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RESUMO

Neste artigo sao descritos os aspectos clinicos, laboratoriais e genéticos da
investigagdo da baixa estatura, dando énfase para o diagndstico da insensi-
bilidade ao horménio de crescimento (IGH). O paciente apresentado possuia
caracteristicas clinicas tipicas de pacientes com IGH e em idade pré-pubere
seus achados laboratoriais eram compativeis com este diagndstico (IGF-1 e
IGFBP3 baixos, GH basal e pds-estimulo elevados). No entanto, quando ava-
liado durante a puberdade, as dosagens de IGF-1 e IGFBP-3 foram normais,
dificultando o diagndstico. O estudo molecular identificou mutagdo no exon
7 do gene do receptor do hormdnio de crescimento (S226l). Discutiram-se os
passos realizados para identificar a mutacado e demonstrar que ela é respon-
savel pelo fenétipo observado no paciente. Também sera feita revisdo dos
casos de IGH descritos no Brasil e dos novos defeitos moleculares descritos
nesta doenca. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008; 52/6:1056-1065)

Descritores: Transtornos do crescimento; Receptores de GH; Deficiéncia de
GH; Baixa estatura; Insensibilidade ao GH; Sindrome de Laron

ABSTRACT

Short Stature Investigation: Clinical, Laboratorial and Genetic Aspects Con-
cerning the Trowth Hormone Insensitivity (GHI)

It is reported in this study the clinical, laboratory and genetic aspects of short
stature investigation with emphasis to the diagnostic approach of growth hor-
mone insensitivity (GHI). This patient in case presented typical clinical features
of GHI and his laboratory findings at prepubertal age were typical of those ob-
served in GHI patients (low IGF-1 and IGFBP-3 levels, with high basal and stim-
ulated GH levels). However, during the puberty, he presented normal IGFBP-3
and IGF-1 levels that hindered the diagnosis. The molecular study disclosed a
mutation in exon 7 of growth hormone receptor gene (S2261). The steps that
demonstrated the causative effect of this mutation are shown here, and also a
review of Brazilian GHI cases is given and new molecular defects in this field
are discussed as well. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008; 52/6:1056-1065)

Keyword: Growth disorders; GH receptors; GH deficiency; Short stature;
Growth hormone insensitivity; Laron syndrome; Short stature

INTRODUCAO

OBJETIVO DESTA APRESENTACAO ¢ discutir a investigagdo da baixa estatura

do ponto de vista clinico, molecular e genético. Antevendo uma medici-
na que seja a fusdo da clinica com a genética e a biologia molecular, serd dado
destaque as novas descobertas de defeitos moleculares na area de insensibilida-
de a0 hormonio de crescimento (IGH) e como o estudo molecular participa
da investiga¢do de causas genéticas de baixa estatura.

Arq Bras Endocrinol Metalb 2008;52/5


https://core.ac.uk/display/37453331?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Investigagcéo de Baixa Estatura
Jorge & Pereira

RELATO DO CASO

O paciente procurou atendimento médico, em outro
servi¢o, aos 10,6 anos idade com historia de baixa esta-
tura desde o nascimento, que ocorreu aos noOve meses
de gestagdo, via cesariana em virtude de apresenta¢io
transversa, sem complicagdes. O peso ao nascer era de
2 kg (Z = -2,9) e foi observado micropénis. Apresen-
tou ictericia neonatal, com inicio no segundo dia de
vida e que durou uma semana ¢ nido havia histéria su-
gestiva de hipoglicemia. Apesar do crescimento lento e
do atraso no desenvolvimento dentario, n3o apresenta-
va doengas cronicas ¢ teve desenvolvimento neuropsi-
comotor normal. Os pais sio primos de segundo grau.
O pai tem 168 cm (Z = -1,0) e a mie 148 cm (Z
-2,3), resultando altura-alvo de 164 cm. Apresenta oito
irmdos de altura normal (Z da altura variando de 1,9 a
-0,3). Ao exame fisico demonstrava baixa estatura pro-
porcional, com altura de 96,2 cm (Z = —6,7) ¢ peso de
18,4 kg (Z do IMC = +1,3). A idade Osseca era de 4
anos. O paciente encontrava-se pré-pubere ¢ apresenta-
va as seguintes caracteristicas clinicas: fronte olimpica,

nariz em sela, hipoplasia da face, micropénis ¢ distribui-
¢do centripeta de gordura.

A histéria clinica e o exame fisico deste paciente suge-
riam o diagnéstico de deficiéncia de GH (1). A histéria de
consangtiinidade familiar indicava a possibilidade de causa
genética autossomica recessiva de deficiéncia isolada de
GH ou de insensibilidade a este hormonio. Em primeira
avaliagdo laboratorial, feita aos 10,7 anos, verificou-se va-
lores baixos de IGF-1 com hiper-resposta do GH no teste
da clonidina (Tabela 1). Optou-se, inicialmente, pela ad-
ministra¢io de GH recombinante humano (hGH), mas
como ndo apresentou resposta clinica, este tratamento foi
abandonado. O paciente foi encaminhado para o Servigo
de Endocrinologia ¢ Metabologia do Hospital das Clini-
cas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio
Paulo aos 15,7 anos de idade com altura de 124 cm (Z =
—6,7), peso de 43,4 kg (Z IMC = +2,3), idade 6ssea de 13
anos e sinais iniciais de puberdade (volume testicular de 4
mL e pelos pubianos estidio 2 de Tanner). Nessa época,
apresentava valores normais de IGFBP-3 (3,5 mg/L, Z =
—-0,5) e concentragdes pouco reduzidas de IGF-1 (151
vrg/L, Z =-2) (Tabela 1).

Tabela 1. Avalia¢cdo laboratorial do paciente com IGH por mutacdo S226.
Condi¢cdo Idade GH GHBP IGF-I IGFBP-3 LH FSH Testo
anos Hg/L pmol/L Hg/L mg/L U/L U/L ng/dL

Basal (pré-plbere)* 10,7 1,0-1,6 <18 1.1 <06 <10 <14
Apds clonidina 58,5
Basal (inicio de puberdade) 15,7 4-15 151 3.5 63 98 193
Pico apds hipoglicemia 33
28 dias apos o inicio de aGnRH 15,9 0.3 <125 173 &5 <06 <10 <14
4 meses de fratamento com aGnRH 16,2 0,2-04 132 100 3.1 <06 <10 <14
5 meses de tratamento com aGnRH 16,2 0,2-0,5** 147 128 2,6 <06 <10 <14
Apds clonidina em uso de aGnRH 21
11 meses de trafamento com aGnRH 16,7 0,1-0,9** 81 2.7 <06 <10 <14
14 meses de tratamento com aGnRH 17,0 0.2 83 1.8 0.9 1.4
Imediatamente apés a suspensdodo 17,7 11,8-15,8 98 &3 0,7 1.4 37
aGnRH
Sem fratamento 18,8 3.1 159 3.7 0,6 1.9 35
Sem fratamento 19,2 0.3 291 3.7 9.7 9,2 486
Sem fratamento 19.6 0.6 203 3.9 70 59 623
Valores normais 431-1.892 10anos: 37-45 10 anos: 1,8-5,7 Pré-pubere

15 anos: 335-802 15anos: 3,4-6,8 <06 <32 <14

18 anos: 206-942 18 anos: 3,2-7,1

*dosagem feita em outro hospital (GH dosado por RIE com anticorpos policlonais); **valores méximo e minimo de GH obtidos durante coleta a cada 20 minutos por 2

ou 3 horas.; aGnRH = andlogo do GnRH.

Arq Bras Endocrinol Metalb 2008;52/5

1057

copyright® ABE&M todos os direitos reservados



copyright® ABE&M todos os direitos reservados

Investigacéo de Baixa Estatura
Jorge & Pereira

Investigacao laboratorial
de baixa estatura

A investigagdo laboratorial de qualquer paciente com
baixa estatura deve ser bastante ampla, permitindo afas-
tar outras causas de baixa estatura que podem estar sen-
do encobertas (Tabela 2). O paciente em discussio
apresentava discreta anemia hipocrémica normocitica
(Hg=11,4g/dL; VCM = 80 fL, CHCM = 31 g/dL)
e o exame protoparasitolégico revelava giardiase. En-
tretanto, como apenas essas altera¢des nio puderam
explicar a baixa estatura importante ¢ os estigmas su-
gestivos de deficiéncia de GH, foi realizada investiga-
¢do laboratorial do eixo GH/IGEF-1.

Tabela 2. Exames rotineiramente utilizados na investigacdo
da baixa estatura.

Exame Objetivo
Hemograma Afastar a presenca de
anemias

Velocidade de
hemossedimentacdo

Afastar doencas inflamatorias
cronicas

Aloumina e ferritina Avaliar o estado nutricional

Transaminases Afastar hepatopatias

crénicas

Uréia, creatinina, Na*, K+,
gasometria venosa e
urina tipo |

Afastar doencas renais

Calcio, fosforo e fosfatase
alcalina

Afastar raquitismo e outras
doencas do metabolismo
6sse0

Anticorpo anfiendomisio,
antigliadina ou
antitransglutaminase

Afastar doenca celiaca

Protoparasitolégico Afastar verminose
TSH e TAL

RX de mdos e punhos
IGF-1 e IGFBP-3 (GH)

Caridtipo (em todas as
meninas)

Avaliar a fungdo fireoidiana
Determinar a idade &ssea
Avaliar o eixo GH-IGF-1

Afastar a sindrome de Turner

Por causa da natureza pulsitil da secre¢io de GH, a
dosagem de GH basal de maneira isolada traz poucas
informagdes na investigagdo da baixa estatura. Ja os
peptideos, IGE-1, IGFBP-3 e a subunidade dcido-1abil
(ALS) apresentam concentragdes sangiiineas relativa-
mente estaveis em 24 horas ¢ refletem a secre¢io de
GH. Assim sendo, a avaliacdo do eixo GH/IGF-1 deve
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ser inicialmente realizada por meio das dosagens de
IGF-1 ¢ IGFBP-3. Os pacientes com concentragdes
destes dois peptideos inferiores aos valores normais
para a idade e o sexo devem ser investigados quanto a
secre¢do de GH, para o diagndstico de deficiéncia ou
insensibilidade ao GH.

Os dados laboratoriais do paciente em discussio
estio na Tabela 1. Aos 10,7 anos, as dosagens de
IGF-1 ¢ IGFBP-3 eram —6 ¢ —4,5 desvios-padrio em
relagdo a média para idade e sexo, respectivamente. As
concentragoes tio baixas de IGF-1 ¢ IGFBP-3 sio en-
contradas, quase com exclusividade, na deficiéncia
grave de GH ou na insensibilidade ao GH. O diagnés-
tico diferencial entre essas duas condigoes pode ser
feito pela determinagio do GH basal, que se encontra
clevado nos estados de insensibilidade, na maioria dos
casos. Todavia, no paciente em analise, os valores de
GH basal nao auxiliaram no diagnéstico diferencial e
a secre¢ao de GH foi avaliada pelo teste da clonidina,
durante o qual, as concentragoes de GH atingiram va-
lores clevados (58,5 pg/L), excluindo deficiéncia de
GH e indicando a presenga de insensibilidade ao GH.
O quadro clinico compativel com deficiéncia de GH
associado a histéria de pais consangiiineos, presenga
de concentragdes baixas de IGF-1 ¢ IGFBP-3, respos-
ta exagerada da secre¢io de GH no teste de liberagio
indicam o diagnéstico de insensibilidade ao GH
(IGH).

INSENSIBILIDADE AO GH (IGH)

A IGH ¢ definida como a inabilidade de as células-alvo
responderem normalmente ao GH endégeno, e foi
descrita, pela primeira vez, na década de 1960, por La-
ron (2). O quadro classico de IGH, que ficou conheci-
do como sindrome de Laron, é caracterizado pela
presenga de sinais ¢ sintomas encontrados na deficién-
cia completa de GH (baixa estatura importante, face
tipica, micropénis, obesidade centripeta ¢ histéria de
hipoglicemia) e dosagem de GH normal ou elevada. A
apresentac¢io clinica e laboratorial da IGH ¢ um espec-
tro, em que em um extremo tem-se 0s pacientes com o
tfenétipo tipico descrito por Laron e no outro extremo
tem-se criangas com formas atipicas de IGH que po-
dem ser, clinica e laboratorialmente, confundidas com
criangas com baixa estatura idiopdtica (3,4). As caracte-
risticas fenotipicas mais relevantes da IGH estio rela-
cionadas no Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas fenotipicas associadas a IGH.

Heranca autossdmica recessiva na grande maioria dos casos

Presenca de consanguinidade freqUente

Gestacdo e parto sem anormalidades

Peso ao nascimento médio de 2.500 g

Comprimento ao nascimento médio de 44 cm

Baixa estatura pds-natal importante
Formas classicas: Z altura mediana = -6,7 (-3 a -9)
Formar atipicas: Z altura mediana = -4,6 (-2 a -7)

Altura adulta sem tratamento
119-142 cm para homens
108-136 cm para mulheres

Aumento da relagcdo massa gorda/magra e fendéncia &

obesidade

Caracteristicas clinicas nas formas cldssicas: cabelos finos
e esparsos, hipoplasia de face, fronte olimpica, esclera
azulada, nariz em sela, voz aguda e infantil, m&os e pés
pequenos, atraso no fechamento das fontanelas, atraso
na denticdo, micropénis (41%-69%)

Hipoglicemia (26%-75% dos casos, principalmente na
inf@ncia)

Atraso importante da idade dssea

Atraso no inicio da puberdade

Os diagnosticos clinico e laboratorial da IGH sio fei-
tos utilizando os critérios de Blum e cols., e a pontuagao
> 5 indica IGH (5) (Tabela 4). Existe grande variabilidade
nas concentragdes de GH, IGF-1 e IGFBP-3 entre pa-
cientes com IGH. Os pacientes com formas atipicas, que
constituem um grupo com maior dificuldade diagnoéstica,
apresentam valores significativamente mais baixos de GH
e mais elevados dos peptideos IGF-1 e IGFBP-3, quando
comparados com os pacientes com a forma cldssica de
IGH (3,6). A GHBP, ou proteina carreadora do GH,
encontra-se reduzida ou indetectavel em 75% dos pacien-
tes (7). A GHBP ¢é produzida pela clivagem da porgao
extracelular do receptor do GH (GHR) e reflete a expres-
sdo deste nos tecidos periféricos (8).

Tabela 4. Critérios de Blum e cols. para o diagnéstico da
IGH forma cldassica (5).

ParGmetro Critério Pontuacao

Z da alfura <-3DP 1

GH basal aleatdrio (valor >4 ug/L 1

mMinimo)

Z do IGF-| basal <-2DP 1

Z do IGFBP-3 basal <-2DP 1

Incremento de IGF-| durante o <15 pg/L 1

teste de geracdo

Incremento de IGFBP-3 < 0,4 mg/L 1

durante o teste de geracdo

GHBP Niveis baixos 1

ou

indetectaveis

Os pacientes com 5 ou mais pontos sdo diagnosticados como fendo IGH.
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O teste fundamental no diagnéstico de IGH ¢ o de
geragdo de IGF-1 e IGFBP-3, que consiste em observar
se existe ou ndo elevagdo nas concentragdes destes pepti-
deos apds o uso de GH exdgeno. O teste de geragio
consiste de inje¢oes subcutineas de hGH na dose de 33
rg/kg de peso (ou 0,1 U/kg) por quatro noites conse-
cutivas, com coletas de sangue periférico para dosagem
de IGF-1 e IGFBP-3 na manhi antes da primeira aplica-
¢30 de hGH e 12 horas apés a tltima (5). E importante
destacar que o teste de geragio de IGF-1 e IGFBP-3
apresenta grande variabilidade de resposta entre os indi-
viduos (9) e baixa reprodutibilidade em criangas sem
IGH (10). Assim sendo, principalmente quando sio ava-
liadas criangas sem as caracteristicas tipicas de IGH, ¢
necessario confirmar, em dois testes de geragdo, a ausén-
cia de incremento de IGF-1 ¢ IGFBP-3 antes de se esta-
belecer o diagndstico clinico de IGH (10).

No paciente em discussdo, com fenétipo cldssico de
sindrome de Laron e valores elevados de GH, chamava a
ateng¢do que cle apresentasse, aos 15,7 anos de idade, con-
centragdes normais de IGFBP-3 (3,5 mg/L, Z =-0,5) ¢
pouco reduzidas de IGF-1 (151 ng/L, Z = -2) (Tabela
1). Durante o teste de geragdo nio foi observado aumen-
to nos valores de IGF-1 (basal = 100 pg/L; apds 4 dias de
hGH = 94 pg/L) e IGFBP-3 (basal = 3,1 mg/L; apds 4
dias de hGH = 2,5 mg/1). Os valores de GHBP eram
reduzidos neste paciente, porém detectaveis.

Foi feito diagnostico clinico e laboratorial de IGH.
Os valores, relativamente elevados, de IGF-1 ¢ IGFBP-3
nesta segunda avaliagdo, com o paciente ja em puberda-
de, foram interpretados como causados pela agao dos
esterdides sexuais (testosterona = 193 ng/dL; LH =
6,3 U/L e FSH = 9,8 U/L). Aumento discreto nas
concentra¢oes de IGF-1 e IGFBP-3, durante a puber-
dade, em criangas com IGH ja foi demonstrado ante-
riormente (11) e pode refletir secre¢io de IGE-1 e
IGFBP-3, independentemente de GH ou melhora na
acdo do GH pelo aumento da testosterona ¢/ou, mais
provavelmente, do estrégeno (12).

O paciente em questdo foi, inicialmente, tratado
com a administra¢io de anilogo do GnRH (aGnRH)
para bloqueio da puberdade, enquanto aguardava o ini-
cio do tratamento com IGF-1 recombinante humano
(hIGF-1). Durante o bloqueio da puberdade foi obser-
vada redugdo nos niveis de IGF-1 e IGFBP-3 que vol-
taram a se elevar quando o tratamento foi suspenso ¢ a
puberdade reiniciada (Tabela 1), refor¢ando a idéia de
que haveria atenuag¢io da resisténcia ao GH promovida
pelos esterdides sexuais.
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INVESTIGACAO MOLECULAR DA IGH

A alterag¢io molecular mais encontrada na IGH ¢ a mu-
tagdo no gene do receptor de GH (GHR) (13). Menos
freqiientemente, ocorrem mutagdes no gene do GH
(GH1I) com gerag¢io de molécula de GH biologicamen-
te inativa (14), ou na STAT5b que provoca defeito pos-
receptor de GH (13) (Tabela 5). Defeitos isolados da
sintese ou a¢do do IGF-1 apresentam algumas caracte-
risticas laboratoriais semelhantes a IGH, porém apre-
sentam quadro clinico distinto (15-18) (Tabela 5).

Receptor de hormadnio de
crescimento (GHR)

O GH realiza as suas a¢des por meio de sua interagio
com o receptor de membrana pertencente a superfami-
lia dos receptores de citocinas/hematopoetina, o GHR
(19). O GHR possui um tinico dominio transmembra-
nico e ndo apresenta atividade enzimdtica intrinseca,
necessitando estar associado, na sua por¢io intracito-
plasmadtica, a proteina com atividade de tirosina quina-
se, conhecida como Janus quinase 2 (JAK2), para que
ocorra a transdu¢do do sinal intracelular (19). O pri-
meiro e crucial passo na transdugio do sinal do GH

consiste da sua ligagdo a dois GHR que se encontram
pré-dimerizados na superficie celular (20). Esta ligagio
promove altera¢io na conformagio espacial da por¢io
intracitoplasmética do GHR, que ocasiona a interagio
entre as proteinas JAK2. Esta proximidade entre duas
JAKSs leva uma a fosforilar os residuos de tirosina locali-
zados no dominio quinase da outra. Uma vez fosforila-
da, a JAK2 passa a fosforilar multiplos residuos de
tirosina presentes no GHR, gerando sitios de acopla-
mento para outras moléculas sinalizadoras (19). O
GHR e a JAK2 ativam diversas vias de sinalizagio co-
muns a varios receptores com atividade quinase. Entre
as vias ativadas pelo GHR, a mais importante, em rela-
¢d0 aos efeitos de regular a sintese ¢ a secre¢io de IGF-1
¢ assim regular o crescimento pds-natal, utiliza protei-
nas citoplasmaticas chamadas signal transducer and
activators of transcription (STATs) (19). Varias STATs
sdo ativadas apds a ativagdio do GHR, mas as STATs 5a
¢ 5b sdo as que exercem papel principal na transdugio
do sinal do GHR (19). Por intermédio destas multiplas
vias de sinalizagdo intracelular, o GH promove prolife-
racdo celular e induz a sintese de IGF-1, da sua protei-
na ligadora (IGFBP-3) e da subunidade acido-labil
(ALS).

Tabela 5. Gendtipo e fendtipo dos defeitos no eixo GH/IGF-1, excluindo a deficiéncia de GH.

Defeito Gendtipo Crescimento Dosagens hormonais Outras
Gene  Mutacdo Pré-natal Pés-natal GH IGF-1  IGFBP-3 Caracteristicas
GHR Homozigose Nloud W alll Noutt lalll {alll Fendtipo dasindrome de Laron
presente ou ausente.
STATSb  Homozigose Nioud i ™ W W Fendtipo leve da sindrome de
Insensibilidade Laron, com ou sem
imunodeficiéncia. Niveis de PRL
ao GH
elevados.
GHI1 Homozigose e Nloud 44 0 I W Fendtipo leve da sindrome de
heterozigose Laron. Molécula de GH
biologicamente inativa.
Deficiéncia IGF1 Homozigose 444 AN ™ Wl Niout Microcefalia, micrognatia,
isolada de IGF-1 Heterozigose Nia Nlad ~ Nlal NI surdez sensorial, atraso no
DNPM, retardo mental,
resisténcia a insulina.
IGF-1 IGF1 Homozigose 444 Wi ™ MM oN Microcefalia, micrognatia,
biologicamente Heterozigose NI Nlad B Nlal - surdez sensorial, atraso no
inativo DNPM, retardo mentdal,
resisténcia a insulina.
Insensibilidade  IGFIR  Homozigose 4 W ™ M Nla ™  Microcefalia, micrognatia,
isolada ao IGF-1 Heterozigose Nia Nlall Na? Nla®T Na?t atraso no DNPM, retardo mental

nem sempre presente,
resisténcia & insulina.

NI = normal; T = aumentada; 4 = diminuida.
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Na maioria dos pacientes com IGH, mutagdes no
GHR sio encontradas em homozigose ou heterozigose
composta. Mais de 40 mutagdes no GHR foram descritas
em pacientes com IGH, a maioria localizada entre os exons
4 ¢ 7, que formam o dominio de ligagio do GH. Com
base nestes conhecimentos, obteve-se DNA de sangue pe-
riférico do paciente ¢ na seqii¢ncia o gene do GHR (exons
2 a0 10). No éxon 7 deste paciente, foi encontrada troca
do nucleotideo G pelo nucleotideo T na segunda posi¢iao
do codon 226 (AGT > ATT) em homozigose (12).

INTERPRETANDO UM NOVO
ACHADO MOLECULAR

Na avalia¢io molecular, qualquer alteragio encontrada
na seqiiéncia génica pode significar mutagio que explica
o fenétipo ou pode representar apenas uma variante alé-
lica que ndo tenha relagio com o quadro clinico. Para
interpretar corretamente a altera¢io na seqiiéncia génica
de determinado gene, deve-se responder a uma série de
perguntas que visam a caracterizar a importincia da va-
riante alélica em relagdo ao fendtipo do paciente:

Existe descricdo prévia da variante alélica
encontrada?

Para saber se a alteragdo na seqiiéncia génica observada
no paciente em questdo ja foi previamente descrita na
literatura, foram realizadas consultas a artigos sobre o
assunto e em sztes que organizam dados sobre a associa-
¢do de doengas e mutagoes em seus respectivos genes. A
busca em um desses sites (The Human Gene Mutation
Database — http: / /www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)
(21) mostrou que, das sete mutagoes ja descritas no exon
7 do GHR associadas a IGH, nenhuma localizava-se no
codon 226. Portanto, ndo existem descrigdes prévias da mu-
ta¢do que tenham sido encontradas no gene do GHR.

A variante alélica descrita é observada em
individuos normais?

O préximo passo ¢ verificar se a variante alélica encon-
trada no codon 226 pode ser encontrada em individuos
saudaveis ¢ assim ser considerada um polimorfismo. A
resposta a esta pergunta pode ser encontrada em sites
que organizam listas de polimorfismos para cada gene
(22). Como, nos bancos de dados disponiveis, ndo ha-
via descri¢ao de polimorfismos na regiao do codon 226,
avaliou-se se esta alteragdo poderia ser especifica para a
populag¢do em anilise, estudando o exon 7 do GHR em
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200 alelos de criangas controles. Observou-se auséncia
de qualquer variante alélica neste 16cus, indicando que
a troca de AGT > ATT no codon 226 do GHR nio ¢
um polimorfismo. Entretanto, esses achados ndo esta-
belecem a relagdo de causa ¢ efeito da alteragio genéti-
ca com o fendtipo do paciente e, para tanto, siao
necessarios estudos funcionais do gene.

Essa mutacdo segrega na familia?

Um dado que refor¢a a possibilidade de que a variante
alélica encontrada seja a responsavel pelo fenétipo do pa-
ciente é observar se ocorre segregacdo familiar, ou seja,
se existe na familia correlagio entre o gendtipo e o fend-
tipo. Ao estudar a familia do paciente em questdo, os
cinco irmaos e a mae sao heterozigotos para a troca do
nucleotideo G por T no codon 226 ¢ trés irmdos carreiam
apenas o alelo normal. A amostra de DNA do pai nio foi
disponivel para estudo, mas pode-se inferir que ele tam-
bém deva ser carreador da alteragio alélica em heterozi-
gose. Como a maioria dos casos de IGH ¢ de heranga
autossOmica recessiva, a presenga da mutagio em homo-
zigose exclusivamente no paciente e sua auséncia ou pre-
senga em heterozigose nos familiares nio afetados sio
dados que reforcam a possibilidade de que a alteragio
genética encontrada seja causadora da IGH.

Qual é o mecanismo pelo qual a mutacao
causa a doencga?

O passo seguinte, na investiga¢cio molecular, é eviden-
ciar o mecanismo por meio do qual a mutagio encon-
trada cause perda da fun¢io do receptor de GH. As
possibilidades sd3o: a) a mutagio encontrada estd na re-
gido codificadora do gene GHR, no exon 7, podendo
tratar-se de uma mutacdo missense, que altera um tnico
aminodcido importante para a func¢do da proteina; b) a
mutagdo altera o processo normal de splicing, causando
alteragao importante no RNA mensageiro (RNAm).
Em relagdo a esta tltima possibilidade, ressalte-se que
0s genes eucariéticos, em sua maioria, sao organizados em
exons (seqiiéncias que codificam uma proteina) e introns
(seqiiéncias ndo codificadoras que se encontram entre
cada exon). Apés a sintese de determinado RNAm, uma
copia da seqiiéncia gendmica contendo os exons ¢ introns,
ocorre, no nucleo da célula, processo de remogao dos #7-
trons conhecido como splicing. Uma alteragio na seqiién-
cia de DNA de determinado gene pode causar mudangas

no processamento do RNAm, levando a excluir um exon

ou incluir uma por¢io do ntron na seqiiéncia de RNAm,
modificando completamente a proteina sintetizada e, as-
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sim, causando uma doenga. Foi checada se a troca do nu-
cleotideo G por T no codon 226, encontrada no paciente
em andlise, poderia alterar o processamento do RNAm
por meio da simulagio do processo de splicing em mode-
los matematicos disponiveis (23). Os resultados indicaram
que a troca de G > T encontrada nao alterava o processa-
mento do RNAm do gene do GHR.

Se a alteracdao encontrada nao prejudica o
processamento do RNAm, ela poderia
modificar o aminoacido traduzido?

Na sequiéncia de referéncia do codon 226 tem-se os nucle-
otideos AGT que codificam o aminoacido serina (S). J4
no paciente em estudo foi encontrado neste codon a seqii-
éncia ATT, que codifica o aminodacido isoleucina (I). Ao
encontrar a mutagio que troca o aminoacido de determi-
nada proteina, é necessario compreender qual seja a re-
percussao desta troca na estrutura da proteina. Isso vai
depender principalmente da localizagio da mutagio e da
mudanga das propriedades fisico-quimicas causadas pela
troca do aminodcido. A mutag¢io S226I localiza-se na
por¢io extracelular do receptor de GH em uma regiio
extremamente conservada entre receptores de GH de di-
ferentes espécies ¢ também entre outros receptores de
citoquinas. Esta regido ¢ conhecida como WSXWS-/ike
motif por ser constituida de um aminodcido aromatico
(triptofano — W ou tirosina — Y), um aminoacido peque-
no (serina — S ou glicina — G), qualquer aminoacido (X),
seguido por outro aminodcido aromadtico (triptofano - W
ou fenilalanina — F) e, por tltimo, uma serina (S), que é o
aminoacido mais conservado nesta regido. Esta seqiiéncia
tem grande importincia no trafego dos receptores de ci-
toquinas do reticulo endoplasmatico para a membrana
celular (24). O codon 226 é responsavel justamente por
codificar este tltimo aminoacido. O paciente em questio
apresenta nesta posi¢do a troca de serina (um aminodacido
hidrofilico, polar e com peso molecular 87) pelo aminoa-
cido isoleucina (que ¢é hidrofébico, apolar ¢ com peso
molecular 113). Com base nas diferencas entre os dois
aminodcidos e da natureza extremamente conservada
deste residuo, pode-se prever que a mutagao S226I al-
tera de maneira importante a estrutura ¢ a fun¢io desta
regidao do receptor de GH.

Existem estudos funcionais ou modelos
animais que demonstrem o efeito da
mutacao encontrada na funcao do GHR?

O tltimo passo na investiga¢io molecular ¢ a realizagio
de estudo funcional ou a criacio de modelos animais
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com a mutagio que fornecerdo evidéncias definitivas
para associar a alteragdo génica em investigacio com a
doenca. Hilton e cols. avaliaram a fun¢do dos aminoa-
cidos que compoem a regiio WSXWS e demonstraram
que quando se troca a serina 236 do receptor de eritro-
poetina (EPOR), posi¢ao equivalente a serina 226 do
receptor de GH, por isoleucina, ocorre perda completa
da expressio do EPOR na superficie celular (25). Adi-
cionalmente, um estudo com modelo animal de IGH
em galinhas observou que galinhas portadoras de IGH
apresentavam mutagdo na Gltima serina da seqiiéncia
WSXWS, e estudos funcionais utilizando o receptor de
GH humano mostrava que a mutagio S226I ocasiona
diminui¢io na expressio do GH (26).

INSENSIBILIDADE AO HORMONIO DE
CRESCIMENTO NO BRASIL

No Brasil, jd foram descritos 13 pacientes com 1GH,
pertencentes a dez familias. Os dois primeiros pacien-
tes, irmdos nascidos de pais primos de primeiro grau de
origem italiana, apresentavam historia clinica de hipo-
glicemia neonatal e fendtipo classico de IGH, e foram
descritos por Saldanha e Toledo, em 1981 (27). O de-
feito molecular deste primeiro caso foi elucidado por
Berg e cols. como a mutagdo no mtron 6 em um sitio
conservado e importante para o processo de splice (28).
O Laboratério de Hormoénios e Genética Molecular
LIM /42 da Disciplina de Endocrinologia da FMUSP
esclareceu o defeito molecular de dez pacientes com
IGH (29). Em um paciente descrito, inicialmente, por
Bandeira e cols. (30) foi observada mutagio nonsense
em homozigose no exon 5 (Y95X) (31). Em oito pa-
cientes de seis familias foi observada a mesma mutagdo
em homozigose no exon 6 do GHR, a E180splice (29).
Esta mesma muta¢do foi descrita em pacientes com
IGH originarios do Equador (32) e de Israel (33), de-
monstrando que ela apresenta efeito fundador entre
estas familias e, finalmente, o paciente apresentado neste
relato de caso (12). Todos estes pacientes apresentam
tenétipo classico, descrito por Laron e, provavelmente,
outros pacientes com formas atipicas estejam sendo
subdiagnosticados no meio em que vivemos.

NOVOS DEFEITOS MOLECULARES DA IGH

A presenga de IGH por defeitos péds-receptor foi pro-
posta, pela primeira vez, no final da década de 1990
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(34,35). Recentemente, foram descritos pacientes com
IGH causada por muta¢oes inativadoras da STAT50,
gene que traduz a molécula-chave na transdug¢io do si-
nal via GHR (13). Estas criangas apresentavam baixa
estatura importante, resistente ao tratamento com
hGH, associada a quadro clinico varidvel de sindrome
de Laron e presenga de alteragdes imunoldgicas carac-
terizadas por infec¢des pulmonares de repeti¢io e qua-
dros infecciosos de herpes-zoster ou varicela (13).
Laboratorialmente, estes pacientes apresentavam perfil
hormonal cldssico observado em pacientes com IGH,
exceto por niveis normais de GHBP (13).

Em 2007, foi descrito um paciente com IGH por-
tador de mutagio da STAT5b que ndo apresentava alte-
racio imunoldgica evidente (36), indicando que
mutacoes da STAT5b levam a espectro fenotipico varid-
vel, desde quadros mais leves a mais graves. Neste arti-
go foi mostrado que o paciente apresentava, além do
GH elevado, como seria de se esperar em um paciente
com IGH, valores de prolactina (PRL) muito aumenta-
dos (110 pg/L), com ampliagio da intensidade dos
pulsos e da secregio basal de PRL (36). Tal achado foi
confirmado nos casos descritos anteriormente. Assim, a
presenca de PRL elevada em um paciente com IGH
aponta presenga de defeitos da STAT5b.

DISCUSSAO

Nicolau Lima Neto

(Servi¢o de Endocrinologia ¢ Metabologia do HC-
FMUSP)

Vocé mostrou grande variabilidade nos valores de GH
basal e ap6s estimulo, no caso apresentado, assim como
entre os pacientes com o diagnoéstico de IGH. Existe

correlagio entre estes valores laboratoriais e a gravidade
de IGH?

Alexander Augusto de Lima Jorge

Os trabalhos que avaliaram a relagio genétipo-fendtipo
mostraram que pacientes que tém a forma atipica apre-
sentam valores de GH com maior freqiiéncia dentro da
normalidade. No nosso paciente, observamos um dado
interessante: em idade pré-pubere ele apresentava qua-
dro clinico e laboratorial tipico da sindrome de Laron,
mas quando foi avaliado em idade puberal, os valores de
IGE-1 e IGFBP-3 estavam préximos ou dentro da nor-
malidade, e por diversas vezes os valores basais de GH
foram baixos, o que nio favorecia a hipotese diagndstica
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de IGH. Podemos concluir que, além da variabilidade na
apresentagio clinica e laboratorial, dependendo do defei-
to molecular que os pacientes com IGH possam apre-
sentar, outros fatores, como a puberdade, também
podem modificar o perfil laboratorial desses pacientes.

Marcello Delano Bronstein

(Servigo de Endocrinologia e Metabologia HC-
FMUSP)

Vocé mostrou que 75% dos casos de IGH cursam com
valores baixos de GHBP, mas existem 25% dos casos de
sindrome de Laron que apresentam concentragdes nor-
mais ou elevadas deste peptideo. Qual seria a explicagio
para GHBP elevada nestes pacientes?

Alexander Augusto de Lima Jorge

A GHBP ¢ produzida pela clivagem do GHR presente
na superficie celular e suas concentragoes refletem a ex-
pressio deste receptor. Os valores de GHBP encon-
tram-se normais nos casos de IGH causados por
mutagdes no dominio transmembranico (37) ou na
porgio intracitoplasmatica (38) do GHR. Tais muta-
¢oes ndo interferem na expressio do receptor, nem na
sua capacidade de se ligar ao GH, mas impedem a trans-
ducio do sinal do GH para o compartimento intracelu-
lar. De modo semelhante, defeitos pds-receptor, como
as recém-descritas mutagdes na STAT5b, acarretam
IGH com concentra¢des de GHBP dentro de valores
normais, pois nao interferem na expressio do GHR na
superficie celular ¢ na génese da GHBP.

Marcello Delano Bronstein

O outro ponto que me chamou a atengio ¢ a elevagio
da prolactina (PRL) nos casos de IGH, causados por
mutagoes da STAT55. O nivel elevado de GH faz senti-
do pela auséncia do feedback negativo exercido pelo
IGE-1 sobre a secre¢ao de GH. Mas como explicar os
niveis elevados de PRL nestes pacientes?

Alexander Augusto de Lima Jorge

A explicagdo, dada pelos autores que descreveram esta as-
socia¢do, é de que o excesso de secre¢io de GHRH nestes
pacientes estimularia a secre¢io de GH e de PRL (36). Os
modelos animais de hiperexpressio de GHRH (39) ou os
individuos que tém tumores produtores de GHRH (40)
apresentam aumento da secre¢do destes dois hormonios.
Porém, nio se observa o aumento da PRL nos pacientes
com IGH por mutagdes no RGH. Outra possibilidade
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seria a diminui¢do do auto-feedback negativo que a prolac-
tina exerce sobre a sua propria secre¢io. A mutacio da
STAT5b levaria A reducido nesta auto-inibi¢ao e, assim, au-
mentaria os niveis de PRL. Ambas as hipdteses necessitam
de comprovagio em estudos futuros.

Bernardo Léo Wajchenberg
(Faculdade de Medicina da USP)

Ha casos descritos da muta¢ao E180splice em Portugal
ou nas antigas colonias portuguesas?

Alexander Augusto de Lima Jorge

Nio. Até o presente, a mutagao E180splice foi descrita,
somente, no Equador, em judeus originarios de Marro-
cos ¢, agora, no Brasil. E mais provivel que a mutagio
seja originaria da Espanha, de judeus que durante a in-
quisi¢do fugiram para as colonias na América do Sul,
diretamente, ou por Portugal (41).

Luiz Roberto Salgado

(Servico de Endocrinologia ¢ Metabologia HC-
FMUSP)

Estudos mostram grande variabilidade dos valores de
GHBP em individuos normais e também nos pacientes
com IGH. Como vocé avalia o uso da dosagem de
GHBP ja que ¢ tdo varidvel dentro de condigoes clini-
cas distintas?

Alexander Augusto de Lima Jorge

Um primeiro ponto ¢ que a GHBP varia com a idade ¢
seus valores devem ser interpretados de acordo com a fai-
xa etdria. Nem todos os pacientes com IGH apresentam
GHBP baixa. Mas, por outro lado, a principal causa de
GHBP reduzida na auséncia de doenca hepdtica ¢ a pre-
senca de mutagdes no GHR, causando IGH. Attie e cols.
avaliaram 511 criangas com baixa estatura idiopdtica (BEI)
¢ verificaram que 20% apresentavam niveis de GHBP infe-
riores ao normal para idade e sexo (42). Estudo subse-
quiente identificou mutagdes no GHR em 14% das criangas
com BEI e com GHBP baixos (4). Estes dados sugerem
que a GHBP poderia ser utilizada para selecionar, entre as
criangas com BEI, as possiveis portadoras de mutagdes no
GHR. Porém, a dosagem de GHBP nio ¢ rotineira em
Nnosso meio e esta restrita a protocolos de pesquisa.
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