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RESUMO

Nessa revisdo, descrevemos os genes que codificam uma rede de
fatores de transcricdo, proteinas, horménios, enzimas e receptores
expressos nos diversos niveis do eixo hipotalamo-hipoéfise-gonadal
(HHG), e relatamos nossa experiéncia na identificacdo e caracteriza-
cao das mutacgdes identificadas em pacientes com alteragcdes do eixo
HHG, incluindo o hipogonadismo hipergonadotréfico e o hipogonadis-
mo hipogonadotréfico isolado ou associado a outras deficiéncias hor-
monais hipofisarias, e alteracdes do desenvolvimento puberal e sexual.
Até o momento, foram identificados 15 genes que atuam no desen-
volvimento e funcao do eixo HHG: KAL, SF1, DAX1, LEPTINA, PC1, GnRH,
GnRHR, HESX1, LHX3, PROP1, FSHR, LHR, FSHp, LHB e FGFR1. A maioria das
mutacdes identificadas em nossa casuistica foi descrita pela primeira
vez na literatura e frequentemente esteve associada a novos aspectos
clinicos e hormonais das doencgas. As conseqiéncias dessas mutagdes,
caracterizadas por estudos in vitro, contribuiram para um melhor
entendimento da estrutura e funcéo das proteinas codificadas por esses
genes. A unido do diagndstico clinico, hormonal e molecular dos distar-
bios do eixo HHG contribui significantemente para aprimorar o conhe-
cimento e, conseqientemente, o diagndstico e a terapéutica destes
pacientes. (Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/4:440-452)
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ABSTRACT

Molecular Genetics of the Hypothalamic-Pituitary-Gonadal Axis.

In this review, we described the genes that encode an array of tran-
scription factors, matrix proteins, hormones, enzymes and receptors that
are expressed at multiple levels of the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis (HPG). In addition, we reported our experience in the identification
and characterization of naturally occurring mutations in patients affect-
ed by HPG disorders, including hypergonadotropic hypogonadism and
hypogonadotropic hypogonadism, isolated or associated with others
pituitary hormonal deficiencies, and abnormalities of pubertal and sexu-
al development. To date, fifteen distinct genes implicated with HPG axis
development and function were identified: KAL, SF1, DAX1, LEPTIN, PC1,
GnRH, GnRHR, HESX1, LHX3, PROP1, FSHR, LHR, LHB, FSHB and FGFR1. Most
mutations identified in our cohort were described for the first time in liter-
ature and they frequently were associated with new clinical and hor-
monal aspects of the diseases. Characterization of the consequences of
these mutations in in vitro studies have provided increased understand-
ing of the structure and function of the proteins encoded by these
genes. The combined clinical, hormonal and molecular diagnosis of HPG
disorders have helped significantly to improve the knowledge and, con-
sequently, the diagnosis and treatment of these patients. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2003;47/4:440-452)
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NA ULTIMA DECADA, UM GRANDE numero de genes
gue atuam no desenvolvimento e na funcdo do
eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal (HHG) foram identi-
ficados. Estes genes codificam uma rede complexa de
fatores de transcricdo, horménios, enzimas e receptores
hormonais cujas a¢des sdo fundamentais para a aquisi¢do
e manutengdo de uma funcdo reprodutiva normal (1).
MutacGes identificadas nesses genes representam a base
molecular de diversas doencas do eixo HHG. Beneficios
valiosos para o paciente, como aconselhamento genético
e tratamento especifico, foram conquistados com estas
descobertas na &rea da genética molecular. Entretanto, o
diagnostico molecular, incluindo pesquisa de mutagdes
ou anomalias da expressdo génica, deve ser sempre pre-
cedido por uma criteriosa e completa avaliacdo clinica e
hormonal. Os achados moleculares representam uma fer-
ramenta adicional, permitindo a confirmacdo de uma
hipdtese clinica formulada previamente. Portanto a
descricdo detalhada do fend6tipo, incluindo dados clini-
cos, histdria familiar (presenca de consangiiinidade e de
outros membros afetados) e avaliagdo hormonal, séo
fundamentais para orientar o pesquisador na busca de
mutagdes em genes ja conhecidos ou na procura de
novos genes candidatos. Por exemplo, a heranca ligada
ao cromossomo X, sugerida pelo acometimento exclusi-
vo de individuos com cariétipo 46,XY, em uma familia
com hipogonadismo hipogonadotrdfico, direciona a
pesquisa molecular para genes localizados no cromaosso-
mo X, tais como KAL-1 e DAX-1. Por outro lado, uma
familia com relato de consanguinidade, cujos membros
de ambos 0s sexos sdo acometidos pelo quadro de hipo-
gonadismo, sugere a alteracdo de um gene de localizacdo
autossdbmica com heranca recessiva, tal como o gene do
receptor do GnRH. Além disso, a associacdo de hipogo-
nadismo hipogonadotréfico com outras deficiéncias hor-
monais de origem hipofiséaria ou adrenal pode direcionar
a investigacdo molecular para os fatores de transcricdo
implicados na organogénese hipofisaria ou adrenal.
Nesta revisdo, focalizaremos as alteracBes génicas
que acometem o eixo HHG e que foram investigadas em
pacientes brasileiros avaliados na Unidade de Endo-
crinologia do Desenvolvimento e no Laboratorio de Hor-
monios e Genética Molecular LIM/Z42 da Disciplina de
Endocrinologia do Hospital das Clinicas da FMUSP.

GENES ENVOLVIDOS NA PRODUCAO OU
ACAO DO GNRH
Gene KAL

A sindrome de Kallmann consiste na associagcdo de
hipogonadismo hipogonadotréfico com alteragdes do
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olfato (anosmia ou hiposmia). E a forma mais comum
de hipogonadismo hipogonadotréfico com incidéncia
estimada de 1:10.000 homens e 1:50.000 mulheres. E
caracterizada por uma alteracdo na migracdo neuronal
durante o desenvolvimento fetal, especialmente dos
neurdnios olfatorios e produtores de GhRH. Ambos
originam-se na placa olfatéria, migram através do
septo nasal e entram no sistema nervoso central con-
tornando a &rea septal pré-Optica até o hipotélamo
(2,3). A associacdo de hipogonadismo hipogonadotro-
fico com anosmia ou hiposmia é resultado da migragdo
inadequada dos neurénios produtores de GnRH e
olfatérios determinando a agenesia ou hipoplasia dos
bulbos e tratos olfatérios.

O Unico gene conhecido, ligado ao X, respon-
savel pela sindrome de Kallmann, era o gene KAL que
esta localizado na regido Xp22.3 e codifica uma glico-
proteina de matriz extracelular denominada anosmina,
que esta intimamente relacionada a migragdo dos
neurénios olfatérios e produtores de GnRH até o
hipotadlamo (1). A anosmina também é expressa no
desenvolvimento nas células de Purkinje, localizadas
no cerebelo, meso e metanefrons, ndcleo oculomotor
e mesénquima facial, explicando a associagdo da sin-
drome de Kallamnn ligada ao X com sincinesia, age-
nesia renal, anormalidades visuais e defeitos faciais de
linha média (4). Mutacdes ou delecdes no gene KAL
causam a sindrome de Kallmann ligada ao X (5,6) e
grandes delecBes na regido Xp22.3 determinam a
chamada sindrome dos genes contiguos. A freqiiéncia
de dele¢des ou mutagcBes no gene KAL néo foi deter-
minada até 0 momento, pois essa € uma doenga rara e
a obtencdo de uma grande casuistica é dificil.

Além da heranca ligada ao X, foram descritas
familias tanto com heranga autossémica dominante,
como autossdmica recessiva (7).

Avaliamos 23 pacientes portadores de sindrome
de Kallmann. O diagnéstico clinico de hipogonadismo
hipogonadotréfico foi baseado no desenvolvimento
incompleto ou ausente dos caracteres sexuais
secundarios ap6s os 17 anos de idade cronoldgica,
associado a niveis baixos ou normais de LH em ambos
0s sexos, e niveis baixos de testosterona nos homens e
estradiol nas mulheres. Os niveis basais de LH eram
pré-puberais em 95% e puberais no restante dos casos.
A resposta do LH apds estimulo com GnRH foi
ausente em 20% dos casos, de padrdo pré-puberal em
65% e puberal em 15% (8). Todos 0s pacientes tinham
anosmia ou hiposmia confirmados por um teste
olfatério especifico, The Smell Identification Test (9).
Né&o observamos doengas associadas em nenhum dos
pacientes. Dos 23 pacientes, 12 eram familiares. N&o
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identificamos dele¢des na regido codificadora do gene
KAL e encontramos uma mutacdo de ponto, R191X,
descrita pela primeira vez em um paciente com histéria
familiar sugestiva de heranca ligada ao X com desen-
volvimento parcial dos caracteres sexuais secundarios,
com niveis de LH basal e ap6s estimulo com GnRH
pré-puberais e sem doencas associadas. A heterogenei-
dade de apresentacéo clinica e hormonal é comum em
pacientes com mutagdes no gene KAL, sugerindo que
genes modificadores ou fendmeno epigenético influ-
enciam na expressdo fenotipica (10). Confirmamos
gue muta¢Bes na regido codificadora do gene KAL
ocorrem na minoria dos casos de sindrome de Kall-
mann, como previamente relatado por Oliveira e cols.,
gue demonstraram que apenas 14% dos casos famil-
iares e 11% dos casos esporadicos tinham mutagdes
identificadas no gene KAL (7), sugerindo que genes
autossdmicos, sejam responséaveis pela maioria dos
casos familiares de sindrome de Kallmann.

Gene FGFR1

Recentemente, varias mutacGes do receptor do fator
de crescimento | dos fibroblastos (FGF1R) foram
descritas em pacientes com uma forma autossémica
dominante da sindrome de Kallmann, associado a
alteracOes do olfato e a outros estigmas também pre-
sentes nesta sindrome, como sincinesia, fenda palatina
e agenesia de corpo caloso. A razdo para a
sobreposicdo de fenétipos nesta sindrome, causada por
mutacdes em 2 genes distintos, é a interferéncia da
anosmina na agdo do fator de crescimento de fibro-
blastos por impedir a dimerizacdo do FGF1R (11).

Genes SF1 e DAX1

Os genes SF1 (NR5A1) e DAX1 (NROB1) sédo recep-
tores nucleares 6rfdos expressos no hipotalamo
(neurdnios do nucleo ventro-medial), adenohipdfise
(gonadotrofos), gbnadas (nas células da teca e granu-
losa do ovério, células de Sertoli e Leydig) e nas trés
camadas do cOrtex da supra-renal, e regulam o desen-
volvimento e funcdo de todo o eixo hipotalamo-hipo-
fise-gbnadal. Estudos em animais e humanos compro-
vam o papel crucial destes dois fatores transcricionais
na funcgéo reprodutiva.

Gene SF1 - (Steroidogenic Factor 1 gene)

O gene SF1 humano esta localizado no cromossomo
9933 e pertence a superfamilia 5 dos receptores
nucleares, grupo A, membro 1 (NR5A1). O SF1 é um
fator transcricional que regula a expressdao dos genes
do grupo citocromo P450 esteréides hidroxilases
(CYP), da proteina reguladora da esteroidogénese
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aguda (StAR), da sub-unidade alfa dos hormonios gli-
coprotéicos hipofisarios e do horménio anti-Mdilleri-
ano (12).

Animais homozigotos para a dele¢do do gene
Sfl apresentam agenesia gonadal e supra-renal, sexo
reverso 46,XY, persisténcia dos ductos Mllerianos nos
machos e anormalidades no desenvolvimento do
nacleo ventro-medial do hipotalamo e expressdo alte-
rada das gonadotrofinas nos gonadotrofos, além de
obesidade (13).

Poucas informagdes sdo disponiveis sobre o
papel do gene SF1 na puberdade humana. Até o
momento, apenas trés mutacdes no SF1 foram
descritas em humanos (14-16). Duas delas foram iden-
tificadas em dois pacientes pré-puberes com sexo
reverso XY, que apresentavam disgenesia gonadal, per-
sisténcia dos ductos de Mduller e insuficiéncia supra-
renal priméria. A terceira descricdo de mutacdo do SF1
é a de uma menina com insuficiéncia supra-renal, cujo
acompanhamento acrescentara informacdes adicionais
sobre o papel do SF1 na biossintese estrogénica e no
desenvolvimento puberal.

Analisamos o gene SF1 em 32 pacientes com
sexo reverso 46, XY sem insuficiéncia adrenal e identi-
ficamos uma nova mutagdo no SF1, uma delecdo de 8
pares de bases em heterozigose no exon 6, em uma
paciente portadora de sexo reverso 46,XY, que apre-
sentava genitalia ambigua, auséncia bilateral de tecido
gonadal, funcdo supra-renal normal e hipogonadismo
hipergonadotréfico (17). Esta delecdo resulta em uma
proteina truncada com perda da por¢do C-terminal do
ligand-binding domain e do dominio AF-2, regido
importante para a ativacdo protéica. A descricdo do
primeiro caso de mutacdo do SF1 sem insufuciéncia
supra-renal amplia consideravelmente o fendtipo das
mutacdes do SF1 em humanos.

Gene DAX-1 - (Dosage sensitive sex reversal
Adrenal insufficiency, X chromosome, gene 1)
O gene DAX-1 (NROB1) esta localizado no braco
curto do cromossomo X (Xp21.3). A presenca de
mutacdes no gene DAX1 causa a hipoplasia adrenal
congénita ligada ao X (HAC). Nesta doenca, ha perda
das zonas permanentes do cOrtex supra-renal, que se
caracteriza histologicamente por grandes células va-
cuolizadas lembrando as células adrenais fetais.

O locus da hipoplasia adrenal congénita (HAC)
foi mapeado inicialmente na regido critica da HAC,
regido de 250 a 500Kb no cromossomo Xp21, pelo
estudo de pontos de delecdo em homens com a sin-
drome da delecdo dos genes contiguos (deficiéncia da
glicerol quinase, distrofia muscular de Duchenne, defi-
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ciéncia da ornitina transcarbamoiltransferase e retardo
mental). O locus DSS (Dosage Sensitive Sex reversal) foi
também mapeado no Xp21, regido de 160Kb, que se
sobrep8em a regido critica da HAC (18). Em 1994, o
gene DAX1 humano foi clonado e identificado como
0 gene responsavel pela HAC ligado ao X (19,20).

A maioria dos meninos portadores de HAC
desenvolve o quadro de insuficiéncia supra-renal nas
primeiras semanas de vida, sendo as crises de perda de
sal frequientes neste periodo e fatais se ndo forem ade-
quadamente tratadas. No entanto, a insuficiéncia
supra-renal pode ocorrer também mais tardiamente na
infancia (faixa de 2 a 9 anos). A ambiglidade genital
nio é observada nestes pacientes, porém a crip-
torquidia pode estar presente. Os achados hormonais
usualmente observados séo niveis elevados de ACTH e
renina e niveis baixos de cortisol e aldosterona e dos
seus respectivos precursores, que permitem o diagnos-
tico diferencial com a hiperplasia adrenal congénita. A
faléncia no desenvolvimento puberal espontaneo devi-
do a presenca de hipogonadismo hipogonadotrépico é
uma caracteristica da doenga (19). Estudamos um
paciente com 16 anos de idade com queixa de retardo
puberal. Aos 2 anos de idade, foi diagnosticada insufi-
ciéncia supra-renal e, desde entdo, foi tratada com
glico e mineralocorticéide. O estudo hormonal confir-
mou a presenca de insuficiéncia supra-renal e hipogo-
nadismo hipogonadotréfico. A analise do DNA iden-
tificou uma troca de base no nucleotideo 1133 do
exon 1 do gene DAX1, com a substituicido de uma
alanina por uma valina no codon 300 da proteina (21).

Nos casos estudados na infancia, observou-se que
0 eixo hipotélamo-hipéfise-gonadal estava intacto nos
meninos portadores da HAC ligada ao X (22) porém, a
maioria ndo desenvolve sinais puberais espontanea-
mente. A resposta das gonadotrofinas é varidvel ao esti-
mulo pulsatil com GnRH, e raros pacientes apresentam
elevacdo do FSH e menos freqlientemente do LH, em
contraste ao observado nos pacientes com deficiéncia de
GnRH, nos quais a administracdo pulsatil de GnRH
causa a progressiva elevacdo do LH. Assim, na HAC,
existe uma resposta hipofisaria anormal ao GnRH
exdgeno, além de uma provavel deficiéncia na producéo
e/ou secrecdo de GnRH endbdgeno. Conseqlente-
mente, a terapia com GnRH pulsétil é ineficaz. A respos-
ta testicular ao estimulo com hCG apresenta um incre-
mento adequado dos niveis de testosterona, sugerindo
preservacdo da fungdo das células de Leydig. Poucos
dados estdo disponiveis em relacdo ao papel do DAX1 na
espermatogénese humana, porém o estudo de animais
knockout (Dax1) tem sugerido um papel significativo no
desenvolvimento testicular e na espermatogénese.
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Descrevemos um paciente do sexo masculino
com 2 anos de idade, cuja primeira manifestacao clini-
ca da doenga foi puberdade precoce isossexual inde-
pendente de gonadotrofinas (23). Este menino apre-
sentava pelos pubianos Tanner |1, aumento peniano e
testicular e avango de idade 6ssea. Os niveis de testos-
terona basal eram elevados enquanto as gonadotrofi-
nas basais e apds estimulo com GnRH eram com-
pativeis com valores pré-puberais. Durante o trata-
mento sem sucesso com analogo de GnRH, a crianga
apresentou uma crise de insuficiéncia supra-renal. A
reposicdo dos esterdides adrenais determinou a
reducdo do tamanho testicular bem como dos valores
de testosterona a niveis pré-puberais. O estudo mole-
cular deste paciente revelou uma mutacdo, a insercao
de uma base no exon 1 do gene DAX1, que resultou
em um stop codon prematuro na posi¢do 71 da protei-
na DAX1. Nossos achados sugerem que niveis exces-
sivos e cronicamente elevados de ACTH poderiam
estimular as células de Leydig e determinar, em meni-
nos com mutagdes no gene DAX1, quadro de puber-
dade precoce independente de GnRH.

Fenotipicamente, a HAC pode se apresentar sob
diversas formas que ndo se correlacionam com o
genadtipo. Foram descritas insuficiéncia supra-renal isola-
da na infancia, insuficiéncia supra-renal isolada no adul-
to, hipogonadismo hipogonadotréfico isolado, insufi-
ciéncia supra-renal e hipogonadismo hipogonadotrofico,
insuficiéncia supra-renal de inicio tardio na infancia e
hipogonadismo hipogonadotréfico parcial (19,20,22,
24-26). A variabilidade clinica pode ocorrer dentro de
uma mesma familia, onde mulheres carreadoras de
mutacdo do DAX-1 podem apresentar puberdade atrasa-
da (24). Hipogonadismo hipogonadotrofico isolado foi
descrito em uma paciente portadora de mutagéo do gene
DAX1 em homozigose pelo fenémeno de converséo
génica (25). Apesar do estudo de cerca de 120 pacientes
com hipogonadismo hipogonadotrofico idiopatico ndo
ter identificado nenhuma mutacdo do DAX1, mais
recentemente casos de pacientes com hipogonadismo
hipogonadotréfico parcial e insuficiéncia supra-renal
manifestada na idade adulta foram descritos, caracteri-
zando formas clinicas leves da doenca (14,26).

Gene da Leptina

A leptina, principal proteina secretada pelos adip6-
citos, tem um papel importante na regulacdo dos
estoques de tecido gorduroso corpéreo e participa
também da fisiologia da puberdade e reproducédo. O
gene humano que codifica essa proteina estd loca-
lizado no cromossomo 7 (7g31.3) e é constituido
por 3 exons.
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Chehab demonstrou que a esterilidade presente
em camundongos fémeas deficientes em leptina
(camundongos ob/ob) era consequiente & insuficiéncia
de hormoénios estimuladores hipotalamicos e
hipofisarios, e que a terapéutica com leptina corrigia
esta deficiéncia, resultando em ovulagdo e gestacéo
(27). Estudos em camundongos revelaram que a lepti-
na age no eixo HHG centralmente estimulando a li-
beragdo de LH e FSH da hipdfise (28). Infusbes de
leptina aceleram o inicio puberal em animais (29). Os
diferentes estudos em roedores ndo apenas confirmam
o papel da leptina na fisiologia da puberdade e repro-
ducdo, como também demonstram que estes efeitos
ndo sdo somente secundarios aos efeitos no balango
energético e do acumulo de gordura.

A leptina parece ser necessaria, porém nao sufi-
ciente, para a inducdo do processo de desenvolvimento
puberal em humanos. Observa-se uma diferenca nos
padrdes de secrecdo de leptina em meninos e meninas
durante a evolucdo puberal. Este fato pode ser explica-
do parcialmente pelas diferengcas na composi¢do cor-
pérea dos dois sexos durante a puberdade. Nas meni-
nas, o acimulo de gordura corporea parece seguir de
modo quase linear ao incremento nos niveis de leptina
(30). Ja nos meninos, 0 aumento nos niveis de testos-
terona no inicio da puberdade é precedido por um pico
nos niveis de leptina, que tendem a cair progressiva-
mente aos valores pré puberais com o evoluir da puber-
dade, compativel com o aciimulo de massa muscular e
ndo de tecido gorduroso que ocorre nos meninos,
especialmente durante o periodo puberal tardio (31).

Assim, uma funcdo normal da leptina parece ser
essencial para o inicio do desenvolvimento puberal.
Pacientes portadores de deficiéncia de leptina, por
mutacdo em homozigose, apresentam hipogonadismo
(32). O mecanismo que determina o desenvolvimento
de hipogonadismo nestes pacientes ndo esta totalmente
esclarecido, porém supde-se uma origem hipotalamica.
Esta hipOtese baseia-se no estudo hormonal de um
homen adulto deficiente em leptina, no qual a adminis-
tracdo de GnRH induziu um incremento normal de LH
e FSH e a administragdo de gonadotrofinas determinou
a elevacdo dos niveis de testosterona (32).

Gene PC 1 - (Prohormone convertase-1 gene)
MutacBes no gene da endopeptidase, Pro-horménio
convertase 1, que regula as modifica¢des pds traducdo
de pro-hormdnios e neuropeptideos, foram descritas
em pacientes portadores de obesidade, hipocorti-
solemia e hipogonadismo hipogonadotrépico (33). O
mecanismo determinante do hipogonadismo nestes
pacientes ndo esta esclarecido até o momento.
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Gene GnRH

O GnRH é um peptideo que exerce um importante
papel na regulagdo do eixo neuroenddécrino pelo esti-
mulo da producdo e liberacdo de LH e FSH. Em
pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico, os
niveis de gonadotrofinas sdo baixos ou normais, e a
administracdo pulsatil de GnRH restaura o potencial
reprodutivo na maioria deles. Com base nesses dados,
a deficiéncia de GnRH foi considerada como a etiolo-
gia do hipogonadismo hipogonadotréfico e o gene do
GnRH, localizado na regido 8p21, um candidato
Obvio para mutagdes em pacientes com hipogonadis-
mo hipogonadotréfico isolado (34). Essa hipotese foi
confirmada pela identificacdo de delecdo no gene do
GnRH em ratos com hipogonadismo hipogonadotro-
fico com heran¢a autossémica recessiva (35,36) No
entanto, até o momento, nenhuma mutacdo nesse
gene foi identificada em humanos com hipogonadis-
mo hipogonadotroéfico isolado (37-39). Mutacdes no
gene do GnRH, outro candidato a causa de hipogo-
nadismo hipogonadotréfico, ndo foram ainda identifi-
cadas em pacientes com hipogonadismo hipogo-
nadotréfico sem alteracBes do olfato, que nao apre-
sentam mutacdes no gene GnRHR.

Gene GnRHR
O gene do GNRHR ¢ a primeira causa genética identi-
ficada do hipogonadismo hipogonadotréfico isolado
com heranca autossdmica recessiva. Esta localizado na
regido 4921.2 e codifica a sintese do receptor de
GnRH, que pertence & grande familia dos receptores
ligados a proteina G. De Roux e cols. pioneiramente
lancaram, na literatura, a hipotese de que, & semelhanga
ao que ocorre no receptor do LH/hGC, mutac¢des que
determinem a perda parcial da funcdo do receptor
poderiam ocorrer nos pacientes com hipogonadismo
hipogonadotrofico isolado parcial. Identificaram no
gene GNRHR, em dois irméos afetados, uma mutacao
em heterozigose composta, a G106R/R262G, (40).
Varias mutacdes nesse gene ja foram descritas em
pacientes com hipogonadismo hipogonadotrofico iso-
lado; no entanto, essas mutacBes esclareceram a etiolo-
gia do hipogonadismo hipogonadotréfico em apenas
20% dos pacientes estudados até 0 momento (40,41).
A apresentacdo clinica dos pacientes com mutagdes no
gene GNRHR é bastante heterogénea, podendo variar
de um hipogonadismo completo a um desenvolvimen-
to parcial dos caracteres sexuais secundarios.

Em nosso servigo, estudamos 17 pacientes de
14 familias com hipogonadismo hipogonadotréfico e
fungéo olfatéria normal confirmada pelo teste olfatério
especifico j& mencionado acima. lIdentificamos uma
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mutagdo nova em homozigose, a Arg139His, localiza-
da no sitio DRS conservado na juncdo da terceira alca
transmembrénica e a segunda intracelular do receptor,
em um caso isolado do sexo feminino com a forma
completa de hipogonadismo hipogonadotrofico. Essa
mutacdo eliminou completamente a ligagdo do GnRH
ao receptor, e impediu a produgdo de fosfato de ino-
sitol in vitro. Em outra familia com 4 membros afeta-
dos portadores de hipogonadismo hipogonadotrofico
isolado parcial, identificamos uma mutacdo em he-
terozigose composta, a AsnlOLys/GIn106Arg. A
GIn106Arg, localizada na primeira al¢a extracelular do
receptor, foi previamente descrita e a andlise in vitro
indicou reducdo da afinidade do receptor na ligagdo
com o GnRH. A mutacdo nova, N10K, localizada no
dominio extracelular amino terminal do receptor, tam-
bém reduziu a afinidade do receptor na ligagdo com o
GnRH in vitro. Portanto, observamos uma boa corre-
lagdo entre o gendtipo e o fendtipo dos nossos
pacientes: a mulher homozigota para a mutagio
R139H que inativa completamente o receptor, apre-
sentou a forma completa de hipogonadismo hipogo-
nadotrofico com niveis basais indetectaveis de LH sem
resposta ao estimulo com GnRH. J& os pacientes com
heterozigose composta para as mutagdes Asn10Lys/
GIn106Arg, que inativavam incompletamente o recep-
tor, tinham uma forma parcial de hipogonadismo
hipogonadotréfico com niveis basais baixos de LH
responsivos ao estimulo com GnRH. No entanto, ndo
observamos diferenca clinica ou hormonal entre os
pacientes com e sem mutacdes no gene GNRHR, indi-
cando que esses dados ndo contribuem para a identifi-
cacdo de pacientes portadores de mutagbes no gene
GnRHR (42).

Genes que Codificam Fatores Envolvidos no
Desenvolvimento Hipofisario

Diversos fatores de transcricdo e de sinalizacdo estdo
envolvidos no mecanismo de formacdo da hip6fise e da
diferenciagdo celular para a secrecdo dos diferentes hor-
ménios hipofisarios (43). Mutagdes em genes que
atuam na organogénese hipofisaria podem causar
hipogonadismo hipogonadotréfico sempre associado a
deficiéncia de GH ou de outros hormonios hipofisarios
(TSH, ACTH e Prolactina). Assim, o paciente quase
sempre apresenta baixa estatura associada a auséncia de
desenvolvimento dos caracteres sexuais.

Os genes da familia homeobox tém participacao
desde a formacao inicial da hipofise até a diferenciacdo
das diferentes linhagens celulares. Até o momento,
foram descritas mutag¢®es nos genes HESX-1, PROP-1
e LHX3, que afetam a funcdo dos gonadotrofos.

Arq Bras Endocrinol Metab vol 47 n® 4 Agosto 2003

Gene HESX-1

O HESX1 pertence a classe paired-like homeobox e esta
localizado no cromossomo 3 (3p21.2) em humanos.
Durante a embriogénese no camundongo, esse gene
esta inicialmente expresso logo no inicio da gastru-
lacdo (44). Sua expressdo € restrita ao diencéfalo ven-
tral e depois desaparece.

Mutacdes na regido do homeodominio do
HESX-1 foram identificadas em pacientes portadores
da sindrome de displasia septo-6ptica (DSO)
(45,46). Porém, a ocorréncia de mutagdo no HESX-
1 em pacientes com DSO é rara (47). A DSO ¢é diag-
nosticada caso O paciente apresente dois dos
seguintes critérios: hipoplasia do nervo oOptico; alte-
racdes radiologicas de linha média (auséncia do septo
pellcido, agenesia de corpo caloso etc.) e hipoplasia
hipofisaria. A endocrinopatia mais comum ¢ a defi-
ciéncia de hormbnio de crescimento, que pode ser
isolada ou associada a outras deficiéncias hipofisérias.
A maioria dos casos é esporadica e, quando familial,
a doenca parece ter uma heranga autossdémica recessi-
va. Muta¢Bes no HESX-1 também foram identifi-
cadas em pacientes sem caracteristicas de DSO
(47,48). Estes pacientes apresentam hipopituitarismo
geralmente associado & neurohipoéfise ectépica. Estu-
damos 78 pacientes com deficiéncia de GH associado
ou ndo a defeitos de linha média, e identificamos a
primeira mutacdo no dominio repressor do HESX-1
(126T) em uma paciente com hipopituitarismo (defi-
ciéncias de GH, LH, FSH, TSH e PRL) e neuro-
hipofise ectopica.

Gene LHX3

O LHX3 pertence a classe LIM dos genes homeobox
e sua expressdo € detectada desde o inicio da for-
macdo da hipo6fise até na hipofise de adultos. O gene
estd localizado no cromossomo 9 (9934.3) em
humanos.

Netchine e cols. identificaram duas mutacfes
em homozigose no LHX3 (49). A doenga tem heranca
autossdmica recessiva e 0s pacientes apresentam defi-
ciéncia de GH, gonadotrofinas, TSH e PRL, preser-
vando apenas a funcdo dos corticotréfos. Os pacientes
também apresentam ombros elevados e antevertidos,
associado a severa limitacdo na rotagdo cervical, que
impede a dissociacdo dos movimentos da cabeca e
tronco. A RM da regido hipofisaria evidenciou
hipoplasia severa em dois pacientes e um paciente
evoluiu de uma hipofise hiperplésica para uma hipo6fise
hipopléasica ap6s 10 anos. Até 0 momento, nao identi-
ficamos mutacBes no LHX3 em 10 pacientes com
hipopituitarismo e neurohipofise ectdpica.
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Gene PROP-1

O PROP-1, Prophet of PIT-1, pertence a classe paired-
like homeobox e esta localizado no cromossomo 5
(5935) em humanos.

Mutacdo no PROP-1 é a causa genética mais
freqlente de hipopituitarismo esporadico ou familial.
Até o momento, doze diferentes mutacBes, todas
localizadas dentro do homeodominio no PROP-1,
foram identificadas em pacientes com hipopituitaris-
mo (50-56). A mutacdo mais freqlientemente encon-
trada é a delecdo AG 301,302, tanto em casos isola-
dos quanto em familias ndo relacionadas. A doenca
tem sempre heranga autossdmica recessiva. Todos 0s
pacientes com muta¢des no PROP-1 apresentam defi-
ciéncias de GH, PRL, TSH, e hipogonadismo hipo-
gonadotréfico. Uma parte destes pacientes podem
desenvolver a deficiéncia de cortisol (53). Os pa-
cientes apresentam parénquima hipofisario diminuido
e neurohipofise topica @ RNM, porém alguns
pacientes podem ter uma hipoéfise hiperplasica que
evolui para uma diminui¢do importante do parén-
quima (53).

A deficiéncia de gonadotrofinas é evidente na
puberdade; porém, existe descricdo de um paciente
com micropénis, indicando uma deficiéncia muito pre-
coce das gonadotrofinas, até pacientes que iniciaram
normalmente a puberdade, porém, foi interrompida
pelo hipogonadismo hipogonadotroéfico identificado
aos 15 e 20 anos de idade (51). Portanto, hd uma
grande variabilidade no fendtipo para um mesmo
gendtipo e mesmo dentro de uma mesma familia.
Recentemente, um Unico paciente com mutacdo no
PROP-1 atingiu altura normal sem tratamento hor-
monal adequado, indicando uma nova variagdo no
fendtipo. Provavelmente isto ocorreu pelo hipogo-
nadismo mais importante que a deficiéncia de GH, o
que retardou a fusdo epifisaria (57).

GENES QUE ATUAM NA PRODUCAO OU
ACAO DAS GONADOTROFINAS

Genes das sub-unidades 3 do FSH e do LH

Os hormonios hipofisarios, LH, FSH e TSH, e a
gonadotrofina coridnica (hCG) pertencem a familia
dos hormonios glicoproteicos (58). Estes hormdnios
apresentam uma estrutura heterodimérica comum,
composta por duas cadeias polipeptidicas diferentes
codificadas por genes distintos. A cadeia o é comum
aos 4 hormoOnios, enquanto a cadeia B € Unica para
cada hormbnio glicoprotéico, conferindo especifici-
dade a ligacdo aos seus receptores especificos.
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Trés mutacBes em homozigose ou em he-
terozigose composta foram identificadas no gene que
codifica a cadeia B do FSH em quatro mulheres com
atraso puberal caracterizado por auséncia ou pequeno
desenvolvimento mamario, amenorréia primaria e
infertilidade (59-62). O perfil hormonal tipico desta
condigdo inclui concentragdes indetectaveis de FSH e
valores elevados de LH (63). O tratamento com FSH
exdgeno resultou em desenvolvimento folicular, ovu-
lacdo e fertilidade. Recentemente, identificamos uma
mutacdo inativadora na sub-unidade B do FSH
(Tyr76X) em uma paciente brasileira com amenorréia
primaria e pequeno desenvolvimento mamario. Os va-
lores de FSH, medidos por ensaio imunofluorométri-
co, foram < 0,1Ul/L em condi¢do basal e apds esti-
mulo com GnRH, enquanto os valores de LH foram
elevados (30-90UI/L). Esta mesma mutacdo foi
descrita previamente em uma outra paciente brasileira
com fendétipo de deficiéncia de FSH semelhante, su-
gerindo uma boa correlagdo gendtipo e fenotipo nesta
rara condicéo (62).

Uma Unica mutacdo em homozigose na cadeia
B do LH foi descrita, até 0 momento, em um paciente
do sexo masculino portador de atraso puberal, con-
centracOes baixas de testosterona e oligospermia (63).
Os niveis de LH foram elevados, indicando a presenca
de imunorreatividade para o LH sem agdo bioldgica.
O tratamento crénico com hCG neste paciente resul-
tou em aumento do volume testicular, virilizacdo e
aumento do nimero de espermatozéides (63).

Genes dos Receptores das Gonadotrofinas

Os efeitos dos hormdnios glicoprotéicos sdo mediados
por receptores localizados na membrana plasmatica,
que ativam a enzima adenil ciclase através da ligacéo a
proteina Gs (64,65). Os horménios, LH e hCG,
exercem seus efeitos bioldgicos através de um Unico
receptor. Os receptores do LH/hCG e do FSH (LHR
e FSHR, respectivamente) sdo polipeptideos caracteri-
zados por uma estrutura composta de trés dominios:
um extenso dominio extracelular aminoterminal, um
dominio intermediario composto de sete segmentos
helicoidais hidrofébicos interligados por 3 alcas
extracelulares e 3 alcas intracelulares, e um curto
dominio intracelular carboxi-terminal (64).

Gene LHR

O gene humano do LHR estd localizado no braco
curto do cromossomo 2 (2p21) e sua organizagao
estrutural caracteriza-se por 11 exons e 10 introns. Os
primeiros 10 exons codificam a maior parte do
dominio aminoterminal extracelular do receptor,
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enquanto o extenso exon 11 (> 1000pb) codifica
aproximadamente 50 residuos do dominio extracelu-
lar, os sete segmentos do dominio transmembranoso e
toda a regido intracitoplasmatica carboxi-terminal do
LHR (65).

Mutacdes Ativadoras do LHR

Mutacgdes germinativas ativadoras do gene do LHR
determinam o fenétipo de puberdade precoce inde-
pendente de gonadotrofinas de origem familial ou
esporadica, com acometimento exclusivo do sexo mas-
culino (66,67). Esta rara condi¢do autossdmica domi-
nante, caracterizada por autonomia testicular, é
denominada de testotoxicose ou FMPP (familial male
limited precocious puberty). Apés a identificacdo da
primeira mutacédo ativadora do gene do LHR em 1993
(68), diversas mutag6es foram identificadas em mais de
60 familias com testotoxicose (65). Todas as mutacBes
ativadoras identificadas em meninos com testotoxi-
cose, até o presente momento, estdo localizadas no
exon 11 do gene do LHR (69).

Realizamos o estudo clinico e molecular de 8
meninos pertencentes a 7 familias brasileiras com diag-
néstico de testotoxicose (70). Os niveis de testos-
terona nestes pacientes foram puberais e variaram
amplamente (104-975ng/dL). Os niveis de LH e
FSH basais foram pré-puberais em todos os 8 meninos
(70). O teste de estimulo com GnRH evidenciou
niveis pré-puberais de gonadotrofinas em 7 meninos, e
apenas um paciente apresentou niveis puberais de LH.
A evidéncia de supressdo completa das gonadotrofinas
com agonista de GnRH associada a persisténcia de
concentragBes elevadas de testosterona neste caso,
indicou maturacdo secundaria do eixo hipotalamo-
hipofisario devido a exposi¢cdo androgénica cronica.

O sequenciamento do DNA gendmico extraido
de sangue periférico dos 8 meninos brasileiros com
testotoxicose evidenciou 5 diferentes mutacdes, sendo
trés destas mutacBes identificadas pela primeira vez:
Ala568Val, Leu457Arg e Leu368Pro (66,67,71). A
mutacdo Ala568Val foi a mais freqiiente mutacdo na
série brasileira, tendo sido identificada em 43% das
familias estudadas. Um dos pacientes estudados apre-
sentou a mutagcdo Ala568Val inesperadamente em
estado de homozigose. Este achado inédito foi deter-
minado pela dissomia uniparental materna, confirmada
pela andlise de microssatélites do cromossomo 2 (72).

Mulheres portadoras de mutagdes ativadoras do
LHR néo desenvolvem puberdade precoce e apresen-
tam func¢lo reprodutiva normal. O estudo clinico e
hormonal de duas mulheres brasileiras portadoras de
mutagdes, evidenciou concentracdes de gonadotrofi-
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nas, estrégenos e andrégenos normais, confirmando a
auséncia de fendtipo nestas mulheres (70).

Mutacdes Inativadoras do LHR

Mutag6es inativadoras do gene LHR foram inicial-
mente identificadas em pacientes com pseudo-her-
mafroditismo masculino causado pela hipoplasia das
células de Leydig (58,73). Esta rara condicdo
autossdmica recessiva é caracterizada pela presenca de
genitdlia externa feminina, gbnadas masculinas em
regido inguinal e concentrag6es baixas de testosterona
e ndo responsivas ao teste de estimulo com hCG.
Mutacdes inativadoras do gene do LHR foram poste-
riormente identificadas em pacientes com micropénis
associado ou ndo a hipospéadia e criptorquidismo
(69,74).

Uma mutacdo inativadora do LHR em
homozigose foi descrita pela primeira vez em uma
mulher brasileira com amenorréia secundaria e
infertilidade (69). Esta paciente era irmd de 3 pseu-
do-hermafroditas masculinos devido & hipoplasia das
células de Leydig. A mutacdo Arg554X identificada
nesta familia resultou em um receptor truncado na
terceira hélice transmembrana do LHR (69). Clini-
camente, mulheres com mutagdes inativadoras do
LHR em homozigose apresentam genitalia externa e
interna feminina normais e desenvolvimento ma-
mario e pubiano adequado no periodo da puberdade
(75,76). No entanto, amenorréia primaria ou irre-
gularidade menstrual (oligoamenorréia) e infertili-
dade foram relatados em todas as pacientes estu-
dadas (76).

As concentracdes de LH e a relacdo LH/FSH
foram elevadas em todas as pacientes com mutagdes
inativadoras do LHR em homozigose, caracterizando,
desta forma, o quadro hormonal da resisténcia ovari-
ana ao LH. As concentra¢cdes de andrégenos foram
normais, assim como as concentracdes de estradiol na
fase folicular precoce, permitindo o completo desen-
volvimento dos caracteres sexuais secundarios e proli-
feracdo endometrial parcial nestas pacientes. A ultra-
ssonografia pélvica ou transvaginal revelou a presenca
de atero hipoplasico e ovarios aumentados contendo
cistos. Duas pacientes foram submetidas a bidpsia
ovariana, que evidenciou a presenca de foliculos antrais
com atividade proliferativa, porém auséncia de corpo
IGteo ou albicans (75).

Gene do FSHR

O gene humano do FSHR apresenta localizacdo e
organizacao estrutural semelhante a do LHR, exceto
pela presenca de 10 exons e 9 introns (58).
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Mutacoes Ativadoras do FSHR

Uma Unica mutacgdo ativadora (Asp567Gly) foi descri-
ta na terceira alca intracitoplasmatica do FSHR em um
homem que apresentou espermatogénese e fertilidade
normais, apesar da presenca de niveis de gonadotrofi-
nas indetectaveis ap6s hipofisectomia por tumor
hipofisario e reposicdo hormonal com testosterona
apenas (77).

Mutacgoes Inativadoras do FSHR

A faléncia ovariana prematura, responsavel por 2 a 3%
das causas de infertilidade feminina, é uma condicéo
heterogénea cuja etiologia permanece indeterminada
na maioria dos casos. Caracteriza-se por hipogonadis-
mo hipergonadotréfico, ocorréncia de amenorréia,
hipoestrogenismo e niveis elevados de gonadotrofinas
antes dos 40 anos. Na maioria dos casos, a faléncia
ovariana prematura apresenta-se de forma esporadica,
no entanto, casos familiares podem ocorrer, sugerindo
uma base genética em sua etiologia.

A primeira mutacdo inativadora do gene do
FSHR foi identificada no exon 7 do gene do FSHR
em pacientes finlandesas com faléncia ovariana pre-
matura secundaria a disgenesia gonadal 46,XX (78).
Esta mutacdo caracterizou-se pela substituicdo do
nucleotideo citosina por timina na posicdo 566
(566C > T) do gene do FSHR, resultando na troca

do aminoéacido alanina por valina no cédon 189
(Alal89Val) do dominio aminoterminal do receptor
(79). O estudo funcional desta mutagao revelou uma
queda significativa dos niveis de AMPc gerados nas
células transfectadas com o receptor mutado (78).

O estudo de 25 pacientes brasileiras com diag-
nostico de faléncia ovariana prematura e cariétipo
46,XX ndo identificou a presenca da mutacdo
Alal89Vval do FSHR (80). De fato, a freqiiéncia
dessa mutagcdo em populagdes diferentes da finlan-
desa é muito baixa ou mesmo ausente, sugerindo o
efeito do gene fundador. Novas muta¢bes do gene
do FSHR em heterozigose composta foram recente-
mente descritas em mulheres com amenorréia
priméria e secundéria, desenvolvimento puberal nor-
mal e desenvolvimento folicular até estagio antral,
sugerindo apresentagfes clinicas menos severas em
relacdo & primeira mutagdo inativadora descrita
(81,82).

Apresentamos na tabela 1, um resumo dos prin-
cipais genes envolvidos neste eixo e propomos um
fluxograma para orientacdo diagnostica de pacientes
portadores de hipogonadismo (figura 1). A associacdo
dos estudos clinicos, hormonais e moleculares dos dis-
tarbios do eixo HHG amplia significativamente o
conhecimento e, conseqlientemente, o diagnéstico e a
terapéutica do hipogonadismo.

Tabela 1. Doencas genéticas causadas por mutagdes nos genes que atuam no desenvolvimento e fungdo gonadal.

Gene Locus Heranca* Fenétipo Predominante

KAL Xp22.3 X-linked Hipogonadismo hipogonadotréfico e anosmia/hiposmia

FGFR1 8pll.2 AD Hipogonadismo hipogonadotréfico e anosmia/hiposmia

SF1 9933 AR or AD Sexo reverso XY, agenesia gonadal associada ou ndo a
insuficiéncia adrenal

DAX1 Xp21.3 Ligada ao X Hipogonadismo e hipoplasia adrenal congénita; puber-
dade precoce independente de gonadotrofinas em
meninos

Leptina 7931.3 AR Hipogonadismo hipogonadotréfico e obesidade

PC1 5q15 AR Hipogonadismo hipogonadotréfico, hipocortisolismo e
obesidade

GnRH 8p21 ND Provavel hipogonadismo hipogonadotréfico isolado

GnRHR 4921.2 AR Hipogonadismo hipogonadotrofico isolado

HESX1 3p21.2 AR/AD Hipopituitarismo, neurohipoéfise ectépica, displasia septo
Optica

LHX3 9q34.3 AR Hipopituitarismo, mal formac¢des esqueléticas cervicais

PROP1 50935 AR Hipopituitarismo

FSHR 2p21 AR Hipogonadismo hipergonadotréfico, Faléncia ovariana
precoce

LHR 2p21 AR Hipogonadismo hipergonadotréfico em ambos 0s sexos;
genitalia ambigua em homens

LHB 19913.32 AR Hipogonadismo hipergonadotréfico

FSHS 11p13 AR Hipogonadismo hipergonadotrofico

*ND: ndo descrito; A: autossomica; R: recessiva; D: dominante
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Figura 1. Fluxograma para diagnostico de hipogonadismo.
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