normal. Significancia estatistica foi definida como P < 0,05.

As andlises foram realizadas com o software SPSS™ v.20.

Nos estudos elegiveis para a analise de prevaléncia, o nimero de pacientes
com muta¢gdes no MKRN3 (numerador) e o numero total de pacientes rastreados
(denominador) foram utilizados para se estimar a prevaléncia. A meta-analise foi
realizada com o software StataCorp Software™ version 13 com o comando
“metaprop”, e 0 modelo de efeito aleatério (random effect model) foi utilizado para se
estimar a prevaléncia combinada e 0 IC95% (intervalo de confianca). Possiveis fatores

de heterogeneidade foram avaliados através da analise de prevaléncia conforme os
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seguintes subgrupos: sexo, histéria familiar e distribuicdo geogréfica (paises asiaticos
e nao asiaticos). A heterogeneidade foi avaliada com o teste estatistico do 12, no qual
25% ou menos, 50%-75% ou acima de 75% indicam baixa, moderada e alta
heterogeneidade, respectivamente.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Selecao e Caracteristicas dos Estudos Incluidos

ApoOs 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 integra. Por fim, 22 estudos preencheram os critérios de
inclusédo e 14 estudos, que totalizaram 857 pacientes com PPC idiopatica rastreados
para mutacdes no MKRN3, foram incluidos na meta-analise de prevaléncia. O
fluxograma da figura 2 mostra o processo de selecdo dos estudos e o0 apéndice 3

sumariza as caracteristicas principais dos estudos incluidos.

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

moderado de viés e 20 foram classificados com baixo risco de viés (Apéndice 4).
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Identificacdo

-
LILACS PubMed EMBASE 1 [ LIVIVO Web of Science Scopus

(n=12) (n=66) (n=96)

Cochrane
(n=2) (n=46) (n=86) (n=5)

-

v v v v \d

(n=313)

v

Artigos apos a remocao de duplicatas

v
Registros identificados através da primeira pesquisa nas bases de dados J
(n=161) }

Literatura cinza
Google Scholar (n=32);
ProQuest (n=42);
Apos remocdo de duplicatas(n=53)

Rastreamento

Elegibilidade

[ Incluidos J ‘

N N . * 1 14 1 1
Pesquisa manual das referéncias Artigos ja incluidos

bibliograficas
(n=0)

Atualizacdo da busca em 04/09/2018
(n=4)
Selecionados para a proxima fase (n=3)

A J

Artigos selecionados para a segunda fase
(n=31)

/Estudos excluidos e razdes de exclush

(n=9):
1) Artigos de revisdo, resumos de
congressos, opinides pessoais e capitulos
de livros (n=6);
2) Texto complete ndo encontrado e o
artigo ndo era no alfabeto romano (n=1);
3) Estudos que apresentavam dados
duplicados (n=1)
4) Estudos que investigaram
polimorfismos de nucleotideos unicos

(SNPs) em individuos sem diagnostico
Wmado de PPC (n=1) /

Estudos incluidos na analise qualitativa (n=22)
Estudos incluidos para analise quantitativa de prevaléncia (n=14)

Figura 2 - Fluxograma do processo de selegao dos artigos
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3.3.2 Caracteristicas Demograficas e Fendétipo dos Individuos com Mutagoes no
MKRN3

MutacBes no MKRN3 encontravam-se descritas em 89 pacientes (76 meninas e
13 meninos) com PPC de 17 paises, a saber: Alemanha (36), Argentina (46), Bélgica
(32), Brasil (32,34,46,78,79), Bulgéaria (44), Chipre (37), Coreia do Sul (43), Dinamarca
(80), Espanha (45), Estados Unidos da América (32), Franca(39), Grécia (81,82),
Israel (35), Italia (38,39,41), Japao (42), Taiwan (83) e Turquia (84)(Figura 3). Uma
paciente apresentava uma delecdo no promotor (78) e os demais mutacdes na

sequencia codificadora do gene.

Os pacientes com muta¢des no MKRN3 exibiram o quadro clinico caracteristico da
reativacao prematura do eixo HHG. Dismorfismos adicionais foram raros e incluiram
esotropia em dois irmaos (32), além de clinodactilia e hiperlordose em duas meninas
nao relacionadas, uma das quais também com palato arqueado e anormalidades
dentarias (34,38).

l Dinamarca(2)

s 1
Bélgica(3) . Alemanha (4)

Franca(Zl’)"x Bulgaria(2) %
‘ - Japdo(1)
EUA(S) Espanha 1315 (5) $~>Turqula(7) N )
(1) Grécia -, Chipre(2) R v
(s) [

‘Taiwan (3)

Israel (4)

Brasil (14)

Argentina (3)

Figura 3 - Distribuicao geografica dos individuos com mutagbes no MKRN3
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Na analise combinada, a idade mediana de inicio da puberdade nas meninas
com mutagdes no MKRN3 (n=76) foi 6,0 anos (variacdo de 3,0 a 7,8 anos). As meninas
de paises asiaticos apresentaram, em comparagao as meninas de paises ocidentais,
idade mais elevada ao diagndstico (mediana 8,0 anos, variagao 6,8-10,3 anos, versus
6,7 anos, variagao 3,6-8,4 anos, respectivamente P<0,001), além de concentracao de
FSH basal mais baixa (3,0Ul/L, variagao de 0,8-7,64 UI/L, versus 4,5Ul/L, variagao
0,7-3,94 UI/L, respectivamente, P=0,042)(Tabela 3 ).

Tabela 3 - Analise comparativa dos dados das meninas com mutacées no MKRN3 de

paises ocidentais (n = 65) e paises asiaticos (n = 11).

Parametro Meninas ocidentais Meninas asiaticas P

Mediana (variacdo) Mediana (variag&o)

Idade ao inicio da puberdade, anos 6,0 (3,0-7,5) 6,8 (5,0-7,80) 0,072
(64/6)

Idade ao diagnostico, anos (61/11) 6,7 (3,6-8,4) 8,0 (6,8-10,3) <0,001*
AlO, 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 p6s-estimulo (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 nimeros entre parénteses referem-se ao niimero de pacientes de cada grupo
com as informac@es disponiveis para andlise comparativa; AlO: diferenca entre idade 6ssea (I0) e
idade cronolégica (IC); * P <0,05 com o teste de Mann-Whitney para comparacao entre 0s grupos.

A idade mediana de inicio da puberdade nos meninos (n = 13) foi 8,5 anos
(variagcédo 5,9 a 9,0 anos). Em comparagédo aos meninos, as meninas exibiram idade
mais baixa ao inicio da puberdade (2,0 anos abaixo do limite de idade especifico para
0 sexo versus 0,5 anos abaixo desse limite nos meninos, P=0,001), concentracdo de
FSH basal mais elevada (mediana 4,3UI/L, variagcdo 0,7-13,94 UI/L versus 2,45 UI/L
variacao 0,8-13,70UI/L nos meninos, P=0,003) e maior avango da idade 6ssea (AlO)

(mediana 2,3 anos, versus 1,2 anos, respectivamente, P=0,01)(Tabela 4).
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Na andlise comparativa conforme o subtipo de mutacdo e sua predicdo de
gravidade, os pacientes com mutacdes missense apresentaram idade mais elevada
ao diagnostico em comparacao aos pacientes com mutagdes que codificam cdédons
de parada prematuros ( honsense e frameshift) e a delecdo do promotor (7,72 anos,
variacdo 3,6-10,3, versus 6,75 anos, variacdo 3,8-13,2 anos, respectivamente
P=0,028)(Tabela 5). Digno de nota que se observou predominio de mutacdes
missense nas meninas de paises asiaticos (82% dos casos), ao passo que has
meninas ocidentais, as mutacées missense foram encontradas somente em 21 de 65
(32%) pacientes (P=0,002).

Tabela 4 - Analise comparativa dos dados das meninas (n = 76) € meninos (n = 13)

com mutagdes no MKRN3.

Parametros clinicos e bioquimicos Meninas Meninos
Mediana (variacdo) Mediana (variacdo) P valor

Idade ao inicio da puberdade, anos 6,0 (3,0-7,8) 8,5 (5,9-9,00) <0,001*
(70/8)

A ldade de inicio puberal (70/8) 2,0 (0,2-5,0) 0,5 (0,0-3,9) 0,001*
Idade ao diagndéstico, anos (72/12) 6,8 (3,6-10,3) 9,45 (8,1-13,2) <0,001*
AlO, 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 p6s-estimulo (UI/L) (63/7) 22,0 (4,9-95,9) 13,9 (6,7-20,00) 0,089

Parametros clinicos e bioquimicos ao diagnostico da PPC. Na primeira coluna, os ndmeros entre
parénteses referem-se ao numero de pacientes de cada grupo no qual a informagéo estava disponivel
para andlise comparativa; A idade de inicio puberal expressa a diferenga entre o limite inferior da
normalidade especifico para o sexo para o desenvolvimento puberal e a idade de inicio da puberdade;
AlO diferenga entre idade 6ssea (I0) e idade cronolégica; * P <0,05, utilizando o teste de Mann-Whitney
para comparagao entre 0Ss grupos.
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Tabela 5 - Analise comparativa dos dados dos pacientes com mutagdes no MKRN3

de acordo com subtipo de mutagéao.

Parametros clinicos Mutacbes graves* MutacBes missense

e bioquimicos (n=52) (n=37) P valor
Mediana (variacéo) Mediana (variacao)

Idade ao inicio da puberdade, 6,0 (3,0-9,0) 6,0 (3,5-8,5) 0,645

anos (51/27)

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

(48/36)

AlO (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 pés-estimulo (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

*MutagOes graves incluiram as mutacdes frameshift (n = 43), nonsense (n = 8) e dele¢do do promotor
(n = 1); Na primeira coluna, os nimeros entre parénteses referem-se ao nimero de pacientes de cada
grupo com as informag@es disponiveis para andlise comparativa; AlO diferenca entre idade 6ssea (10)
e idade cronolégica; T: testosterona; *. P <0,05, com o teste U de Mann-Whitney para comparacao
entre os grupos. ** Andlise comparativa de estradiol entre as meninas; *** A analise comparativa de
testosterona entre 0s meninos.

Poucos estudos compararam as caracteristicas dos pacientes com e sem
mutacBes no MKRN3 de forma que nao foi possivel efetuar meta-analise para avaliar

associacao genotipo-fendtipo.

Informagfes sobre o tratamento encontravam-se disponiveis em 54 casos e
todos foram adequadamente tratados com analogos de GnRH, a excecao de duas
meninas com antecedente de baixa adesdo medicamentosa. Adicionalmente, a
estatura final adulta parece estar dentro da altura alvo nos casos em que tal

informacao foi disponibilizada (34).

3.3.3 Categorizacao das Mutacoes Descritas

Mais de 30 mutacbes com perda de funcdo na sequéncia codificadora (4
mutacOes nonsense, 13 frameshift e 22 missense) e uma delecdo do promotor (c.-

150 -147delTCAG) encontravam-se descritas em 89 pacientes com PPC (Figura 4).
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As variantes frameshift resultaram na traducdo de proteinas truncadas pela
criacdo de codons de terminacdo prematuros. Digno de nota que as mutacdes
frameshift identificadas em quase um terco dos pacientes (n=27) localizam-se em uma
regido rica em citosina entre os nucleotideos 476 e 482, o que confirma este local

como um hotspot génico.

A maioria das mutagfes missense exibiram predicdo patogénica pela andlise
in silico. Destas, seis encontravam-se localizadas no dominio C3HC4 da proteina e
cinco em dominios C3H1 (figura 4), que estdo relacionados com a atividade de E3 -

ubiquitina ligase e ligacdo ao RNA, respectivamente.

Prol60Cysfs*14

Prol61Argfs*10 Pro211leufs*16 Gly312Asp

Prol61Argfs*16  Arg213Glyfs*73 Met315Val

Ala162Glyfs*14 GIn226Thrfs*6 Arg328Cys Ser396Arg

Ala162Glyfs*15 GIn226Pro Cys340Gly Cys410TYr
Glu229Argfs*3 Arg345His Phed17lle
Lys233Asn Met268Valfs*23 Arg351Serfs*44 Arg3655er His420GIn

R

1 95 122 238 265 266 293 31 365 394 423 507 aa

Do Jot ] 1 I B

lle100Ph Glu298*
Pro30Leu ¢ . 1e204Thr Gln2s1* Pro373Leu Argd77Gin

*
Arg6sHis Glulll Arg382Cys

H148Tfs*23 Tyr246Cys Tyr391*
Gly250Glu
Glu256Glyfs*36

Figura 4 - Representacdo esquematica da proteina MKRN3 humana com a localizagdo das mutacdes
descritas. A numeracgao (1-507) corresponde a sequéncia dos aminoacidos na proteina. As mutagdes
missense estdo assinaladas em azul, as nonsense em preto e as mutagdes frameshift em vermelho.
Notavelmente, 36% (14 de 39) das mutagbes estéo localizadas entre dois dominios C3H1 na porgéo
amino-terminal da proteina, sendo a maioria delas do tipo frameshift. O dominio C3HC4 é outra regido
onde as mutac¢des tendem a se agrupar e nesse local, observa-se o predomino de mutagdes missense.

Seis variantes missense apresentaram predicdo benigna pela analise in silico:
p.llel00Phe, p.lle204Thr, p.GIn226Pro, p.Lys233Asn e p.Ser396Arg, descritas em

meninas coreanas (43), e p.Arg477GIn, identificada em uma menina taiwanesa(83).

Outros mecanismos geneéticos ou epigenéticos que poderiam interromper a
expressao de um imprinted gene, como variacdes no numero de copias ou alteracdes
do padrao de metilagdo do locus 15911 n&o foram detectados (34,39), embora n&o

tenham sido amplamente investigados.
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3.3.4 Prevaléncia de Mutagées no MKRN3

A prevaléncia geral combinada de mutagdes no MKRN3 nos pacientes com PPC
foi 9,0% (IC95% 0,04-0,15, 12 80,91%, P=0,00; Figura 5). Curiosamente, a prevaléncia
de mutacdes foi menor nos paises asiaticos (2,0%, 1C95% 0,01-0,04, |12 0,0%) do que

nos paises ndo asiaticos (11,0%, 1C95% 0,04-0,21, 1281,31%; Figura 6).

Author, year ES (95% CI) % Weight
Abreuetal., 2013 ! 0.38(0.23,0.55) 7.41
Aycan etal., 2018 —_—— 0.05(0.01,0.25) 6.23
Bessaetal., 2016 i 0.20(0.07,0.45) 565
Dimitrova et al., 2016 . 0.20(0.06,0.51) 4.65
Grandone et al., 2017 —— 0.05(0.02,0.14) 852
Grandone et al., 2017 e 0.00(0.00,0.18) 5.96
Kansakoski et al., 2015 —_—— 0.03(0.01,0.17) 7.20
Leeetal, 2015 -— 0.03(0.01,0.05) 9.85
Lin et al., 2015 —_— 0.03(0.01,0.08) 9.21
Macedo et al., 2014 - 0.04(0.02,0.07) 9.75
Nishioka et al., 2017 - 0.07(0.01,0.30) 565
Ortiz-Cabrera et al., 2017 —t—-— 0.05(0.01,0.24) 6.35
Schreiner et al., 2014 . 0.29(0.12,0.55) 548
Simon et al., 2016 i 0.30(0.19,0.45) 8.10
Overall (12=80.91%, p=0.00) C::- 0.09(0.04,0.15) 100.00
T T T T T T
2 0 2 A4 8 8

Figura 5 - Prevaléncia geral estimada de mutagcbées MKRN3 em individuos com PPC previamente
classificada como idiopatica
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Author, year ES (95% CI) % Weight
Non-Asian

Abreu et al., 2013 + 0.38 (0.23,0.55) 7.41
Aycan et al., 2018 —_— 0.05 (0.01, 0.25) 6.23
Bessa ef al., 2016 0.20 (0.07,0.45) 565
Dimitrova et al., 2016 0.20 (0.06, 0.51) 4.85
Grandone et al., 2017 —— 0.05 (0.02,0.14) g.52
Grandone et al., 2017 _— 0.00 (0.00, 0.18) 586
Kansakoski et al., 2015 —_—— 0.03 (0.01,017) 7.20
Macedo of al., 2014 b 0.04 (0.02,007) 975
Ortiz-Cabrera et al., 2017 —_—— 0.05 (0.01,0.24) 6.35
Schreiner et al., 2014 - 0.29 (0.12,055) 548
Simon et al, 2016 —— 0.30 (0.19,045) 8.10
Subtotal (1"2=81.31%, p=0.00) i 0.11(0.04,021) 75.29
Asian

Lee ef al., 2015 -~ 0.02(0.01,0.05) 885
Lin ef al., 2015 ——— 0.03 (0.01,0.08) 921
Nishioka et al., 2017 0.07 (0.01,0.30) 565
Subtotal (1*2=%, p= ) <> 0.02 (0.01, 0.04) 24.71

Heterogeneity between groups: p = 0.04
Cwverall (1*2=60.91%, p=0.00) i 0.09 (0.04, 0.15) 100.00

T T T T T T
-2 1] 2 4 & E-]

Figura 6 - Prevaléncia estimada de mutagdes no MKRN3 em pacientes com PPC de paises asiaticos
e nao-asiaticos.

Considerando-se a variacdo na prevaléncia de acordo com distribuicdo geogréfica,
os estudos de paises asiaticos ndo foram incluidos na andlise conforme a histoéria
familiar. A prevaléncia estimada de mutagcbes no MKRN3 nos pacientes com PPC
familiar foi 19,0% (IC 95% 0,05-0,36, 12 69,16%) e nos casos esporadicos 2,0% (IC
95% 0,01-0,04, 12 0%) (Figura 7).

Por fim, na andalise baseada no sexo, a prevaléncia estimada de mutacdes nos
pacientes do sexo masculino foi maior do que no sexo feminino (22,0%, 1C95% 0,0-
0,62, 1270,19, versus 7,0%, IC95% 0,03-0,13, 12 77,73), respectivamente. (Figura 8).



%

Author, year ES (95% CI) % Weight
Familial .

Abreu et al., 2013 i _— 0.38(0.23,0.55) 7.82
Aycan et al., 2018 —— 0.05(0.01,0.25) 7.04
Bessa et al., 2016 1 0.75(0.30, 0.95) 385
Grandone et al., 2017 — 0.09(0.02,0.27) 7.35
Grandone et al., 2017 : 0.00 (0.00,0.49) 3.85
Macedo ef al., 2014 . 0.00 (0.00,0.66) 2.61
Ortriz-Cabrera et al., 2017 L ——— 0.00(0.00,0.39) 4.70
Schreiner et al., 2014 H -~ 0.29(0.12,0.55) 6.48
Simon et al., 2016 \ —_— 0.46 (0.30,0.64) 7.64
Subtotal (1"2=69.16%, p=0.00) ==t == 0.19 (0.05, 0.36) 51.34

1

Sporadic .

Bessa et al., 2016 —_— 0.00(0.00, 0.26) 6.00

Dimitrova et al., 2016 1 0.20(0.06,0.51) 5.80

Grandone et al., 2017 -~ 0.03 (0.00, 0.14) 8.00
t-—f—
=

Grandone et al., 2017 0.00(0.00,0.23) 6.34
Macedo et al., 2014 0.04 (0.02,0.07) 9.10
Ortriz-Cabrera ef al., 2017 PR — 0.07 (0.01,0.31) 6.48
Simon et al., 2016 —_— 0.06 (0.01,0.26) 6.85
Subtotal (1"2= 0.00%, p=0.54) > 0.02 (0.00, 0.05) 48.66

Heterogeneity between groups: p = o,oqz
Overall (1\2= 77 .99%, p= 0.00)  =arl == 0.10 (0.03, 0.19) 100.00

Figura 7 - Prevaléncia estimada de mutagbes no MKRN3 de acordo com a histéria familiar.

Author, year ES (95% Cl) % Weight
Male ;
Abreu et al., 2013 ; = 1.00(0.57,1.00) 7.41
Aycan et al., 2018 | 0.50(0.09,091) 6.23
Bessa et al., 2016 —_— 0.20 (0.07,045) 5,09
Macedo et al., 2014 —_— 0.00(0.00,0.32) 3.84
Nishioka et al., 2017 0.00(0.00,0.43) 297
Ortiz-Cabrera et al., 2017 — 0.00 (0.00,0.79)  1.09
Schreiner et al., 2014 ! - 0.50 (0.09,0.91) 1.67
Simon et al., 2016 - 0.00 (0.00,0.79) 1.09
Subtotal (1"2=70.19%, p=0.00) e 0.22 (0.00, 0.62) 20.38
Female ;
Abreu et al., 2013 1 —_— 0.30(0.16,0.48) 6.14
Aycan ef al., 2018 D — 0.00(0.00,0.18) 5.33
Dimitrova et al., 2016 0.20 (0.06,0.51) 429
Grandone et al., 2017 —_— 0.05(0.02,0.14) 7.19
Grandone et al., 2017 — 0.00 (0.00, 0.18) 5.33
Kansakoski et al., 2015 —_— 0.03 (0.01,0.17)  6.26
Lee et al., 2015 -— 0.03(0.01,0.05) 8.08
Lin ef al., 2017 -— 0.03(0.01,0.08) 1.09
Macedo et al., 2014 - 0.04 (0.02, 0.07) 8.00
Nishioka et al., 2017 —_—_—— 0.10(0.02,0.40) 4.29
Ortiz-Cabrera et al., 2017 —— 0.05(0.01,025) 5.54
Schreiner et al., 2014 } 0.25(0.09,053) 4.65
Simon et al., 2016 ‘ —_—— 0.31(0.20,0.46) 6.87
Subtotal (1"2=77.73%, p=0.00) ko= 0.07 (0.03,0.13) 79.62

Figura 8 - Prevaléncia estimada de mutagbes no MKRN3 de acordo com o sexo.
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4 PARTE Il - INVESTIGACAO DE ALTERACOES GENETICAS EM PACIENTES
COM PPC

4.1 OBJETIVOS

4.1.1 Objetivos Gerais

Investigar alteracdes genéticas relacionadas a PPC idiopéatica, com énfase no
rastreamento de mutacdes no gene MKRN3, em individuos com PPC inicialmente
classificada como idiopética atendidos nos ambulatérios de Endocrinologia Pediatrica
do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e do Hospital da Crianca de Brasilia José
Alencar (HCB).

4.1.2 Objetivos Especificos

e Investigar a presenca de mutacées no MKRN3 e estimar a sua prevaléncia
entre os individuos com PPC inicialmente classificada como idiopatica
atendidos nos ambulatérios de Endocrinologia Pediatrica do HUB e do HCB.

e Comparar as caracteristicas clinicas e bioquimicas dos individuos com e sem
mutacBes no MKRN3, para se tentar estabelecer possivel relacdo gendtipo —

fendtipo.

e Investigar a presenca de muta¢cdes nos genes que codificam a kisspeptina e
seu receptor (KISS1 e KISSI1R, respectivamente) em uma amostra de
pacientes sem mutacdes no MKRN3 detectadas pelo sequenciamento

automatico.
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Investigar a possibilidade de mutacdo com ganho de fungdo no GNRHR em um
caso especifico de PPC idiopatica de inicio precoce e refrataria ao tratamento

convencional em crianca do sexo masculino.

Comparar a frequéncia alélica dos SNPs encontrados nos genes MKRNS3,
KISS1 e KISS1R entre os individuos com PPC e a populacéo geral, utilizando-
se como grupo controle o banco de dados do EXAC (Exoma Aggregation

Consortium).

Investigar a presenca de variagdes do numero de copias (CNV) cromossémicas
em pacientes com PPC idiopatica associada a malformac¢des congénitas ou
dismorfismos adicionais, nos quais mutacées no MKRN3 ndo tenham sido

identificadas pelo sequenciamento automatico.
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4.2 METODOS

4.2.1 Participantes do Estudo

Os individuos com PPC inicialmente classificada como idiopatica foram
recrutados nos ambulatérios de Endocrinologia Pediatrica do HUB e do HCB. O
diagnéstico da PPC foi realizado conforme os seguintes critérios: desenvolvimento
dos caracteres sexuais secundarios antes dos 8 anos de idade nas meninas e antes
dos 9 anos nos meninos, aumento da VC, avango da |0, concentragao de LH basal
e/ou apos estimulo com GnRH ou analogo de longa duracdo na faixa puberal e

auséncia de anormalidades neurolégicas.

Os dados clinicos relevantes, tais como idade de inicio da puberdade, idade ao
diagndstico, resultados dos exames laboratoriais e radiolégicos foram obtidos a partir
da andlise retrospectiva dos prontuarios. Os caracteres sexuais secundarios foram
classificados de acordo com os critérios clinicos de Marshall e Tanner (4,5). A 10 foi
determinada através da realiza¢do de radiografias da méo e punho ndo dominante
pelo método de Greulich e Pyle e considerou-se avanco a diferenca de ao menos 1

ano acima da idade cronoldgica (85).

As concentragbes de LH e FSH foram determinadas por método
imunofluorométrico (IFMA), imunoquimioluminescéncia (ICMA) ou
eletroquimioluminescéncia (ECLIA) e as concentracdes de testosterona e estradiol por
quimioluminescéncia. As concentracdes de LH basal > 0,6Ul/L (IFMA) ou > 0,3UI/L
(ICMA ou ECLIA) em ambos os sexos foram consideradas puberes (14). Nos casos
em gue o resultado do LH basal foi pré-pubere, procedeu-se a dosagem de LH apés
estimulo com GnRH (100ug por via intravenosa no tempo zero, com coleta de sangue
nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos) ou 2 horas apoés a aplicacdo do analogo do
GnRH de longa duracédo. O ponto de corte do pico de LH adotado para o diagnostico
de PPC foi > 5,0 U/L (ICMA) no caso do estimulo com GnRH e > 8 Ul/ (ECLIA) no
teste com o analogo do GnRH (2,14,85).

A ultrassonografia pélvica das meninas € (til na avaliacdo da forma, do
comprimento uterino e do volume ovariano. O UuUtero com aspecto piriforme,

comprimento superior a 3,4 cm e aumento da espessura endometrial foi indicativo de
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estimulac&o estrogénica persistente. Os ovarios com volume superior a 1,8 cm? foram

considerados como indicativos de estimulacdo gonadotrofica (14,85).

A avaliagdo por imagem do SNC, atraves da realizagdo de RM de encéfalo ou
sela turcica, foi realizada rotineiramente nos sujeitos do sexo masculino e nas meninas
com idade de inicio da puberdade inferior a 6 anos. O exame de imagem do SNC néo
foi realizado rotineiramente nas meninas aparentemente higidas, com inicio da
puberdade entre 6 e 8 anos de idade e sem quaisquer sinais ou sintomas neurolégicos
associados (15-17,85).

A resposta ao tratamento foi considerada satisfatoria quando foi observada
reducdo da VC e da maturacdo Ossea, estabilizacdo ou regressao dos caracteres
sexuais secundarios e valores de gonadotrofinas e esteroides sexuais dentro da faixa
pre-puberal. Um pico de LH obtido 2 horas apés estimulo com o analogo de GnRH
de longa duracgdo < 4,0Ul/L (ICMA, ECLIA ou IFMA) foi considerado indicativo de
bloqueio puberal adequado (14).

Foram excluidos os pacientes com as seguintes condicbes: alteracdes
anatdmicas no SNC como hidrocefalia, esquizencefalia ou tumores, encefalopatia
cronica ndo progressiva (sequela de anodxia perinatal), pubarca isolada precoce ou
telarca isolada precoce, puberdade precoce periférica (producdo de esteroides

independente de gonadotrofinas) e antecedente de radioterapia do SNC.

4.2.2 Consideragdes Eticas

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (CEP/FS-UnB),
conforme parecer consubstanciado 1.140.009 emitido em 08/07/2015, e pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Fundacio de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude,
Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal (FEPECS/SES-DF), conforme o
parecer consubstanciado 1.152.221 de 13/07/2015(Anexos | e 1l). A aprovagao seguiu
as recomendacdes da resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, Ministério
da Saude.
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Todos os patrticipantes foram incluidos mediante a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecidos (TCLE) pelos seus pais ou responsaveis legais.
Adicionalmente, também foi obtida a assinatura do Termo de Assentimento Livre e
Esclarecido (TALE) pelo menor (Apéndices 5 e 6, respectivamente).

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

4.2.3.1 Extragdo e Quantificagdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido de leucocitos obtidos a partir de uma aliquota de
sangue colhido por pun¢éo venosa periférica em um tubo contendo o anticoagulante
EDTA.

Nas amostras de sangue de quatro pacientes, a extracdo do DNA foi feita pelo
método de extracdo a sal, a partir de protocolo adaptado de Miller e colaboradores
(86). Nos demais individuos, procedeu-se a extracao utilizando-se o kit de extracao
de DNA de alta pureza DNA QIAmp Kit® (Qiagen), conforme as orientacdes do

fabricante.

A quantificacdo e a pureza do DNA extraido foi avaliada utilizando-se o
espectrofotometro NanoVue Plus (GE Eletronics®), que quantifica acidos nucleicos a
um comprimento de onda de 260nm. A pureza do DNA pode ser avaliada pela razéo
entre a quantificacdo a 260nm e 280nm (que corresponde a absorbancia para
proteinas). Quando a razdo se mostrou superior a 1,7, a pureza do DNA foi
considerada satisfatoria. As amostras foram armazenadas a -20°C para a posterior

utilizacao.

4.2.3.2 Amplificagéo dos Genes de Interesse por Reacdo em Cadeia da Polimerase

O gene MKRN3 foi amplificado pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando-se trés pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos
(Tabela 6), em todos os participantes do estudo.

A sequéncia codificadora dos genes KISS1 e KISS1R, bem como as juncdes entre

0s exons e introns, foram amplificadas por PCR em um subgrupo de pacientes sem
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mutacBes patogénicas no gene MKRN3. O gene que codifica o receptor do GnRH
(GNRHR) foi estudado em um menino com PPC idiopética de inicio precoce e
refrataria ao tratamento convencional, no qual muta¢gdes nos genes MKRN3, KISS1 e
KISS1R nado foram encontradas. A tabela 7 mostra a sequéncia dos oligonucleotideos
utilizados para amplificacdo dos genes KISS1, KISS1R e GNRHR.

Cada reacao unitaria de amplificacéo foi realizada em um volume final de 50uL,
contendo 100ng de DNA genbmico, 1,25pmol de cada primer e 25uL do kit GoTag®
green master mix (Promega®). As condi¢cdes de amplificacdo de cada gene sédo

mostradas na tabela 8.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
corados com brometo de etidio (0,5 ug/mL) e visualizados através de luz ultravioleta
para confirmacédo da amplificacdo do produto de interesse. Foram aplicados 8uL do
produto de PCR em cada poco do gel de agarose e, para a definicdo dos pesos
moleculares, foram utilizados 4pL do marcador de peso molecular 1kb plus

(Invitrogen®).

Posteriormente, procedeu-se a purificacdo dos produtos de PCR com a utilizacao
do kit QIAquick PCR purification (Qiagen®), de acordo com as orientacdes do
fabricante. Os produtos de PCR purificados foram enviados para sequenciamento
automatico bidirecional pelo método de Sanger, com a utilizacdo dos mesmos primers

da reacéo de PCR.

A sequéncia referéncia de cada gene foi obtida do Ensembl e os resultados do
sequenciamento foram analisados com o auxilio do software Sequencher v.5.0 ou 6.0

(Gene Codes Corporation®).
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Tabela 6 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplificagcdo do MKRN3

GENE

Primer (5> 3")

Tamanho do produto

MKRN3 Fragmento 1
Fragmento 2

Fragmento 3

1F:
1R:
2F:
2R:
3F:

GCCTCAAGCCCATAAAGAAA
AGCCATCTGCTTCCTCTCAG
GGCATTTGGACAAAGCAGA
CACTGGGAATGACCAATTC
CCAATTGCAACCATTCCTTC

3R:CACCATAATCCTAGGGGGAAA

774pb
847pb

784pb

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

Tabela 7 - Sequéncia dos oligonucleotideos para amplificacdo dos genes KISST,

KISS1R e GNRHR

GENE Primer (5> 3) Tamanho do produto
KISS1*
Exon 2 2F: CAGATCCTGTGCCTGACCT 238pb
2R: TTGCAACAACCCACTTGCT
Exon 3 3F: GTGTTGCAAAGCCATCTTTC 500pb
3R: TCTTTTATTGCCTCGGGTTG
KISS1R
Exon 1 1F: GCTGGGTGAATAGAGGGC 722pb
1R: GGAGTTTGCGACCTCTAGC
Exon 2 2F: CCATCCTGCTGGTCACTCG 352pb
2R: CACTGCGGAGCGCACTCC
Exon 3 3F: TCTCAGACTCGGGGTATCAGC 486pb
3R: GAGCTATTGCGCCCATTTTCC
Exon 4 3F: GCATCTGGAAAATGGGCGC 817pb
4R: GGAAGGCGTAGAGCAGCG
Exon 5 5F: GGAGGACAGCAAGGCTGG 769pb
5R:AAACTGCACCGAACGTCACA
GNRHR
Exon 1 1F: ATGCACCAGAGACACAAGGC 655phb
1R:ACAGTACTTCCTTTGATAAGACCT
Exon 2 2F: AGAAGGCTAGCAGAGTACCA 600bp
2R: CCAGCAGAAACCATTTGCCA
Exon 3 3F: ACTTTGGCAGAAATAAGAGCA 635pb

3R: TTGAGGCTCTGAAGACTGAGTT

Exon 1 do KISS1 ndo codante; F: Primer foward; R: primer reverso; pb: pares de bases
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Tabela 8 - Parametros de amplificacao dos genes estudados

Gene Desnaturacdo Ciclos (desnaturacdo, anelamento Extenséo
inicial extensao) final
MKRN3
Fragmentos 1, 95°C 5min (95°C 30s; 56°C 30s; 72°C 1min) x 35 72° C 10 min
2e3
KISS1
Exon 2 94°C 5min (94°C 30s; 57°C 30s; 72°C 45s) x 35 72° C 10 min
Exon 3 95°C 10min (95°C 45s; 55°C 30s; 68°C 1min) x 35 72° C 10 min
KISS1R
Exon 1 95°C 5 min (95°C 45s, 58°C 45s, 72°C 1min) x 35 72° C 10 min
Exons 2,3e4  95°C 5min (95° 45s, 62°C 45s, 72°C 1min) x 35 72° C 10 min
Exon 5 95°C 5min (95°C 45s, 60C° 45s, 72°C 1min) x 35 72° C 10 min
GNRHR
Exons1,2e3 95°C 5 min (95°C 30s; 55°C 30s; 72°C 1min) x 35 72° C 10 min

4.2.4 Analise In Silico do Impacto de Polimorfismos de Nucleotideos Unicos Nao

Sinénimos

A predicdo da natureza patogénica das substituicbes ndo sindnimas de
nucleotideo Unico foi realizada através de softwares especificos, 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 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no software SPSS™ v.20 e o teste néo
paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para a comparacédo dos dados clinicos e
bioquimicos das pacientes com e sem mutacdes no MKRNS3, visto que né&o foi
observada uma distribuicdo normal dos dados. Considerou-se diferenca

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 Cromossomica por Microarranjo

A analise cromossbmica por microarranjo (CMA) permite detectar,
simultaneamente, microdele¢bes ou microduplicacdes em milhares de sequencias-
alvo do genoma humano, além de detectar regibes de perda de heterozigose ou
dissomias uniparentais. Esta técnica utiliza como alvo de hibridacdo um conjunto de
sondas (oligonucleotideos), com localizacdo previamente conhecida nos
cromossomos, organizados em um chip de DNA (GeneChip®).

A presenca de alteracdes cromossémicas submicroscopicas foi investigada com a
técnica da CMA em trés pacientes com PPC idiopatica com malformac6es congénitas
ou dismorfismos associados e sem mutacbes no MKRN3 detectadas pelo
sequenciamento automatico. Este estudo foi realizado no Laboratério de Genética da

UnB, com a colaboracao da professora Dra. Juliana Forte Mazzeu de Aradjo.

A CMA foi realizada utilizando-se a plataforma CytoScan® 750K Array (Affymetrix,
EUA) e as configuracbes disponiveis no GeneChip® Scanner 3000 7G System
(Affymetrix, EUA). Esta plataforma permite a deteccdo de CNVs por meio de
microarranjos de DNA formados por 550 mil sondas ndo polimorficas para CNVs de
regibes codantes e ndo codantes do genoma humano, cobrindo uma distancia média
de 4.1 Kb, e cerca de 200 mil sondas de SNPs. Desta forma, é possivel 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 representacdo esquematica das etapas envolvidas na
realizacdo da CMA. Resumidamente, as amostras do DNA gendmico foram digeridas
com a enzima Nspl e os fragmentos ligados com adaptadores especificos para a
posterior amplificagcdo por PCR. Na etapa subsequente, os produtos de PCR foram
purificados com esferas magnéticas, fragmentados com a enzima DNAse | e entédo
marcados com biotina. Na proxima etapa, o DNA biotinilado foi depositado em cada
um dos GeneChips® com os oligonucleotideos pre-arranjados. O GeneChip® com
DNA é incubado no forno de hibridacdo a 50°, durante 16 a 18 horas, a 60 rotacdes
por minuto. Apos a incubagédo, as amostras sdo lavadas e marcadas com fluoréforos

na estacdo automatizada de lavagem Fluidics Station 450. Por fim, 0os microarranjos
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sdo escaneados através do software Affymetrix GeneChip Command Console
(Affymetrix, EUA), para a detecc¢éo dos diferentes niveis de fluorescéncia emitidos por

cada sonda no GeneChip® e gerac¢éo dos arquivos com extensdo .CEL.(87)

Fragmentacdo, Hibridacdo
Marcagdo e aplicacdo Lavagem e Marcacdo Escaneamento e
no GeneChip das sondas hidridadas andlise dos dados
CytoScan 750k com fluoréforo

Digestao do DNA
gendmico, ligacdo,

amplificagdo

D S g O

‘ / Digestdo por Nsp /

B ——
_—

DNA paciente

Ligagao dos iniciadores para a
enzima TITANIUM Taq DNA
/ polymcrisc (Clontech, EUA)

——w  Purificagdo por atragdo
magenética

- . -d0 com biotina nos nucleotideos
Fragmentagio com Affymetrix / ‘ ,/ﬁnmac o com biolti ucleotideos

Y das extremidades do fragmento
fragmentation reagent (DNAse)
_) de DNA

— W

Figura 9 - Fluxograma simplificado da analise cromossémica por microarranjo. Adaptado da
referéncia 16.

Os dados dos arquivos .CEL foram entdo avaliados com o Chromosome
Analysis Suite Software (ChAS) verséo 3.0 (Affymetrix, EUA). Esse software converte
e normaliza os dados brutos, através da utilizagdo de algoritmos especificos, por meio
da combinacéo das fluorescéncias obtidas com os dados de fluorescéncia disponiveis
no banco de dados de referéncia. O software permite que os dados resultantes da
analise da hibridacdo sejam comparados com os dados gendmicos disponiveis em
banco de dados genémicos como o OMIM, RefSeq, Database of Genomic Variants (
DGV) e o DECIPHER (banco que compila dados sobre alteracdes patogénicas em
sindromes genéticas conhecidas, disponivel em https://decipher.sanger.ac.uk).

As CNVs encontradas foram categorizadas em benignas, patogénicas 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 classificacdo proposta por
Srebniak e colaboradores (89) (Tabela 9).

Tabela 9 - Classificagdo das variagdes de numero de cépias (CNVs) cromossdmicas

Classificacdo da CNV

Patogénica

Benigna

VOUS

VOUS, potencialmente benigna

VOUS, potencialmente patogénica

Descricao

A CNV é documentada como clinicamente significativa
em diversas publicagBes, mesmo que a sua penetrancia
e expressividade sejam variaveis. A alteracdo tem clara

relacdo com o fenétipo ou a indicacao clinica.

A CNV esta presente em grandes grupos controles de
individuos saudaveis e ndo parecem associadas a

nenhum quadro clinico.

A CNV representa um polimorfismo frequente (presente

em > 1% da populagédo geral).

N&o séo observadas na populagdo normal e contem
genes cujas fun¢des sédo pouco conhecidas e nédo se

sabe se 0s mesmos seriam sensiveis a dosagem.

A CNV nao tem genes no intervalo (mas seu tamanho

excede o critério adotado pelo laboratério).

E descrita em nimero pequeno de casos nas bases de
dados da populacéo geral, mas ndo representa um

polimorfismo frequente.

Sem evidéncia suficiente de patogenicidade. A CNV
contem gene no intervalo com funcéo bem definida e

relevante para os achados do paciente em questéo.

A CNV é descrita em poucos relatos de casos, mas com
breakpoint e fenétipo bem definido, que sao relevantes

para o caso em questao.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Caracterizacao Clinica dos Participantes do Estudo

Foram incluidos 63 pacientes com PPC inicialmente classificada como idiopatica:
57 (90,4%) meninas e 6(9,5%) meninos, 0 que representa cerca de 9 meninas
afetadas para cada menino acometido. Dos 6 pacientes do sexo masculino, 2 eram

gémeos monozigoticos.

A idade mediana de inicio da puberdade foi 6,3 anos ( variacdo de 0,1 a 7,8 anos)
nas meninas e 7,25 anos (variacdo 2,6 a 9,0 anos) nos meninos e a idade mediana
ao diagnostico 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 caracterizacdo geral das meninas e dos
meninos incluidos no estudo e o apéndice 7 detalha os paréametros de cada

participante.

MalformacBes congénitas, dismorfismos ou outras condigfes pré-existentes foram
infrequentes entre os participantes do estudo e incluiram cardiopatia congénita (
comunicacao 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 gémeos monozigoticos apresentavam antecedente de
hipospadia e hérnia inguinal corrigidas cirurgicamente na infancia, encurtamento e
deformidade angular do fémur e ambos evoluiram com policitemia no inicio da

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

Historia familiar de puberdade precoce encontrava-se presente em 18 (28,5%)
pacientes, dos quais quatro referiam histéria familiar de PPC do lado materno, trés do
lado paterno e nos demais o padrao de heranca ndo estava definido; 35 (55,5%)
apresentavam historia familiar negativa de PPC e em 10(16%) participantes os dados

sobre a historia familiar ndo eram conhecidos.

O exame de imagem do SNC ( RM) foi realizado em todos 0os meninos e nao foram
detectadas alteragbes no SNC em nenhum deles. Com relag&o as meninas, 32 foram
submetidas a avaliagdo por imagem do SNC e ndo foram constatadas alteracdes na

regido hipotalamica-hipofisaria em nenhuma delas. O exame de imagem foi
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considerado prescindivel em 25 meninas com inicio da puberdade entre 6 e 8 anos e

gue ndo apresentavam sinais ou sintomas neurolégicos associados.

A triptorrelina foi o analogo do GnRH utilizado para o tratamento na maioria dos
casos. Uma menina e 0s meninos gémeos monozigaticos ndo foram submetidos ao
bloqueio puberal pelo diagndstico tardio. Um menino, com inicio do desenvolvimento
puberal aos 2,6 anos e o diagnostico de PPC confirmado aos 3,6 anos, nao
apresentou resposta adequada a triptorrelina, mesmo com a sua administracdo
quinzenal, mantendo progressao dos caracteres sexuais secundarios, VC elevada e
avanco progressivo da I0. Nesse caso especifico, o cetoconazol, pelo seu potencial
efeito inibitério na esteroidogénese, foi associado ao esquema terapéutico na tentativa

de se frear a progresséo da puberdade.

Tabela 10 - Caracterizacao geral dos pacientes com PPC incluidos no estudo

Parametro avaliado Meninas (n=53%) Meninos (N=6)
Inicio da puberdade, anos 6,30 (0,1-7,8) 7,25 (2,6-9,0)
Idade ao diagnoéstico, 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)
10, anos 11,0(2,7-13,6) 11,65 (9,0-13,5)
AlO 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, cm?3 6,2(1,7-44,6) -

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

Parametros ao diagnostico da PPC. Dados expressos em mediana e amplitude (minimo e maximo);
IMC: indice de massa corporal; 10: idade 0ssea; AlO representa o avango da idade éssea ( diferenca
entre a IO e a idade -cronolégica); *InformacBes de 4 meninas ndo se encontravam
disponiveis.**Dosagem de LH pés-estimulo foi realizada em 21 meninas.
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4.3.2 Pesquisa de Mutagoes no Gene MKRN3

Mutacdes com perda de funcdo no MKRNS3 foram encontradas em 6 meninas
provenientes de 5 familias. Notadamente, nenhuma mutacdo foi detectada nos 6
pacientes do sexo masculino. Esses resultados representam uma prevaléncia geral
de mutacbes de 9,5% em nossa série. Considerando-se especificamente o sexo
feminino, a prevaléncia de mutagdes no MKRN3 foi 10,5%. Nos casos esporadicos
(histéria familiar de puberdade precoce negativa), as mutacdes no MKRN3 foram
encontradas em 3 de 35 pacientes, ao passo que nos casos familiares foram

encontradas em 3 de 18 individuos (Tabela 11).

Tabela 11 - Prevaléncia de mutagdes no MKRN3 nos pacientes com PPC do presente
estudo

Variavel Pacientes Pacientes Prevaléncia (%)
rastreados com mutacéo
Prevaléncia geral 63 6 9,5%
Sexo
Feminino 57 6 10,5%
Masculino 6 0 0%
Forma da PPC*
Esporadica 35 3 8,6%
Familiar 18 3 16,7%

* Pacientes com HF desconhecida de PPC ndo foram computados para o calculo de prevaléncia de

acordo com a forma da PPC.

A mutacédo c.482delC em heterozigose foi detectada em trés meninas nédo
relacionadas com PPC aparentemente esporadica. A delecéo da citosina nesse ponto
leva a alteracdo da sequéncia de leitura a partir do cédon 161, com geracdo de um
codon de terminacéo prematuro 10 codons adiante do ponto da delecéo, e resulta em
uma proteina truncada de 171 aminoacidos (p.Prol161Argfs*10). Esta mutacdo foi

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

Outra variante frameshift (475_476insC) foi encontrada em uma menina com
PPC que possuia uma irmd gémea dizigética ndo afetada e carreadora do alelo
selvagem. A inser¢cdo da citosina nessa posi¢ado leva a alteracdo da sequéncia de
leitura a partir do cédon 162 com a tradugcdo de uma proteina truncada
(p.Alal62Glyfs*14), e também foi previamente descrita (32,36).
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Por fim, a mutacdo missense em heterozigose c.982C>T, que leva a
substituicdo de uma arginina na posicao 328 da cadeia polipeptidica da proteina por
uma cisteina (p.Arg328Cys), foi encontrada em duas irmas afetadas. A mutacao
localiza-se no anel de zinco C3HC4 e a arginina nessa posicao é altamente
conservada entre as espécies. Essa mutacdo foi considerada patogénica pelas
predicdes 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)

p.Prol61Argfs*10
p.Alal62Glyfs*14

l |

p.Arg328Cys

238 265 266 293 311 365 394 423 507 aa

Figura 10 - Parte do cromatograma do sequenciamento do MKRN3 com as mutagdes encontradas no
presente estudo (A-D) e representacdo esquematica das mutagdes na proteina (E). (A) mostra parte
do alelo selvagem, no qual se visualiza uma sequéncia rica em citosinas representadas pelas letra C e
ondas azuis; (B) mostra a perda de uma citosina em heterozigose (c.482delC), com alteragdo da
sequéncia de leitura a partir do ponto da delecao; (C) mostra a inser¢éo de uma citosina (475_476insC),
que também é seguida de alteragdo na sequéncia de leitura; (D) painel superior mostra o alelo
selvagem e o painel inferior a mutagdo ¢.982C>T em heterozigose. (E) representagdo da proteina
MKRN3 com a localizagdo das mutagdes assinaladas. As mutagbes p.Pro161Argfs*10 e
p.Ala162Glyfs*14 localizam-se em uma regido rica em citosina entre dois dominios C3H1 na porgéo
aminoterminal da proteina (representados em azul); a mutagédo p.Arg328Cys localiza-se no anel de
zinco C3HCA4 (representado em vermelho).
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4.3.2.1 Fendtipo das pacientes com mutacdes no MKRN3

As meninas com mutagdo no MKRN3 exibiram o quadro caracteristico da
reativacdo prematura do eixo HHG, com desenvolvimento prematuro e progressivo
dos caracteres sexuais secundarios, aumento da VC e concentracdes puberes do LH
basal (Tabela 12). Quatro meninas apresentaram, ao diagnostico, telarca e pubarca
simultaneamente e em duas observou-se a presenca de telarca isoladamente.
Dismorfismos adicionais ou caracteristicas sindrbmicas especificas ndo foram
observadas em nenhuma delas. A menina (paciente 6, tabela 12) que possuia uma
irma gemelar dizigbtica apresentava antecedente de prematuridade (34 semanas) e
atraso do desenvolvimento motor ( adquiriu capacidade para marcha por volta dos 2

anos).

Nas meninas com mutac¢éo, a idade de inicio da puberdade variou de 3,0 a 7,0
anos, com meédia de 5,3 anos e mediana de 5,5 anos. A mediana do avanco da IO
(AIO) foi 3,7 anos, com variagdo de 0,1 a 4,9 anos. As medianas das concentracdes
basais de FSH e LH ao diagnostico foram 5,45Ul/L (variacdo 3,50 - 9,86UI/L) e
2,33UI/L ( variacao 1,32 - 5,54 UI/L), respectivamente ( Tabelas 12 e 13).

As meninas com mutacado foram tratadas com o analogo do GnRH triptorrelina.
O tratamento foi concluido em duas pacientes e as demais se encontram em uso da
medicacdo. Uma menina (paciente 5 - Tabela 12) necessitou de reducéo no intervalo
das doses (administracao da triptorrelina a cada 21 dias) para a obtencao do bloqueio
puberal adequado. As demais exibiram resposta terapéutica satisfatéria com o uso da

triptorrelina na dose padréo preconizada (3,75mg a cada 28 dias).
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Paciente Inicio Idade Tanner  Estatura Peso IMC 10 AlO FSH LH E Volume Sequenciamento
/ Familia puberal diagnéstico Z-score  Z-score Z- basal basal pg/mL uterino do MKRN3
score Ul/L ul/L (cm?) (cDNA/proteina)
1 3 59 M3P1 2,41 1,51 0,59 9,7 3.8 8,20 1,76 - 7,7 482delC /
Familia 1 p.Pro161Argfs*10
2 5 7,6 M4P2 -0,07 1,08 1,39 11,5 3,9 5,06 1,74 32 5 482delC /
Familia 2 p.Pro161Argfs*10
3 7 7,9 M3P2 1,9 2,69 2,63 11 3,3 5,84 3,20 63,3 32 €.982 C>T/
Familia 3 p.Arg328Cys
4 6 7,1 M2P2 1,57 2,35 2,11 10,5 3,6 9,86 2,90 76,8 4,95 €.982 C>T/
Familia 3 p.Arg328Cys
5 6 7,9 M3P1 0,11 0 -0,13 8 0,1 4,45 1,32 33 7,8 482delC /
Familia 4 p.Prol161Argfs*10
6 4,8 59 M4P2 2,8 2,08 1,31 10,7 49 3,50 5,54 42,1 13,8 475 _476insC
Familia 5 (Alal62Glyfs*14)

IMC: indice de massa corporal; 10: idade 6ssea; AlO: avango da idade 6ssea (diferenga entre a idade 6ssea e a idade cronolédgica); pardmetros ao

diagndstico da PPC
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As caracteristicas das pacientes com mutacdo no MKRN3 foram comparadas
as das meninas sem mutacdo. Os dados clinicos de quatro meninas nao se
encontravam disponiveis e, portanto, ndo foram incluidos na anélise comparativa. Nao
foi observada diferenca estatisticamente significativa na idade de inicio da puberdade
entre os dois grupos ( mediana 5,5 anos, com variacéao de 3,0-7,0 anos nas meninas
com mutacgao versus 6,7 anos, com variacao de 0,1-8,0 anos, P=0,074), contudo, as
meninas com mutacdo eram mais jovens ao diagndstico do que as pacientes sem
mutacéo (mediana 7,3 anos, variagao 5,9-7,9 versus 8 anos, variagao 1,5-10,0 anos,
respectivamente, P=0,014). Adicionalmente, as pacientes com mutacdo exibiram
concentracdes de FSH basal e estradiol mais elevadas além de maior AlO ( Tabela
13).

Tabela 13 - Comparagao das caracteristicas das meninas com PPC com e sem
mutacao no MKRN3

Mutacdes PPC
Parametro avaliado no MKRN3 (n=6) Idiopatica (n=47) P valor
Mediana (variac&o) Mediana (varia¢éo)
Inicio da puberdade, anos 5,5 (3,0-7,0) 6,7 (0,1-8,0) 0,074
Idade de diagnostico, 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 6ssea (10) 10,6(8,0-11,5) 11 (2,7-13,6) 0,782
AlO 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

Pardmetros avaliados ao diagndstico da PPC; IMC: indice de massa corporal; AlO: avancgo da 10
(diferenga entre 10 e idade cronoldgica); * P < 0,05 com o teste U de Mann-Whitney para comparagéo
entre 0s grupos
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4.3.2.2 Analise de Segregacgao Familiar

A analise de segregacédo familiar confirmou, como esperado pelo padrdo de
imprinting do MKRNS3, a heranca paterna do alelo mutado nas pacientes das familias
2, 3 e 5 (Figura 11). Nas familias 1 e 4, a mae era portadora do alelo selvagem, o
gue sugere a heranca paterna do alelo mutado. Contudo, nesses casos, 0 DNA dos

pais ndo estava disponivel para o estudo genético.

Familia 1 Familia2 Familia 3

1 2
p.Arg328Cys/W wr

1 2
p. Pro161Ar‘gvs'lONVT p.Arg328Cys/Wp Arg328Cys/WT

Familia 4 Familia 5

p.Ala162Glyfs™ 14/

3 3
I} 2 7 pProféiAgh™10WT 2 p.Ala162Glyls* 14T WTWT

. Afetado IEI Portador assintomatico I:I Ndoafetado  ? Gendtipo desconhecido

Figura 11 - Analise de segregacao familiar das meninas com mutacdo no MKRN3.

4.3.2.3 Polimorfismos Sindnimos no Gene MKRN3

Dois polimorfismos (SNP) sindbnimos no MKRN3 foram encontrados na
populacao estudada: c.90G>A (rs746453158) e c.663C>T (rs2239669).

O polimorfismo rs746453158 foi observado em heterozigose em uma paciente,

0 que corresponde a uma frequéncia alélica de 0,8% na nossa populacdo. Trata-se
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de polimorfismo raro, ndo descrito na base de dados do 1000Genomes e identificado
em somente 6 de 118.110 alelos do EXAC (frequéncia alélica 5.08e-05). Ja a variante
sinbnima ¢.663C>T (rs2239669) foi frequente, detectada em 26(41,3%) pacientes, dos
quais 6 eram homozigotos. Todavia, trata-se de variante comumente observada na
populacdo geral e a frequéncia alélica encontrada nos pacientes com PPC do
presente estudo (25,4%) foi comparavel a observada na populacéo geral controle do
banco de dados do EXAC (28,1%) (Tabela 14).

4.3.4 Pesquisa de Mutagoes nos Genes KISS7 e KISS1R

A avaliagéo da sequéncia codificadora do KISS1 foi realizada em 19 pacientes
(2 meninos, dos quais um dos gémeos monozigoéticos) e do KISS1R em 17 pacientes
(um menino). Todavia, nenhuma mutacdo que pudesse justificar a ocorréncia da PPC

foi encontrada nos casos avaliados.

No KISS1, a variante ¢.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 a substituicdo da prolina na posicdo 81 da cadeia polipeptidica da
kisspeptina por uma arginina (p.Pro81Arg). E considerada benigna de acordo com a
avaliacao in silico realizada com o PolyPhen e com o Mutation Taster, de forma que
nao parece afetar a atividade biolégica da kisspeptina. Adicionalmente, trata-se de

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

Duas meninas carreadoras da variante ¢.242C>G no KISS1, uma das quais
com inicio do desenvolvimento puberal nos primeiros meses de vida e o diagnostico
de PPC com 1,4 anos, também apresentavam a delecdo de uma adenina no ultimo
nucleotideo do éxon 3 (c.417delA / rs71745629). Essa delecao leva a substituicdo do
coédon de terminac&o por um triptofano (p.Terl39Trp) e resulta no alongamento da
cadeia polipeptidica da kisspeptina em seis aminoacidos. No entanto, também se trata
de variante frequente, cuja frequéncia alélica na populacdo geral do EXAC é 29,8%
(Tabela 14).

Com relacdo ao KISS1R, o polimorfismo sinbnimo 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 substituicdo do aminoacido alanina
por uma treonina na posi¢ao 189 da cadeia polipeptidica da proteina (p.Alal89Thr,
rs73507527), foi encontrada em heterozigose em uma paciente. No entanto, trata-se
de variante considerada benigna pela avaliagéo in silico e com frequéncia alélica de
1,2% na populacao geral do banco de dados do ExAC.

4.3.5 Pesquisa de Mutagoes no Gene GNRHR

O estudo do GNRHR foi realizado no menino com PPC de inicio precoce (2,6
anos) e refrataria ao tratamento padréo, no qual muta¢gdes nos genes MKRN3, KISS1
e KISS1R ndo foram encontradas. No entanto, nenhuma mutacdo deletéria ou
polimorfismos na sequéncia codificadora ou nas junc¢des exons-introns do GNRHR

foram encontrados.
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Tabela 14 - Frequéncia alélica dos polimorfismos de nucleotideos unicos encontrados nos genes MKRN3, KISS1 e KISS1R nos
pacientes com PPC em comparagdo com a populagao geral do banco de dados do ExAC.

Frequéncia nos Frequéncia na
Polimorfismo Gene Substituicdo Substituicao pacientes com PPC populacéo geral (EXAC)
nucleotideo aminoacido Total Numero Frequéncia Total Numero Frequéncia

de de alelos alélica de de alelos alélica

alelos alelos
rs2239669 MKRN3 ¢.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  ¢.242 C>G p.Pro81Arg 38 11 28.9%% 49.628 16.936 34.1%
rs71745629 KISS1 c.417delA p.Terl39Trp 38 4 10.5% 70.110 20.914 29.8%
rs10407968 KISS1IR C24A>G p.Gly8= 34 5 14.7% 7.738 2005 25.9%

rs73507527 KISS1IR ¢.565G>A p.Alal89Thr 34 1 2.9% 15.958 203 1.2%
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4.3.6 Alteragcoes Cromossémicas Identificadas Por Meio da Analise

Cromossoémica Por Microarranjo

Trés pacientes com PPC idiopatica sem mutacées no gene MKRN3 e com
dismorfismos adicionais ou malformacdes congénitas foram selecionados para a

investigacdo de CNVs cromossOmicas por meio da CMA, a saber (Tabela 15):

e Paciente 1 (P1): Menino com sobrepeso e transtorno do espectro autista
(TEA). Apresentou inicio do desenvolvimento puberal aos 8 anos e o
diagndstico de PPC foi confirmado aos 8,9 anos. O seu irmao mais novo, que
também apresentava TEA, posteriormente foi diagnosticado com PPC;

e Paciente 2 (P2): Menino com antecedente de hipospadia e hérnia inguinal
corrigidas cirurgicamente na infancia, além de deformidade angular e
encurtamento do fémur. Possuia irmdo gémeo monizogoético igualmente
afetado. Ambos evoluiram com policitemia na segunda década de vida.

e Paciente 3 (P3): Menina fruto de casamento consanguineo com cardiopatia

congeénita.
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Tabela 15 - Dados clinicos e laboratoriais ao diagndstico da PPC dos pacientes
selecionados para a CMA

Dados clinicos Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
Sexo M M F

Idade de inicio da 8,0 6,5 7,0
puberdade

Idade de diagnoéstico 8,9 10,2 8,2

Tanner 3 3 3

10 10 13 10,6

AlO 1,1 3 2,9

FSH basal 0,75 5,87 511

LH basal 0,8 1,87 29
Estradiol - - 30,22
Testosterona 2,06 4,64 -

Achados adicionais Sobrepeso e TEA Hipospadia, hérnia Cardiopatia congénita

inguinal, deformidade

do fémur, policitemia

Historia familiar Irm&o com TEA e PPC  Gémeo monozigdético Pais consanguineos
Mé&e com tracos com fendtipo similar (primos de 2° grau)
autisticos

Idade expressa em anos; Tanner descreve 0 estidgio do desenvolvimento genital (meninos ) ou
mamario (menina) ao diagndstico da PPC; 10: Idade 6ssea; AlO: avango da idade 6ssea, avaliado pela
diferenca entre IO e a idade cronoldgica.

No P1, foi detectada uma microdelecédo de 761kbp em heterozigose em 16p11.2,
considerada patogénica, e uma duplicacao de 363kbp em 18p11.22, considerada uma
variante de significado incerto (VOUS). As demais CNVs foram consideradas
polimorficas. O irm&o mais novo deste paciente, que também apresentava diagndstico

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

A regiao deletada em 16p11.2 engloba cerca de 40 genes e regido duplicada em
18p11.22 inclui trés genes (figura 12), dos quais alguns com funcéo na organizagéo
de microtubulos, regulagdo da transcrigdo, diferenciagdo celular, remodelacdo da
cromatina, fosforilacdo de proteinas, desenvolvimento do mesoderma, exocitose e
transmissao sinaptica ( Apéndice 8). No entanto, nenhum dos genes contidos nessas
regibes apresenta, até o momento, funcdo conhecida relacionada ao inicio do

desenvolvimento puberal. Digno de nota que o gene MAZ, que se localiza na regiao
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deletada em 16pl11.2, codifica uma proteina em dedo de zinco que mostrou ter

interacdo com a proteina MKRN3 (90).

* Microdelecdo em 16p11.2 (tamanho 761 kpb — 40 genes ) - Patogénica
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LOC606724, BOLA2B, BOLA2, SLX1B, SLX1A, SLXIA-SULT1A3, SLX1B-SULT1A4, SULT1A3, SULTIA4,
LOC613038, LOC388242, LOC440354, SLC7A5P1, SPN, QPRT, C16orf54, 2G16, KIF22, MAZ, PRRT2,

PAGR1, MVP, CDIPT, CDIPTAS1, SEZ6L2, ASPHD1, KCTD13, TMEMZ219, TAOK2, HIRIP3, INOSOE,
DOC2A, C160rf92, FAM57B, ALDOA, PPP4C, TBX6, YPEL3, GDPD3, MAPK3

* Microduplicacdo de 363 kbp at the 18p11.22 - VOUS

e piLZi g qii2 927 VRN @il 23 23
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Figura 12 - Representacdo das CNVs detectadas no P1. Painel superior mostra a representacao
esquematica do cromossomo 16, com a regido da microdelecéo (16p11.2) assinalada e a especificacéo
dos genes contidos no segmento da delec&o. Painel inferior mostra a representacdo esquematica do
cromossomo 18 com a regido da microduplicagdo assinalada e a especificagdo dos genes contidos no
segmento da duplicagéo. Figura adaptada de www.ensenbl.org.

No P2, foi detectada uma microduplicacdo de 155kbp no cromossomo 7, na
regido 7p5.2, onde estdo mapeados 3 genes (NFE2L3, HNRNPA2B1, CBX3), que foi
classificada como VOUS. Todas as outras variacdes no genoma foram categorizadas
como polimorficas. Interessantemente, NFE2L3 (Nuclear fator, erytroid 2 like 3) € um
coativador da transcricdo com funcao eritroide-especifica na ativagdo no gene da

globina (www.uniprot.org). HNRNPA2B1 tem acdo no processamento e splicing do

RNA e na regulacdo negativa da transcrigdo pela RNA polimerase Il e 0 CBX3 tem
acao nos processos biolodgicos de organizacéo e remodelacdo da cromatina resposta

celular a dano no DNA.


http://www.ensenbl.org/
http://www.uniprot.org/
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Figura 13 - Representagao grafica, visualizada pelo software ChAS versao 3.0 (Affymetrix, EUA), da
microduplicacdo (barra azul na parte superior) encontrada pelo exame de CMA no paciente P2,
afetando 155kbp da regido citogenémica de 7p15.2 (arr[hg19]7p15.2(26,108,941-26,264,299)x3), que
envolve os genes NFE2L.3, HNRNPA2B1 e CBX3.

Na P3, menina fruto de casamento consanguineo com cardiopatia congénita, a
CMA evidenciou mudltiplas regides no genoma de perda de heterozigose (LOH)

decorrentes da consanguinidade parental (figura 14).

-

Figura 14 - Representagéo grafica do cariétipo gerada pelo software ChAS v.3.0 (Affymetrix, EUA) pds
processamento dos dados da CMA da paciente 3. Os segmentos cromossémicos com LOH sao
registradas pelas barras de cor violeta ao lado de cada cromossomo.
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5 DISCUSSAO

A PPC é uma condicdo rara e com consequéncias adversas a saude fisica e
psicossocial da crianca (3,18). Ha evidencias que mostram que a incidéncia da PPC
estd aumentando em determinadas regides (91,92). As possiveis explicagbes para
este fato ndo estdo claras, mas acredita-se que possa ter relacdo com o aumento da

incidéncia de obesidade e a exposicdo a desreguladores endécrinos.

A identificagdo de novos genes relacionados ao controle do eixo reprodutivo e
0 conhecimento de causas monogénicas da PPC representa um campo fascinante na
endocrinologia, com o potencial de fornecer novas informacdes sobre a fisiologia que
podem ter repercussbes na conducdo da doenca, como por exemplo, no

desenvolvimento de novas alternativas de tratamento alvo-dirigidas (12).

A constatacdo de que um paciente apresenta uma causa genética para a PPC
€ relevante pois permitira o diagndstico precoce de outros membros da familia que
possam ser afetados, garantindo o inicio oportuno do tratamento, com potencial de se
minimizar as consequéncias negativas a saude. Adicionalmente, permitira o

aconselhamento genético adequado.

As mutacdes 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 prevaléncia geral estimada de mutacdes no MKRN3 foi de 9,0%
(1C95%:0,04-0,15). Interessantemente, foi constatada variagdo geografica, com
predominédncia de mutacfes nos paises ocidentais (prevaléncia estimada 11%,
IC95%: 0,04-0,21) e menor prevaléncia nos paises asiaticos (2%, 95% CI: 0,01-0,04),
0 que sugere variacdo genética de acordo com a etnia (75). Em dois estudos recentes
com a populacdo asiatica, cujas publicacdes foram posteriores a da meta-analise
realizada nesse estudo, alteracdes genéticas no MKRN3 foram infrequentes, o que

corrobora esses achados (93,94).

Nossa casuistica incluiu 63 pacientes com PPC inicialmente classificada como
idiopatica que foram rastreados para mutacdes no MKRN3, o que corresponde a
segunda maior série brasileira estudada. A série de Macedo e colaboradores, que

avaliou 215 pacientes, dos quais 207 do sexo feminino, representa a maior casuistica
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nacional e a segunda casuistica mundial (34). A série de Lee e colaboradores, que

incluiu 260 meninas coreanas, representa a maior casuistica mundial (43).

A maioria dos pacientes da nossa casuistica é do sexo feminino (57 meninas
versus 6 meninos), o que é esperado de acordo com a conhecida predominancia da
PPC no sexo feminino (1,12). Histéria familiar de puberdade encontrava-se presente
em 28,5% desses pacientes. Esta frequéncia foi proxima a descrita por De Vries
colaboradores que reportaram prevaléncia de 27,5% de casos familiares em um
estudo que incluiu 156 pacientes com PPC idiopatica(25). No entanto, deve-se
considerar que os dados da histéria familiar de 18 pacientes ndo se encontravam
disponiveis no presente estudo. Além disso, mesmo nos casos aparentemente
esporadicos, a histdria familiar paterna por vezes ndo era conhecida com preciséo,
de forma que ndo podemos descartar que a histéria familiar de PPC tenha sido

subestimada em nossa casuistica.

As mutagdes no gene MKRN3 foram encontradas em 6 de 57 meninas da nossa
casuistica, o que representa uma prevaléncia de 10,5%. Esta prevaléncia foi maior do
gue a observada no outro estudo com 207 meninas brasileiras, na qual a prevaléncia
de mutacBes no MKRN3 foi 3,9%(34). No entanto, deve-se considerar que na série
de Macedo e colaboradores foram incluidas meninas com PPC esporadica, o que
pode justificar a diferenca observada, visto que no trabalho atual foram incluidos tanto
casos familiares quanto esporadicos. Em outro trabalho com um namero significativo
de meninas italianas (n=60), a prevaléncia de mutagdes no MKRN3 foi 5%(41). Na
meta-analise realizada na primeira parte do estudo, a prevaléncia estimada de
mutacBes no MKRN3 no sexo feminino foi 7% (1C95%: 0,03-0,13)(75).

As mutagdes no MKRN3 parecem ser mais frequentes no sexo masculino e
foram descritas em 8 de 20 meninos (40%) com PPC idiopética (46). Curiosamente,
nenhuma mutagdo no MKRN3 foi detectada nos meninos (n=6) da nossa casuistica.
Na meta-analise da primeira parte do estudo, a prevaléncia estimada de mutacdes
no sexo masculino foi 22% (IC95%: 0,00-0,62), maior do que a encontrada entre as
meninas. Uma possivel explicacdo para essa diferenca ainda ndo € conhecida,
considerando-se que o MKRN3 se localiza num cromossomo autossémico. E digno
de nota que todos os meninos com mutacdo no MKRN3 previamente publicados
apresentavam historia familiar de PPC e este pode ter sido um fator de

confundimento, pois pode ter superestimado a prevaléncia de muta¢cdes na avaliagao
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pelo sexo. Assim, a identificacdo de mais meninos afetados € necessaria para se
esclarecer essa questdo. De toda forma, as evidéncias disponiveis reforcam a
importancia do rastreamento de mutagcdes no MKRN3 nos meninos, especialmente

naqueles com PPC familiar.

Nos casos familiares, as mutacdes no MKRN3 foram encontradas em até 33%
a 46% dos casos (32,39). Nessa casuistica, considerando-se especificamente os
casos familiares, as mutagcdes no MKRN3 foram encontradas em 16,7% dos casos.
Esta frequéncia foi proxima a observada na meta-analise da primeira parte do estudo,
na qual a prevaléncia estimada de mutacfes nos pacientes com PPC familiar dos
paises ocidentais foi 19,0% (IC 95% 0,05-0,36) com um nivel moderado de
heterogeneidade (12 69,16%). Possiveis fontes de variacdo podem ter sido
decorrentes dos diferentes critérios de sele¢cdo dos casos familiares e pequeno
tamanho da amostra em alguns estudos. Além disso, pelo padrdo de heranca de um
gene imprintado, no qual uma geracao pode nao ser afetada, a natureza familiar pode
passar despercebida se ndo for cuidadosamente investigada, de forma que a

prevaléncia nos casos familiares pode ter sido subestimada em alguns estudos.

Outro dado interessante € que mais meninas (n=88, considerando-se 0s 76
casos compilados na revisdo sistematica, 6 casos identificados nesse estudo e 6
casos posteriormente apresentados(93,95)) do que os meninos afetados (n=13) foram
identificados até 0 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 histéria pregressa e no rastreamento
genético, de forma que essa predominancia também pode refletir um sub-diagnostico
no sexo masculino (39,40). Outra explicacdo possivel poderia ser o déficit relativo de
meninos na prole de homens com muta¢cées no MKRN3, como observado por Simon
e colaboradores, que especularam que o0s espermatozoéides Y desses individuos
poderiam apresentar alteragdes funcionais (39). Na primeira parte do trabalho, foi
constatada que a prole de 41 homens com mutacées no MKRN3 consistiu de 68
(71%) meninas e 28 (29%) meninos, 0 que parece reforcar esta hipotese (75). No
entanto, a avaliacdo de um grupo maior de homens afetados se faz necesséria para

uma conclusao definitiva.
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5.1 CONSIDERACOES SOBRE O FENOTIPO

Em um paciente com PPC, ndo h& um sinal ou sintoma que seja patognomonico
da presenca de mutacdo no MKRN3. Os pacientes previamente descritos, assim
como as pacientes desse estudo, exibiram o quadro caracteristico da reativacao
prematura do HHG, com o surgimento precoce dos caracteres sexuais secundarios,
aceleracdo do crescimento, avancgo da IO e concentracdes puberes de LH basal e/ou
pés estimulo. Dismorfismos adicionais ndo foram encontrados nas pacientes desse
estudo e foram raros nos relatos prévios(32,34,38). Adicionalmente, critérios maiores
para o diagndéstico da SPW também ndo foram descritos em nenhum paciente até o
momento. Esses dados, em conjunto, reforcam o conceito de que as mutagdes no

MKRN3 se associam ao fenétipo de PPC ndo-sindrémica.

A idade mediana de inicio da puberdade nas meninas com mutacdo do
presente estudo foi 5,5 anos (variacao de 3,0 a 7,0 anos), proxima a observada em
outros estudos (32,39). Na analise agrupada realizada na primeira do trabalho, a idade
mediana de inicio da puberdade nas meninas de paises ocidentais foi 6.0 anos, com
variacdo de 3,0 a 7,5 anos (34,39,75). A idade mediana de inicio da puberdade
observada nessas meninas sugere que o tdnus inibitério sobre a secrecdo do GnRH
ocorre normalmente no periodo pré-puberal, mas seria perdido prematuramente,
levando a hipétese de que o MKRN3 néo seria crucial para a supressao do GnRH no
periodo da mini puberdade, mas tem papel na reativacdo dos pulsos na puberdade

propriamente dita (26,48).

Em nossa casuistica, as pacientes com mutacdo apresentaram, em
comparacao as pacientes sem mutag¢ao, menor idade ao diagndéstico (7,3 anos, versus
8,0 anos, respectivamente, P=0,014), além de concentracdes basais de FSH e
estradiol mais elevadas e maior AlO. Esses resultados sugerem a possibilidade de
evolucdo mais rapida da puberdade nas meninas com mutacdo. Concentracdo de
FSH basal mais elevada nas meninas com mutagdo também foi descrita por Macedo
e colaboradores (34), 0 que em conjunto com nossos achados, sugere que o MKRN3
poderia exercer efeito distinto na liberagdo das gonadotrofinas hipofisarias. Menor
idade ao inicio da puberdade foi descrita nas meninas com mutacdo por Simon e
colaboradores, mas outras diferencas nos parametros clinicos ou bioquimicos nédo

foram observadas (39). Portanto, estudos com maior numero de pacientes e com
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analise comparativa dos dados dos individuos com e sem mutacdo ainda sao
necessarios para se determinar as possiveis particularidades na apresentacéo clinica

e tentar estabelecer associa¢éo genotipo-fenotipo.

A andlise comparativa dos dados realizada na primeira parte do estudo
também revelou pontos interessantes sobre possiveis particularidades fenotipicas de
acordo com subtipo de mutacao, etnia/distribuicdo geogréfica e sexo. Os pacientes
com mutagbes missense exibiram idade mais elevada ao diagnéstico (7,72 anos,
versus 6,75 anos, P=0,028) do que os pacientes com muta¢des categorizadas como
mais graves, como as mutacdes que codificam proteinas truncadas e a delecéo do
promotor, o que sugere a possibilidade de progressdo mais lenta da puberdade com

as mutacdes missense.

As meninas de paises asiaticos também apresentaram, em comparacdo com
as meninas dos paises ocidentais, idade mais elevada ao diagnéstico de PPC
(mediana 8,0 anos versus 6,7 anos, P<0.001), concentragdo de FSH basal mais baixa
( mediana 3,0Ul;L versus 4,5UI;L, P=0,042) e tendéncia a idade mais elevada ao inicio
da puberdade (6,8 anos, versus 6,0, P=0,072).

Sabe-se que o inicio da puberdade é influenciado por fatores genéticos,
metabdlicos, 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), proxima a descrita na populacao europeia, na qual a idade da menarca é
aproximadamente 12,5 anos (98,99). Assim, acredita-se que as diferencas na
apresentacao das meninas asiaticas e de paises ocidentais ndo seriam explicadas
com base em fatores genéticos ou étnicos isoladamente, e a influéncia de fatores
metabdlicos, nutricionais e ambientais, como dieta ou exposi¢cao a desreguladores
enddcrinos, ndo pode ser descartada. Em particular, obesidade e adiposidade
corporal estdo associados ao inicio precoce da puberdade nas meninas (9,100,101).
Infelizmente, ndo foi possivel analisar possiveis diferencas no peso corporal pois essa
informacdo estava ausente na maioria dos estudos. Adicionalmente, fatores
metabdlicos e ambientais que teriam potencial de interagir nas vias de sinalizacédo do
MKRN3 ainda sdo pouco conhecidos. Outra possibilidade poderia ser atribuida ao
subtipo de mutacdes, visto que nas meninas de paises asiaticos observou-se o

predominio das muta¢cdes missense.
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Outro dado interessante é que o impacto das mutacdes 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 especifico para o
sexo versus 0,5 anos abaixo desse limite, respectivamente, P=0,001) e também
apresentaram concentracdo de FSH basal mais elevada e maior AlO. Como a
proporcao de individuos com estagio 3 ou 4 de Tanner ao diagndstico foi maior entre
0S meninos (76% versus 58% nas meninas), essa diferenca ndo parece refletir a
puberdade mais avangada nas meninas. A predominancia do FSH é descrita durante
a mini puberdade e a puberdade feminina, em comparacdo aos meninos (7,102).
Também foi observada diferenca na concentracao sérica de MKRN3 no periodo pre-
puberal, com os meninos exibindo valores cerca de 50% mais baixos do que as
meninas, e correlacdo negativa entre as concentracdes séricas de MKRN3 e
gonadotrofinas foi observada somente entre as meninas (49,50). Os mecanismos
subjacentes a essas diferencas ainda ndo sdo compreendidos e uma possivel acao
sexualmente dimorfica do MKRN3 ndo esta descartada. Interessantemente, diferenca
no fenétipo puberal de acordo com o sexo também foi observada em camundongos
em reposta a superexpressao do Mkrn3, com atraso puberal nas fémeas, fato nédo
constatado nos machos, o que também sugere que o Mkrn3 tenha um maior impacto

no sexo feminino (103).

Por fim, ainda ndo se sabe se as mutacdes no MKRN3 conferem maior risco
para o desenvolvimento de complicacdes metabdlicas na idade adulta, a semelhanca
do observado nas pacientes com mutagdes no DLK1 (55). Insuficiéncia ovariana
prematura foi descrita na avdo com mutacdo de uma menina italiana afetada (38).
Embora possa ser um achado incidental, disfuncdo gonadal € descrita na SPW
(104,105). O acompanhamento em longo prazo das pacientes afetadas sera
necessario para se avaliar a possivel associacdo com a ocorréncia de insuficiéncia

ovariana prematura e o risco de eventos adversos na idade adulta.

5.2 SOBRE AS MUTACOES ENCONTRADAS NO MKRN3 E O SEU POSSIVEL
MECANISMO DE ACAO

Mais de 30 mutacdes na sequencia codificadora do MKRN3 e uma delecéo

do promotor foram descritas. Mais recentemente, mutacbes em heterozigose na
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regidao promotora e uma mutagao na regidao 5’-UTR do gene foram descritas em sete
meninas nao relacionadas com PPC, o que reforca o papel de defeitos na regiao
regulatéria do MKRN3 no desenvolvimento da PPC (106).

As mutacdes, especialmente as frameshift, tendem a se agrupar em uma
regido rica em citosina entre os nucleotideos 476-482, que representa um hotspot
génico (3,26,75). As duas mutagdes frameshift (p.Alal62Glyfs*14 e pPro161Argfs*10)
identificadas em 4 meninas dessa casuistica localizam-se nessa regido. Ambas foram
previamente descritas e resultam na traducéo de proteinas truncadas (32,34,44), com

predicdo de impacto funcional deletério.

O anel de zinco C3HC4, responsavel pela atividade de ubiquitina-ligase, foi
identificado como outro local onde as mutacdes, especialmente as missenses, tendem
a se agrupar (75). Isso pode refletir a localizacdo de aminoacidos funcionalmente
importantes e que variantes nesta regido teriam maior probabilidade de causar efeitos
deletérios na funcéo da proteina. A mutacdo missense p.Arg328Cys, encontrada em
duas irmas afetadas da nossa serie, localiza-se neste dominio. Essa mutacao
apresenta predicdo de patogenicidade a avaliacao in silico e foi previamente descrita
em pacientes da Franca, Italia e Argentina, mas ndo na populacdo brasileira
(39,41,46).

Digno de nota que seis mutacdes missense detectadas em meninas asiaticas
apresentaram predicdo de benignidade pela avaliacdo in silico (43,82). Entretanto,
considerando o fenétipo das meninas com essas variantes, é razoavel assumir seu
papel na patogénese da PPC, mas estudos funcionais seriam necessarios para se

comprovar o possivel impacto funcional das mesmas.

Dois SNPs no MKRN3 foram encontrados em nossa casuistica: rs2239669 e
rs746453158. A frequéncia alélica do polimorfismo rs2239669 na nossa amostra foi
proxima a observada na populacdo geral controle do EXAC (25,4% versus 28,1%,
respectivamente). Ja o polimorfismo rs746453158, encontrado em uma menina, € um
polimorfismo raro, cuja frequéncia alélica na populacéo geral do EXAC foi muito baixa
(5.08e-05) e nado esta descrito na base de dados do 1000Genomes. Contudo, esse
polimorfismo sinbnimo localizado na por¢gdo aminoterminal da proteina difere dos
SNPs no MKRN3 previamente associados a idade da menarca (23,24) e

possivelmente ndo teve impacto no fenotipo.
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A auséncia de mutaces no MKRN3 em numero expressivo de meninos na
nossa amostra (N=6) sugere que outros mecanismos genéticos ou epigenéticos, ou
mesmo defeitos em outros genes ou em regides regulatérias poderiam estar
implicados. Notadamente, a possibilidade de muta¢cées no promotor ou na regido 5'-
UTR do MKRN3 néo foram investigadas. Adicionalmente, outros mecanismos que
poderiam levar a perda da expressdao de um gene imprintado, como alteracdes do
namero de copias e do padrdo de metilacdo, também ndo foram pesquisados e nao

podem ser descartadas, embora ainda ndo tenham sido descritos (34,39,93).

Embora a relevancia do MKRN3 na modulacdo do eixo HHG esteja
estabelecida, o0 seu mecanismo preciso de acao ainda nao foi esclarecido e estudos
funcionais para caracterizar o impacto funcional das muta¢cées missense ainda nao
estdo disponiveis (26). Estudos recentes com a utilizacdo de células tronco
pluripotentes humanas geneticamente modificadas e modelos animais nocautes com
avaliacao do transciptoma e proteoma trouxeram avangos no conhecimento a respeito
da interacdo do MKRN3 com outras proteinas e o seu possivel papel na plasticidade

neuronal hipotalamica (90,103,107).

Notadamente, observou-se que o MKRNS3 foi dispensavel para a diferenciacao
de neurdnios que expressam GNRH1 a partir de células tronco pluripotentes humanas
com o nocaute bi-alélico do MKRN3, e também néo alterou diretamente a expressao
do GNRH1 (90). Adicionalmente, foi constatado que a proteina MKRN3 interage com
cerca de 20 proteinas codificadas por genes associados ao inicio da puberdade,
dentre os quais o LIN28B, previamente associado a idade da menarca, o OTUD4, um
gene que codifica uma deubiquitinase e previamente associado com hipogonadismo
hipogonadotréfico (90,108), e com outros genes que codificam fatores de transcrigéo
do tipo dedos de zinco (ZNFs), os quais sao repressores da transcricdo que podem

ter papel na regulacao da puberdade (90).

Naule e colaboradores também n&do observaram diferenca na expressao
hipotalamica do Gnrh1l, Kissl, Tac2 e Tacl em camundongos com a delecao do alelo
paterno do Mkrn3 em comparacdo aos animais sem a delecdo. A analise do
transcriptoma e do proteoma do nucleo arqueado desses animais mostrou diferenca
na expressado de genes e proteinas envolvidas na organizacdo da matriz celular,
adesdo celular e transporte axonal que possuem efeito no controle do

desenvolvimento neuronal e plasticidade sinaptica (107).
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Em conjunto, esses resultados sugerem que o MKRN3 possa regular a
puberdade indiretamente, como um repressor genético da transcricdo através da sua
interagdo com outras proteinas envolvidas no desenvolvimento puberal, e também
possa atuar como um importante regulador da plasticidade neuronal hipotalamica
(90,107). Contudo, estudos adicionais ainda se fazem necessarios para a melhor
compreensao desses processos e dos mecanismos envolvidos no silenciamento do

MKRN3 precedendo o inicio da puberdade.

5.3 SOBRE A INVESTIGACAO DE MUTACOES NO KISS1, KISS1R E GNRHR

Nesse trabalho, a pesquisa de muta¢cdes no KISS1 e KISS1R foi feita em um
subgrupo de pacientes (19 e 17 pacientes, respectivamente) sem mutacfes no
MKRN3. Como o inicio da puberdade ocorreu ainda no primeiro ano de vida nos casos
nos quais as mutagdes no KISS1 e KISS1R foram descritas, procurou-se priorizar o
estudo desses genes nos pacientes com inicio precoce do desenvolvimento puberal,
como uma menina com telarca no primeiro més de vida e na qual a PPC foi
diagnosticada com 1,4 anos de idade e um menino com inicio do desenvolvimento
puberal aos 2,6 anos. Contudo, nenhuma mutac¢éo 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.Terl39Trp. A variante p.Pro81Arg apresenta predicdo de benignidade
a avaliacdo in silico e foi frequente na populacdo geral do EXAC (frequéncia alélica
34,1%); j& a mutacdo p.Terl39Trp resultara no alongamento da cadeia polipeptidica
da kisspeptina pela substituicdo do cédon de terminacéo por um triptofano. Contudo,
também se trata de variante frequente na populacao geral ( frequéncia alélica 29,1%),
de forma que a associacdo de ambas ndo parece tem relagdo com o fenétipo dessas

pacientes.

Embora o nimero de pacientes rastreados para mutacdes no KISS1 e KISS1R
tenha sido pequeno, nossos achados séo similares aos de outros estudos (109,110)
e reforcam que as mutacdes no sistema da kisspeptina, embora altamente relevante

do ponto de vista fisiopatologico, sdo causas muito raras da PPC.
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A possibilidade tedrica de mutacdo ativadora no GNRHR foi aventada no
menino que teve inicio da puberdade aos 2,6 anos de idade, visto a resposta
insatisfatoria ao bloqueio puberal com analogo do GnRH e a auséncia de mutacdes
no MKRN3, KISS1 e KISS1R. Todavia, nenhuma variante patogénica ou polimérfica
foi detectada, de forma que o0s possiveis mecanismo subjacentes a reativacéo
prematura do eixo HHG e a resposta inadequada ao tratamento padrdo ainda nao

estao claros.

5.4 SOBRE AS ALTERACOES CROMOSSOMICAS NOS PACIENTES COM
DISMORFISMOS ADICIONAIS

Ganhos ou perdas de material genémico, coletivamente conhecidos como
variacbes no numero de cépias (CNVs), podem envolver partes de genes, genes
inteiros, varios genes em sequéncia ou elementos regulatérios, alterando o balanco
biolégico da diploidia e dosagem génica. As consequéncias clinicas sao variaveis e
relacionam-se com a localizagdo, tamanho e 0s genes contidos no segmento
envolvido(111). Assim, as CNVs podem causar uma ampla variedade de fenotipos
especificos ou complexos, resultantes de alteracdes na dosagem normal dos genes,
como multiplas malformacgdes congénitas, deficiéncia intelectual (DI), transtornos do
neurodesenvolvimento e quadros dismorficos (87,112). No entanto, a presenca de
uma CNV pode ndo ter significado clinico e muitas podem representar variacdes
polimorficas benignas que contribuem para a variabilidade genética entre o0s
individuos(111).

A CMA permite a identificacdo de alteracdes no niumero de copias do genoma
com uma resolug¢do muito superior a analise citogenética padrao (cari6tipo com banda
G) e trouxe grandes avancos no conhecimento das alteracdes genéticas relacionadas
a muitas patologias (87). Contudo, considerando-se a presenca de CNVs benignas no
genoma e a descoberta continua de novas variantes, a avaliacédo do significado clinico

de uma CNV encontrada num contexto especifico pode ser um desafio.

As plataformas que combinam sondas para avaliacdo de CNVs e SNPs, como
a utilizada nesse trabalho, também permitem a identificacdo de longas sequéncias
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 multiplos cromossomos.
As dissomias uniparentais podem ter relevancia clinica se o segmento envolvido
contém genes imprintados e resultar no desenvolvimento de desordens de imprinting,
como a SPW e Sindrome de Temple (56). Ja a consanguinidade parental esta
associada ao risco aumentado de anomalias congénitas e doencas autossdmicas

recessivas (113).

Atualmente a CMA € considerada o teste citogenético de primeira linha na
investigacdo diagnostica de pacientes com DI, TEA e multiplas malformacdes
congénitas (87,112). CNVs com provavel associacdo causal também tém sido
reportadas em pacientes com outras condi¢cbes patolégicas como epilepsia,
esquizofrenia e transtorno bipolar, dentre outros (114). Contudo, dados sobre a sua
utilizacdo na avaliacdo de pacientes com PPC associada a quadros sindrémicos,
transtornos do neurodesenvolvimento ou com condicbes médicas pré-existentes

ainda sdo relativamente escassos.

Recentemente, Canton e colaboradores, em um estudo com 32 pacientes com
PPC associada a fenétipos complexos investigados por meio da CMA, identificaram 3
pacientes com dissomia uniparental maternal do cromossomo 14 ( Sindrome de
Temple), um paciente com a sindrome de Willians-Beuren e 7 pacientes, de trés
familias ndo relacionadas, com dele¢cdes 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 Gtil na
investigacdo de pacientes com PPC associada a malformacgdes congénitas,
dismorfismos adicionais ou transtornos do neurodesenvolvimento, nos quais
mutacdes no gene MKRN3 néo haviam sido detectadas. Assim, trés pacientes foram
selecionados para a investigagcdo por meio da CMA: uma menina com cardiopatia
congénita, um menino com autismo familiar e um menino com dismorfismos e

policitemia, o qual possuia um gémeo monozigoético igualmente afetado.

Na menina com PPC associada a cardiopatia congénita, a CMA revelou a
presenca de multiplos segmentos no genoma de LOH, decorrentes da
consanguinidade parental. Sabe-se que a consanguinidade estd associada a

aumento do risco de anomalias congénitas, 0 que possivelmente explica o caso em
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guestao, embora ndo tenha sido possivel se associar um determinado gene ou regiao

cromossOmica especifica ao fenotipo da PPC.

No menino com antecedente de hipospadia, deformidade esquelética e
policitemia, o qual possuia irmao gemelar monozigético com fenadtipo similar, a CMA
revelou uma microduplicacéo de 155kbp em 7p5.2, classificada como VOUS. A regido
duplicada engloba trés genes: NFE2L3, HNRNPA2B1 e CBX3. Interessantemente,
NFE2L3 (Nuclear fator, erytroid 2 like 3) € um coativador da transcricdo com fungéo

eritroide-especifica na ativacdo do gene da globina (www.uniprot.org). Desta forma,
especula-se que essa duplicacdo possa ter associacdo com a policitemia, mas seu

possivel papel no desenvolvimento da PPC ainda ndo pode ser estabelecido.

No menino com TEA, a CMA revelou uma microdelecdo de 761 kbp em
16pl1.2, considerada patogénica, e uma duplicacdo de 363kbp em 18pl1.22,
classificada como VOUS. Seu irmdo 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 cromossdmicas associadas (59,68). Contudo, dados especificos sobre
a prevaléncia de PPC nessa populacdo ainda néo estao disponiveis, de forma que
nao € possivel se determinar se seria uma associacdo fortuita ou uma condi¢céo

associada a um maior risco para o desenvolvimento puberal prematuro.

Microdelecfes ou microduplicacdes em 16pll.2 estdo associadas ao TEA, o
qgue justifica esse achado em ambos os irmdos (115). Sobrepeso ou obesidade,
usualmente de inicio da adolescéncia, anomalias vertebrais, crises convulsivas ou
epilepsia, discinesia e atraso da linguagem também podem ser observados nos
pacientes com a sindrome de microdelecdo 16p11.2 (116,117). A delecédo 16pl11.2
pode ocorrer de novo ou ser herdada de forma autossdmica dominante, como
suspeita-se que seja o0 caso, Visto que ambos os irmaos carreavam as mesmas CNVSs.
Como a mae apresentava tracos autisticos, suspeita-se da heranca materna da
delecdo 16pll.2, mas sera necessaria a realizacdo dos exames dos pais para se

comprovar a origem parental de cada CNV.

Embora a patogenicidade da delecédo 16pll1.2 ndo esteja em discussao, seu
possivel efeito na patogénese da PPC nao esta claro. A regido deletada contém cerca

de 40 genes, alguns com efeito na transmisséo sinaptica, regulacdo da transcricao,
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transporte de proteinas e ubiquitinagdo, mas nenhum com funcédo diretamente
relacionada ao controle do eixo HHG. Interessantemente, o gene MAZ, localizado na
regido deletada em 16p11.2 codifica um fator de transcricdo em dedo de zinco que
mostrou ter interacdo com a proteina MKRN3, embora as possiveis consequéncias
dessa interacdo ainda ndo sejam connhecidas (90). Os trés genes presentes na regiao
duplicada em 18p11.22 (ANKRD12, TWSG1 e RALBP1), classificada como VOUS,
também nao apresentam rela¢éo conhecida com o controle do eixo HHG.

A ocorréncia de PPC nos pacientes com a sindrome de delecdo 16p11.2 ndo
foi previamente descrita e pode representar uma manifestacéo fenotipica inédita, mas
ainda ndo se pode descartar que tenha sido incidental. Contudo, o fato do irm&o mais
novo, com mesmo genadtipo, ter evoluido com PPC, sugere possivel associacdo
causal. Digno de nota que as demais causas monogénicas de PPC nao foram
excluidas nesses casos especificos. Contudo, a possibilidade de muta¢des no KISS1
e KISS1R é improvavel, visto a sua extrema raridade na patogénese da PPC e a
idade de inicio da puberdade apresentada por esses meninos ( por volta dos 8 anos),
gue contrasta com a observada nos casos previamente descritos com mutacdes no
KISS1 e KISS1R (30,31). TEA néo foi observado nos pacientes com mutacdes no
DLK1, de forma que essa possibilidade também parece pouco provavel. Ainda assim,
nao seria possivel dizer se o fenotipo de PPC estaria relacionado a delecdo em
16pl11.2 ou a duplicacdo em 18p.11.22. Também ndo é possivel descartar algum
efeito aditivo decorrente da interacdo de ambas as variantes e estudos adicionais
ainda sdo necessarios para se tentar confirmar uma provavel associacdo causal entre

essas CNVs e o feno6tipo da PPC.

Especificamente com relacdo ao cromossomo 16, PPC também foi descrita em
um paciente com DI e dismorfismos leves que apresentava uma microduplicagdo em
16p13.3 (70) e puberdade precoce ou adiantada foi observada em 5/32 (16%)

pacientes com microdelecdes em 16q24.3(69).

E importante ainda considerar que alguns estudos sugerem que o valproato
ou outros anticonvulsivantes poderiam contribuir para o desenvolvimento puberal
prematuro, embora uma associacao definitiva ainda n&o tenha sido estabelecida
(118-120). Contudo, ndo h& descricdo 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 cromossdmicas nos pacientes com PPC associada a transtornos
do neurodesenvolvimento, malformacbes congénitas e/ou quadros sindrémicos.
Nesse contexto clinico, a CMA representa uma ferramenta util para a investigagcédo
diagnéstica. Embora em alguns casos ndo seja possivel tirar conclusdes definitivas
sobre causalidade entre as CNVs cromossomicas e o desenvolvimento da PPC, a
CMA tem o potencial de permitir a identificacdo de novos loci candidatos e também
podera trazer informacdes relevantes ao permitir a realizagdo de um diagndstico mais
preciso, com implicacBes para o seguimento do paciente e o aconselhamento genético

adequado.
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6 CONCLUSOES

Parte 1

Parte 2

De acordo com a meta-analise, a prevaléncia geral estimada de mutacdes
no MKRN3 nos pacientes com PPC foi 9,0% (IC 95%: 0,04-0,15).

Foi observada variacdo nas estimativas de prevaléncia conforme o sexo,
forma da PPC (familiar ou esporadica) e a distribuicdo geogréafica, com
maior frequéncia no sexo masculino, na PPC familiar e nos paises
ocidentais, respectivamente. No entanto, ndo podemos descartar que a
prevaléncia de muta¢cdes no sexo masculino tenha sido superestimada,

visto que todos 0s meninos afetados apresentavam PPC familiar.

Embora ndo tenha sido possivel estabelecer associa¢gdes gendtipo-fendtipo
definitivas em individuos com mutacbes no MKRN3 em comparacdo aos
sem mutacdo, a idade mais elevada ao diagnostico dos individuos com
mutacBes missense, em comparacao aqueles com mutacdes consideradas
mais graves (frameshift, nonsense ou delecdo do promotor), sugere a
possibilidade de progressdo mais lenta da puberdade com as primeiras.

As meninas foram afetadas mais precocemente, exibiram concentragao de
FSH basal mais elevada e maior AlO, o que sugere que o impacto das

mutacBes no MKRN3 é maior no sexo feminino.

Na nossa casuistica, a prevaléncia de mutagcdes no MKRN3 nas meninas
com PPC inicialmente classificada como idiopética foi 10.5%. Notadamente,

nenhuma mutacao foi encontrada no sexo masculino.

A auséncia de dismorfismos nos pacientes desta casuistica, associada a

baixa frequéncia de dismorfismos nos casos compilados na revisédo
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sistematica, corroboram o conceito de que as mutacées no MKRN3 estéo

associadas ao fenotipo de PPC néo sindrémica.

N&o foram identificadas mutacbes patogénicas no KISS1, KISS1R e

GNRHR nos pacientes rastreados.

As meninas com mutacao exibiram menor idade ao diagnostico, além de
concentracfes de FSH basal e estradiol mais elevadas e maior AlO, o que
sugere a possibilidade de progressdo mais rapida da puberdade nas

pacientes com mutacoes.

Alteracbes cromossdmicas foram detectadas nos trés casos que foram

submetidos ao estudo por meio da CMA.

Embora néo tenha sido possivel se estabelecer associacdo de causalidade
entre as CNVs encontradas e a ocorréncia da PPC, esses dados reforcam
que € importante se considerar a presenca de anormalidades
cromossOmicas nos pacientes com PPC associada a dismorfismos
adicionais, transtornos do neurodesenvolvimento ou quadros sindrémicos.
Nesse contexto, a CMA representa uma ferramenta Gtil na investigacéo

diagndstica.
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MKRN3 mutations represent the most common genetic cause of central precocious puberty (CPP) but
associations between genotype and clinical features have not been extensively explored. This systematic
review and meta-analysis investigated genotype-phenotype associations and prevalence of MKRN3
mutations in CPP. The search was conducted in seven electronic databases (Cochrane, EMBASE,
LILACS, LIVIVO, PubMed, Scopus, and Web of Science) for articles published until 4 September 2018.
Studies evaluating MKRN3 mutations in patients with CPP were considered eligible. A total of 22
studies, studying 880 subjects with CPP, fulfilled the inclusion criteria. Eighty-nine subjects (76 girls)
were identified as harboring MKRNS3 mutations. Girls, compared with boys, exhibited earlier age at
pubertal onset (median, 6.0 years; range, 3.0 to 7.0 vs 8.5 years; range, 5.9 to 9.0; P < 0.001), and higher
basal FSH levels (median, 4.3 IU/L; range, 0.7 to 13.94 IU/L vs 2.45 TU/L; range, 0.8 to 13.70 IU/L;; P =
0.003), and bone age advancement (ABA; median, 2.3 years; range, —0.9 to 5.2 vs 1.2 years; range, 0.0 to
2.3; P =0.01). Additional dysmorphisms were uncommon. A total of 14 studies evaluating 857 patients
were included for quantitative analysis, with a pooled overall mutation prevalence of 9.0% (95% CI, 0.04
to 0.15). Subgroup analysis showed that prevalence estimates were higher in males, familial cases, and
in non-Asian countries. In conclusion, MKRN3 mutations are associated with nonsyndromic CPP and
manifest in a sex-dimorphic manner, with girls being affected earlier. They represent a common cause of
CPP in western countries, especially in boys and familial cases.
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Precocious puberty is traditionally defined by the onset of progressive pubertal development
before the age of 8 years in girls and 9 years in boys. Central precocious puberty (CPP), also
known as gonadotropin-dependent precocious puberty, is a condition resulting from the early

Abbreviations: BA, bone age; CPP, central precocious puberty; E3, ubiquitin-protein ligase; MKRN3, makorin ring finger protein 3;
PWS, Prader-Willi syndrome.
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reactivation of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis [1, 2]. In the absence of central
nervous system abnormalities, CPP is classified as idiopathic, and it predominantly affects
girls. Idiopathic CPP is familial in as many as 27.5% of the cases, emphasizing the genetic
origin of this disorder [3].

The involvement of the makorin ring finger protein 3 (MKRN23) gene in the pathogenesis of
CPP was first described by Abreu et al. in 2013 after evaluating patients with familial CPP
using whole-exome sequencing [4]. Subsequently, mutations in MKRNS3 have been described
in multiple patients with CPP from different countries [5—16].

MEKRN3, previously known as ZNF127, 1s an intronless and imprinted gene located on
chromosome 15ql11-ql13, in the Prader-Willi syndrome (PWS) region [17]. Because of
maternal imprinting, only the paternal allele is expressed. Therefore, CPP can be ex-
pected only if the mutated allele is paternally inherited [2, 4, 18]. It encodes a protein
belonging to the Makorin family of zinc finger proteins with proposed ubiquitin-protein
ligase (E3) activity, based on its structure and on activity of the other members of the
makorin family. The findings of loss of function mutations in MKRNS3 associated with the
pattern of the hypothalamic Mkrn3 mRNA expression in mice suggest that MKRN?3 acts
to inhibit puberty initiation [4, 18], though its exact mechanism of action remains to
be elucidated.

Currently, MKRN3 mutations are recognized as the main genetic cause of CPP and appear
to be particularly common in familial cases (up to 33% to 46%) [7, 18], although no mutations
were described in the subgroup of Korean girls with familial CPP [12]. In the sporadic form of
CPP, the prevalence was 3.9% in a large cohort of Brazilian girls [5], however it was variable
in other reports, ranging from 0% to 20% in small cohorts of Italian and Bulgarian girls,
respectively [19, 20]. Thus, the exact prevalence of mutations in patients with CPP and
possible geographical differences worldwide has not been explored.

Patients carrying MKRN3 mutations exhibit typical clinical and biochemical features of
premature reactivation of the reproductive axis. Few studies compared data of patients
with and without mutations, and higher levels of basal FSH and an earlier age at pubertal
onset had been described among girls with mutations [5, 7], whereas affected boys exhibited
later pubertal onset in comparison with those with CPP and no mutations [15]. Thus, it
1s still not known whether their phenotype differs from those without mutations. There-
fore, we performed a systematic review and meta-analysis aiming to identify and
synthesize data on MKRN3 mutations in CPP, to investigate genotype-phenotype asso-
ciations, and to estimate the worldwide prevalence of MKRN3 mutations in patients with

idiopathic CPP.

1. Methods

The methodology of this systematic review was based on the recommendations of the Pre-
ferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses [21]. The protocol was
registered at the international prospective register of systematic reviews with the number

CRD42018095144 (http://www.crd.york.ac.uk/PROSPEROY/).
A. Eligibility Criteria

Observational human studies and clinical trials evaluating MKRN3 mutations in patients
with idiopathic CPP were considered eligible. Idiopathic CPP was defined by progressive
pubertal development before the age of 8 years in girls and 9 years in boys, pubertal basal
and/or GnRH-stimulated LH levels, advancement of BA as assessed by the Greulich and Pyle
method, and absence of central nervous system abnormalities on MRI.

Exclusion criteria were defined as follows: (1) review articles, letters, conference abstracts,
personal opinions, and book chapters; (i1) articles that were not in the Latin (Roman) al-
phabet; (i1i) studies that had duplicate data; and (iv) studies investigating single nucleotide
polymorphisms in patients without a confirmed diagnosis of CPP.
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B. Search Strategy and Study Selection

A systematic electronic search was conducted in seven databases with neither language nor
year restriction (Cochrane, EMBASE, LILACS, LIVIVO PubMed, Scopus, and Web of Sci-
ence). The grey literature [22] search was performed using Google Scholar and ProQuest. At
the end of the search phases, the bibliographies of selected articles were manually screened
for the identification of additional eligible studies. The details of search strategy are im-
portant to the comprehension of this study [23].

Two independent authors (L.P.V. and C.G.M.) conducted the study selection. First, titles
and abstracts were evaluated and publications that did not fulfill the inclusion crite-
ria were discarded. In the second phase, full texts of selected articles were reviewed
independently by the same authors (L.P.V. and C.G.M.) to confirm their eligibility.
Any disagreement between reviewers was resolved by consensus. A third author (I.P.D.T)
was consulted if disagreements between the two initial evaluators were not resolved
by consensus.

C. Data Extraction

The following data were extracted from each study: first author, year and country of pub-
lication, study design, sample size, number of patients with MKRNZ2 mutations, family
history of CPP, and sequencing technique. In addition, clinical variables of interest including
sex, age at pubertal onset, Tanner stage, BA, hormonal parameters at diagnosis, type of
MKRN3 mutation, and information regarding treatment were extracted for individual pa-
tients. Data and genetic analyses from adult parents with a diagnosis of CPP based on past
medical history were not included.

D. Risk of Bias in Individual Studies

Critical appraisal of included studies was performed independently by two authors
(L.P.V. and C.G.M.) according to a checklist developed by Joanna Briggs Institute for
Studies Reporting Prevalence Data [24]. Disagreements in the assessment of the risk
of bias were resolved by discussion, with the involvement of a third reviewer author
if necessary.

E. Statistical Analysis

We pooled the predefined clinical and biochemical features that were more frequently
reported in the selected studies (age at pubertal onset and at diagnosis, Tanner stage,
BA, basal and poststimulated LH, basal FSH, estradiol, testosterone, and type of
MKRN3 mutation).

Possible differences between data of girls and boys with MKRN3 mutations, and of Asian
girls and girls from western countries, were analyzed using the nonparametric Mann-
Whitney test because data did not follow a normal distribution. Statistical significance
was defined as P < 0.05. Analyses were performed using SPSS, version 20.

In studies eligible for analysis of prevalence, the number of patients screened positive for
MKRN3 mutations (numerator) and the total number of CPP patients screened (de-
nominator) were used to estimate prevalence. Meta-analysis was performed using Sta-
taCorp Software, version 13 (College Station, TX) with the “metaprop” command; a random
effect model was used to estimate the pooled prevalence of MKRNS3 mutations and the 95%
CIs. Potential sources of heterogeneity were examined by performing a series of pre-
specified subgroup analyses for the following variables: sex, family history of CPP, and
geographical distribution (Asian and non-Asian countries). Heterogeneity was assessed
using the I? statistic, where =25%, 50%, and =75% indicated low, moderate, and high
heterogeneity, respectively.
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2. Results

A. Study Selection

The initial search through the electronic databases was conducted on 6 February 2018 and
resulted in a total of 161 studies after removing duplicates. Four other articles were identified
through updated search on 4 September 2018. No additional study was included from the
references of the retrieved articles or from grey literature. After a comprehensive evaluation
of titles and abstracts, 31 articles were considered for the second phase, in which the full texts
were reviewed. Finally, 22 studies complied with the inclusion criteria. A flow chart detailing
the selection process is shown in Fig. 1.

B. Study Characteristics

The main study characteristics are summarized elsewere [23]. All studies were published
between 2013 and 2018 in the English language. Of them, 7 were case reports, 2 were case
series, 11 were cross-sectional, and 2 studies were classified as cross-sectional and trans-
lational. The 14 studies included in the quantitative synthesis (meta-analysis) of prevalence
comprised a total of 857 patients with idiopathic CPP screened for MKRN3 mutations. In the
study of Bessa et al. [15], data of some patients had been previously published [4] and
therefore were counted only once for the analysis of prevalence.

Regarding risk of bias by Joanna Briggs Institute Critical Appraisal Checklist for Studies
Reporting Prevalence Data, 2 studies were classified as carrying moderate risk of bias [25, 26]
and 20 were classified as with low risk of bias [4-16, 19, 20, 23, 27-31].

C. Demographic and Phenotypic Characteristics Associated With MKRN3 Mutations

MKRNS3 defects were described in 89 patients (76 girls and 13 boys) with CPP from 17
countries: Argentina [15], Belgium [4], Brazil [4, 5, 15, 16, 31], Bulgaria [20], Cyprus [25, 26],
Denmark [28], France [7], Germany [9], Greece [6], Israel [8], Italy [7, 10, 19, 27], Japan [14],
Korea [12], Spain [13], Taiwan [29], Turkey [11, 30], and United States of America [4]. Eighty-
eight patients harbored mutations in the coding sequence and one exhibited a deletion in the
promoter region of the gene.

Patients with MKRN3 mutations presented with signs and symptoms of early reactivation
of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis, represented by precocious development of sexual
characteristics, BA advancement, and pubertal levels of basal or poststimulated LH. The
detailed clinical and hormonal profiles of patients with MKRN3 mutations identified are
shown elsewhere [23].

In the pooled analysis, the median age at pubertal onset of girls with MKRN3 mutations (n =
76) was 6.0 years (range, 3.0 to 7.8). Median basal and poststimulated LH levels were 1.27 IU/L
(range, 0.1 to 6.1) and 22.0 TU/L (range, 4.0 to 95.9), respectively. Asian girls were significantly
older at diagnosis (8.0 years; range, 6.8 to 10.3 years) in comparison with girls from western
countries (6.7 years; range, 3.6 to 8.4; P < 0.001) and tended to be older at pubertal onset
(6.8 years; range, 5.0 to 7.8 years vs 6.0 years; range, 3.0 to 7.5 years; P = 0.072). In addition,
Asian girls presented with lower basal FSH levels than western girls (3.0 IU/L; range, 0.8 to
7.64 TU/L vs 4.5 TU/L; range, 0.7 to 13.94 TU/L, respectively; P = 0.042), as shown in Table 1.

The median age at pubertal onset of boys (n = 13) was 8.5 years (range, 5.9 to 9.0). In
comparison with boys, girls exhibited a significantly earlier age at pubertal onset (2.0 years
below the sex-specific lower age limit vs 0.5 years below this limit in boys, P = 0.001), higher
basal FSH levels (median, 4.3 TU/L; range, 0.7 to 13.94 IU/L vs 2.45 IU/L; range, 0.8 to 13.70
IU/L 1n boys; P = 0.003), and greater ABA (median, 2.3 years; range, —0.9 to 5.2 years vs
1.2 years; range, 0.0 to 2.3 years, respectively; P = 0.01) (Table 2).

There was no difference among the age at pubertal onset, ABA, and hormonal data when
comparing patients harboring different subtypes of MKRNS3 mutations, according to their
predicted severity. However, patients with missense mutations were older at diagnosis than
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Figure 1. Flow chart for identifying eligible studies.

patients with mutations that encode premature stop codons (nonsense and frameshift) and a
promoter deletion (7.72 years; range, 3.6-10.3 vs 6.75 years; range, 3.8 to 13.2, respectively).
This finding may suggest a slower rate of puberty progression associated with mutation
subtype (Table 3). Notably, the majority of mutations found in Asian girls were missense [9 of
11 (82%)] whereas in girls from western countries missense mutations were found only in 21
of 65 (32%) of the patients (P = 0.002).
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Table 1. Pooled Comparative Analysis of Clinical and Biochemical Data of Girls From Western
Countries (n = 65) and Girls From Asian Countries (n = 11)

Western Girls, Asian Girls,
Clinical and Biochemical Data Median (Range) Median (Range) P Value
Age at pubertal onset, y (64/6) 6.0 (3.0-7.5) 6.8 (5.0-7.80) 0.072
Age at diagnosis, y (61/11) 6.7 (3.6-8.4) 8.0 (6.8-10.3) <0.001¢
ABA-CA, y (58/11) 2.3 (=09 to 5.2) 2.1 (1.2-3.0) 0.928
Basal FSH, IU/L (58/11) 4.5 (0.7-13.94) 3.0 (0.8-7.64) 0.042¢
Basal LH, IU/L (55/11) 1.1 (0.1-6.1) 1.6 (0.36-3.74) 0.454
Poststimulated LH, TU/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

In the first column, numbers in parentheses refer to the number of patients from each group in which the information
was available for comparative analysis.

Abbreviation: ABA-CA, difference between bone age and chronological age.

“P < 0.05, using the Mann-Whitney U test for comparison between the groups.

Additional dysmorphisms were rare and include esotropia detected in two affected siblings
[18], and clinodactyly and lumbar hyperlordosis in two unrelated girls, one of whom also
exhibited a high-arched palate and dental abnormalities [5, 10]. Premature ovarian failure
was reported by Grandone et al. [10] in the mutated grandmother of the index case, although
it could be an incidental finding.

There were few studies comparing data of patients with and without MKRN3 mutations.
Macedo et al. [5] described higher levels of basal FSH in girls with MKRN3 mutations
compared with nonmutated girls (median, 4.9 IU/L; ranging from 4.4 to 10 UI/L vs 3.6 IU/L;
range, 1.0 to 9.8 IU/L; P = 0.016). Simon et al. [7] found that girls with MKRN3 mutations
were younger at puberty onset than nonmutated ones [median age, 6.0 years (range, 5.4 to
6.0) vs 7.0 years (range, 6.0 to 7.0), P = 0.01], but no additional differences regarding
hormonal levels, uterus length, Tanner Stage, and ABA were observed between the groups.
Data of male patients are limited because of the small number of reported boys with MKRN?S3
mutations (n = 13). Data from Bessa et al. [15] suggested a later pubertal onset in mutated
boys (median age, 8.2 years vs 7.0 years in boys with CPP without MKRNS3 mutations; P =
0.033), although no differences in hormonal status were identified between the groups.

Younger carriers of MKRN3 mutations identified by family screening before the devel-
opment of pubertal signs have also been described [7, 11], and their clinical follow-up are still
not known. Stecchini et al. reported a case of a girl identified as a carrier of MKRN3 mutation
at the age of 4 because of a positive family history, who was diagnosed with CPP at the age of
6.7 years [16].

Table 2. Pooled Comparative Analysis of Clinical and Biochemical Data of Girls (n = 76) and Boys
(n = 13) With MKRN3 Mutations

Girls, Median Boys, Median
Clinical and Biochemical Data (Range) (Range) P Value
Age at pubertal onset, y (70/8) 6.0 (3.0 7.8) 8.5 (5.9-9.00) <0.001¢
A Age at pubertal onset (70/8) 2.0 (0.2-5.0) 0.5 (0.0-3.9) 0.001°
Age at diagnosis, y (72/12) 6.8 (3.6-10.3) 9.45 (8.1-13.2) <0.001¢
ABA-CA, y (69/11) 2.3 (—0.9-5.2) 1.2 (0.0-2.3) 0.01¢
Basal FSH, UL/L (69/12) 4.3 (0.7-13.94) 2.45 (0.8-13.70) 0.003"
Basal LH, Ul/L (66/12) 1.27 (0.1-6.1) 1.35 (0.7-5.41) 0.239
Poststimulated LH, UL/L (63/7) 22.0 (4.9-95.9) 13.9 (6.7-20.00) 0.089

In the first column, numbers between parentheses refer to the number of patients from each group in which the
information was available for comparative analysis; A age at pubertal onset express the difference between the sex-
specific lower age limit for pubertal development and the age at onset of puberty.

P < 0.05, using the Mann-Whitney U test for comparison between the groups.
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Table 3. Pooled Comparative Analysis of Clinical and Biochemical Data of Patients With MKRN3
Mutations According to Subtype of Mutation

Clinical and Biochemical Severe Mutations® (n = 52) Missense Mutations (n = 37),

Data Median (Range) Median (Range) P Value
Age at pubertal onset, y (51/27) 6.0 (3.0-9.0) 6.0 (3.5-8.5) 0.645
Age at diagnosis, y (48/36) 6.75 (3.8-13.2) 7.72 (3.6-10.3) 0.028
ABA-CA (44/36) 2.0 (—0.9 to 5.2) 2.5 (0.2-3.7) 0.166
Basal FSH, UL/L (47/34) 4.0 (0.7-13.94) 3.85 (0.8-8.9) 0.497
Basal LH, UI/L (44/34) 1.3 (0.1-6.1) 1.29 (0.2-3.74) 0.341
Poststimulated LH, UI/L (40/30) 20.0 (4.9-62.5) 19.75 (5.6— 95.9) 0.506
Estradiol, pg/mL (341’20)b 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

In the first column, numbers in parentheses refer to the number of patients from each group in which the information
was available for comparative analysis.

Abbreviation: T, testosterone.

“Severe mutations encompassed frameshift mutations (n = 43), nonsense mutations (n = 8) and promoter deletions
n=1).

bEstradiol comparative analysis was performed between girls.

“T comparative analysis was performed between boys; P < 0.05, using the Mann-Whitney U test for comparison
between the groups.

Ultimately, information regarding treatment was available only for 54 patients and all
were treated with GnRH analog. A satisfactory therapeutic response was described in all but
two girls who were noncompliant with treatment. One Turkish girl whose parents refused
treatment had menarche at the age of 8.9 years [11]. However, menarche seemed to occur in
an appropriate age after an adequate treatment adherence with GnRH analog. In addition,
the predicted final height appeared to be within the target height in the few cases in which
this information was available [5].

D. MKRN3 Mutations

To date, 39 inactivating mutations in the coding sequence of MKRNS3 have been described,
mcluding 4 nonsense, 13 frameshift, and 22 missense mutations (Fig. 2).
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Figure 2. Structure of the MKRN3 human protein showing the location of the mutations in
coding sequence identified to date. Notably, 36% (14 of 39) of mutations are located in the
loop structure between 2 C3H1 zine finger motifs in the aminoterminal region of the protein
and these are almost all frameshift mutations, thereby affecting protein structure. The
C3HC4 is the second domain where mutations tend to cluster; this area has mostly missense
mutations.
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Frameshift variants are predicted to result in the translation of truncated proteins by
creation of premature stop codons. Notably, 5 frameshift mutations, identified in almost one-
third of the patients (n = 27), are located in a cytosine-rich region between nucleotides 476
and 482, confirming this site as a hotspot.

Most of the missense mutations were predicted to be pathogenic by in silico analysis. Of
these, six are located within the C3HC4 ring zinc finger domain of the protein (p.Gly312Asp,
p-Met315Val, p.Arg328Cys, p.Cys340Gly, p.Arg345His, p.Arg356Ser) and five within a C3H
zinc finger motif (p.Tyr246Cys, p.Gly250Glu, p.Cys410Ter, p.Phe417Ile, p.His420GIn). These
domains are related to the E3 ubiquitin-ligase activity and RNA-binding, respectively, and
seem to be essential for protein function. Six missense variants were predicted to be benign
or neutral by in silico analysis (p.I1le100Phe, p.I1e204Thr, p.GIln226Pro, p.Lys233Asn, and
p.Ser396Arg), which were detected in Korean girls, and p.Arg477GIn, detected in a single
Taiwanese girl [12, 29]. However, the lack of in vitro analysis of the missense mutations may
be a possible limitation of interpretation.

In addition to defects in the coding sequence, a heterozygous 4-nucleotide deletion
(c.-150_147delTCAG) in the promoter region of MKRN3 was recently described in 1 of 110
patients with CPP without mutations in the coding sequence. This deletion is predicted to
cause the loss of a binding site to a putative transcriptional factor for MKRN3 expression.
Using an in vitro luciferase reporter assay, the authors showed a substantial reduction of
MKRN3 promoter activity in cells transfected with a plasmid encoding the deletion [32].

Other genetic or epigenetic mechanisms that could disrupt the expression of an imprinted gene,
such as copy number variations or methylation abnormalities, of the 15q11locus were not detected
in 52 patients evaluated by methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification
[5]. In addition, partial or complete MKRINS deletions were not found in 32 CPP patients without
MKRN3 mutations investigated through a quantitative PCR gene dosage assay [7].

E. Prevalence of MKRN3 Mutations in Idiopathic CPP

MKRN3 mutations have been described in patients with familial and sporadic CPP from
multiple countries and may account for a substantial proportion of familial cases (33% to 46%)
[4, 7]. However, MKRN3 mutations were not identified in a subgroup of Korean girls with
familial CPP [12], and a lower frequency of mutations in familial cases was also described in
other series (8.7% and 5.3%, respectively) [27, 30]. In addition, the frequency of MKRN3
mutations appears to be higher among males (40% in one report) [15].

The pooled overall prevalence of MKRN3 mutations in patients with 1diopathic CPP was
9.0% (95% CI, 0.04 to 0.15; I%, 80.91%; P = 0.00: Fig. 3). Interestingly, the pooled prevalence of
MKRN3 mutations was much lower in patients from Asian countries (2.0%; 95% CI, 0.01 to 0.04;
I2,0.0%) than in those from non-Asian countries (11.0%; 95% CI, 0.04 to 0.21; IZ, 81.31%) (Fig. 4).

Considering the variation in the prevalence of MKRN3 mutations according to the geo-
graphical distribution and the lack of information regarding family history in some reports,
studies from Asian countries were not included in the subanalysis by family history. The
pooled prevalence of MKRNS3 mutations in patients with familial CPP was 19.0% (95% CI,
0.05 to 0.36; I%, 69.16%). Considering the sporadic cases, the estimated pooled prevalence was
2.0% (95% CI, 0.01 to 0.04; I?, 0%) (Fig. 5).

Afterward, in sex-based subanalysis, the pooled prevalence of MKRN3 mutations in males
(22.0%; 95% CI 0.0 to 0.62; I, 70.19) was higher than in females (7.0%; 95% CL, 0.03 to 0.13; I?,
77.73%) (Fig. 6).

3. Discussion

This systematic review and meta-analysis investigated data of patients with CPP caused by
MKRNS3 mutations, and, to our knowledge, it represents the most comprehensive review of the
reported data published to date. In addition, it provides qualitative and quantitative analysis of
published data, expanding the knowledge on the epidemiology of MKRN3 mutations.
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Author, year ES (95% CI) % Weight
Abreuetal., 2013 0.38(0.23,0.55) 7.41
Aycan etal., 2018 - 0.05(0.01,0.25) 6.23
Bessaetal., 2016 - 0.20(0.07,0.45) 5865
Dimitrova et al., 2016 - 0.20(0.06,0.51) 465
Grandone etal., 2017 —_— 0.05(0.02,0.14) 8.52
Grandone etal., 2017  EEEE— 0.00(0.00,0.18) 5.96
Kansakoski et al., 2015 —_—— 0.03(0.01,0.17) 7.20
Leeetal, 2015 - 0.03(0.01,0.05) 9.85
Lin et al., 2015 — 0.03(0.01,0.08) 921
Macedoet al., 2014 - 0.04(0.02,0.07) 9.75
Nishioka etal., 2017 - 0.07(0.01,0.30) 565
Ortiz-Cabrera et al., 2017 0.05(0.01,0.24) 6.35
Schreiner etal., 2014 0.29(0.12,0.55) 5.48
Simon et al., 2016 - 0.30(0.19,0.45) 8.10
Overall (12=80.91%, p=0.00) <> 0.09(0.04,0.15) 100.00
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Figure 3. Pooled overall prevalence of MKRN3 mutations in patients with central
precocious puberty (9.0%; 95% CL, 0.04 to 0.15; I2, 80.91%; P = 0.00). ES, prevalence
estimate.

There was no specific clinical or laboratory finding that identified a patient with CPP as a
carrier of a MKRNS3 mutation. In one report, higher basal FSH levels were the only parameter
found to differ between girls with and without MKRN3 mutations [5]. In another study, lower
age at puberty onset was recorded in the subgroup of girls with mutations in MKRN3
compared with girls without mutations [7]. On the other hand, later age at pubertal onset is
described in mutated boys compared with those without mutations [15].

Additional dysmorphisms were rare (described in only four patients worldwide) and
major criteria for PWS were not described in any patient, reinforcing the hypothesis that
MKRN3 mutations are associated with the phenotype of nonsyndromic CPP. Curiously,
premature ovarian failure was described in the grandmother of an Italian girl identified
as a carrier of MKRNS3 gene mutation. Although it could be an incidental finding, gonadal
dysfunction has been described in patients with PWS [33, 34], and long-term follow-up of
mutated girls is necessary to evaluate a possible relationship between MKRN3 mutations
and premature ovarian failure.

The onset of physiologic puberty in girls occurs 1 to 2 years earlier than in boys, which 1s
consistent with sexual dimorphism of the major drivers of puberty [35]. The pooled analysis of
available data showed that mutations in MKRN3 appear to affect pubertal onset in a sex-
dimorphic manner, with girls entering puberty at a younger age than boys (median age,
2 years vs 0.5 years, below their sex-specific lower age limit, respectively; P = 0.001). In
addition, girls with CPP exhibited higher basal FSH levels and greater ABA in comparison
with boys. These differences do not reflect a more advanced stage of puberty at the time of
diagnosis in girls than in boys; rather, the proportion of subjects with Tanner stages 3 and 4
was higher in boys than in girls (76% vs 58%, respectively). Moreover, FSH predominance is
routinely seen during minipuberty [36] and female puberty [37], whether it is precocious or
normally timed. A marked sex difference in circulating MKRN3 levels was also reported, with
prepubertal boys displaying a 50% lower mean serum MEKRN3 level compared with pre-
pubertal girls [38]. Of note, serum levels of MKRN3 negatively correlated with circulating
FSH and LH in prepubertal girls [39], albeit no substantial correlation were observed

between MKRN3 and gonadotropin levels in boys. The mechanisms underlying this sex
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Figure 4. Pooled prevalence of MKRN3 mutations among central precocious puberty

patients from Asian (2.0%; 95% CI, 0.01 to 0.04; I?, 0.0%) and non-Asian countries (11.0%;

95% CI, 0.04 to 0.21; I, 81.31%).

difference are not yet understood, and a sex-specific action of MKRNS3 on signaling pathways
with a role on GnRH secretion cannot be ruled out. However, more studies are needed to
clarify a putative sexually dimorphic action of MKRN3.

Girls from Asian countries with MKRNS3 mutations exhibited a tendency of older age at
pubertal onset than girls from western countries (median, 6.8 years vs 6.0 years), older age at
diagnosis (median, 8.0 years vs 6.7 years), and lower FSH levels (median, 3.0 IU/L vs 4.5 IU/L).
It is well known that pubertal timing is influenced by genetic, metabolic, nutritional, and
ethnic factors. In previous reports, menarche in Asian girls occurred later than in girls from
western countries (at an average age of 14.5 years) [40]. However, two recent Asian studies
reported that the mean age at menarche of Chinese and Korean girls declined to 12.6 and 12.7
years, respectively, throughout the past decade [41, 42]. These recent findings are similar to
European and American studies, in which the reported mean age at menarche was near 12.5
years [43, 44]. The differences in clinical presentation of Asian girls with MKRN3 mutations
from that of girls from western countries may have been influenced by the difference observed
in mutation subtypes, ethnicity, and environmental factors, such as diet and exposure to
endocrine disruptors. In particular, higher body mass index and body adiposity are associated
with earlier onset of puberty in girls [35, 45]. Unfortunately, it was not possible to analyze
differences in body mass index between the groups because this information was absent in
most of the reports. Additionally, interactions of metabolic and environmental factors that
could potentially coregulate MKRN3 signaling pathways are still under investigation. Other
possibility may be attributed to selection bias. For example, selection criteria for MKRN3
testing may have been more comprehensive for Asian studies compared with western studies.

Regarding treatment-related outcomes, patients with CPP caused by MKRN3 mutations
seem to be satisfactorily treated with GnRH analogs, although information regarding
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Figure 5. Pooled prevalence of MKRN3 mutations according to family history. The pooled
prevalence of MKRNS3 mutations in patients with familial CPP was 19.0% (95% CI, 0.05 to

0.36; I%, 69.16%). Considering the sporadic cases, the pooled estimates for prevalence was
2.0% (95% CIL, 0.01 to 0.04; I, 0%).

response to treatment was absent in almost one-third of the cases [4, 6, 9, 10, 12, 13, 15, 29].
The predicted final height appears to be preserved; however, the limited number of patients
1in whom this information was available precludes a definite conclusion about the potential of
achieving target height [5, 12].

Early pubertal timing and menarche have been associated with an increased risk of
obesity, type 2 diabetes, cardiovascular disease, and estrogen-dependent cancers [2, 46, 47]. It
1s still not known if MKRN3 mutations are associated with a higher risk for adverse health
outcomes in later life in comparison with patients without mutations. Long-term clinical
follow-up of these patients is necessary to clarify this issue.

MKRNS3 is expressed ubiquitously in human tissues. The human protein has 507 amino
acids and contains a typical C3HC4 RING zinc finger motif and several C3H zinc finger motifs
with predicted E3 ubiquitin-ligase activity and RNA-binding activity, respectively [18]. To
date, 39 inactivating mutations in the coding sequence (including nonsense, missense, and
frameshift mutations) and 1 promotor deletion have been described in 89 patients worldwide.
The fact that more girls (n = 76) than boys (n = 13) have been identified to harbor such
mutations may reflect the well-known higher prevalence of precocious puberty in girls than in
boys [2]. Recent familial CPP studies have demonstrated that affected males were retro-
spectively identified based on medical history and genetic analysis and perhaps this prev-
alence might reflect an under diagnosis of CPP in the male group [7, 11]. Another explanation
could be the relative deficit of boys among the offspring of men with MKRN3 mutations, as
observed by Simon et al., who speculated that Y-bearing sperm cells carrying MKRN3
mutations may be defective [7]. Accordingly, in this systematic review, the offspring of 41
MKRN3 mutated men consists of 68 (71%) girls and 28 (29%) boys, supporting this hy-
pothesis. However, confirmation in a larger group of men with MKRN3 mutations is required
for a definitive conclusion.
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Figure 6. Pooled prevalence of MKRN2 mutations according sex. The prevalence of MKRN3
mutations in males was 22.0% (95% CI, 0.0 to 0.62: I%, 70.19) and in females 7.0% (95% CI,
0.03 to 0.13; I, T7.73%).

Mutations are distributed over the entire coding region, but tend to cluster in the loop
structure between two C3H zinc finger motifs in the aminoterminal region of the protein.
Notably, the poly-C region between nucleotides 476 and 482 seems to be a mutation hotspot,
comprising 5 of the common frameshift mutations identified in almost one-third of the patients.
In particular, the p.Ala162Glyfs15* mutation was identified in 8 families from France and Italy
[7], suggesting a possible founder effect among individuals from those countries.

The C3HC4 RING zinc finger motif, which is responsible for the ubiquitin-ligase activity,
was recognized as another region where mutations, especially missense mutations, tend to
cluster. This may reflect the location of functionally important amino acid residues within
the protein and suggests that variants in this domain are more likely to cause deleterious
effects on protein function. It is notable that six of the missense mutations were predicted to
be benign according to in silico analysis [12, 29]. However, considering the typical phe-
notype of the girls harboring these missense variants, it is reasonable to assume their role
in the pathogenesis of CPP, but complementary functional studies would strengthen
this association.

Abnormalities in the regulatory region of MKRN3 may be rarely implicated in the
pathogenesis of CPP because a deletion in the promotor region has been recently identified in
one girl [31]. Other genetic or epigenetic mechanisms that could disrupt the expression of
imprinted genes, such as deletions, uniparental disomy or alterations in DNA methylation
markers within the imprinted cluster have not been detected so far, indicating these ab-
normalities may represent very rare mechanisms in this disorder, although they have not
been widely investigated to date [5, 7].

Currently, MKRN3 mutations represent the main genetic cause of CPP. The prevalence
1s quite variable, ranging from 0 in a small sample from Italy [19] to 46% considering
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the subgroup of patients with familial CPP reported by Simon et al. [7]. In the current
meta-analysis of 14 studies including 857 patients with CPP, the pooled overall prevalence
of MKRN3 mutations was 9.0% (95% CI, 0.04 to 0.15). Interestingly, our data set dem-
onstrates geographic predominance of MKRNJ3 mutations in patients from western
countries (prevalence estimates of 11%; 95% CI, 0.04 to 0.21) and a lower frequency of
mutations in patients from Asian countries (2%; 95% CI, 0.01 to 0.04), suggesting genetic
variation according to ethnic background. In addition, it is noteworthy that specific single
nucleotide polymorphisms near the paternal allele of MKRNS3 have also been associated
with earlier age at menarche in large populational dataset studies, although those articles
were not included in our meta-analysis because they did not fulfill the inclusion criteria
[48, 49].

Our meta-analysis also supports the previous observation that the frequency of MKRN3
mutations is higher among boys with CPP than in girls (pooled prevalence of 22%; 95% CI,
0.00 to 0.62 vs 7%; 95% CI, 0.03 to 0.13, respectively). Considering that MKRNS is located on
an autosomal chromosome, the reasons underlying the predominance of mutations in males
are still not understood. Of note, all mutated boys exhibited a positive family history of
precocious puberty; these data highlight the importance of evaluating boys, especially those
with familial CPP, for MKRNS3 mutations.

The prevalence of mutations in familial cases was variable among different studies. Our
meta-analysis showed a pooled prevalence of 19.0% (95% CI, 0.05 to 0.36) in patients with
familial CPP from western countries, with a moderate level of heterogeneity (%, 69.16%).
Potential sources of variation could be due to different criteria of selection of famihal cases
and small sample sizes in some reports. In addition, considering the imprinted pattern of
inheritance in which a generation can be skipped, the familial nature may be underrecog-
nized if not carefully investigated, whereas the prevalence of MKRN3 mutations in familial
cases might have been underestimated in some series.

Our study also had some potential limitations. First, a meta-analysis of specific association
between genotype and phenotype was not possible because of the limited number of studies
comparing clinical data of patients with and without MKRN3 mutations. Second, the number
of affected boys identified so far is still small and information about pubertal onset was absent
in some of them. Further limitations relate to the type of studies, with exclusively obser-
vational data, including case reports and case series, to the small sample size of some reports
and to inconsistency of study designs. Thus, larger studies evaluating patients with idio-
pathic CPP and with comparative phenotypic analysis of individuals with and without
mutations are needed to establish a more precise genotype-phenotype relationship.

In summary, our meta-analysis shows that MKRNS3 mutations are associated with the
phenotype of nonsyndromic CPP. Girls are more severely affected than boys and exhibit an
early age at pubertal onset, higher basal FSH levels, and greater ABA. Overall, the pooled
estimated prevalence of MKRN3 mutations in CPP was 9.0% (95% CI, 0.04 to 0.15), with
variations according to sex, family history, and geographical distribution. Additional studies
are needed to establish a precise genotype-phenotype relationship and long-term follow-up of
patients harboring MKRNS mutations is necessary to clarify whether they exhibit higher
risks of adverse health outcomes later in life.
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APENDICE 2 - ESTRATEGIAS 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 "MKRNS3 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
("MKRNS3 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 "MKRNS3 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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APENDICE 3 - SUMARIO DAS CARACTERISTICAS DESCRITIVAS DOS ESTUDOS INCLUIDOS NA REVISAO SISTEMATICA (N=22)

Autor, pais, Ano Delineamento  Tamanho da Forma da PPC Idade mediana ao inicio Achados Técnicado Tipo de mutacéao
amostra da puberdade dos adicionais sequenciamento
pacientes com mutagdes
no MKRN3, anos*
Abreu et al., 2013, Transversal e 32 pacientes Familiar. Meninas: 5.75 anos Esotropia Sequenciamento Nonsense
EUA, Brasil e translacional. de 15 familias. (variacdo 5.0 a 6.0 anos) (2 irmaos). do exoma (p.Tyr391%)
Bélgica (32). Meninos: 8.1anos (5.9 a Cisto renal, Missense
8.5 anos). (1 paciente.) (p.Arg365Ser)
Frameshift
(p.Arg213Glyfs*73,
p.Alal62Glyfs*14).
Aycan et al., 2018, Transversal. 19 pacientes Familiar. Cerca de 9.0 anos (idade - NGS. Frameshift
Turquia (84). de 10 familias. do menino afetado). (p.Pro211Leufs*16).
Bessa et al., 2016, Transversal. 20 meninos (6 9 casos 8.2 anos (variagdo 5.9 a - Sanger. Missense
Brasil, Argentina, previamente familiares. 8.6). (p.Arg328Cys, p.Arg365Ser)
EUA (46). descritos ). Frameshift
(p.Arg213Glyfs*73,
p.Alal62Gly*fs14).
Christoforidis et al., Relato de 3irmés Familiar. 5.6 anos (variagdo 5.1 a - Sanger. Nonsense (p.Glu298*).
2016, Grécia (82). caso afetadas. 6.5).
De Vries et al., Relato de 4 irmaos Familiar. Meninas: 5.5 anos - Sequenciamento Missense
2014, Israel (35). caso afetados (variagdo 4.5 a 5.5) do exoma (p.His420GIn).
(1 menino). Menino: desconhecida.
Dimitrova- Série de 10 meninas. Aparentemente 4.85 anos (variacdo 3.8 a - Sanger Frameshift (p.Arg351Serfs*44,
Mladenova et al., casos. esporadico. 4.6). p.Pro161Argfs*10).
2016, Bulgaria (44).
Grandone et al., Relato de 2 meninas. Familiar 5.5 anos Clinodactilia e Sanger Frameshift (p.Pro160Cysfs*14).
2015, ltalia (38). caso. (variagédo 5.0 a 6.0). hiperlordose em
uma menina.
Menopausa precoce
na avo com
mutacéo.
Grandone et al., Transversal 60 meninas 23 familiares 6.0 anos(variacdo 5.5 a - Sanger Missense (p.Arg328Cys,
2017, ltalia(41). 37 esporadico. 6.0). p.Cys410Tyr)
Frameshift (p.Pro160Cysfs*14).
Grandone et al., Transversal. 17 meninas. 4 familiares - - Sanger -

2017, Italia(121).

13 esporadico
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Autor, pais, Ano Delineamento  Tamanho da Forma da PPC Idade mediana ao inicio Achados Técnica do Tipo de mutagéo
amostra da puberdade dos adicionais sequenciamento
pacientes com mutacdes
no MKRNS, anos*
Kansakoski et al., Transversal. 29 meninas Indeterminada 6.0 anos (idade da menina - Sanger Missense (p.Arg345His).
2015, afetada).
Dinamarca(80).
Lee et al., 2015, Transversal. 260 meninas. 23 familiares 7.2 anos (variagao 6.6 a - Sanger Nonsense
Coreia do Sul(43). 7.8)**. (p.GIn281%)
Missense (p.Gly196Val
p.lle100Phe
p.lle204Thr
p.GIn226Pro
p.Lys233Asn
pSer396Arg).
Lin et al., 2015, Transversal 105 meninas. Indeterminada 6.9 anos (variacdo 5.6 a7 - Sanger Missense (p.Arg477GIn;
Taiwan(83). .5). p.Gly250Glu;
p.Gly196Val).
Macedo et al., Transversal 215 213 esporadicos 6.0 anos ( variagdo 3.0 a Palato arqueado e Sanger Missense (p.Phe417lle)
2014, Brasil(34). (8 meninos). 6.4). anormalidades Frameshift
dentarias, (p.Prol61Argfs*10p.Pro161Argfs*
clinodactilia e 16; p.GIn226Thrfs*6;
hiperlordose em p.Glu256Glyfs*36).
uma menina.
Macedo et al., Transversal e 110 25% de casos 7.0 anos (idade da menina - Sanger. Delecéo do promotor
2018, Brasil(78). translacional (1 menino). familiares afetada). (c.-150_-147delTCAQG).
Neocleous et al., Relado de 2 meninas Familiar 5.85 anos (variagdo 5.7 a - Sanger. Missense (p.Gly312Asp).
2015, Chipre(37). caso. 6.0).
Nishioka et al., Relato de 15 Indeterminada. 5.0 anos (idade da menina - Sequenciamento Frameshift (p.Glu229Argfs*3).
2017, Japéo(42). caso. (5 meninos). afetada). do exoma.
Ortiz-Cabrera et al., Relato de 20 (1 menino). 6 casos 7.75 (idade a apresentacao - Sequenciamento Missense
2017, Espanha(45). caso. familiares da menina afetada). do exoma. (p.Arg68His).
14 esporadicos
Schreiner et al., Transversal. 14 (2 meninos)  Familiar (exceto Meninas: 6.8 anos - Sanger Nonsense(p.Glu111*)
2014, de 7 familias em 1 menino) (variagdo 6.1 a 7.5). Frameshift (p.Alal62Glyfs*14).
Alemanha(36). Menino afetado: cerca de
9.0
Settas et al., 2014, Relato de 2 irméos Familiar 6.0 anos (idade da menina - Sanger Missense (p.Cys340Gly).
Grécia(81). caso. (1menino). afetada).
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Autor, pais, Ano

Delineamento

Tamanho da
amostra

Forma da PPC

Idade mediana ao inicio
da puberdade dos
pacientes com mutacgdes
no MKRN3, anos*

Achados
adicionais

Técnicado
sequenciamento

Tipo de mutagéo

Simon et al., 2016, Transversal. 46 (1 menino). 28 casos 6.0 anos (variacdo 5.4 a - Sanger Missense (p.Met315Val;
Franca e Italia(39). familiares 6.0). p.Arg328Cys;

18 esporadicos p.Pro373Levu;
p.Pro30Leu;
p.Tyr246Cys)

Frameshift

(p.Alal62Glyfs*15;

p.Met268Valfs*23).
Simsek et al., 2016, Serie de 6 meninas de Familiar. Meninas: 5.7 anos - NGS. Frameshift
Turquia(40). casos. 2 familias (varia¢éo 5.0 a 7.0). (p.His148Thrfs*32;

p.Met268Valfs*23).
Stecchini et al., Relato de 1menina Familiar 6.7 anos (idade ao - Sanger. Frameshift (p.Pro161Argfs*16).
2016, Brasil(79). caso. diagndstico).

Abreviaturas: PPC: Puberdade precoce central; NGS: Sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing); SPW: Sindrome de Prader Willi; * Se somente um
paciente com mutacéo foi relatado, a idade do paciente afetado foi descrita; **Idade de inicio da puberdade ausente em 5 meninas com muta¢des missense com predicao
benigna & avaliag¢éo in silico.
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APENDICE 4 — RISCO DE VIES DOS ESTUDOS INCLUIDOS NA REVISAO SISTEMATICA.

O risco de viés foi avaliado conforme a lista de verificagdo do Instituto Joanna Briggs para avaliagdo critica de estudos
gue relatam dados de prevaléncia(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 Score/Risk
Vo' | Q1| Q2 | @3t | @ | 05| Q6% | Q7 | Q8 | Q9 | QU0 | mevies
Ag{)‘i‘ggg” Y| Y| Y| Y|Y | Y| Y]Y|N/| NA| 8888%Baixo
Aggalggg'" Y| Y| N| Y| Y| Y| Y |NA|Y | NA/| 87.50%Baixo
'3293513633)' Y| Y| Y| Y| Y| Y| Y]|Y]|] Y| NA 100% Baixo
efg{'sg‘l’;'(‘;';) N | NA| N | N|Y]| Y| Y |NA| Y | NA |57.14% Moderado
Dez\érl‘j?;;)a'-' N [NA| N | Y| Y| Y| Y |[NA|Y | NA| 7142%Baixo
A soean | N Y I N Y Yy Y Y |NA| Y |NA 75% Baixo
graggfgégt) N |NA| N [ Y | Y| Y| Y | NA|Y | NA| T7145%Baixo
gfra;gfp(eﬁt) Y| Y| Y |Y | Y| Y |Y]Y]|]Y|NA 100% Baixo
aaoay | Y LY N Y Y [ Y | Y| Y| Y| NA| 8888%Baixo
oot | Y | Y | Y [N Y | Y| Y |NA| Y | NA| 8750%Baixo
sotes, | Y | Y | Y [ N| Y | Y| Y |NA| Y | NA | 87.50%Baixo
;gnlgt(gg)' Y| Y| Y| N|Y | Y| Y|[NA|Y | NA/| 87.50%Baixo
'V'Z%eff(g;)a' Y| Y| Y| Y| Y| Y |Y/|Y | Y| NA| 100%Baixo
M;%ef%g)a' Y| Y| Y| N|Y|Y ]| Y|[NA|Y | NA/ | 8750Baixo
E'::e"zc(')el‘gg%‘ N |NA| N | Y| Y| Y| Y/|NA|Y | NA | 625%Moderado
.| Y [NA| N | N | Y | Y | Y [NA| Y | NA| 7142%Baixo
o’ g)alk;fgg) Y Y| Y| Y| Y| Y|Y]|Y|NA| 100%Baixo
a?fgrgﬂe(rseg) Y N | Y | Y| Y] Y|[NA|Y | NA/| 77.77%Baixo
Sggﬁgf)' N |NA | N [ Y | Y| Y| Y | NA|Y | NA | T7145%Baixo
Siz”('ﬁg (e;ga)'-v Y| Y| Y | Y| Y| Y|Y]|]Y]|Y]|NA 100% Baixo
S'Q‘ng(jg‘;" N [NA| N | Y [ Y | Y| Y |[NA|Y | NA | 7142%Baixo
2 oonezey | N NATN | 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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APENDICE 5 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa clinica
intitulada “Estudo do gene MKRN3 em individuos portadores de puberdade precoce central
idiopatica residentes no Distrito Federal e entorno”, realizada pela Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia — FS/UnB.

O objetivo desse projeto é investigar a presenca de alteracdes genéticas em individuos
com o diagnéstico 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 familia, isto €, possivelmente por uma mutagdo genética. Os médicos
responsaveis por esta pesquisa estdo tentando descobrir o tipo de alteracdo genética que
causa essa doenca e a sua participacdo podera contribuir para o melhor entendimento das
causas da puberdade precoce.

O procedimento de coleta do material para o estudo genético sera da seguinte forma:
uma pequena amostra de sangue (cerca de 10 mL, o equivalente a duas colheres de cha)
sera coletada de uma veia do antebraco, utilizando uma agulha e seringa descartaveis. A
partir dessa amostra do sangue, serdo cultivadas as células brancas do seu sangue para obter
o DNA (seu codigo ou identidade genética), para que nele sejam estudados alguns genes que
estao relacionados ao desenvolvimento da puberdade precoce.

O DNA sera usado Unica e exclusivamente para o presente projeto de pesquisa, porém
podera ser devidamente armazenado para possiveis desdobramentos deste projeto. Caso
haja a necessidade de outros estudos, diferentes dos que foram explicados aqui, vocé sera
contatado novamente para conceder ou ndo a autorizagdo para uso do material armazenado
e quando nao for possivel, o fato seréa justificado perante o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP). O material somente sera utilizado mediante a aprovacéo do novo projeto pelo CEP e,
se for o caso, pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Existe um desconforto e risco minimo para a coleta da amostra de sangue e as
complicacbdes que podem ocorrer devido a este procedimento sdo: leve dor no local da
puncéo, inchaco, inflamacéo ou uma mancha "preto-azulada" no local da picada (hematoma).
Para minimizar esse risco, a coleta sera realizada por um profissional da area de salde
capacitado e esse procedimento sera realizado durante a sua consulta ambulatorial de rotina
ou nho momento da coleta de outros exames que fazem parte do seu acompanhamento clinico.

O beneficio para vocé é que os resultados desta pesquisa poderao esclarecer se existe
causa genética para a sua doenca. Caso seja encontrada uma mutacao genética, isso podera
ser (til para o diagndstico de outros membros da sua familia, ou ainda, para o esclarecimento
da doenca de outras pessoas que tenham 0 mesmo problema.

O seu acompanhamento clinico continuard seguindo normalmente conforme a rotina
do Ambulatério de acompanhamento. A sua participagdo néo ira interferir na forma como o
seu tratamento devera ser continuado. No caso de ser encontrada alguma mutacao genética,
também sera oferecido o encaminhamento ao ambulatério de Genética do Hospital
Universitario de Brasilia, para o aconselhamento genético, e os seus parentes de primeiro
grau poderdo ser convidados a participarem do estudo, mediante a assinatura de um
documento semelhante a este. Vocé podera, ao final da pesquisa, saber do resultado do seu
estudo genético.
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Todas as informagdes deste projeto de pesquisa serdo confidenciais e nem vocé ou
seu (sua) filho (a) seréo identificados, em nenhum momento, durante o desenvolvimento desta
pesquisa. Seu sangue serd processado de tal forma que a sua privacidade e a sua identidade
seja totalmente preservada, ou seja, somente nossa equipe saberd que o sangue é seu,
ninguém mais ficara sabendo. Assim, o0 seu nome nao serd divulgado em nenhuma
circunstancia. Essas medidas visam garantir a protecéo contra qualquer tipo de discriminacéo
e/ou estigmatizacgdo, individual ou coletiva. Para manter esta confidencialidade, a equipe do
pesquisador responsavel arquivard uma via deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) assinado em sigilo absoluto, e atribuira um namero de identificagdo para
0 seu sangue ou seu DNA. Os dados individuais, resultados de exames e testes, bem como
dados dos prontudrios eletrbnicos, somente serdo acessiveis aos pesquisadores do estudo,
e nao serd permitido, em hipétese nenhuma, o acesso a outras pessoas que nao facam parte
da equipe de pesquisadores. Os resultados da pesquisa poderdo ser divulgados no Hospital
da Crianga Jose de Alencar de Brasilia, no Hospital Universitario de Brasilia, podendo ser
publicados em revistas cientificas especializadas posteriormente. Seu nome ou o material que
indique a sua participagao ndo seréo liberados e vocé ndo seré identificado (a) em nenhuma
publicagdo que possa resultar deste estudo.

Vocé serd esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé é
livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a
qualguer momento e a sua recusa em participar ndo ira acarretar qualquer penalidade ou
perda de beneficios.

A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo serad disponivel
nenhum pagamento pela sua participacdo como voluntério (a) nessa pesquisa. Todos 0s
procedimentos necessarios seréo feitos durante a sua vinda ao hospital para as consultas
médicas ou a realizacdo dos seus exames de rotina, de forma que a sua participagdo nao
acarretara em gastos extras para vocé. Excepcionalmente, caso seja necessario que vocé
compareca ao hospital em horario diferente da sua consulta ou exames de rotina, 0s custos
do transporte de sua casa até o hospital (ida e volta) e alimentagéo serdo ressarcidos. Os
custos dos exames da pesquisa serdo de responsabilidade do pesquisador.

O risco de dano decorrente dessa pesquisa € minimo, no entanto, no caso de vocé
sofrer algum dano que possa ser atribuido direta ou indiretamente a sua participacdo, sera
disponibilizado o servigo médico ambulatorial e de emergéncia do Hospital Universitario de
Brasilia e vocé podera ser indenizado, obedecendo-se as disposi¢cdes legais vigentes no
Brasil.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é assinado em duas vias de igual
teor: uma via deste consentimento informado sera arquivada no Laboratério de Farmacologia
Molecular da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia e outra sera
fornecida a vocé.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Saude (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP é composto por profissionais de
diferentes &reas cuja funcdo € defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua
integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.
As duvidas com relacdo a 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, horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as
15:30hs, de segunda a sexta-feira
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DECLARACAO DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL

Eu,

__, fui informada (0) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informacdes
e motivar minha decisdo se assim o0 desejar. O(a) pesquisador(a)
e o(a) professor(a) co-orientador(a)
certificaram-me de que todos os dados
desta pesquisa serdo confidenciais. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes
serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa. Em caso de duavidas poderei chamar as dras
Luciana Pinto Valadares, Renata Santarem de Oliveira ou a professora orientadora Dra
Adriana Lofrano Alves Porto, no endereco: SGAN 605, avenida L2 Norte, Ambulatério de
Endocrinologia do HUB (quintas-feiras de 14:00 as 18:00horas), telefone (61) 3448-5255 ou
pelo e-mail Ivaladares@unb.br. Estou ciente que também poderei consultar a qualquer
momento o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB
através do telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com,
horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs, de segunda a sexta-
feira , localizado na Faculdade de Ciéncias da Saude, campus Universitario Darcy Ribeiro,
Universidade de Brasilia, 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 duvidas.

Data: /A

Nome:

Assinatura do Participante ou
responsavel

Nome:

Assinatura do pesquisador
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APENDICE 6 - TERMO DE ASSENTIMENTO PARA MENORES DE18 ANOS

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa clinica “Estudo do gene
MKRN3 em individuos portadores de puberdade precoce central idiopética residentes
no Distrito Federal e entorno”, realizada pela Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia — FS/UnB). Seus pais foram consultados e permitiram que
VOCé participe.

Queremos saber se existem alteracdes genéticas nas pessoas com puberdade
precoce. Sabemos que o desenvolvimento da puberdade é influenciado por fatores
geneéticos, ou seja, por genes que passam da mée e do pai para os filhos. Os médicos
responsaveis por essa pesquisa estdo querendo saber se alguma alteracdo em um
desses genes poderia ter feito com que vocé tenha desenvolvido a puberdade mais
cedo do que o normal.

Vocé nao precisa participar da pesquisa se nao quiser, € um direito seu, ndo
terd nenhum problema se desistir. A pesquisa sera feita no préprio local onde vocé faz
as suas consultas e os exames de sangue necessarios para o controle do seu
tratamento. Para isso, s6 sera 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. Vocé 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 desaparecera em poucos dias. Para que vocé tenha menos desconforto, a coleta
sera feita por um profissional treinado, aproveitando o0 momento da sua consulta ou
da coleta de outros exames que vocé precisar fazer. Ou seja, VOCé nao vai precisar
comparecer ao hospital mais vezes por causa da pesquisa e 0s seus pais nao terao
nenhum gasto extra por causa da sua participagao.

A vantagem € que o resultado dessa pesquisa podera esclarecer se existe
alguma causa genética para 0 seu problema. Isso pode ajudar os médicos a
entenderem melhor 0 que causa a puberdade precoce e também pode ajudar a
identificar outras pessoas da sua familia que também podem apresentar 0 mesmo
problema.

Se precisar, 0s seus pais poderdo nos procurar Ambulatério de Endocrinologia
do HUB (quintas-feiras de 14:00 as 18:00horas), ligar no telefone (61) 3448-5255 ou
fazer contanto no e-mail lvaladares@unb.br.

Ninguém saberd que vocé estad participando da pesquisa, ndo falaremos a
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informacdes que forem obtidas do seu
caso. Os resultados da pesquisa vao ser publicados em revistas médicas, mas sem
identificar as criancas que participaram da pesquisa. Quando terminarmos a pesquisa,
vocé e a sua familia, poderéo receber esses resultados, se quiserem.

Se voceé tiver alguma duavida, vocé pode perguntar as pesquisadoras Luciana
Pinto Valadares, Renata Santarem de Oliveira ou a professosa Dra Adriana Lofrano
Porto.

Eu aceito participar da pesquisa
“Estudo do gene MKRN3 em individuos portadores de puberdade precoce central
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idiopatica residentes no Distrito Federal e entorno”, que tem o objetivo de estudar se
existe alteracdo 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 “ndo” e desistir que ninguém
vai ficar com raiva e eu ndo serei prejudicado. Os pesquisadores tiraram minhas
davidas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma via deste termo de assentimento e li e concordo em participar da
pesquisa.

Brasilia, de de

Assinatura do menor Assinatura do(a) pesquisador(a)



131

APENDICE 7 - CARACTEBIZAQI\O CLINICA E BIOQUMICA DOS INDIVIDUOS COM PPC INICIALMENTE CLASSIFICADA
COMO IDIOPATICA INCLUIDOS NO ESTUDO.

Paciente  Sexo Inicio Idade Tanner Estatura  Peso IMC 10 AlO FSH LH LH pés E T Sequenciamento
Puberdade diagnostico Z-score Z- Z-score basal basal estimulo pg/mL ng/mL MKRN3
score Ul/L ul/L (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 €.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 55 6,8 M3P1 0,7 0,63 0.4 8,3 14 1,45 0,64 20 €.663 C>T (p=)
5* F 7 8,2 M3P4 1,89 1,36 0,73 10,6 29 511 2,97 30,22 WT
6 F 4,9 58 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 M4pP2 2,27 1 -0,01 12 31 4,1 2,8 25,7 c.90G>A (p=) e
€.663 C>T (p=)
9 F 6,3 7,3 M3P1 1,55 1,22 0,7 10,3 2,4 31 0,5 21,55 39,3 €.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 M4pP2 -0,07 1,08 1,39 11,5 3,9 5,06 1,74 57 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 €.663 C>T (p=)
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Paciente  Sexo Inicio Idade Tanner Estatura  Peso IMC 10 AlO FSH LH LH p6s E T Sequenciamento
Puberdade diagnostico Z-score Z- Z-score basal basal estimulo pg/mL ng/mL MKRN3
score ul/L ul/L (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 €.663 C>T (p=)
26 F 75 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 €.663 C>T (p=)
28 F 6 7,7 M3P1 1,03 0,24 -0,55 9,5 1,6 31 1,6 28,33 33 WT
29 F 6,7 7,2 M3P1 0,89 0,52 0,03 8,8 18 55 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 €.663 C>T (p=)
31 F 0,1 15 M2P3 2,7 15 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 53 6,3 M3P3 0,05 1,42 1,82 11 4,7 4 0,94 20 0,14 €.663 C>T (p=)
34 M 9 10 0,48 1,63 1,65 13 3 1,7 2,70 €.663 C>T (p=)
35 F 7 7 ND ND ND ND 8 1 €.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 €.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 €.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 €.663 C>T (p=)
41* M 8 8,9 G3P1 0,39 1,13 1,56 10 11 0,75 0,8 2,06 WT
42 F 7 8,5 M3P3 2,12 2 1,53 10 15 6,9 3,8 38 WT
43 F 4,5 8,5 M4P3 2,04 2,47 2,08 11 2,5 4,2 14 39,4 €.663C>T (p=)
44 F 7 7,9 M3P2 1,9 2,69 2,63 11 3,3 5,84 3,2 63,33 €.663 C>T (p=)
€.982 C>T/
p.Arg328Cys
45 F 7 8,5 M3P2 2,12 1,75 12 11 25 5,22 2,62 32 €.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 €.663 C>T (p=)
€.982C>T/
p.Arg328Cys
47 F 6,9 8 M3P1 2,94 1,59 0,39 11 3 2,31 0,31 4,39 13 €.663 C>T (p=)
48 F 6 8,1 M3P3 1,97 1,74 1,23 11 2,9 571 2,35 50 €.663 C>T (p=)
49 F 55 8 M4P2 0,62 0,49 0,19 8 0,8 €.663 C>T (p=)
50 F 6 7,9 M3P4 0,95 1,53 1,43 11 31 0,82 0,15 ND 10 WT
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Paciente  Sexo Inicio Idade Tanner Estatura  Peso IMC 10 AlO FSH LH LH p6s E T Sequenciamento
Puberdade diagnostico Z-score Z- Z-score basal basal estimulo pg/mL ng/mL MKRN3
score ul/L ul/L (c.DNA/proteina)
51 F 7,5 7,7 M3P3 11 3,3 €.663 C>T (p=)
52 F 6,3 7,9 M3P2 10 2,1 0,9 0,1 341 5 WT
53 F 7,5 10,3 M4P4 0,14 -0,22 -0,2 11 0,4 6,66 4,53 56 €.663C>T (p=)
54 F 6 7,9 M3P1 0,11 0 -0,13 8 0,1 4,45 1,32 33 482delC/
p.Prol61Argfs*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 €.663 C>T (p=)
58 F ND 8,5 M4pP2 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 €.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 M4pP2 2,8 2,08 1,31 10,7 4,9 35 5,54 22,86 475_476insC
(p.Alal62Glyfs*14)
63 M 8,4 9,2 G2P2 1,63 0,82 0,38 9 34 2,9 1,19 €.663 C>T (p=)

M: Masculino; F: Feminino; Tanner refere-se ao estagio puberal de Marshal e Tanner a ocasido do diagndstico, sendo M o estagio puberal do desenvolvimento mamario, P o estagio dos pelos
pubianos e G o estagio do desenvolvimento genital masculino; |0: idade 6ssea e AlO refere-se ao avango da |0 (diferenca entre a idade 6ssea e idade cronoldgica a ocasido do diagnéstico); Dosagens
hormonais a ocasido do diagnostico; E: estradiol e T: testosterona; ND: ndo disponivel; WT (wild type ) alelo selvagem; Os pacientes nos quais mutacdes patogénicas no MKRN3 foram encontradas
através do sequenciamento automatico estéo assinalados em vermelho. Os pacientes selecionados para a analise cromossémica por microarranjo estéo assinalados com * ( pacientes 5, 24 e 41).
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APENDICE 8 — RELAGCAO DOS GENES CONTIDOS NO SEGMENTOS DELETADOS E
DUPLICADOS DETECTADOS NOS IRMAOS COM PPC ASSOCIADA A TEA, COM OS
SEUS RESPECTIVOS PROCESSOS BIOLOGICOS

CNV Gene Descricao Processo biolégico
16p11.2x1*  BOLA2 bolA Family member 2 Maturacéo proteica por
(761kpb) transferéncia de ferro-enxofre

SPN Sialophorin Resposta imune, quimiotaxia,
regulagado negativa da adeséao
celular, migracéo de células T

QPRT quinolinate Atividade catalitica, biossintese

phosphoribosyltransferase de NAD, metabolismo do
quinolinato,

KIFF22 kinesin family member 22 Movimento de microtubulos,
reparo do DNA, movimentacao
de cromossomos durante divisdo
celular

MAS MYC associated zinc finger Regulacéo da transcri¢do e da

protein expressao genica, proliferacao
celular

PRRT2 Proline-rich transmembrane Transmisséo sinaptica

protein 2

PAGR1 PAXIP1 associated glutamate Reparo do DNA, metilagcéo de

rich protein histona, regulacéo da transcri¢éo

MVP Major vault protein Transporte de proteinas e do
RNAm, degranulagéo de
neutrdfilos

CDIPT CDP-diacylglycerol--inositol 3- Metabolismo lipidico, biossintese

phosphatidyltransferase de fosfatidil-inositol,
metabolismo de fosfolipideos

KCTD13 potassium channel Migracgéo celular, ubiquitinacéo,

tetramerization domain transmissédo sinaptica e
containing 13 replicagdo do DNA

TAOK?2 Tao kinase 2 Regulagéo do crescimento
celular, fosforilagdo de proteinas,
ativagao da atividade proteina-
kinase, organizagdo de
citoesqueleto de actina,

HIRIP3 HIRA interacting protein 3 Remodelacéo da cromatina

DOC2A double C2 domain alpha Exocitose, transmissao
sinaptica, desenvolvimento do
SNC

FAM57B TLC domain containing 3B Metabolismo lipidico, biossintese
de ceramida

ALDOA aldolase, fructose-bisphosphate  Sintese de ATP, gliconeogénese,

A metabolismo de frutose, via
glicolitica

PPP4C Protein phosphatase 4, catalytic  Organizagédo de microtubulos,

subunit

reparo do DNA e desfosforilagdo
de proteinas




135

CNV Gene Descricao Processo biolégico

TBX6 T-box transcription factor 6 Desenvolvimento do
mesoderma, regulagao da
transcrigao, regulagcéo negativa
no desenvolvimento de
projecdes neurais.

YPEL3 yippee like 3 senescéncia celular

MAPK3 mitogen-activated protein Ativagao da atividade MAPK,

kinase 3

fosforilagao de proteinas,
regulacdo da expressao genica,
apoptose

18p11.22x3  TWSGT
(363kpb)

Twisted gastrulation BMP
signaling modulator 1

Formagao do mesoderma,
diferenciagéo celular, sinalizagao
via BMP, ossificagao

ANKR12

Ankyrin repeat domain 12

Ligacao proteica

RALBP1

ralA-biding protein 1

Endocitose, transducéo de sinal,
transporte transmembrana

Pseudogenes e genes que ndo constam na base de dados do OMIM néo foram incluidos na tabela.
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ANEXO 1

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE Wm
BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do gene MKRN3 em individuos portadores de puberdade precoce central
idiopatica residentes no Distrito Federal e entorno

Pesquisador: Adriana Lofrano Alves Porto

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 43171815.8.0000.0030

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.140.009
Data da Relatoria: 08/07/2015

Apresentagao do Projeto:

A puberdade precoce dependente de gonadotrofinas, tambem conhecida como puberdade precoce central
(PPC), e decorrente da ativacao prematura do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal e se caracteriza pelo
desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios antes dos 8 anos nas meninas e 9 anos nos meninos.
A forma idiopatica caracteriza-se pela ausencia de lesoes organicas no SNC e representa a maioria dos
casos de PPC no sexo feminino (90%).0 diagnostico da PPC baseia-se no reconhecimento de
desenvolvimento puberal progressivo, concentracoes puberes de LH em condicao basal e/ou apos estimulo
com GnRH e avanco de idade ossea.

Diversas evidencias apontam para uma influencia genetica no inicio da puberdade: idade semelhante da
menarca entre maes e filhas e entre membros de um mesmo grupo etnico. Uma analise de 156 pacientes
com PPC idiopatica identificou prevalencia de 27,5% de casos familiares, o que sugere a relevancia dos
fatores geneticos na sua patogenese. A analise de segregacao dessas familias sugeriu modo de heranca
autossomica dominante com penetrancia incompleta, sexo-dependente. Ate recentemente, raras mutacoes
nos genes da kisspetina e seu receptor (KISS1 e KISS1R, respectivamente) haviam sido relacionadas a
patogenese da PPC. Mais recentemente, Abreu e cols. identificaram mutacoes inativadoras no gene MKRN3
(makorin ring finger 3) em 5

Enderego: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1047 E-mail: cepfsunb@gmail.com
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FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE Wﬂl"
BRASILIA - CEP/FS-UNB

Continuagdo do Parecer: 1.140.009

de15 familias com PPC estudadas por sequenciamento exomico global. Esse gene sofre imprinting materno,
isto e, o gene e silenciado no cromossomo de origem materna e ativo no cromossomo paterno. O gene
MKRN3 localiza-se no braco longo do cromossomo 15, em uma regiao de imprinting relacionada a sindrome
de Prader -Willi (15g11). O estudo de segregacao dessas familias demonstrou heranca autossomica
dominante de transmissao paterna visto que o alelo materno e silenciado. Esse achado corroborou
evidencias anteriores a respeito do carater autossomico dominante, com penetrancia incompleta e sexo-
dependente da PPC.O produto do gene MKRN3 participa da degradacao de proteinas por processo de
ubiquitinacao, mas o mecanismo exato pelo qual a sua inativacao leva ao inicio da puberdade ainda nao e
conhecido. Outro dado que aponta o MKRN3 como um fator central para a ativacao eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal e o inicio da puberdade e a observacao de niveis elevados do mRNA desse gene no
nucleo arqueado do hipotalamo dos camundongos em idade pre-puberal e diminuicao do mesmo
imediatamente antes e apos o inicio da puberdade. Em conjunto, esses achados sugerem que o produto
desse gene tenha um papel inibitorio na secrecao do GnRH, de forma que mutacoes inativadoras
favoreceriam o inicio da puberdade pela acao preponderante dos fatores estimulatorios.Como o gene
MKRN3 apresenta imprinting materno, nao se sabe se a PPC poderia ser resultado de perda da expressao
do alelo paterno por delecoes de novo, dissomia uniparental materna ou defeitos de imprinting, a
semelhanca do que e observado na Sindrome de Prader-Willi e outras doencas. Em outro estudo mais
recente, mutacoes no MKRN3 foram identificadas em 8 de 215 meninas com PPC aparentemente
esporadica. No entanto, anormalidades no numero de copias e alteracao no padrao de metilacao no locus
15911 nao foram identificadas em uma parcela selecionada de pacientes sem mutacoes no MKRN3
detectadas pelo sequenciamento automatico. O achado de mutacoes no gene MKRN3 representa uma nova
causa de PPC, altamente relevante do ponto de vista fisiopatologico, e estabelece, de forma definitiva, a
importancia do componente genetico na fisiopatologia dessa condicao. Adicionalmente, abre-se uma
perspectiva para identificacao de outros defeitos geneticos no entendimento do desenvolvimento puberal
prematuro).

Metodologia: Serao incluidos cerca de 150 pacientes, residentes no DF e entorno, que tiverem recebido ou
estejam em uso de analogos de GnRH atraves do programa de dispensacao de analogos de GnRH,
leuprorrelina e triptorrelina, da Secretaria de Saude do Distrito Federal (SESDF) conforme a Portaria
SAS/MS numero 111, de 26 de abril de 2011, que atenderam aos criterios para diagnostico de puberdade
precoce central, a saber:- meninas abaixo de 6 anos: aparecimento de caracteres sexuais secundarios,
idade ossea avancada, aumento da velocidade de crescimento
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(VC), LH basal ou no teste de estimulo com GnRH em nivel puberal, ecografia com aumento dos volumes
ovariano e uterino; - meninas entre 6-8 anos — aparecimento de caracteres sexuais secundarios e
rapidamente progressivos, idade ossea avancada, aumento da VC, comprometimento da estatura final, LH
basal ou no teste de estimulo com GnRH em nivel puberal, ecografia com aumento dos volumes ovariano e
uterino;

- meninos com idade inferior a 9 anos — aparecimento de caracteres sexuais secundarios e rapidamente
progressivos, aumento da VC, idade ossea avancada, comprometimento da estatura final, LH basal ou no
teste de estimulo em nivel puberal.

Os dados clinicos relevantes, tais como anamnese, exame fisico, dosagens hormonais, resultados de
exames de imagem e ecografias serao obtidos a partir de revisao dos prontuarios, visto que fazem parte da
rotina clinica de investigacao e acompanhamento dos pacientes com PPC.A analise molecular do gene
MKRN3 sera feita utilizando-se DNA genomico extraido de leucocitos obtidos deamostra de 15 a 20 ml de
sangue total, colhido por puncao venosa periferica.

A extracao de DNA sera realizada utilizando-se a tecnica de Salting- Out ou sistemas (kits) de extracao de
DNA de alta pureza (Kit Qiagen DNAeasy). O DNA genomico sera utilizado como substrato para
amplificacao do gene MKRN3por PCR (reacao de polimerizacao em cadeia), utilizando-se pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers) desenhados especificamente para o estudo e o kit de PCR GoTaqg
green master mix (promega). Tambem serao amplificados e analisados os genes que codificam a
kisspeptina (KISS1) e seu receptor (KISS1R),causas raras, porem, importantes de PPC.Para confirmacao
da amplificacao do fragmento de interesse, os produtos de PCR sao submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% corados com brometo de etidio (0,5 g/mL),visualizados sob luz ultravioleta e fotografados. Os
produtos da amplificacao serao purificados por meio enzimatico (sistema “EXOSAP”) ou separacao em
micro- colunas de silica (kit de purificacao de produtos de PCR - Qiagen) e em seguida serao enviados para
sequenciamento automatico pelo metodo de Sanger.

A analise, alinhamentos e comparacoes entre as sequencias serao realizadas com o auxilio do software
Sequencher v.5.0 ou 6.0 (Gene Codes corporation). Os resultados do sequenciamento serao analisados e
correlacionados com as caracteristicas clinicas dos individuos afetados.Caso sejam identificadas mutacoes
novas, que ainda nao constem nos bancos de dados de variacoes geneticas (1000 genomes, NCBI), as
mesmas serao rastreadas em um grupo de 100 individuosadultos saudaveis, que nao apresentem historia
de precocidade sexual, isto e, que tenham apresentado menarca apos os 9 anos, para o sexo feminino, ou
inicio de desenvolvimento dos caracteres sexuais masculinos apos os 9 anos, para o sexo masculino. Para
a investigacao de
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delecoes, insercoes ou alteracao no padrao de metilacao do geneMKRN3, sera utilizado o kit de MLPA
(Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) ja padronizado para a Sindrome de Prader-Willi, o qual o
qual faz parte da regiao estudada nesse kit. (SALSA MLPA ME 028 MRCHolland,Amsterdam, The
Neatherlands).A presenca de alteracoes cromossomicas submicroscopicas serao estudadas utilizando a
plataforma CytoScanTM 750K (Affymetrix). Essa plataforma possui cerca de 750.000 sondas sendo 550.00
sondas de CNVs e 200.000SNPs que permitem uma alta resolucao tanto de variacoes no numero de copias
quanto de heterozigose podendo assim detectar tambem dissomias uniparentais.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral desse estudo sera investigar a presenca de mutacoes no gene MKRN3 e outros genes
envolvidos na ativacao prematura do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal ( KISS1, KISS1R e outros que
vierem a ser identificados) em uma serie de pacientes portadores de puberdade precoce central idiopatica,
residentes no Distrito Federal e entorno.

Como objetivos secundarios, o presente projeto de pesquisa visa Analisar a correlacao das mutacoes
eventualmente identificadas com a apresentacao clinica dos pacientes com puberdade precoce central
idiopatica.Avaliar se delecoes, defeitos de imprinting ou dissomia uniparental materna no locus 15q11
poderiam estar relacionadas a patogenese da PPC em uma amostra de pacientes nos quais mutacoes no
MKRN3 nao forem identificadas pelo sequenciamento automatico.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos sao descritos da seguinte forma: Existe um desconforto e risco minimo para a coleta da
amostra de sangue venoso periferico necessaria para o estudo molecular e as complicacoes que podem
ocorrer devido a este procedimento sao: leve dor ou desconforto, edema ou formacao um de hematoma no
local da puncao. A coleta da amostra para o estudo genetico sera realizada, preferencialmente, durante o
momento de coleta de outros exames que facam parte da rotina do acompanhamento ambulatorial do
individuo, para se minimizar a ocorrencia de risco ou desconforto adicional.

Beneficios: De acardo com o descrito no projeto de pesquisa, o beneficio para os participantes e que os
resultados da pesquisa poderao esclarecer se existe causa genetica para a doenca. Caso seja encontrada
uma mutacao genetica, isso podera ser util para o diagnostico de outros membros da familia e tambem para
o aconselhamento genetico no que se diz respeito a futura prole. Adicionalmente, ao estudar a ocorrencia
de mutacoes no MKRN3 em uma serie de individuos portadores de PPC idiopatica no Distrito Federal,
espera- se aumentar a casuistica disponivel na
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literatura, composta pelos dados do estudo genetico de pouco mais de 200 pacientes, a maioria proveniente
do estado de Sao Paulo. Espera-se, ao estudar novas mutacoes do MKRN3 em casos familiares e/ou
esporadicos, contribuir para maior elucidacao do papel desse gene na regulacao da ativacao do eixo
gonadotrofico em seres humanos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo observacional, exploratorio e descritivo no qual serao avaliados pacientes com
diagnostico de puberdade precoce central idiopatica atendidos no Distrito Federal., referente ao projeto de
doutorado da aluna Luciana Pinto Valadares sob responsabilidade da pesquisadora Adriana Lofrano Alves
Porto, Prof. Adjunto da Faculdade de Ciencias da Saude da UnB.

O projeto esta redigido de maneira clara, permitindo a avaliacao etica por parte deste CEP. Alguns pontos
devem ser destacados uma vez que a populacao alvo da pesquisa envolve criancas com idades entre 6 a 9
anos. Dessa forma, e necessaria a apresentacao Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) a ser
aplicado a essa populacao, ainda que os responsaveis estejam de acordo com o TCLE.

Tanto no TCLE quanto no projeto estao descritos os riscos relacionados a participacao na pesquisa, que
incluem “leve dor no local da puncao, inchaco, inflamacao ou uma mancha "preto-azulada" no local da
picada (hematoma)’. No entanto, nao esta descrito o que sera feito para minimizar os riscos. Os autores
somente informam que “risco de dano decorrente dessa pesquisa e minimo, no entanto, no caso de voce
sofrer algum dano que possa ser atribuido a sua participacao, sera disponibilizado o servico medico
ambulatorial do Hospital Universitario de Brasilia.”

No TCLE nao consta o paragrafo que garante o ressarcimento de gastos relativos a pesquisa e a
indenizacao de danos diretos e indiretos decorrentes da participacao no estudo, conforme previsto no item
IV.3h da Resolucao CNS/MS 466/12.

Ainda nao consta no projeto e no TCLE, a garantia de que o DNA genomico extraido apos aealizacao da
presente pesquisa sera descartado assim como qualquer outra parte do material biologico obtido. E
importante que o investigador deixe claro que caso seja de interesse do grupo de pesquisa avaliar qualquer
outro evento nao estabelecido no presente projeto, devera ser obtido um novo TCLE.

Nos documentos apresentados, alguns sao assinados pela pesquisadora Luciana Pinto Valadares, como a
carta de encaminhamento ao CEP; e outros pela Professora Dra. Adriana Lofrano Alves Porto, como a folha
de rosto.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:

Para andlise da pendéncias foram analisados os seguintes documentos:

- Informagoes Basicas do Projeto: PB_INFORMACOES BASICAS DO PROJETO 365965.pdf, postado
em 11/06/2015.

- Outros: ANEXO II - Procedimento Operacional Padrao.docx, postado em 11/06/2015;

- Projeto Detalhado: _Projeto Estudo do gene MKRN3 PPC_FINAL .docx, postado em 11/06/2015

- TCLE - Modelo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: TCLE PPC MKRN3 FINAL.docx
postado em, 11/06/2015;

- Outros: _Anexo |- armazenamento SANGUE .xlsx, postado em 11/06/2015;

- Outros: _Regimento Interno Coleta, Armazenamento amostras Grupo de Pesquisa em Endocrinologia.doc
postado em 11/06/2015

- Projeto Detalhado: _Projeto Estudo do gene MKRN3 PPC_Modif .docx, postado em 11/06/2015

- TCLE - Modelo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: TCLE PPC MKRN3_Modif.docx, postado
em 11/06/2015

- Outros:_Termo de Assentimento para menores de 18 anos.docx, postado em 11/06/2015

- Outros: _CartaRespPedencias CEPFS Projeto MKRN3 .pdf. postado em 11/06/2015

Recomendacodes:
Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Andlise das respostas as pendéncias apontadas no parecer No. 1.065.030:

1. Solicita-se incluir na documentacao o modelo de Termo de Assentimento para participantes de pesquisa
menores de 18 anos.PENDENCIA ATENDIDA

2. O TCLE devera ser adequado ao item V, da Res. CNS 340/2004, quanto a:

2.a) explicitacao clara dos exames e testes que serao realizados, indicacao dos genes/segmentos do DNA
ou do RNA ou produtos genicos que serao estudados e sua relacao com eventual condicao do participante
da pesquisa. Ainda, segundo Carta Circular No 041/2015/CONEP/CNS/MS, se for o caso, o pesquisador
podera descrever os genes estudados de forma agrupada segundo funcionalidade ou efeito (exemplo:
genes relacionados ao aparecimento do cancer, inflamacao, morte celular, resposta ao tratamento, etc.),
nao sendo necessario lista-los individualmente; PENDENCIA ATENDIDA

2.b) garantia de sigilo, privacidade e, quando for o caso, anonimato; PENDENCIA ATENDIDA

2.c) plano de aconselhamento genetico e acompanhamento clinico, com a indicacao dos

Enderego: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro

Bairro: Asa lNorte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1947 E-mail: cepfsunb@gmail.com

Pagina 06 de 08



142

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE Wﬂl"
BRASILIA - CEP/FS-UNB

Continuagio do Parecer: 1.140.009

responsaveis, sem custos para os participantes da pesquisa;PENDENCIA ATENDIDA

2.d) tipo e grau de acesso aos resultados por parte do sujeito, com opcao de tomar ou nao conhecimento
dessas informacoes; PENDENCIA ATENDIDA

2.e) no caso de armazenamento do material, a informacao deve constar do TCLE, explicitando a
possibilidade de ser usado em novo projeto de pesquisa. E indispensavel que conste tambem que o
participante sera contatado para conceder ou nao autorizacao para uso do material em futuros projetos e
qgue quando nao for possivel, o fato sera justificado perante o CEP. Explicitar tambem que o material
somente sera utilizado mediante aprovacao do novo projeto pelo CEP e, quando for o caso, pela CONEP;
PENDENCIA ATENDIDA

2.f) informacao quanto a medidas de protecao de dados individuais, resultados de exames e testes, bem
como do prontuario, que somente serao acessiveis aos pesquisadores envolvidos e que nao sera permitido
0 acesso a terceiros (seguradoras, empregadores, supervisoreshierarquicos etc.); PENDENCIA ATENDIDA
2.g) informacao quanto a medidas de protecao contra qualquer tipo de discriminacao e/ou estigmatizacao,
individual ou coletiva; PENDENCIA ATENDIDA

2.h) em investigacoes familiares devera ser obtido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de cada
individuo estudado.

3. Quanto ao TCLE, solicita-se ainda:

3.a) informar em medidas caseiras a quantidade de sangue a ser coletado. Por exemplo: 4mL =
aproximadamente 1 colher de cha. PENDENCIA ATENDIDA

3.b) Solicita-se explicitar garantia de ressarcimento e indenizacao conforme item IV.3, subitens "g"e "h", e
item 1V.4, subitem "c", da Res. CNS 466/2012. PENDENCIA ATENDIDA

3.c) Solicita-se incluir no projeto e no TCLE, as medidas que serao realizadas para minimizacao dos
riscos.PENDENCIA ATENDIDA

3.d) Solicita-se substituir o termo "copia” por "via", conforme item V.3, subitem "f", e item V.5, subitem "d",
da Res. CNS 466/2012. PENDENCIA ATENDIDA

3.e) Para preservar a integridade do documento, solicita-se numerar suas paginas. Por exemplo, pagina 1
de 2, pagina 2 de 2. Ainda, o TCLE devera ser rubricado em todas as suas paginas e assinadas, ao seu
termino, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pelo
pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa (s) por ele delegada (s), devendo as paginas de assinaturas
estar na mesma folha. PENDENCIA ATENDIDA

3.f) Solicita-se informar o que e e qual o papel do CEP, bem como a atualizacao de seus dados de
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contato: "telefone: (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com, horario de
atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs, de segunda a sexta-feira, localizado na
Faculdade de Ciencias da Saude, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.
PENDENCIA ATENDIDA

3.g) Solicita-se retirar os campos para preenchimento de RG e CPF.PENDENCIA ATENDIDA

Pendéncias sanadas.

Protocolo de pesquisa em conformidade com a Resolucdo CNS 466/2012 e complementares.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Em acordo com a Resolugdo 466/12 CNS, itens X.1.- 3.b. e Xl.2.d, os pesquisadores responsaveis deverao

apresentar relatdrios parcial semestral e final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de
aprovacao do protocolo de pesquisa.

BRASILIA, 06 de Julho de 2015

Assinado por:

Marie Togashi
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do gene MKRN3 em individuos portadores de puberdade precoce central
idiopatica residentes no Distrito Federal e entorno

Pesquisador: Adriana Lofrano Alves Porto

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 43171815.8.3001.5553

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.152.221
Data da Relatoria: 13/07/2015

Apresentacao do Projeto:

Na data de 06/07/2015, o projeto nimero:1.140.009 foi aprovado pelo Comité de Etica m Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro, da Universidade de Brasilia. Na mesma data o
protocolo deu entrada no CEP/FEPECS para participar a SES/DF que ela seria co-participante da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

"O objetivo geral desse estudo sera investigar a presenca de mutacoes no gene MKRN3 e outros genes
envolvidos na ativacao prematura do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal

(KISS1, KISS1R e outros que vierem a ser identificados) em uma serie de pacientes portadores de
puberdade precoce central idiopatica, residentes no Distrito Federal e entorno.

Como objetivos secundarios, o presente projeto de pesquisa visa:

- Analisar a correlacao das mutagoes eventualmente identificadas com a apresentacao clinica dos pacientes

com puberdade precoce central idiopatica.
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- Avaliar se delecoes, defeitos de imprinting ou dissomia uniparental materna no locus 15q11 poderiam estar
relacionadas a patogenese da PPC em uma amostra de pacientes nos quais mutacoes no MKRN3 nao
forem identificadas pelo sequenciamento automatico."

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

"Riscos: Os riscos sao descritos da seguinte forma: Existe um desconforto e risco minimo para a coleta da
amostra de sangue venoso periférico necessaria para o estudo molecular e as complicagdes que podem
ocorrer devido a este procedimento sdo: leve dor ou desconforto, edema ou formagao um de hematoma no
local da pungéo. A coleta da amostra para o estudo genético sera realizada, preferencialmente, durante o
momento de coleta de outros exames que facam parte da rotina do acompanhamento ambulatorial do
individuo, para se minimizar a ocorrencia de risco ou desconforto adicional.

Beneficios: De acordo com o descrito no projeto de pesquisa, o beneficio para os participantes e que os
resultados da pesquisa poderao esclarecer se existe causa genetica para a doenca. Caso seja encontrada
uma mutacao genetica, isso podera ser util para o diagnostico de outros membros da familia e também para
o aconselhamento genético no que se diz respeito a futura prole. Adicionalmente, ao estudar a ocorrencia
de mutacoes no MKRN3 em uma serie de individuos portadores de PPC idiopatica no Distrito Federal,
espera- se aumentar a casuistica disponivel na literatura, composta pelos dados do estudo genético de
pouco mais de 200 pacientes, a maioria proveniente do estado de Sao Paulo. Espera-se, ao estudar novas
mutagdes do MKRN3 em casos familiares e/ou esporadicos, contribuir para maior elucidagao do papel
desse gene na regulagdo da ativacao do eixo

gonadotréfico em seres humanos.”

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

"Metodologia: Serao incluidos cerca de 150 pacientes, residentes no DF e entorno, que tiverem recebido ou
estejam em uso de analogos de GnRH atraves do programa de dispensacao de analogos de
GnRH,leuprorrelina e triptorrelina, da Secretaria de Saude do Distrito Federal (SESDF) conforme a Portaria
SAS/MS numero 111, de 26 de abril de 2011, que atenderam aos criterios para diagnostico de puberdade
precoce central, a saber:- meninas abaixo de 6 anos: aparecimento de caracteres sexuais secundarios,
idade ossea avancada, aumento da velocidade de crescimento(VC), LH basal ou no teste de estimulo com
GnRH em nivel puberal, ecografia com aumento dos volumes ovariano e uterino; - meninas entre 6-8 anos —
aparecimento de caracteres sexuais secundarios e rapidamente progressivos, idade ossea avancada,
aumento da VC, comprometimento da estatura final, LH basal ou no teste de estimulo com GnRH em nivel
puberal, ecografia com aumento dos
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volumes ovariano e uterino;

- meninos com idade inferior a 9 anos — aparecimento de caracteres sexuais secundarios e rapidamente
progressivos, aumento da VC, idade ossea avancada, comprometimento da estatura final, LH basal ou no
teste de estimulo em nivel puberal. Os dados clinicos relevantes, tais como anamnese, exame fisico,
dosagens hormonais, resultados de

exames de imagem e ecografias serao obtidos a partir de revisao dos prontuarios, visto que fazem parte da
rotina clinica de investigacao e acompanhamento dos pacientes com PPC.A analise molecular do gene
MKRNS3 sera feita utilizando-se DNA genomico extraido de leucocitos obtidos de amostra de 15 a 20 ml de
sangue total, colhido por puncao venosa periférica. A extragdo de DNA sera realizada utilizando-se a tecnica
de Salting- Out ou sistemas (kits) de extragao de DNA de alta pureza (Kit Qiagen DNAeasy). O DNA
gendmico sera utilizado como substrato para amplificagdao do gene MKRN3por PCR (reagao de
polimerizagao em cadeia), utilizando-se pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) desenhados
especificamente para o estudo e o kit de PCR GoTaq green master mix (promega). Tambem serao
amplificados e analisados os genes que codificam a kisspeptina (KISS1) e seu receptor (KISS1R),causas
raras, porem, importantes de PPC.Para confirmacao da amplificacao do fragmento de interesse, os produtos
de PCR sao submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corados com brometo de etidio (0,5
g/mL),visualizados sob luz ultravioleta e fotografados. Os produtos da amplificagao serao purificados por
meio enzimatico (sistema “EXOSAP”) ou separagdo em micro-colunas de silica (kit de purificagao de
produtos de PCR - Qiagen) e em seguida serdo enviados para sequenciamento automatico pelo metodo de
Sanger."

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Foram apresentados adequadamente ao CEP/FS os termos:

- Folha de Rosto assinada

- Termo de concordancia assinados

- Curriculo vitae participantes

- Avaliagao de riscos e beneficios, de acordo coma Resolugdo CNS/MS 466/12

- Projeto de pesquisa completo com cronograma e planilha de orgamento

Recomendagodes:
Todas as pendéncias elencadas ao pesquisador pelo CEP/FS/UNB sao extremamente importantes e
concordantes com este CEP/FEPECS. O pesquisador atendeu, no papel, a estas pendéncias.

Recomendamos ao pesquisador que as cumpra, criteriosamente, uma a uma, na execugao deste

Enderego: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASA NORTE CEP: 70.710-904
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3325-4955 Fax: (33)3325-4955 E-mail: comitedeetica.secretaria@gmail.com

Pagina 03 de 04



147

\ COMITE DE ETICA EM Plataforma
B smmnssves* PESQUISA - FEPECS/SES-DF %Mﬂ

Continuagao do Parecer: 1.152.221

projeto de pesquisa em todas as instituigdes em que foram alocados pacientes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Projeto aprovado como instituicdo e CEP co-participante.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

BRASILIA, 16 de Julho de 2015

Assinado por:

Helio Bergo
(Coordenador)
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