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Resumo



Pires, PNP. Pesquisa de muta¢gdes no gene do recepto r do secretagogo
de horménio de crescimento ( GHSR) em criangas com baixa estatura
idiopética e deficiéncia isolada de hormonio de cre scimento [tese]. S&o

Paulo. Faculdade de Medicina, Universidade de Sédo P aulo; 2011: 85p.

A ghrelina, horménio secretado principalmente por células gastricas,
liga-se ao seu receptor, o receptor de secretagogo de GH (GHSR - Growth
hormone secretagogue receptor), localizado no hipotalamo e na hipdfise,
estimulando a sintese e secrecdo do GH. Recentemente foram identificadas
mutacBes no gene GHSR em criancas com baixa estatura idiopatica (BEI) e
com deficiéncia isolada de GH (DGH). No presente estudo investigamos a
presenca de mutagbes no gene GHSR em criancas com DGH isolada de
causa nao identificada e criancas com BEI, incluindo um subgrupo de
criancas com atraso constitucional de crescimento e desenvolvimento
(ACCD). Foram selecionados 14 pacientes com deficiéncia isolada de GH
sem alteracGes anatdbmicas da regido hipotalamo-hipofisaria e 96 pacientes
com BEI, destes 31 (32%) apresentavam ACCD. Também foram estudados
150 controles adultos e 197 criangas controle com crescimento e puberdade
normais. A regido codificadora do GHSR foi amplificada utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores especificos, seguida de purificacdo enzimatica
e seglenciamento automatico. Encontramos 6 variantes alélicas em
heterozigose no GHSR: nenhuma delas presente nos controles estudados, e
guatro destas variantes estdo localizadas em regides conservadas do gene.
Uma variante foi encontrada em uma paciente do grupo DGH (p.Val249Leu)
e as outras cinco (c.-6 G>C, p.Ser84lle, p.Vall82Ala, p.Alal69Thr e
p.Ala358Thr) foram encontradas em pacientes do subgrupo ACCD do grupo
BEI. As variantes missense foram submetidas a estudo funcional que
evidenciou que as mutacdes p.Ser84lle e p.Vall82Ala possuem diminuicdo
na atividade basal associadas a diminuicdo da expressédo do receptor na
superficie celular. Adicionalmente, a mutacdo p.Ser84lle também apresenta
reducéo na atividade do GHSR induzida pelo ligante. A variante p.Val249Leu
foi encontrada em uma paciente do sexo feminino com diagnéstico de DGH

isolado. A falta de segregacao familiar associada a auséncia de déficit



funcional da variante nos estudos in vitro sugere que, neste caso, a variante
p.Val249Leu ndo € a causa do fendtipo de DGH nesta familia e trata-se de
uma variante alélica rara. As 5 variantes alélicas no GHSR (c.-6 G>C,
p.Ser84lle, p.Vall82Ala, p.Alal69Thr e p.Ala358Thr) encontradas nos
pacientes com BEI foram identificadas apenas naqueles com puberdade
atrasada, ou seja, pertencentes ao subgrupo ACCD (3 do sexo masculino e
2 do sexo feminino). A frequéncia de variantes neste grupo de pacientes foi
de 16%, significativamente maior que nos outros grupos, e a auséncia de
variantes génicas novas no grupo de criangas obesas com altura normal e
mesmo no grupo de criangas com BEI sem ACCD sugere que nosso achado
nao foi casual e que as alteracbes descritas podem estar associadas ao
fendtipo de ACCD. Os estudos in vitro mostraram prejuizos funcionais em 2
destas variantes (p.Ser84lle e p.Vall82Ala) porém, devido a limitacdo dos
estudos funcionais (celulas heterdlogas) ndo podemos afastar que as
demais ndo tenham algum impacto funcional in vivo. Em conclusdo, nossos
resultados sugerem um envolvimento dos defeitos no GHSR na etiologia do
atraso constitucional do crescimento e desenvolvimento em uma parcela de

pacientes com esta condicao.

Descritores: 1.GRELINA/genética, 2.RECEPTORES DE GRELINA/genética,
3.RECEPTORES DE GRELINA/deficiéncia. 4.INSUFICIENCIA DE
CRESCIMENTO/genética, 5. HORMONIO DO CRESCIMENTO
HUMANO/deficiéncia, 6.HORMONIO DO CRESCIMENTO
HUMANO/genética, 7.PUBERDADE TARDIA/genética, 8.PUBERDADE
TARDIA/etiologia



Abstract



Pires, PNP. Growth Hormone Secretatogue Receptor Ge ne (GHSR)
analysis in patients with idiopathic short stature (ISS) and patients with
isolated growth hormone deficiency [thesis]. Sdo Pa ulo. “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2011: 85p.

Ghrelin, hormone secreted by gastric cells, stimulates growth hormone
secretion by acting on its receptor GHSR, located in the hypothalamus and
pituitary. Recently, mutations in the GHSR gene were described in patients
with growth hormone deficiency (GHD) and idiopathic short stature (ISS). In
the present study we analyzed the GHSR gene in patients with isolated GHD
and patients with ISS, including a subgroup of patients with constitutional
delay of growth and puberty (CDGP). We studied 14 GHD patients with
normal pituitary magnetic resonance imaging and 96 patients with ISS, 31 of
them with CDGP. We also studied 150 adults and in 197 children with normal
stature. The entire coding region as well as the exon-intron boundaries of
GHSR were PCR amplified in all patients and control group and PCR
products were bidirectionally sequenced. Six different heterozygous variants
in GHSR were identified: none of them were found in the control group and
four of these amino acid substitutions occurred at a conserved position within
the GHSR. One variant (p.Val249Leu) was found in a GHD patient and the
other five (c.-6 G>C, p.Ser84lle, p.Vall82Ala, p.Alal69Thr e p.Ala358Thr)
were found in patients with CDGP. The missense variants were submitted to
functional studies. Two of these variants (p.Ser84lle and p.Vall82Ala) result
in a decrease in basal activity that was in part explained by a reduction in cell
surface expression. The p.Ser84lle mutation was also associated with a
defect in ghrelin potency. The p.Val249Leu variant, found in a female patient
with isolated GHD, did not segregate with the phenotype in the family and
had no functional impairment in vitro. This suggests that p.Val249Leu is not
the cause of the GHD in the family and may be a rare allelic variant. The
other variants (c.-6 G>C, p.Ser84lle, p.Vall82Ala, p.Alal69Thr e
p.Ala358Thr) were identified only in patients with CDGP (3 male and 2

female). The frequency of allelic variants observed in this group (16%) was



higher than expected by chance in contrast with ISS and GHD children, and
the absence of other GHSR mutations in the large group of control children
suggests that the association between GHSR mutations and CDGP
phenotype is unlikely to be fortuitous. Functional studies revealed that two of
the identified missense variants (p.Ser84lle and p.Vall82Ala) are functionally
significant. These functional studies were performed in heterologous cell
expression systems; therefore it is not possible to completely rule out that the
other identified variants might cause some unrevealed impairment on GHSR
function or expression in vivo. In conclusion, our data raise the possibility that
abnormalities in ghrelin receptor function may be implicated in the ethiology

of CDGP in some patients.

Descriptors: 1. GRHELIN, 2. RECEPTORS, GHRELIN, 3. FAILURE TO
THRIVE, 4.HUMAN GROWTH HORMONE, 5. DELAYED PUBERTY
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INTRODUCAO

O crescimento constitui um processo multifatorial que envolve diversos
fatores genéticos e ambientais. O sistema hormdnio de crescimento (GH —
Growth hormone) / fator de crescimento insulino simile (IGF-1 — Insuline-like
growth factor 1) é o principal determinante e regulador do crescimento linear
pés-natal. O GH é um hormdnio produzido pela hipéfise sob regulagéo principal
de dois horménios hipotalamicos: o hormonio liberador de GH (GHRH — growth
hormone releasing hormone) e a somatostatina. O GHRH estimula a producéo

de GH enquanto a somatostatina inibe(1).

Uma terceira via de regulacdo do GH é realizada pela ghrelina. Este
hormonio secretado principalmente por células gastricas age em seu receptor, o
receptor de secretagogo de GH (GHSR - Growth hormone secretagogue
receptor), localizado no hipotdlamo e na hipofise, estimulando a sintese e
secrecdo do GH (1). Recentemente foram identificadas mutagbes no gene
GHSR em criangas com baixa estatura idiopatica (BEI) e com deficiéncia
isolada de GH (DGH) (2-5). Portanto, a regulacdo do GH via ghrelina e GHSR
parece estar implicada no desenvolvimento de baixa estatura com diferentes
condicOes de secrecdo de GH. Porém devido aos poucos relatos na literatura
existe a necessidade de estudos adicionais para melhor definir a freqiéncia, o
papel etioldgico e o fenotipo causado pelas mutagdes no gene GHSR.

Por estas razdes, propomos investigar a presenga de mutacdes no gene
GHSR em criangas com DGH isolada de causa nao identificada e criangas com
baixa estatura idiopatica (BEI). Os achados moleculares serdo correlacionados
com os dados clinicos.

PATRICIA NASCIMBEM PUGLIESE PIRES
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1.1 Histérico

Em 1976 foi descoberta uma substancia exdgena derivada de um
peptideo opidide que possuia fraca atividade de liberacdo de GH (6).
Inicialmente estes compostos foram denominados peptideos liberadores do GH
(GHRP - Growth hormone relase peptide). A partir de entdo, alteragbes
guimicas levaram a sintese de compostos sintéticos com maior poténcia de
liberacdo de GH, como por exemplo, GHRP-6, GHRP-2, hexarelina e MK-0677
[revistos em ref. (7)]. Atualmente essa classe de substancias € conhecida como
secretagogos de GH (GHS). Sugeria-se que estes GHS exdgenos modulavam a

secrecao de GH por um mecanismo diferente do GHRH.

Em 1996 foi clonado o receptor do secretagogo de GH (GHSR), um tipico
receptor acoplado a proteina G (8). Este receptor por muito tempo foi um
exemplo de receptor 6rfdo, ou seja, um receptor sem nenhum ligante natural
conhecido. Finalmente em 1999 foi identificada a ghrelina como sendo o ligante
natural do GHSR (9).

1.2. O GHSR e a ghrelina

O GHSR é um membro da superfamilia de receptores acoplados a
proteina G com sete dominios transmembrana. O GHSR é altamente
conservado entre diversas espécies, sugerindo que exerca importantes funcdes

fisiolégicas [revistos em ref. (10-12)].

O GHSR ¢€ localizado no cromossomo 3g26.2 e consiste de dois exons: 0
exon 1 codifica a porcdo extracelular e da primeira até a quinta alca
transmembrana do GHSR, enquanto o exon 2 codifica a sexta e a sétima alcas
transmembranas, além da porcdo intracitoplasmética do receptor. J& foram

identificados dois transcritos do GHSR: o GHSR tipo 1a que codifica a isoforma
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completa do GHSR, com os sete dominios transmembrana e propriedades
funcionais consistentes com seu papel de receptor de ghrelina; e o GHSR tipo
1b, originado do processamento alternativo do RNAm e contendo apenas o
primeiro exon, o que resulta em uma proteina truncada com apenas cinco dos

sete dominios transmembrana, de papel fisiolégico ainda desconhecido (8, 13).

A expressdao do GHSR ocorre principalmente no ndcleo arqueado e
ventromedial do hipotalamo, no hipocampo e na hipéfise, embora também seja
expresso em diversos outros locais do sistema nervoso central (giro denteado,
substancia negra, nucleos da rafe) e em outros 6rgaos (coracdo, pancreas, rim,
estbmago, intestino, tecido adiposo e células imunes) (14). O GHSR, ao ser
estimulado por seu ligante, ativa a fosfolipase C, gerando inositol trifosfato (IP3)
e diacilglicerol, resultando em aumento do calcio (Ca*) intracelular, o que
indica que o GHSR ¢ acoplado a uma proteina Gg. E estabelecido que o0 GHSR
possui atividade constitutiva elevada, ou seja, na auséncia de ligante a
atividade deste receptor € > 50% do maximo induzido pelo estimulo com
ghrelina (15).

A ghrelina, ligante natural do GHSR, é um peptideo com 28 aminoé&cidos
produzido principalmente pelas células X/A da mucosa oxintica gastrica,
embora também seja expresso em outros tecidos como duodeno, jejuno, ileo,
célon, pancreas, rim, hipotalamo, hipéfise, placenta, ovarios, testiculos e outros
9, 14).

O gene humano da ghrelina esta localizado no cromossomo 3p25-26,
possui 5 éxons e da origem a 2 transcritos por splicing alternativo (transcrito A
contém todos 0s éxons e transcrito B contem éxons 2 a 4). O RNAm é traduzido
em um precursor da ghrelina (pré-pré-ghrelina) que contem 117 aminoacidos.
Ocorre entdo uma modificacdo pos-traducional com a clivagem da proteina pela
enzima prohormdnio convertase 1/3 resultando no peptido ghelina, que tem 28

aminoécidos (10).
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A ghrelina existe na circulagdo em 2 formas principais: ndo acilada, que é
a forma mais abundante na circulagdo, e acilada, que é a forma ativa. A
acilacdo de &cido n-octandico em um dos residuos de serina (Ser®), pela
enzima O-acyltransferase (GOAT) é um processo essencial para promover
mudancas pos-traducionais na ghrelina que permitam a sua ligagdo no GHSR
tipo 1la (16, 17).

A maioria das acdes da ghelina ocorre através da ativacdo do GHSR
[revistos em ref. (9, 11, 12)]. A ghrelina estimula a secrecdo de GH tanto in vitro
guanto in vivo, e de maneira dose-dependente. Estudos realizados indicam que
este efeito ocorra através de: 1) ativacdo de neurdnios produtores de GHRH no
ndcleo arqueado com aumento de sua liberacdo; 2) amplificacdo do efeito do
GHRH no somatotrofo e 3) antagonismo funcional da somatostatina.

A regulacdo do apetite pela ghrelina também foi caracterizada (Figura 1).
Sua acao orexigénica € mediada pelo estimulo de neurdnios no hipotalamo
promovendo produgdo e secrecdo de estimuladores do apetite, como
neuropeptideo Y e proteina relacionada a agouti (Agouti-related peptide -
AgRP), e também via orexinas. A ghrelina leva a um aumento no apetite, na

ingesta alimentar e ganho de peso, tanto em animais quanto em humanos (18).
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Saciedade

NEURONIOS SECUNDARIOS NO SNC

MC4R
Nucleo
NUCLEO do
ARQUEADO Tralo
solitario
Ingestao NPY/ POMC/ Ingestéo
allmentar AGRP CART alimentar
HIPOTALAMO Nervo Nervos
Vago espinhais
@/ | O\/® ceK
Ghrelina PYY Leptina/ Aferentes do
insulina trato gastrintestinal
e figado

Figura 1: Acdo da ghrelina no controle neuroenddcrino do apetite.

Adaptado da referéncia (19).

O principal fator regulador da secrecdo de ghrelina € a alimentagdo: as
concentracdes séricas de ghrelina sdo elevadas durante o jejum e baixas poés-
prandialmente (20, 21). As concentracbes de ghrelina sdo elevadas em
pacientes magros e com anorexia nervosa ou bulimia, e diminuidas em obesos
(10, 11). O fato de os valores de ghrelina serem reduzidos em estados agudos
e cronicos de balanco energético positivo e aumentados na situacdo oposta
sugere que a ghrelina seja um sinal de insuficiéncia energética e funcione como

antagonista funcional da leptina.

A leptina, produzida pelas células adiposas, tem suas concentracfes
reduzidas no jejum e aumentadas em situacdes de balanco energético positivo,
sendo um horménio anorexigénico (22). Além desta a¢do no controle alimentar,
a leptina também tem um papel no eixo gonadotropico, sendo um fator

permissivo para o desenvolvimento puberal. Recentemente vem se sugerindo
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gue o papel da ghrelina como antagonista da leptina ocorra ndo s6 em termos
do controle alimentar, mas também na regulacdo da puberdade (23). Varios
estudos mostram que a ghrelina inibe a secrecdo de gonadodropinas, e pode
funcionar como um modulador pleiotrépico da fun¢cdo gonadal e reprodutiva (23-
25).

1.3. Modelos animais de defeitos na ghrelina e GHSR

Estudos com nocaute do gene da ghrelina em ratos ndo demonstraram
comprometimento do crescimento linear e do padrdo alimentar (26-29)

sugerindo que a ghrelina ndo seria um regulador essencial da ingesta alimentar.

Camundongos sem GHSR, apés a administracdo de ghrelina, néo
apresentam aumento na liberacdo de GH e da ingesta alimentar, confirmando
gue o GHSR é o receptor que modula estas acfes da ghrelina (30). No entanto,
estes animais nocautes para GHSR n&o tiveram prejuizo do crescimento,
embora os valores de IGF-1 e o peso destes animais fossem ligeiramente
menores que os dos controles (30). Ja ratos transgénicos com auséncia de
GHSR em hipotalamo, especialmente no ndcleo arqueado, eram menores e
mais magros que 0s controles, apresentavam menor porcentagem de tecido
adiposo corporeo e tinham menor ingesta alimentar (31). Estes animais quando
estimulados por um secretagogo de GH apresentavam menor secrecéo de GH
€ menor aumento na ingesta alimentar em comparacdo com animais controles.
As fémeas apresentaram alteracfes mais evidentes no eixo GH/IGF-1 com
menor secrecdo espontanea de GH e menores concentragbes de IGF-1 (31).
Tais achados sugerem um papel fisiolégico da ghrelina/GHSR na secrecao de
GH e crescimento. Mais recentemente, um estudo com camundongos knock-out
para GHSR em diferentes idades ndo mostrou diferencas de composicéo

corporal em camundongos mais novos (3-4 meses), mas evidenciou menor
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peso corporal e massa gorda nos camungondos knock-out mais velhos (10-12

meses) em relagao aos controles (29).

Em resumo, modelos animais com nocaute do gene da ghrelina néo
evidenciaram alteracdes importantes do crescimento e do peso. No entanto,
ratos com nocaute do GHSR sdo menores e mais magros que 0s controles e
apresentam alteracbes significantes no eixo GH/IGF-1. Estes resultados
discordantes podem ser justificados pela alta atividade constitutiva do GHSR, o
gual confere maior importancia do GHSR em relagcédo a ghrelina no controle do
crescimento e peso. Em relacdo ao eixo gonadotrofico, ndo ha dados sobre o
desenvolvimento puberal e dois estudos em camundongos knock-out para

GRSR e ghrelina relatam fertilidade normal nestes animais (26, 30).

1.4. Defeitos no GHSR em Humanos

Recentemente alteragcdes no gene GHSR foram implicadas na etiologia
da baixa estatura em criancas com diferentes estados de secrecdo de GH.
Adicionalmente, 2 grandes estudos de GWAS (Genome wide association study)
demonstraram uma forte associacdo entre o locus do GHSR (3026.3) e a

determinacgédo da altura (32, 33).

Pantel et al. (3) descreveram a mutacdo p.Ala204Glu no GHSR
associada a baixa estatura idiopatica e deficiéncia de GH em 2 familias néo
correlacionadas de origem Marroquina. Esta mesma mutacéo foi descrita em
uma crianga obesa por Wang et al.(2), que na mesma publicacdo identificaram
outra mutagao (p.Phe279Leu) em uma crianga com BEI e sua mée obesa.
Estas mutacdes foram herdadas de maneira autossémica dominante com
penetrancia incompleta, ja que alguns familiares que apresentavam a mutacao
ndo apresentavam o fenotipo. Em 2009, Pantel et al (4) descreveram um

paciente com DGH e puberdade atrasada que era heterozigoto composto para
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2 mutacdes no GHSR, p.Trp2X e p.Arg237Trp. A transmissédo do fendtipo de
DGH na familia foi consistente com heranca autossémica recessiva. No
entanto, o pai do paciente, que era heterozigoto para a mutacdo nonsense,

também apresentou atraso puberal.

Os pacientes e familiares portadores destas mutagdes no GHSR tinham
fendtipo bastante variavel. Alguns apresentavam baixa estatura grave,
associada ou nao a DGH, enquanto outros apresentavam altura pouco
comprometida ou até normal. A avaliagcdo laboratorial mostrava valores de IGF-
1 e GH estimulado normais, exceto nos pacientes com DGH que tinham valores
baixos destes hormoénios. A ghrelina foi dosada em alguns pacientes e estava
dentro dos limites da normalidade. Em relacdo ao peso, os pacientes variavam
desde baixo peso até obesidade. As caracteristicas destes pacientes estédo

mostradas na Tabela 1.

Mais recentemente um grupo japonés (5) encontrou 4 novas mutacoes
no GHSR em pacientes com DGHI ou BEI (p.GIn36del, p.Prol08Leu,
p.Cys173Arg, and p.Asp246Ala), mas infelizmente nenhuma informacéo clinica

ou avaliacdo laboratorial destes pacientes foi dada.

Todas estas mutacdes missenses foram submetidas a estudos funcionais
gue demostraram diminuicdo da atividade constitutiva do receptor, mas
algumas delas preservavam a habilidade de responder a ghrelina (2-5, 34),

sugerindo a importancia da atividade basal do GHSR no crescimento.

Pelo fato de existirem poucos casos de mutagdes no GHSR descritos na
literatura, e estas mutacdes estarem associadas a fenotipos clinicos variados,
h& a necessidade de ampliar a casuistica de pacientes investigados para este
gene. Portanto, propomos investigar a presenca de mutagdes no gene GHSR
em criangas com DGH isolada de causa néo identificada e criangas com baixa
estatura idiopatica incluindo um subgrupo de criancas com atraso constitucional

do crescimento e desenvolvimento.
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes com mutacées nho GHSR descritos na literatura

Mutacao Paciente Genodtipo Sexo Z da Altura  Fendtipo do peso* Fendtipo da altura
Caso indice M/M F -3,7 Sobrepeso BEI
Pai M/N M -3,7 Obeso BEI
Mae M/N F -2,7 Obeso BEI
p-Ala204Glu (3) _
Irméo 1 M/N M -1,1 Sobrepeso Normal
Irmao 3 M/N M -2,0 Eutrofico DGH
Irmao 4 M/N F 2,2 Eutréfico BEI
Caso indice M/N F -3,2 Baixo peso DGH
Pai M/N M -2,0 Eutréfico BEI
p-Ala204Gilu (3) _
Irmao 2 M/N M -1,2 Eutrofico Normal
Irmao 3 M/N F +1,0 Eutréfico Normal
p-Ala204Glu (2) Caso indice M/N NA NA Obeso Normal
Caso indice M/N NA NA Eutréfico BEI
p-Phe279Leu (2)
Mae M/N F -1,4 Obeso BEI
Caso indice M/M M -2,7 Baixo peso DGH e atraso puberal
p-Trp2X e Pai M /N (p.Trp2X) M -0,6 Eutréfico Atraso puberal
p-Arg237Trp (4) Mae M /N (p.Arg237Trp) F -1,3 Baixo peso Normal
Irmé&o 2 M /N (p.Arg237Trp) M -1,7 Baixo peso Normal

F: feminino M: masculino Z: desvio padrao NA:nao avaliado M: presenga do alelo mutado N:presenca do alelo selvagem BEI: baixa estatura
idiopatica DGH: deficiéncia de horménio de crescimento *: O fenétipo do peso foi classificado através do IMC para adultos e percentil do peso em
criangas (baixo peso: IMC<18,5 ou <p5%; eutréfico: IMC entre 18,5 e 25 e peso entre p5% e p85%; sobrepeso: IMC entre 25 e 30 e peso entre
p85 e p95%:; obeso: IMC>30 ou peso acima do p95%), segundo site do CDC - Centers for Disease Control and Prevention (http://www.cdc.gov/).
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OBJETIVOS

1. Pesquisar a presenca de mutacdes no gene GHSR em pacientes com

deficiéncia isolada de hormonio de crescimento.

2. Pesquisar a presenca de mutacdes no gene GHSR em pacientes com
baixa estatura idiopatica, incluindo subgrupo de pacientes com atraso

constitucional de crescimento e desenvolvimento.

3. Correlacionar os achados moleculares com o fenétipo dos pacientes
afetados e segregé-los entre os outros membros da familia.

4. Realizar o estudo funcional das novas muta¢cdes do GHSR identificadas.
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CASUISTICA E METODOS

3.1 — Casuistica
3.1.1 Consideracdes éticas

Este estudo foi conduzido de acordo com principios éticos seguindo as
orientagbes contidas na declaracdo de Helsinki e pelos termos descritos pela
Portaria 196/96, do Conselho Nacional de Saude. O projeto foi aprovado pela
comissao de ética em pesquisa (CEP, #0391/08) e esta registrado no CONEP
sob o nimero CAE-0349.0.015.000-08. Consentimento por escrito foi obtido de
todos os pacientes ou pais/tutores antes que os procedimentos de pesquisas

fossem iniciados.

3.1.2 Selecao de pacientes

Foram selecionados 14 pacientes com deficiéncia isolada de GH e 96
pacientes com BEI; dos quais 31 (32%) apresentavam atraso constitucional de
crescimento e desenvolvimento (ACCD). Estes pacientes foram selecionados
no Ambulatério de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&do Paulo (HCFMUSP).

Os critérios clinicos e laboratoriais considerados para inclusao dos

pacientes com DGHI no presente estudo foram:

» Deficiéncia de GH demonstrada por auséncia de resposta do GH em
pelo menos 2 testes de estimulo (clonidina e ITT), evidenciada por
pico de GH menor que 3,3 ng/ml dosado pelo método
imunofluorimétrico.

» Ressonancia magnética (RNM) de regido hipotalamo-hipofisaria sem
anormalidades.
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Os critérios de exclusao foram:

Mutacdes ou delecbes nos genes GH1, GHRH e GHRHR .
Causas poés-traumaticas de DGH.

Causas conhecidas de baixa estatura apds o nascimento como
presenca de distlrbios genéticos e cromossémicos, desnutricao,
doencas hepéticas, patologias sistémicas, Oésseas ou

endocrinologicas.

Os critérios de incluséo para os pacientes com BEI foram:

Baixa estatura de inicio pés-natal e com proporcdes corporeas

normais.

Estatura de 2,5 desvios padrdo abaixo da média de estatura da
curva de crescimento de Tanner ou com velocidade de
crescimento, observada em um periodo igual ou superior a 6

meses, inferior a -1 desvio padréo para idade e sexo.

Os critérios de exclusao foram:

Deficiéncia de hormonio de crescimento (DGH).

Causas conhecidas de baixa estatura ap0s o nascimento como
presenca de distdrbios genéticos e cromossémicos, desnutricdo,
doencas hepdéticas, patologias sistémicas, 0sseas ou

endocrinologicas.

Dentre os pacientes com BEI, foram considerados como ACCD aqueles

gue possuiam as seguintes caracteristicas:
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* Inicio espontaneo da puberdade apés a idade de 13 anos nas

meninas e 14 anos nos meninos (35).

by

* Idade Ossea atrasada em relacdo a idade cronolégica, mas

compativel com a idade estatural.

» Desenvolvimento normal da puberdade apds o seu inicio.

3.1.3 Controles

Para rastreamento de variantes alélicas identificadas no gene GHSR,
foram estudados 150 controles, ou seja, individuos adultos de ambos os sexos,
gue ndo apresentaram alteragcbes de crescimento ou anormalidades no
desenvolvimento puberal (45% do sexo masculino com meédia de desvio padréo
de altura de 0.3 + 1.1). Em colaboracdo com a Unidade de Obesidade do
Servico de Endocrinologia da FMUSP sob supervisdo da Dra Sandra Mara
Villares e execucdo pela aluna Thais Arthur foram estudadas 197 criancas
obesas com crescimento e puberdade normais (64% do sexo masculino, com
idade média de 10.7 + 1.5 anos, média de desvio padréo da altura de 1.0 £ 1.0
e desvio padrao do IMC de 2.3 £0.3).

3.2 — Avaliagdo hormonal

A avaliacdo da secrecdo de GH foi feita através da realizacdo de testes
de estimulo de secrecdo de GH, principalmente o teste da clonidina e o teste de
tolerancia a insulina (ITT). O teste da clonidina consiste na administracdo de
clonidina via oral na dose de 0,1 mg/m? de superficie corpérea e coleta de GH

nos tempos -30, 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. O ITT consiste na administracdo
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de insulina na dose de 0,1Ul/kg e coleta de glicemia e GH nos tempos 15, 30,
60, 90 e 120 minutos. Para que este teste seja considerado valido e
interpretavel, € necessaria a documentacdo de hipoglicemia (glicemia inferior a

40 mg/dL). O GH foi dosado pelo método imunofluorimétrico.

Para o diagnostico de deficiéncia de GH, o critério utilizado foi pico de
GH menor do que 3,3 pg/L em pelo menos 2 testes de estimulo. Este ponto de
corte foi baseado em estudo prévio realizado em nosso servico que mostrou
este ser o melhor valor de corte de GH para diferenciar criancas pré-puberes
com DGH de criancas sem DGH (sensibilidade de 100% com 93% de
especificidade) (36).

As dosagens hormonais de GH, FSH, LH, estradiol e testosterona foram
realizadas pelo ensaio de fluorimetria por tempo resolvido (AutoDELFIA®,
PerkinElmer, Waltham, MA, EUA). As dosagens de IGF-1 e IGFBP-3 foram
realizadas por quimioluminescéncia (Immulite®, Siemens, Deerfield, IL, EUA). A
dosagem de ghrelina ativa foi realizada pela técnica de ELISA (Millipore, St
Charles, MO, EUA).

Dosagens de ghrelina ativa foram realizadas em amostras coletadas pela
manhd em jejum e apds 60 minutos da ingestdo de refeicdo rica em
carboidratos. Amostras de sangue total foram coletadas em tubo seco de
prolipropileno e foi imediatamente adicionado inibidor da dipeptidil peptidase IV
(DPP-1V) (Millipore, St Charles, MO, EUA) a uma concentracdo final de 100
ymol/L. O sangue coagulado foi centrifugado por 15 minutos a 4 £ 2C e
separou-se 0 plasma, que entdo foi acidificado pela adicdo de &cido cloridrico
(HCI) a uma concentracao final de 0.05 mol/L e estocado a - 80° até ser
realizado o ensaio. Estas dosagens foram realizadas em um Unico ensaio e em

triplicata. Os valores de referéncia para as concentragbes de ghrelina foram
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baseados em estudo prévio de dosagem de ghrelina ativa por método de ELISA

em pacientes puberes (37).

3.3 — Avaliacado molecular
3.3.1 - Extracdo do DNA gendémico de leucdcitos peri  féricos

O sangue foi incubado em solugéo para lise de glébulos vermelhos (114
mM cloreto de amoénia; 1 mM carbonato de amoénia) durante 30 minutos a 4°C.
Apos este periodo, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm durante 15 minutos a
4°C. O sobrenadante descartado e o botdo de células foi ressuspenso em
solucdo tampéo constituida de 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0 1 mM
EDTA pH 8,0 contendo 1% SDS (dodecil sulfato de sodio) e 0,2 mg/mL de
proteinase K e mantido durante a noite a 37°C. No dia seguinte, a amostra foi
submetida a duas extracdes com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e
a uma extracdo com cloroférmio e alcool isoamilico (24:1). O DNA foi
precipitado com acetato de sodio 0,3 M em pH 7,0 e com 2 volumes de etanol
absoluto gelado. Posteriormente, o DNA foi lavado em etanol 70% por 5
minutos e ressuspenso em TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0.1 mM EDTA pH 8,0).

3.3.2- Reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR)

O DNA genodmico foi utilizado como substrato para amplificacdo do gene
GHSR (sequéncia de referéncia: NM_198407.2). A regido codificadora foi
estudada em toda a casuistica e no grupo controle. Nos pacientes e parentes
portadores de mutacdo na regido codificadora do GHSR também avaliamos a

regido promotora proximal do GHSR. A Tabela 2 mostra os oligonucleotideos
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inciadores especificos (“primers”) que foram utilizados para a amplificacdo das

regides de interesse.

As reacbes de amplificacdo do GHSR foram realizadas em um volume
total de 25-50 pL, foram utilizados 100 a 200 ng de DNA gendmico, 200 uM de
cada trifosfato de nucleosideo, 20 pmol de cada oligonucleotideo e 2,5U de
GoTaqg® DNA polimerase diluida em seu tampdo 5X Green GoTaq ™ Reaction
Buffer , ambos fornecidos pelo fabricante (Promega Corporation, Madison, WI,
EUA).

A reacdo de amplificacéo foi realizada em termociclador GeneAmp® PCR
System 9700 (Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA) e consistiu das
seguintes etapas: desnaturacao inicial a 95C por 5 minutos, seguida por 35
ciclos de desnaturacdo a 94C por 45 segundos, anel amento com temperatura
especifica para cada par de primer (especificados na Tabela 2) por 30
segundos e extensdo a 72° por 1 minuto e extensdo final a 72T por 10
minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com brometo de etidio e visualizados em luz

ultravioleta.
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Tabela 2 - Oligonucleotideos especificos para ampli  ficacdo dos exons do gene GHSR e da regido promotora
do gene GHSR

o . . Tamanho do Temperatura de
Regido do gene Oligonucleotideos
fragmento anelamento

GHSR EXON 1 GHSR 1F: 5-TTCTCCAAGCATCCTCCCTA-3',

GHSR 1R: 5-GAAGGCACAGGGAGAGGATA-3' 997 54<C
GHSR EXON 2 GHSR 2F: 5'-CTGTGACATTTCTTGAGCTGAC-3'

GHSR 2R: 5-TGTGCTATGTCTTCCGGTTT-3' 309 54C
Regido promotora do GHSR 1  Prom GHSR 1F: 5-CAGCCTCACAGCCTCTTCTT-3'

Prom GHSR 1R: 5-CGTTCTCGATCCAGTTCCAT-3' 689 58C
Regido promotora do GHSR 2 Prom GHSR 2F: 5-ATCAGGTCCCAGCTGCTAAA-3' 560 58C

Prom GHSR 2R: 5-TCAGCTGAACAGGCTCTGG-3'

Tabela 3 — Oligonucleotideos especificos utilizados para sequenciamento dos exons do gene  GHSR e da
regido promotorado GHSR

Regido do gene Oligonucleotideos

GHSR exon 1 GHSR 1F: 5-TTCTCCAAGCATCCTCCCTA-3'
GHSR 1B-F: 5-CAATTCGTCAGTGAGAGCTG-3’
GHSR 1C-R: 5- GCCATGCTGGACAGGTAGAG-3’

GHSR exon 2 GHSR 2F: 5-CTGTGACATTTCTTGAGCTGAC-3'
GHSR 2B-R: 5-CTTGGACATGATGTTGTACA-3'

Regido promotora GHSR 1 Prom GHSR 1F:. 5-CAGCCTCACAGCCTCTTCTT-3'
Prom GHSR 1R: 5'-CGTTCTCGATCCAGTTCCAT-3

Regido promotora do GHSR 2 Prom GHSR 2F: 5-ATCAGGTCCCAGCTGCTAAA-3'
Prom GHSR 2R: 5'-TCAGCTGAACAGGCTCTGG-3
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3.3.3 - Sequienciamento Automatico

A concentracdo de DNA dos produtos gerados pela PCR foi determinada
através da comparacédo da intensidade de sinal emitido pelos fragmentos de um
marcador de peso molecular, de concentracdo conhecida, em gel de agarose.
Cerca de 30 ng deste produto foram submetidos a uma reagao de purificagédo
enzimatica com 10 U da enzima “ExoSAP-IT” (GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, Reino Unido) durante 15 minutos a uma temperatura de 37°
C, seguida por 15 minutos a 80°C.

Apés a purificacdo, o material foi submetido a uma reacdo de
sequenciamento seguindo as instru¢des do “kit” “ABI Prism BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 3.1” (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA). Vinte ng de produto de PCR purificado, 2 uL de “BigDye Terminator”,
6 pL de tampéo de sequenciamento e 5 pmol de um dos “primers” especificos
para cada éxon (Tabela 3) foram submetidos ao protocolo de seqiienciamento
gue consistiu em 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e
60°C por 4 minutos, realizado em um termociclador GeneAmp®@ PCR System
9700 (Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA).

O produto da reacdo de sequenciamento foi precipitado segundo o
protocolo do isopropanol/etanol. Esse material foi submetido a uma eletroforese
capilar no sequienciador automatico "ABI Prism 3100 Genetic Analyzer" (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

As sequencias obtidas foram comparadas com as sequéncias
depositadas na base de dados do National Center for Biotechnology and
Information (NCBI). A analise foi realizada pelo programa “Sequencher 4.9”
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, EUA).
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3.4 — Estudo funcional

Os estudos funcionais foram desenvolvidos em colaboragcdo com a equipe
do Dr Alan S Kopin do Molecular Pharmacology Research Center, Molecular

Cardiology Research Institute, Tufts Center de Boston, Massachusetts, USA.

3.4.1 — Materiais

Ghrelina foi comprada de Bachem (Bubendorf, Switzerland). O meio de
cultura celular, soro fetal bovino e reagente lipofectamina foram obtidos da
Invitrogen (Carlsbad, CA). Anticorpo monoclonal anti-hemaglutinina conjugado
com peroxidase (3F10) e o substrato da peroxidase foram comprados da Roche
Applied Science (Indianapolis, IN). O plasmideo que codifica o gene reporter da
luciferase associado a elemento de resposta sérico (serum response element
(SRE)-luciferase reporter gene) foi desenvolvido pelo grupo e descrito

previamente (38).

3.4.2 — Construcéo dos plasmideos humanos GHSR

O plasmideo que contem o cDNA humano GHSR wild-type (isoforma 1a)
foi descrito previamente (34). As mutacdes missense foram introduzidas no
cDNA usando técnica de mutagénese sitio-dirigida (39, 40). Para cada mutante,
a presenca da alteracdo do nucleotideo indicado foi confirmada por
sequenciamento completo da regido codificadora do GHSR de cada construto.
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3.4.3 — Cultura celular

Células humanas embrionarias de rim (HEK 293- Human embryonic kidney
cells) cresceram em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
(Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado com soro bovino fetal a 10%, 100 U/ml
penicilina G e 100 pug/ml estreptomicina. As células foram mantidas a 37C em

um ambiente humidificado contendo 5% CO..

3.4.4 — Ensaio de luciferase ( Luciferase Reporter Gene Assay)

A sinalizagdo mediada pelo receptor foi avaliada usando ensaio de
luciferase descrito previamente (38, 41). Todos os ensaios foram realizados em
triplicata. Em resumo, células HEK293 foram colocadas em placa numa
densidade de 1.000-2.000 celulas por po¢co em placas de 96 pocos e cresceram
por 2 dias até ~ 80% confluéncia. As células entdo foram transitoriamente
transfectadas usando reagente Lipofectamine® (Invitrogen, Carlsbad, CA) com
cDNA contendo (i) um vetor de expressao vazio ou wild type ou ainda cada um
dos GHSR1a mutantes, 2 ng/poco, (ii) gene repdrter da luciferase associado a
elemento sérico de resposta (SREsx-luc), 30 ng/poco, e (iii) B-galactosidase, 5
ng/poco, para permitir correcdo para variabilidade inter poco. Vinte e quatro
horas ap6s a transfeccdo, as células foram estimuladas por 4 horas com

ghrelina diluida em meio livre de soro.

A transducéo do sinal foi determinada através da estimulacéo das células
gue expressam o receptor com concentracdes crescentes de ghrelina. O meio
foi cuidadosamente aspirado, seguido de tratamento com ligante e a atividade
de luciferase foi medida usando reagente Steadylite® (PerkinElmer, Boston,
MA). Ensaio de B-galactosidase foi entdo realizado apos adicionar o substrato

da enzima 2-Nitrophenyl B-D-galactopyranoside. Apés incubacdo a 37 °C por
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30-60 minutos, a clivagem do substrato foi quantificada por mensuracdo da
densidade 6ptica a 420 nm usando leitor de microplaca SpectraMax” (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). Valores obtidos no ensaio da galactosidase foram

utilizados para correcao dos valores obtidos no ensaio de luciferase.

3.4.5 — Avaliacéo da expresséao de receptor usando E  LISA

A expressdo dos niveis das variantes do GHSR foram determinadas
usando um procedimento descrito por Fortin et al. (42). Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicata. Em resumo, células HEK 293 cultivadas em
placas de 96 pocos foram transitoriamente transfectadas com o plasmidio vazio
(pcDNAL.1) ou com plasmideo contendo cadas uma das variantes (wild type e
mutantes) do GHSR conjugado com epitopo-HA, 2 ng/poco. Quarenta e oito
horas apo0s a transfeccdo, as células foram lavadas uma vez com tampéo
neutro de lavagem (PBS pH 7.4 - phosphate-buffered saline) e fixadas com 4%
paraformaldeido em PBS por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos lavar
com PBS/100 mM glicina, as células foram encubadas por 30 minutos em
solucdo de bloqueio (PBS / 20% soro bovino). Um anticorpo monoclonal
conjugado com peroxidase (Roche; clone 3F10) direcionado contra o epitopo-
HA foi entdo adicionado as células (1:500 diluicdo na solu¢cdo de blogueio).
Apo6s 1 hora, as células foram lavadas 5 vezes com PBS e a solugdo BM-blue
(3.3-5, 5'-tetramethylbenzidine, Roche, Indianapolis, IN) (50 ul por poco) foi
adicionada. Apoés incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente, a
conversao deste substrato pela peroxidase foi terminada adicionando 2.0 M
acido sulfurico (50 pl por poco). O substrato convertido (que correlaciona com a
guantidade do receptor) foi analisada medindo absorbancia de luz a 450 nm

usando leitor de microplaca SpectraMax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
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3.5 — Andlise estatistica

Variaveis qualitativas foram listadas como frequéncias e percentagens,
engquanto que variaveis quantitativas foram expressas como media + desvio-
padréo (DP). Para as comparacdes entre os grupos foram utilizados One Way
Analysis of Variance (ANOVA) ou Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks, de acordo
com a presenca de distribuicdo parameétrica ou ndo, respectivamente. Os dados
nominais foram avaliados pelo teste qui-quadrado, ou teste exato de Fisher,

conforme apropriado.

A versao 5.0 do software GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA) foi
usada para construcdo de uma curva nao linear da sinalizagcdo do GHSR e para
calcular a concentracdo de ghrelina necessaria para obter 50% da sinalizagc&o
maxima (EC50). Cada valor de EC50 (expresso como concentragdo molar) foi
transformado em pEC50; pEC50 = -log(EC50). A média dos valores peEC50 +
erro padrdo do meio sera mostrada. O pEC50 e valores de expressdo em
superficie para cada mutante foi comparado com o valor controle
correspondente do receptor wild type.

Foi considerado estatisticamente significante um p < 0,05. Analise
estatistica foi feita usando SIGMAstat statistical software package (Windows

version 3.5; Systat software Inc., Chicago, IL — USA).
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RESULTADOS

4.1 — Caracteristicas da casuistica

As caracteristicas clinicas dos pacientes selecionados estao
demonstradas na Tabela 4. Nossa casuistica € caracterizada por uma
predominancia de pacientes do sexo masculino. Na primeira avaliagdo, 0s
pacientes com ACCD eram mais velhos, mais magros e apresentavam maior
atraso de idade 0ssea do que os pacientes com DGH e com BEI e puberdade

normal.
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Tabela 4 - Dados clinicos e hormonais dos pacientes selecionados

Deficiéncia de Baixa Estatura Idiopatica (BEI)

GH isolada (DGHI) com ACCD sem ACCD Total

Sexo (M:F) 11:3 247 40:25 64 : 32
Z da altura alvo -1,1+1,1 -1,2+0,6 -1,3+0,6 -1,3+0,6
Historia familiar de baixa estatura * (%) 43 52 49 50
Dados na avaliagao inicial

Idade cronolégica (anos) 85%5.2 13,5+2,6° 9,4+3,6 10,7 +£3,8

Idade 6ssea (anos) 58+4,4 10,7+2,6° 72+37 8,4+37

Idade 6ssea — idade cronologica (anos) 26+19 31+1,1° 23+1,2 26+13

Z da altura -3,6+1,2 -3,1+0,9 -27+0,8° -2,8+0,9

Z do IMC -0,1+0,8 -1,7+15° -0,6+1,1 -1,0+x1,4
Idade do inicio da puberdade (anos)

Sexo feminino 10,1+0,6 13,5+0,62 11112 11,715

Sexo masculino 141+23 153+15 12,7+10° 13,8+1,8
Maximo de GH em teste de estimulo ( pg/L) 1,3+1,2¢ 13,0 £9,0° 9,7+48° 10,7+6,5
Z do IGF-1 -1,6 £1,5° -1,6+1,5 -0,8 £0,9° -1,0+£1,2
Z do IGFBP -3 -06+1,0° -0,7+£1,0 -0,3+1,0 -0,4+£1,0

* :histéria familiar de baixa estatura foi estabelecida por pai e/ou mae com Z da altura < -2; # p <0.05 em comparagéo com o grupo sem ACCD
e DGH; ®: p <0.05 em comparagdo com o grupo DGH; ® p <0.05 em compara¢&o com o grupo com ACCD e DGH; %: p <0.05 em comparacéo
com o grupo BE; ®: dosagens de IGF-1 e IGFBP-3 disponiveis em apenas 10 e 6 pacientes, respectivamente.
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4.2 — Resultados moleculares do grupo deficiénciad e GH
4.2.1 - Analise de DNA

Uma nova variante ¢.745G>T foi identificada no exon 1 (Figura 2) e
se caracterizou pela substituicio em heterozigoze da primeira base
nucleotidica (guanina por timina) do codon 249 resultando na troca de uma
valina por uma leucina (p.Val249Leu) na terceira alca intracelular do
receptor (Figura 3). A variante p.Val249Leu néo foi encontrada em nenhum
dos 694 alelos provenientes dos controles normais e criancas obesas. Esta
variante ocorre em uma regido relativamente conservada do GHSR entre
diversas espécies (Figura 4). Tanto a paciente quanto seu pai, portadores
da mutacdo no GHSR, ndo apresentaram alteracdes na regido promotora do
GHSR.
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I 6 T CHE T G G G T
Sevagem 1 6 1 C 6 1 66 6 1
/\/\/\/\ )

I 6 T CHBA I G G G T
paciente 1T 6 T C 1 TG G G 1

Figura 2: Sequéncia de nucleotideos do gene GHSR selvagem e mutante
(p.V249L). A regido afetada mostra a sequéncia de nucleotideos GTG que
codifica o aminoacido valina na posicdo 249 em um individuo normal
(imagem superior) e a troca em heterozigoze para TTG que codifica o

aminoacido leucina na paciente (imagem inferior).
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@ :-6G>C: regido ndo codificadora

flsf) |

p.Al169T,

5841

p.A358T

Figura 3: O modelo ilustra a posicdo das novas variantes encontradas no
receptor GHSR.
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p.Ser8dlle
NLLTMLVVSRFRELRTTTNLYLSSMAFSDLLIFLCHMPLDLVRLWQYRPHWNFGDLLCKLEQ
NLLTMLVVSRFRELRTTTNLYLSSMAFSDLLIFLCHMPLDLVELWQYRPWNFGDLLCKLEQ
HLLTMLVVSRFRELRTTTNLYLSSMAFSDILLIFLCHMPLDLVRLWOYRPWNFGDLLCKLEQ
NLLTMLVVSRFREMRTTTNLYLSSMAFSDLLIFLCMPLDLFRLWQYRPHNLGNLLCKLEQ
NIMTMLVVSRFRDMRTTTHNFYTLSSMAFSDLTLIFLCMPLDLFRIWQYRPWNFGDLLCKLEFQ
p.Ala169Thr
FVSESCTYATVLTITALSVERYFATICFPLRAKVVVIKGRVKLVIFVIWAVAFCSAGPIEV
FVSESCTYATVLTITATLSVERYFATCFPLRAKVVVTKGRVKLVILVIWAVAFCSAGPTIFV
FVSESCTYATVLTITALSVERYFAICFPLRAKVVVIKGRYKLVILVIWAVAFCSAGPIEV
FVSESCTYATVLTITALSVERYFATCFPLRAKVVVITEGRVELVILVIWAVAFCSAGPIEV
FISESCTYSTILNITATSVERYVAICFPLRAKVITTKRKVKLVILILWAVSFISAGPIEV

p.Val182Ala

LVGVEHENGTDPWDTNECRPTEFAVRSGLLTVMVWVSSIFFFLPVEFCLTVLYSLIGREKLW
LVGVEHENGTDPRDTHNECRATEFAVRSGLLTVMVIWVS SVFFFLPVECLTVLYSLIGREKLW
LVGVEHENGTDPRDTNECRATEFAVRSGLLTVMVHVS SVFFFLPVECLTVLYSLIGRKLW
LVGVEHDNGTDPRDTNECRATEFAVRSGLLTVMVHVS SVFFFLPVFCLTVLYSLIGRKLW
LVGVEHENGTHPLSTNECRATEYATRSGLLTIMVHWISSIFFFLPVECLTVLYSLIGRELW
p.Valz49Lau
RRERGDAVVGASTRDONHKOTVEKMLAVVVFAFILCWLPFHVGRYLFSKSFEPGSLETAQT
RR-RGDAAVGASLRDONHKOT VKMLAVVVEAFILCWLPFHVGRYLEFSKSFEPGSLETIAQL
RR-RGDAAVGS SLRDONHKOTVEMLAVVVEFAFILCWLPFHVGRYLEFSKSFEPGSLETAQT
RRKRGEAAVGS STRDONHKQTVKMLGGS QCALELSTPGPLHS SCLFS SP====== == ===
RRKRKNIGPSTITRDKNNKOT VKMLVVVVEAFILCWLPFHVGRYLEFSKSFEAGSLETIAVL

120
119
119
120
101

180
179
179
180
161

240
239
239
240
221

300
298
298
289
281

p.Ala358Th

SQYCNLVSFVLFYLSAATNPI LYNTMSKKYRVAVFRLLGFEPE SQRKLSTLKDE S SRAWT
SOYCHLVSFVLFYLSAATNPILYNIMSKKYRVAVFKLLGFESFSQRKLSTLKDES SRAWT
SOYCNLVSFVLFYLSAATNPTLYNTMSKKYRVAVFKLLGFESFSQRKLSTLKDE S SRAWT

SOYCHLVSFVLFYLSAATNPILYNIMSKKYRVAACRLEFGLKALPKKRLS STKQDS SRVHT

360
358
358

341

Figura 4. Alinhamento da sequéncia de amino&cidos do GHSR de diferentes

espécies. As fontes das sequéncias sdo: Homo sapiens (GeneBank,

NM_198407.1)

, Rattus norvegicus (GeneBank ,NM_032075.3),

Mus

musculus (GeneBank, NM_177330), Sus Scrofa (GeneBank,NM+214180) e
Gallus gallus (GeneBank, NM_204394). Os aminoacidos correspondentes as
variantes p.Ser84lle, p.Alal69Thr, p.Vall82Ala, p.V249L e p.Ala358Thr

estdo destacados em vermelho. Os nimeros a direita indicam a seguéncia

de aminoacidos.
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4.2.2 - Caracterizacdo da familia com a variante p. Val249Leu

Essa alteracdo foi encontrada em apenas uma paciente do sexo
feminino com diagnédstico de DGH isolada. Esta paciente nasceu adequada
para a idade gestacional (AIG) e aprentou quadro de baixa estatura
proporcional notado a partir dos primeiros anos de vida. A primeira
avaliacdo apresentava 2,5 anos, estatura de 744 cm (Z =
-4,1) e peso normal [Z do indice de massa corpérea (IMC) = -0,9]. Sua
avaliacao laboratorial mostrava valores normais de IGF-1 (Z=-0,2), mas
auséncia de elevacdo do GH em dois testes de estimulo (pico de GH de 1,0
Hg/l no teste da clonidina e 0,8ug/l no ITT) caracterizando o diagnéstico de
DGH. N&o apresentava outras deficiéncias hormonais e tinha avaliacdo por
RNM hipotalamo-hipofisaria normal. A paciente foi tratada com GH
recombinante (rhGH - Recombinant Human Growth Hormone) por 10 anos
atingindo altura final de 155,1 cm (Z = -0,9), superior a sua altura alvo de
145,2 cm (Z = -2,8). Apresentou desenvolvimento puberal normal com

menarca aos 10 anos.

A segregacdo familiar mostrou que o pai da paciente indice
apresentava a mesma variante, também em heterozigose. Este, apesar de
ter baixa estatura [H = 150,5 cm (Z = -3,6)], ndo apresentava deficiéncia de
GH. A variante nao foi identificada no irmdo da paciente que também
apresenta o diagnéstico de deficiéncia de GH. O heredograma esta

mostrado na Figura 5.
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O

Gendtipo GHSR N/M N/N
Idade Adulta Adulta
Alturaem cm (Z) 150,5 (-3,6) 153 (-1,5)

7]
Gendtipo GHSR N/M N/N
Idade em anos 14,1 13

Alturaem cm (Z) 155,1 (-1,3) 154,8 (+0,2)

Figura 5: Heredograma da familia da paciente portadora de DGH e da
variante p.V249L do GHSR. Os quadrados representam os homens e 0s
circulos as mulheres. A letra N indica presenca de alelo normal do
GHSR e a letra M indica presenca do alelo mutado. A cor preta indica a

presenca do fenotipo de DGH. A seta indica o caso indice.
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4.3 — Resultados moleculares dos grupos baixa estat  ura idiopatica e
atraso constitucional do crescimento e desenvolvime nto

4.3.1 - Anélise de DNA

Encontramos cinco novas variantes em heterozigose no GHSR em
cinco pacientes (3 do sexo masculino e 2 do sexo feminino) do subgrupo
ACCD. Nao foram encontradas variantes alélicas no gene GHSR em
pacientes com BEI com puberdade normal. Uma variante esté localizada na
regido 5UTR, a 6 pares de base do codon de iniciagdo (c.-6 G>C),
enquanto as outras 4 variantes (p.Ser84lle, p.Alal69Thr, p.Vall82Ala e
p.Ala358Thr) sdo missense, e levam a trocas de aminoacidos em residuos
conservados, exceto pela variante p.Ala358Thr (Figura 4). A localizag&o das
variantes estd mostrada na Figura 3. Nenhuma destas alteracdes foi
encontrada em 694 alelos controles (adultos e criancas obesas de altura
normal). Adicionalmente, nenhuma outra mutacao foi identificada em toda a
regido codificadora do GHSR das criancas de altura normal (197 individuos
sequenciados). Notavelmente, a frequencia de variantes alélicas no GHSR
observada no grupo ACCD (16%) foi maior do que a esperada pelo acaso
em comparacdo com criancas com BEI sem ACCD (p=0,003) e criancas
controle (p<0,001). Todos os pacientes e parentes portadores de mutagdes
no GHSR foram submetidos a analise da regido promotora do GHSR e nédo
foram encontradas mutacdes nesta regido. As caracteristicas clinicas e
laboratoriais dos pacientes portadores das variantes no GHSR estdo

mostradas nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5 - Dados clinicos dos pacientes com variant  es no GHSR
Pacientes 1 2 3 4 5 6
Sexo F M F M F M
Variante p.Val249Leu c. -6G>C p.Ser84lle p.Alal69Thr p.Vall82Ala p.Ala358Thr
Altura paterna [cm (2)] 150,5 (-3,6)* 164 (-1,6)° 165 (-1,4)° 175 (+0,0)°  181,6 (+1,0)*  164,4 (-1,5)*
Altura materna [cm (Z)] 153 (-1,5) 158 (-0,7)’ 164,2 (0,3) 145 (-2,9) 154,7 (-1,2) 146,5 (-2,6)
Altura alvo [cm (2)] 145,2 (-2,8) 167,5 (-1,1) 158,1 (-0,7) 166,5 (-1,2) 161,6 (-0,1) 162 (-1,9)
12. Avaliagéo
IC em anos 2,5 16,8 12,8 16,7 13,1 16,7
IO em anos 2 13,5 11 14 11 11
Altura [cm (2)] 74,4 (-4,1) 146,6 (-4,1) 137,5 (-2,4) 154,7 (-2,8) 140,2 (-2,3) 140,7 (-4,9)
Peso (kg) 8,27 41,6 26,3 43,7 43,3 24,6
Z do IMC -0,9 -0,7 -2,6 -1,2 +0,9 -6,9
:?dr;ld:ngg inicio de p uberdade 8 >15 13 16 13 >15
Ultima avaliacdo
IC em anos 14,1 18,8 22,8 20,3 17,7 22
Altura [cm (2)] 155,1 (-0,8) 158,4 (-2,4) 157,6 (-0,7) 166,5 (-1,2) 154 (-1,4) 159,5 (-2,3)
Peso (kg) 48 47 45,7 50,5 53 32,5
IMC (kg/m?) 19,8 18,7 18,4 18,2 22,3 12,7
Z do IMC -0,5 -1,4 -1,2 -1,7 0,3 -7,1

F: feminino M: masculino *: indica a presenca da mutacéo em heterozigose nos pais dos pacientes que foram estudados “:indica que n&o

foi avaliado molecularmente
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Tabela 6 - Dados laboratoriais dos pacientes com va

riantes no GHSR
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Pacientes 1 2 3 4 5 6

Variantes p.Val249Leu c. -6G>C p.Ser84lle p.Alal69Thr p.Vall82Ala p.Ala358Thr

Sexo F M F M F M

IC (anos) 2,8 16,8 13 16,7 13,1 16,8
IGF-1 [ng/ml (2)] 51 (-0,2) 284 (-3,8) 130 (-2,3) 253 (-4,3) 233 (-1,3) 211 (-1,8)
IGFBP-3 [mg/l (2)] NR 3,2 (-2,0) 2,1(-1,6) 4,8 (0,0) 7,3 (+1,1) 3,2 (-1,8)
Plcp de GH em teste de 0.9 NR 103 NR 7.9 NR
estimulo (pg/L)
Glicemia (mg/dL) 53 87 68 87 80 78
Insulina (U/mL) NR <4,9 <4,9 NR 10 NR

IC (anos) 13,5 22,8 20,5 15 22
IGF-1 [ng/ml (2)] 428 (0,2)* NR 175 (-0,5) NR 600 (+0,7) 195 (-0,1)
IGFBP-3 [mg/l (2)] 5,9 (+0,3)* NR 3,1(-2,2) NR 5,8 (0,0) 3,1(-2,2)
Ghrelina basal (pg/ml) * NR NR 66,5 NR NR 187,7
Ghrelina pos -prandial NR NR 53.1 NR NR 1981
(pg/mi) )
Varlqgao/ supressao de - 20% + 6%
ghrelina
Glicemia (mg/dL) 83 NR 90 86 82 65
Insulina 12 NR 7,7 NR 10 5,0
Colesterol total (mg/dL) NR NR NR 147 NR 123
HDL NR NR NR 34 NR 34
LDL NR NR NR 92 NR 77
Triglicérides NR NR NR 103 NR 62

*: na vigéncia do uso de rhGH; NR: nfo realizado; *: valores de referéncia para ghrelina: 37 + 20 pg/ml para o sexo masculino e 67 + 33

pg/ml para o sexo feminino
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4.3.1.1 — Variante c.-6G>C

Esta variante esta localizada na regido 5 UTR anterior ao coédon de

iniciacdo, ocorrendo a troca de uma guanina por uma citosina em heterozigose

na regido ndo codificadora do GHSR (Figura 6) em uma area conservada entre

diversas espécies (Figura 7).

G_C C G
Selvagem 4 d d 1 1 d

B G
Paciente ] d d 1 I d

\

J \

bV}

Figura 6: Sequéncia de nucleotideos do gene GHSR selvagem e mutante (c.-

6G>C). A regido afetada mostra a sequéncia de nucleotideos em um individuo

normal (imagem superior) e a troca em heterozigoze para C no paciente

(imagem inferior).
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-6.G>C
Homem TCCAGCCTCCCAGCGCAGTCACGTCCCAGAGCCTGTTCAGCTGAGCCGGCAGCATGT GGA
Gorila CCAGCCTCCCAGCGCAGICACGTCCCAGAGCCTGTITCGGCTGAGCCGGCAGCATGTGGAA
Macaco CCAGCCTCCCAGCGCAGTCACGTCCTAGAGUCTGTTCGGCTGAGUCGGCAACATCTGGAA
Mouse lemur CTGGCCTCCCAGCGCAGCCGEGETCGCAGAGCCAGTTCAGCTGAGCCGGCAGCATGTGGAA
Gato CCAGCCTCTCAGGGCAGTCGCATCCCAGAACCTGTTAAGTGGAGCCCGCAGCATGTGGAA

Figura 7: Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do GHSR de diferentes
espécies. As fontes das sequéncias sdo: Homo sapiens (GeneBank,
NM_198407.1); as sequéncias de Gorilla gorilla ,Macaca mulatta, Microcebus
murinus e Felix catus foram retiradas do banco de dados do ensembl. O
nucleotideo correspondente a variante -6.G>C estad destacado em azul. As
letras em vermelho indicam os nucleotideos transcritos, e em destaque

(sublinhado e em negrito) o coddn de inicio da traducéo.

4.3.1.1.1 - Caracterizagédo da familia com a variante c.-6G>C

Esta variante foi identificada em um paciente masculino que aos 16,9
anos apresentava baixa estatura [H = 146,6cm (Z = -4,1)], idade Ossea
atrasada de 13,5 anos e inicio de puberdade (estagio 3 de maturacdo de
Tanner). Sua altura final foi 158,4cm (Z = -2,4), abaixo de sua altura alvo de
167,5cm (Z = -1,1). Na avaliagdo inicial, suas concentracées de IGF-1 e
IGFBP-3 eram baixas para idade cronoldgica, mas adequadas para a idade
Ossea. Os pais do paciente apresentavam altura normal, porém nao foi possivel
obter informagdes sobre o inicio e desenvolvimento da puberdade nem realizar

o0 estudo molecular (heredograma mostrado na Figura 8).

PATRICIA NASCIMBEM PUGLIESE PIRES



RESULTADOS |40

O

Gendtipo GHSR NA NA
Alturaemcm(Z) 164 (-1.6) 158 (-0.7)

n

Gendtipo GHSR N/M
Alturaem cm (Z) 158.4(-2.4)

Figura 8: Heredograma da familia do paciente portador de ACCD e da variante
-6G>C no GHSR. Os quadrados representam os homens e os circulos as
mulheres. A letra N indica presenca de alelo normal do GHSR e a letra M indica
presenca do alelo mutado. NA indica ndo avaliado. A cor preta indica a
presenca do fenotipo de baixa estatura e atraso puberal. A seta indica o caso

indice. As alturas indicadas sdo alturas finais.

4.3.1.2 — Variante c.251G>T

Esta variante consiste de uma substituicdo nucleotidea (c.251G>T)
levando a troca de serina por isoleucina no cédon 84 (p.Ser84lle) (Figura 9), na

segunda alca transmembrana.
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C C
Selvagem I CC

T
Paciente I

Figura 9: Sequéncia de nucleotideos do gene GHSR selvagem e mutante
(p.S84l). A regido afetada mostra a sequéncia de nucleotideos AGC que
codifica o aminoacido serina na posicdo 84 em um individuo normal (imagem
superior) e a troca em heterozigoze para ATC que codifica o aminoacido

isoleucina na paciente (imagem inferior).

4.3.1.2.1 - Caracterizagado da familia com a variant e p.Ser84lle

Essa variante foi identificada em uma paciente feminina com diagndstico
de ACCD. Em sua primeira avaliagao, apresentava 12,8 anos, altura de 137,5
cm (Z = -2,4), baixo peso (Z IMC = -2,6) e idade 0ssea atrasada compativel
com 11 anos. Sua avaliacdo laboratorial mostrava valores baixos de IGF-1 e
normal baixo de IGFBP-3, porém com resposta normal de secrecédo de GH ao
teste de estimulo (pico de GH = 10,3 pg/L). Logo apés esta consulta a paciente

PATRICIA NASCIMBEM PUGLIESE PIRES



RESULTADOS |42

entrou em puberdade, aos 13 anos, e apresentou menarca aos 16 anos. A
paciente alcancou altura final de 157,6 cm (Z = -0,8)] compativel com altura
alvo [158,1 cm (Z = -0,7)], mas manteve IMC baixo de 18,4 kg/m?. Na idade
adulta, normalizou as concentra¢gBes de IGF-1, porém manteve valores baixos
de IGFBP-3 e apresentou concentragcdes normais de ghrelina com supresséo
adequada apos ingestdo de refeicdo rica em carboidratos, e ndo apresentou

alterac6es metabolicas.

Aos 21 anos, a paciente deu a luz a uma crianca saudavel. O
heredograma familiar estd mostrado na Figura 10. A mutacdo néo foi
encontrada na méae de altura normal da paciente, e seu pai ndo estava
disponivel para avaliacdo. Um irm&o e uma irmé de altura normal e sem atraso

puberal possuem a mesma mutacgao.

, O

Gendtipo GHSR NA N/N
Alturaem cm (Z) 165 (-1,45) 164,2 (+0,3)

L _

Genotipo GHSR N/M N/M N/M
Alturaemcm (Z) 178 (+0,5) 157,6(-0,8) 162,5 (0,05)

Figura 10: Heredograma da familia da paciente portadora de ACCD e da
variante p.S84l. Os quadrados representam os homens e os circulos as
mulheres. A letra N indica presenca de alelo normal do GHSR e a letra M

indica presenca do alelo mutado. NA indica ndo avaliado. A cor preta indica
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a presenca do fendtipo de baixa estatura e atraso puberal. A seta indica o

caso indice. As alturas indicadas sao alturas finais.

4.3.1.3 — Variante c.505G>A

Esta variante decorreu de uma troca de guanina por adenosina em
heterozigose na posi¢céo 505 do c.DNA do gene GHSR (c.505G>A) (Figura 11),
resultando na substituicdo de uma alanina por uma treonina na posicéo 169 do

receptor (p.Alal69Thr), na sua quarta al¢ca transmembranica (Figura 3).

G G
Selvagem €L T G G G C C G

Figura 11: Sequéncia de nucleotideos do gene GHSR selvagem e mutante
(p.-A169T). A regido afetada mostra a sequéncia de nucleotideos GCC que
codifica 0 aminoacido alanina na posi¢cado 169 em um individuo normal (imagem
superior) e a troca em heterozigoze para ACC que codifica o aminoacido

treonina no paciente (imagem inferior).

PATRICIA NASCIMBEM PUGLIESE PIRES



RESULTADOS |44

4.3.1.3.1 - Caracterizacado da familia com a variant e p.Alal69Thr

Esta variante foi encontrada em um paciente do sexo masculino com
diagnostico de ACCD que vinha com déficit de crescimento notado a partir dos
8 anos de idade. Aos 16,7 anos, em sua primeira avaliagdo em nosso servico,
apresentava baixa estatura [H = 154,7 cm (Z = -2,8)], peso no limite inferior da
normalidade (Z IMC = -1,2), idade Ossea atrasada (IO = 14 anos) e historia de
inicio de puberdade somente aos 16 anos. Tinha valores muito baixos de IGF-1
(mas adequados para idade 6ssea) e valores normais de IGFBP-3. O paciente
ndo foi submetido a nenhum tratamento especifico e alcancou altura final de
166,5 cm (Z = -1,2), idéntica a sua altura alvo.

A mée do paciente, que tinha baixa estatura e puberdade atrasada, e
seu irmdo mais novo, que tinha historico de atraso puberal, ndo apresentavam
a variante p.A169T. O pai do paciente de altura normal era falecido e nao foi
possivel realizar sua avaliagdo molecular. O paciente apresentava ainda 8
irmaos mais velhos que ndo estavam disponiveis para avaliacdo clinica ou

molecular. O heredograma esta mostrado na Figura 12.
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7@

Gendtipo GHSR NA N/N
Alturaem cm (Z) 175 (+0,1) 145 (-2,8)

Somm

Genotipo GHSR NA N/M N/N
Alturaecm cm 166,5 172
Z da altura -1,2 -0,4

Figura 12: Heredograma da familia do paciente portador de ACCD e da
variante p.A169T. Os quadrados representam os homens e os circulos as
mulheres. O tridngulo representa oito irm&os dos quais ndo temos dados
clinicos nem moleculares. A letra N indica presenca de alelo normal do
GHSR e a letra M indica presenca do alelo mutado. NA representa nao
avaliado. A cor preta indica a presenca do fenotipo de baixa estatura e
atraso puberal. A seta indica o0 caso indice. As alturas indicadas séo alturas

finais.

4.3.1.4 — Variante ¢.545 T>C

A variante ¢.545T>C no exon 1 resultou na troca de uma valina por uma
alanina na posicdo 182 no GHSR (p.Vall82Ala) (Figura 13) na terceira alca

extracelular (Figura 3).
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Figura 13: Sequéncia de nucleotideos do gene GHSR selvagem e mutante
(p.V182A). A regido afetada mostra a sequéncia de nucleotideos GTC que
codifica 0 aminoacido valina na posi¢cdo 182 em um individuo normal (imagem
superior) e a troca em heterozigoze para GCC que codifica o aminoacido

alanina na paciente (imagem inferior).

4.3.1.4.1 - Caracterizacdo da familia com a variant e p.Vall82Ala

Essa alteracdo foi encontrada em heterozigoze em uma paciente do
sexo feminino com ACCD que foi inicialmente avaliada aos 12,8 anos, com
altura de 138,5 cm (Z=-2,2), peso normal (Z IMC=+1,0), atraso de idade 6ssea
(I0=11 anos) e pré-pubere. Suas concentracoes de IGF-1 e IGFBP-3
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encontravam-se dentro dos valores de referéncia, e apresentou pico de GH
normal no teste de estimulo. A paciente iniciou puberdade aos 13,2 anos e teve
menarca aos 14 anos. Alcancou altura final foi 154 cm (Z=-1,4), inferior a sua

altura alvo de 161,6 cm (Z=-0,1), e manteve peso normal (IMC=22,3).

Em relacdo a segregacdo da mutacdo na familia (ver heredograma na
Figura 14), a mutacdo p.Vall82Ala também foi identificada no pai e na irma da
paciente. O pai relatou histérico de atraso puberal e altura final normal. A irma,
além de também apresentar historico de atraso puberal, foi tratada com rhGH
na adolescéncia devido a baixa estatura e possivel deficiéncia de GH
[apresentava pico de GH em um Uunico teste de estimulo (clonidina) de 1.8

Mg/L], alcancando altura final de 155cm (Z = -1.2).

B O

Genotipo GHSR N/M N/N
Alturaemcm (Z) 181,6 (+1,0) 154,7 (-1,2)

Genotipo GHSR N/M N/M
Alturaem cm (Z) 155 (-1,2) 154 (-1,4)

Figura 14: Heredograma da familia da paciente portadora de ACCD e da
variante p.V182A. Os quadrados representam os homens e os circulos as
mulheres. A letra N indica presenca de alelo normal do GHSR e a letra M
indica presenca do alelo mutado. NA indica n&o avaliado. A cor preta indica
a presenca do fenoétipo de baixa estatura e atraso puberal. A seta indica o

caso indice. As alturas indicadas sao alturas finais.
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4.3.1.5— Variante c.1072G>A

Esta variante consiste de uma substituicdo nucleotidea (c.1072G>A) no
éxon 2 do GHSR levando a troca de alanina por treonina no codon 358
(p.Ala358Thr) (Figura 15). A mutagdo esta localizada na porgcdo carboxi-

terminal do receptor, ilustrada na Figura 3.

C G G C C T G
C 666G G C C TG

|\

Selvagem

Paciente

Figura 15: Sequéncia de nucleotideos do gene GHSR selvagem e mutante
(p.A358T). A regido afetada mostra a sequéncia de nucleotideos GCC que
codifica 0 aminoacido alanina na posi¢cédo 358 em um individuo normal (imagem
superior) e a troca em heterozigoze para ACC que codifica o aminoacido

treonina no paciente (imagem inferior).
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4.3.1.5.1- Caracterizagado da familia com a variante  p.Ala358Thr

O paciente masculino portador desta variante foi avaliado inicialmente aos
16,7 anos. Apresentava défict estatural com H = 140,7 cm (Z=-4,9) e baixo
peso [IMC=12,4 kg/m? (Z=-7,1)] importantes, atraso de idade 6ssea (I0=11a) e
inicio de puberdade (estagio 3 de maturacao de Tanner). Apresentava queixa
de dor abdominal recorrente sem causa aparente e relatava pouco apetite.
Durante a investigacao, avaliacdo ultrassonografica, endoscépica e laboratorial
(incluindo provas de atividade inflamatoria e investigacdo para doenca celiaca)
foram normais. Suas concentracdes de IGF-1 e IGFBP-3 estavam no limite
inferior da normalidade. O paciente foi seguido clinicamente, alcancou altura
final de 159,5cm (Z=-2,3), abaixo da sua altura alvo (162 cm, Z=-1,9), e
manteve o baixo peso (IMC=12,7 kg/m?) na vida adulta. A ghrelina estava

aumentada e ndo apresentou supressao apos teste de refeigcao.

A avaliacao familiar evidenciou a presenca da mesma mutacédo no pai de
altura normal e na irma com baixa estatura (heredograma mostrado na Figura
16). Ambos apresentavam puberdade de inicio normal e peso adequado para a
altura.
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O

Genotipo GHSR N/M N/N
Alturaemecm (Z) 164,4 (-1,5) 146,5 (-2,6)

Genotipo GHSR N/M N/M
Alturaemem (Z) 147 (-2,5) 159,5(-2,3)

Figura 16: Heredograma da familia do paciente portador de ACCD e da
variante p.A358T do GHSR. Os quadrados representam os homens e 0s
circulos as mulheres. A letra N indica presenca de alelo normal do GHSR e
a letra M indica presenca do alelo mutado. NA indica n&o avaliado. A cor
preta indica a presenca do fenétipo de baixa estatura e atraso puberal. A

seta indica o caso indice. As alturas indicadas sao alturas finais.

4.4 — Resultados - Estudos funcionais das variantes do GHSR

4.4.1 — Atividade basal e expressédo em superficie ¢ elular

Consistente com estudos prévios usando ensaio de luciferase (15, 34), o
GHSR WT exibiu um alto nivel de atividade constitutiva (ou seja, sinaliza na
auséncia de agonista). A variante V182A mostrou 50% de reducé&o na atividade
basal em relacdo ao wild type. Atividade basal residual quase nula foi
observada para a variante S84l. Em contraste, V249L, A169T e A358T tiveram

nivel de atividade basal comparavel ao GHSR WT.
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Em paralelo, niveis de expressdo em superficie celular dos receptores
mutados foram determinados por ELISA (Figura 17; Tabela 7). Estes estudos
revelaram que os variantes com diminuicdo de sinalizagdo basal (V182A e
S84l) também foram expressos numa densidade menor relativa ao GHSR WT
(100%). Consistente com a maior perda de funcdo de sinalizagdo observada, a
variante S84l mostrou pobre expressédo em superficie celular. O mutante V182A
mostrou niveis intermediarios de atividade basal e expressédo do receptor. Em
contraste, cada um dos variantes com atividade basal normal (V249L, A169T e

A358T) mostrou expressao em superficie celular comparavel ao receptor wild

type.
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Figura 17: Variantes do GHSR selecionadas mostram diminuicdo da expressao
em superficie celular. Células HEK 293 foram transfectadas com plasmideo
contendo GHSR ligado a HA mutado ou wild type. ApOs 48 horas, expressao
em superficie celular foi medida por ELISA conforme descrito na secdo

métodos. Valores foram normalizados relativamente ao valor méaximo
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observado no GHSR wild type e representam a média + erro padrdo do meio de
pelo menos 03 experimentos independentes, cada um realizado em triplicata. **
p< 0,01 nivel de expressdo do GHSR mutante versus wild type, andlise de

variancia seguida pelo pos teste de Dunnett’s.

Tabela 7 - Propriedades farmacoldgicas do GHSR1a  wild type versus
mutado

Ghrelina o b Expressdo em
Receptor Atividade Basal )
EC50 (nM) pEC50 superficie ©

GHSR1laWT 1,4 8,95 + 0,07 100 100

V249L 2,3 8,82 +0,16 109+5 87+6
V182A 2,6 8,71+£0,12 52 + 32 77 £ 62
A169T 2,9 8,70 £ 0,16 103 +2 81+6
A358T 4,1 8,58 + 0,25 88+4 85+10
S84l 7,4 8,25 +0,19° 3+1° 15+ 3°

Todos os valores representam a média + erro padrao do meio de pelo menos 5
experimentos independentes.

& Valor significantemente diferente (p < 0.01) versus wild type GHSR1a

® Porcentagem da sinalizagdo basal em relagdo ao wild type GHSR1a

¢ Porcentagem da expressdo em superficie em relacéo ao wild type GHSR1a

4.4.2 — Poténcia da ghrelina

A estimulagéo das variantes GHSR com ghrelina mostrou um aumento
dependente de concentracdo na atividade de sinalizagcdo mediada pelo
receptor. A poténcia agonista foi comparada ao wilt-type para os receptores
V249L, V182A, A169T and A358T (Figura 18; Tabela 7). Em contraste, a
variante S84l mostrou uma reducdo significante na transdugdo do sinal

intracelular estimulada pela ghrelina.
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Figura 18: Atividade basal e ap6s estimulo com ghrelina do GHSR mutados em
comparacdo com o wild-type. Células HEK 293 foram transitoriamente
infectadas com vetores contendo o cDNA do GHSR e gene reporter SRE-
Luciferase. Vinte e quatro horas apdés a transfeccdo, as células foram
estimuladas em meio contendo ou nenhum peptideo (basal) ou com
concentracdes crescentes de ghrelina. Apos o estimulo, a atividade de
luciferase foi quantificada conforme descrito em métodos. Todos os valores
foram normalizados relativamente ao maximo de estimulo pela ghrelina no
GHSR wild type. Os valores representam a média + erro padrdo do meio de

pelo menos 03 experimentos independentes, cada um realizado em triplicata.
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DISCUSSAO

Baixa estatura € definida por escore de desvio padrdo da altura para
idade e sexo (Z da altura) inferior a — 2 (1), e seu diagnostico diferencial
compreende diversas patologias enddcrinas e ndo enddcrinas. Dentre as
causas enddcrinas temos a deficiéncia de GH, patologia rara que acomete
uma em 3.000 a 10.000 criancas e € caracterizada por baixa estatura
proporcional, baixa velocidade de crescimento, atraso de idade Ossea e
caracteristicas fenotipicas tipicas (obesidade truncal, nariz em sela, fronte
olimpica, etc.). Pode ser decorrente de mutagbes genéticas, trauma ou
tumores de regido hipotdlamo-hipofiséaria, e na auséncia destas condi¢fes €

considerada de etiologia indefinida ou idiopatica (43).

A baixa estatura idiopatica é definida pela presenca de baixa estatura
na auséncia de anormalidades sistémicas, enddcrinas, nutricionais ou
cromossOmicas (44), e é a causa mais comum de baixa estatura. Embora
tenham caracteristicas e fisiopatologia diferentes, baixa estatura familiar
(altura compativel com a altura familiar) e atraso constitucional de
crescimento e desenvolvimento (baixa estatura na infancia associada a
atraso puberal com altura final normal) compreendem subtipos de baixa

estatura idiopatica (44).

O GHSR, sob estimulo da ghrelina, estimula a secrecdo de GH e o
apetite (9), sendo um possivel candidato biolégico a modular/influenciar a
altura. Embora alguns estudos de GWAS (Genome wide association study)
(45, 46) e estudos de haplotipos (47, 48) ndo tenham mostrado evidéncias
da associacdo de variantes comuns do GHSR com altura, mutagdes no
GHSR raras, mas funcionalmente significantes foram descritas em pacientes
com deficiéncia de GH isolada idiopatica e BEIl (2-5), sinalizando a
importancia deste receptor na etiologia da baixa estatura. Mais
recentemente, dois grandes estudos de GWAS demonstraram uma forte
associacdo entre o locus do GHSR e a determinacdo da altura (32, 33).

Sendo assim, estudamos a presenca de mutacbes no GHSR na nossa

PATRICIA NASCIMBEM PUGLIESE PIRES



DISCUSSAO |56

casuistica de pacientes com DGH idiopético e BEI, incluindo pacientes com
ACCD.

Encontramos 6 variantes em heterozigose no GHSR: nenhuma
presente em um grande numero de controles e todas, exceto as variantes
p.Val249Leu e p.Ala358Thr, estdo localizadas em regibes conservadas do
gene. Uma variante foi encontrada em uma paciente do grupo DGH
(p.Val249Leu) e as outras cinco (c.-6 G>C, p.Ser84lle, p.Vall82Ala,
p.Alal69Thr e p.Ala358Thr) foram encontradas em pacientes do subgrupo
ACCD do grupo BEIl. Estudo funcional destas variantes da regiao
codificadora do GHSR revelou que as mutacdes p.Ser84lle e p.Vall82Ala
sao funcionalmente deficientes e possuem diminuicdo na atividade basal
associadas a diminuicdo da expressdao em superficie celular.
Adicionalmente, a mutacdo p.Ser84lle também apresenta reducdo na
atividade induzida pelo ligante. Ndo encontramos mutacbes na regiao
promotora do GHSR em nenhum paciente ou familiar portador de mutacgéo
no GHSR.

5.1 — Variante no GHSR em paciente do grupo DGH

A variante p.Val249Leu foi encontrada em uma paciente do sexo
feminino com diagndstico de DGH isolado. No entanto seu irmédo, que
apresentava o mesmo quadro clinico e diagndstico, ndo possui a mutagédo. A
falta de segregacdo familiar associada a auséncia de déficit funcional da
variante nos estudos in vitro sugere que, neste caso, p.Val249Leu nédo é a
causa do fenotipo de DGH nesta familia e trata-se de uma variante alélica

rara.

Na literatura 3 mutacbes no GHSR ja foram encontradas em
pacientes com DGH (3, 4). Nossa casuistica de DGH isolada foi pequena
(apenas 14 pacientes), o que pode ter influenciado nosso resultado. A

rigidez de nosso critério diagndstico para DGH [utilizamos o valor de corte de
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3,3 ug/L na dosagem de GH no teste de estimulo (36) e incluimos apenas de
pacientes com RNM hipdfise normal] pode explicar o baixo nimero de casos
incluidos na casuistica. Varios trabalhos da literatura incluem pacientes com
picos de GH < 10 ng/ml, possivelmente contaminando sua casuistica de
DGH com BEI. Mesmo assim, nosso resultado negativo corrobora o fato de
gue mutacdes no GHSR ndo sao uma causa frequente de DGHI.

5.2 — Variantes no GHSR em pacientes do grupo BEI

As 5 variantes no GHSR (c.-6 G>C, p.Ser84lle, p.Vall82Ala,
p.Alal69Thr e p.Ala358Thr) encontradas neste grupo foram identificadas
apenas em pacientes que apresentavam puberdade atrasada, ou seja,
pertencentes ao subgrupo ACCD (3 do sexo masculino e 2 do sexo
feminino). Estudos recentes utilizando seqgienciamento gendémico global
evidenciaram que individuos saudaveis podem diferir da sequéncia de
referencia por apresentar variante alélica potencialmente patogénica em 250
a 300 genes (49). Focando no GHSR, nenhuma mutagéao foi identificada por
sequenciamento gendmico em 179 individuos, uma coorte inicial dos 1000

genome project (http://browser.1000genomes.org/index.html) (49). Além

disso, a auséncia de variantes génicas novas no GHSR no grupo de
criancas obesas com altura normal e mesmo no grupo de criancas com BEI
sem ACCD sugere que nosso achado néo foi casual e que as alteracdes
descritas podem estar associadas ao fenétipo de ACCD.

Os estudos in vitro mostraram prejuizos funcionais em 2 destas
variantes (p.Ser84lle e p.Vall82Ala), que serdo a partir de agora designadas
como mutac¢des. A mutacdo p.Ser84lle tem um déficit funcional mais grave:
além de diminuicdo da atividade basal e expressdo em superficie celular
também apresenta reducao na atividade induzida pelo ligante. Estes estudos
funcionais foram realizados em células heterdlogas, e € possivel que o
microambiente celular enddégeno das outras mutacfes possa resultar em
funcdo prejudicada do GHSR que néo fica evidente quando estudado em
células HEK293. Portanto ndo podemos afastar que as demais variantes néo

tenham algum impacto funcional in vivo. No entanto, o mais provavel é que
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elas sejam apenas variantes alélicas raras. A realizacdo dos estudos
funcionais em células como GH3 e aT3, que séao células hipofisarias que
secretam hormonio de crescimento e gonadotrofinas, respectivamente, além
do estudo de animais transgénicos expressando as variantes encontradas,
poderiam ajudar a entender melhor o papel destas variantes na fungao do
GRSR.

Atraso constitucional do crescimento e desenvolvimento ocorre
quando individuos saudaveis iniciam espontaneamente a puberdade em
idade 2 desvios padrédo acima da idade média para o inicio puberal (ap6s os
13 anos em mulheres e 14 anos em meninos) (50). ACCD é uma das
desordens mais comuns do crescimento e é muito mais frequente em
homens do que em mulheres (51-53). Classicamente o0s pacientes
apresentam atraso de idade 0ssea e baixa estatura transitoria decorrente de
estirdo puberal tardio e atenuado (50).

Estudos mostram que 50-80% da variabilidade do inicio puberal &
geneticamente determinada (51, 53). A analise de familias com ACCD
mostram um padrdo de heranga autossOmico dominante com ou sem
penetrancia incompleta (51). E possivel que ACCD resulte de uma heranca
poligénica complexa, porém a analise de familias sugere que genes isolados
(que podem ter modificadores ambientais ou genéticos) também possam ter
um efeito determinante do fenétipo (51). Embora um estudo de associacao
gendmica completa (GWAS - genome-wide association study) tenha
mapeado um locus cosegregando com ACCD no cromossomo 2 (54),
estudos prévios falharam em identificar mutacbes em diversos genes
candidatos (genes da leptina, receptor da leptina, subunidade acido-labil,
LIN28B, GPR54, GNRH e GNRHR) em pacientes com ACCD (55-60). O
GHSR, localizado no cromossomo 3, ndo havia sido previamente investigado
em pacientes com ACCD (2-4). Embora nosso estudo ndo tenha sido
desenhado especificamente para avaliar esta questdo, nossos resultados
sdo instigantes, e abrem a perspectiva de que o GHSR possa estar

implicado no desenvolvimento puberal. Seria interessante investigar outros
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grupos de pacientes com ACCD para determinar a freqiéncia de mutacoes
no GHSR em outras populagoes

No presente estudo, as duas mutacdes funcionalmente deficientes
(p.Ser84lle e p.Vall82Ala) foram encontradas em pacientes do sexo
feminino que foram inicialmente avaliadas por quadro de baixa estatura na
infancia decorrente de ACCD. Ambas tiveram evolucdo normal da
puberdade apds o seu inicio e atingiram altura final normal. Em relacéo a
segregacao familiar, a mutacdo p.Ser84lle foi encontrada em membros da
familia que ndo apresentavam o fenétipo (2 irméos portadores da mutacao
com altura e inicio puberal normais) enquanto a mutacdo p.Vall82Ala
segregou com o fenotipo de ACCD na familia (pai e irma portadores da
mutacdo e com histérico de ACCD). Isto sugere um modo de heranca
autossomico dominante com penetrancia incompleta. Penetrancia
incompleta refere-se a situagdo em que, num grupo de individuos com o
mesmo genotipo, alguns ndo expressam o fenodtipo esperado. Penetrancia
incompleta ja foi descrita em varias doencas em endocrinologia (61-64) e € o
padrdo de heranca observado na maioria das familias portadoras de
mutacdes no GHSR descritas na literatura até entédo (3) e em familias com
ACCD (51). Algumas possibilidades para explicar a penetrancia incompleta
seria a combinacdo de multiplos fatores ambientais e genéticos, como
variantes em outros loci e heranca digénica. Estudamos a regido promotora
do GHSR nos pacientes e parentes portadores de variantes no GHSR para
avaliar se alteracbes nesta regido poderiam explicar a variabilidade do
fendtipo (penetrancia incompleta), mas ndo encontramos nenhuma mutacao.
No entanto, outros genes podem estar implicados, e estudos de
sequenciamento gendmico global poderdo ajudar a encontrar variagbes no

genoma responsaveis pela variabilidade do fenaotipo.

A ghrelina é sabidamente um hormdnio orexigénico, e seria esperado
gue mutacdes inativadoras de seu receptor levassem a diminuicdo de apetite
e baixo peso. Nossa paciente portadora da mutagéo p.Ser84lle sempre foi

magra, enquanto a portadora da mutacdo p.Vall82Ala apresenta peso
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normal. JA na literatura temos pacientes descritos com peso normal ou
obesos (mutacbes p.Ala204Glu e p.Phe279Leu) e pacientes magros
(mutacao p.Trp2X + p.Arg237Trp) (2-4, 34). De fato, parece que mutacdes
mais graves no GHSR que levam a prejuizo funcional tanto da atividade
basal do receptor quanto da fungdo estimulada pelo ligante [é 0 caso da
mutacdo p.Ser84lle,descrita no presente estudo, e da mutacao p.Trp2X(4)]
levam a fendtipo de magreza, enquanto mutacdes que alteram somente a
atividade basal mas preservam pelo menos parcialmente a acdo estimulada
do receptor (mutacdo p.Vall82Ala, descrita no presente estudo, e as
mutacdes p.Ala204Glu e p.Phe279Leu) levam a fenoétipos variaveis de peso
(2, 3, 34). Ou seja, mutacdes que provocam deficiéncia total de funcdo do
receptor levam ao fenotipo esperado em relagcdo ao peso, ja deficiéncias
parciais do receptor podem ser compensadas por mecanismos ambientais e

genéticos levando a variabilidade do fenétipo do peso.

Embora o mecanismo exato que deflagra a puberdade ainda seja
desconhecido, sabemos que o inicio da puberdade é sensivel as reservas
energéticas do organismo, especialmente em mulheres [revisto em (65)]. A
obesidade esta associada a puberdade mais precoce em meninas, através
da modulacéo pela leptina, que parece ter um efeito permissivo para o inicio
da puberdade (66). Recentemente a ghrelina, que funciona como
antagonista da leptina, vem sendo considerada um modulador pleiotrofico da
funcdo gonadal (23, 24). Um efeito inibitério da ghrelina nos niveis basais e
estimulados de LH ja foi demonstrado em varios estudos, em animais e em
humanos (24, 25). InjecGes de ghrelina acilada e ndo acilada (incapaz de se
ligar ao GHSR1a) em camundongos significantemente diminuiu os niveis de
LH, assim como parcialmente atrasou o inicio da puberdade (23, 67-69),
sugerindo que a influéncia negativa da ghrelina no eixo gonadotrofico se
faca através de mecanismos independentes do GHSRla. Em humanos,
demonstrou-se que as concentracbes de ghrelina vao caindo
progressivamente conforme a progressao da puberdade (70), e estudo
recente mostrou que criancas com ACCD apresentam concentracdes de

ghrelina significantemente maiores do que controles (71), 0 mesmo né&o
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acontecendo com criangas com BEI (72). Portanto a ghrelina, com suas
acOes inibitérias sobre o eixo reprodutivo, pode mediar, pelo menos em
parte, o ja conhecido efeito supressor do déficit energético no inicio da
puberdade (24).

Nossa hipotese é que as mutacbes no GHSR levariam a uma
diminuicdo de apetite e consenquente reducédo do peso, sinalizando como
um sinal de insuficiencia energética e consequentemente contribuindo para o
atraso puberal. Além disso, atraso puberal é observado em situacoes
clinicas associadas a valores baixos de IGF-1 (73, 74), sugerindo que o IGF-
1 exerca efeito estimulatorio, sinergistico ou permissivo no inicio da
puberdade (75). Portanto, concentracdes baixas de IGF-1 causadas pela
haploinsuficiéncia do GHSR poderiam também modular negativamente o
inicio da puberdade.

Em concluséo, este € o primeiro relato de mutacdes no GHSR em
pacientes com ACCD, uma condicdo com um componente hereditario
importante ainda sem uma causa genética conhecida. Embora ndo seja
possivel descartar que o fendtipo néo esteja relacionado as mutagdes no
GHSR, nossos achados instigam a necessidade de novos estudos para

explorar o papel do GHSR no controle puberal.
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CONCLUSOES

1. Mutacbes com efeito deletério sobre a funcdo do GHSR néo foram
identificadas em pacientes com deficiéncia isolada de GH na

presente casuistica.

2. Identificamos duas mutac¢des funcionalmente significantes (p.Ser84lle
e p.Vall82Ala) em pacientes com baixa estatura idiopatica,
exclusivamente no subgrupo de pacientes com atraso constitucional

do crescimento e desenvolvimento.

3. A segregacdo familiar das mutagdes encontradas sugere modo de
heranca autossémico dominante, e no caso da mutacao p.Ser84lle

com penetrancia incompleta.

4. Estes resultados sugerem um envolvimento dos defeitos no GHSR na
etiologia do atraso constitucional do crescimento e desenvolvimento

em uma parcela de pacientes com esta condicao.
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Abstract

Background: A limited number of mutations in the GH secretagogue receptor gene (GHSR) have been
described in patients with short stature.

Objective: To analyze GHSR in idiopathic short stature (ISS) children including a subgroup of
constitutional delay of growth and puberty (CDGP) patients.

Subjects and methods: The GHSR coding region was directly sequenced in 96 independent patients with
1SS, 31 of them with CDGP, in 150 adults, and in 197 children with normal stature. The
pharmacological consequences of GHSR non-synonymous variations were established using in vitro
cell-based assays.

Results: Five different heterozygous point variations in GHSR were identified (c.—6 G>C, ¢.251G>T
(p.Ser84lle), ¢.505G>A (p.Alal69Thr), ¢.545 T>C (p.Val182Ala), and ¢.1072G > A (p.Ala358Thr)),
all in patients with CDGP. Neither these allelic variants nor any other mutations were found in 694
alleles from controls. Functional studies revealed that two of these variations (p.Ser84Ile and
p.Val182Ala) result in a decrease in basal activity that was in part explained by a reduction in cell
surface expression. The p.Ser84lle mutation was also associated with a defect in ghrelin potency. These
mutations were identified in two female patients with CDGP (at the age of 13 years, their height SDS
were —2.4 and —2.3). Both patients had normal progression of puberty and reached normal adult
height (height SDS of —0.7 and — 1.4) without treatment.

Conclusion: This is the first report of GHSR mutations in patients with CDGP. Our data raise the
intriguing possibility that abnormalities in ghrelin receptor function may influence the phenotype of
individuals with CDGP.

European Journal of Endocrinology 165 233-241

Introduction

The GH secretagogue receptor (GHSR, OMIM *601898)
is a member of the G protein-coupled receptor (GPCR)
superfamily characterized by a seven transmembrane
domain structure. There are two isoforms of GHSR:
GHSR1a, which is active, and GHSR1b, which is
truncated and has no known biological activity (1).
Our manuscript is focused on GHSR1la that will
subsequently be referred to as ‘GHSR’. This receptor is
mainly expressed in the hypothalamus and pituitary (1)
and is characterized by a high level of constitutive
activity (2). Ghrelin is the endogenous ligand of the
GHSR and it is primarily secreted by gastric cells (3).
Ghrelin has recently emerged as a pleiotropic

© 2011 European Society of Endocrinology

neuroendocrine modulator involved in a wide spectrum
of biological functions. Through interaction with
GHSR1a, ghrelin stimulates GH secretion and has a
potent orexigenic effect (4). Two major forms of ghrelin
have been demonstrated in the circulation: unacylated-
ghrelin, which is the main circulating form, and acyl-
ghrelin, which is the active form generated by octanoyl
incorporation at Ser3, a process mediated by ghrelin
O-acyltransferase (5, 6). This acylation is essential for
binding to the GHSRla and for most recognized
endocrine actions of ghrelin.

Recently, mutations in the GHSR have been implicated
in the etiology of short stature in humans (7-9). Pantel
et al. (7) described the missense mutation p.Ala204Glu
in the second extracellular loop of the GHSR1a in two
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unrelated families from Morocco. In the first family, the
defect was associated with idiopathic short stature (ISS)
and in the second family with isolated GH deficiency
(GHD). Wang et al. (9) described this same mutation in
an obese child. In addition, this group reported another
GHSR mutation (p.Phe279Leu) in a boy with ISS as well
as in his obese, short mother (9). These first reports
suggest that GHSR inactivating mutations may cause
short stature and impairment of GH secretion with
variable severity and penetrance (7). In 2009, Pantel
et al. (8) reported an isolated GHD patient with delayed
puberty who was compound heterozygous for two GHSR
mutations (p.Trp2X and p.Arg237Trp). Interestingly,
the patient’s father, who was heterozygous for the
nonsense mutation, also had delayed puberty (8). More
recently, a Japanese group described four novel hetero-
zygous GHSR mutations (p. GIn36del, p.Prol108Leu,
p.Cys173Arg, and p.Asp246Ala) in a group of patients
with GHD or ISS (10). Unfortunately, no clinical and
laboratory data from these patients were given. All
described GHSR missense mutations markedly decrea-
sed the constitutive activity of the receptor, but some of
these mutations preserved its ability to respond to
ghrelin (7, 8, 11), suggesting the importance of GHSR
basal activity for growth (12). In addition, two recent
large genome—wide association studies demonstrated a
strong association between GHSR loci (3926.3) and
height determination (13, 14).

The objective of this study was to investigate the
presence of GHSR mutations in a group of ISS patients
including a subgroup of patients with constitutional
delay of growth and puberty (CDGP).

Patients and methods

Subjects

This study was approved by the local ethics committee,
and the patients or guardians gave their written
informed consent. Subjects in this study included 96
independent Brazilian patients with ISS (64 males), who
fulfilled the following diagnostic criteria: proportional
postnatal short stature, height more than 2.5 SDS
below the normal mean height for age and sex (15),
unremarkable medical history, and absence of abnormal
findings on clinical examination or in laboratory tests
that could account for short stature (16). Routine
laboratory tests included blood cell count, erythrocyte
sedimentation rate, electrolytes, albumin levels, kidney
and liver function tests, karyotype (in all female
patients), celiac disease screening, and free thyroxine
and TSH levels. All children had adequate nutritional
status, as assessed by interviews with parents or
guardians, showed absence of signs of malnutrition,
and satisfied normal laboratory parameters. All patients
had normal GH secretion as assessed by GH peak after
provocative testing with clonidine or insulin (17).
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A total of 83 ISS patients (88%) had started puberty
prior to the initiation of the genetic studies. According
to the age of puberty onset, 31 patients (24 males) were
subcategorized as presenting with CDGP. The diagnosis
of CDGP was based on lack of breast development
(Tanner stage 2) by the age of 13 years in girls and
testicular volume <4.0 ml by the age of 14 years in
boys, absence of other identifiable causes of delayed
puberty, delayed bone age (BA), as well as spontaneous
and complete achievement of pubertal development
during follow-up (18). The complete pubertal develop-
ment was established by regular menses in female and
normal adult testosterone levels in male CDGP patients.

We also studied as a control group 150 adults (45%
males) with normal stature (height SDS of 0.3+1.1)
and 197 children (64% males) without growth
impairment (mean age of 10.7+ 1.5, height SDS of
1.0+ 1.0) with the same ethnic background.

Hormonal studies

GH was measured by immunofluorometric assay
(AutoDELFIA, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) with
MABSs. The cutoff levels used to rule out GHD diagnosis
after stimulation test were peak GH levels > 3.3 ng/l
(17). IGF1 was measured by chemiluminescence assays
(IMMULITE, Diagnostic Products Corporation — DPC,
Los Angeles, CA, USA) and expressed as SDS for age and
sex according to reference values provided by the assay
kit. Active ghrelin (acylated ghrelin) levels were
measured using a commercial ELISA kit (Millipore, St
Charles, MO, USA). Blood samples were collected from a
forearm vein in the morning after overnight fasting and
again 60 min after intake of a high carbohydrate meal.
Whole blood samples were collected in polypropylene
tubes and a dipeptidyl peptidase IV inhibitor (Millipore)
at a final concentration of 100 uM was immediately
added. The clotted blood was then centrifuged for
15 min at 4+ 2 °C, plasma was separated and acidified
by addition of HCI to a final concentration of 0.05 M,
and stored at — 80 °C until being assayed.

Molecular studies

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
leucocytes, and the entire coding region as well as the
exon—intron boundaries of GHSR (GenBank accession
number NM_198407.2) was PCR amplified in all
patients and control group. The GHSR proximal
promoter region (1kb) (19) was also amplified in
patients if GHSR allelic variants in the coding region
were identified. Primer sequences and amplification
protocols will be sent on request. PCR products were
bidirectionally sequenced with the dideoxy chain-
termination method using a dye terminator kit and
analyzed in an ABI Prism 3100 automated sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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In silico prediction of mutation effects

To identify the potential effects of sequence variants
identified in GHSR on splice and protein function or
structure, the wild-type (WT) and variant sequences
were submitted to Splice Site Prediction by Neural
Network (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html)
(20), SpliceView (http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/
wwwspliceview_ex.html) (21), and a new version of
the PolyPhen method (http://genetics.bwh.harvard.
edu/pph) (22).

Functional studies

Materials Ghrelin was purchased from Bachem
(Bubendorf, Switzerland). Cell culture media, fetal
bovine serum, and lipofectamine reagent were obtained
from Invitrogen. Peroxidase-conjugated, anti-hemag-
glutinin (HA) MAB (3F10) and BM-blue, a peroxidase
substrate, were purchased from Roche Applied Science.
The plasmid encoding the serum response element
(SRE) luciferase reporter gene has been described
previously (23).

Construction of human GHSR plasmids The con-
structs encoding the untagged and HA-tagged WT
human GHSR cDNA (isoform 1a) were reported
previously (11). Missense mutations were introduced
into both template cDNAs (i.e. untagged and HA-tagged
receptors) using oligonucleotide-directed site-specific
mutagenesis as described previously (24, 25). For
each mutant, the presence of the indicated amino acid
change was confirmed by sequence analysis of the full
protein coding region of each construct.

Cell culture Human embryonic kidney (HEK) 293 cells
were grown in DMEM (Invitrogen) supplemented with
10% fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin G, and
100 pg/ml streptomycin. The cells were maintained at
37 °C in a humidified environment containing 5% CO-.

Luciferase reporter gene assay Receptor-mediated
signaling was assessed using a luciferase assay as
described previously (11, 23, 26). In brief, HEK293
cells were plated at a density of 1000-2000 cells/well
onto clear-bottom, white 96-well plates and grown for
2 days to ~80% confluency. Cells were then transiently
transfected using LipofectamineR reagent (Invitrogen)
with ¢cDNAs encoding i) a WT or mutant GHSR1a (or
an empty expression vector), 2 ng/ well, ii) a serum-
responsive element-luciferase reporter gene (SREsx-luc),
30 ng/well, and iii) B-galactosidase, 5 ng/well, to enable
correction of interwell variability. After 24 h of
transfection, cells were stimulated for 4 h with ghrelin
diluted in serum-free medium. Ligand potencies were
determined by stimulating receptor-expressing cells
with increasing concentrations of ghrelin. The medium
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was gently aspirated following ligand treatment and
luciferase activity was measured using SteadyliteR
reagent (PerkinElmer, Boston, MA, USA). A
B-galactosidase assay was then performed after adding
the enzyme substrate, 2-nitrophenyl -p-galactopyrano-
side. Following incubation at 37 °C for 30-60 min,
substrate cleavage was quantified by measurement of
optical density at 420 nm using a SpectraMaxR
microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA). Corresponding values were used to normalize the
luciferase data.

Assessment of receptor expression using ELISA
The expression levels of the GHSR variants were
determined using a procedure described by Fortin et al.
(27). In brief, HEK293 cells grown in 96-well plates
were transiently transfected with a plasmid encoding
either an HA-tagged WT or mutant ghrelin receptor,
2 ng/well. After 48 h of transfection, the cells were
washed once with PBS, pH 7.4, and fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS for 10 min at room tempera-
ture. After washing with PBS/100 mM glycine, the cells
were incubated for 30 min in blocking solution
(PBS/20% bovine serum). An HRP-conjugated MAB
(Roche; clone 3F10) directed against the HA-epitope
was then added to the cells (1:500 dilution in blocking
solution). After 1 h, the cells were washed five times
with PBS, and BM-blue (3,3’,5,5'-tetramethylbenzidine,
Roche) solution (50 ul/well) was added. After incu-
bation for 30 min at room temperature, conversion of
this substrate by antibody-linked HRP was terminated
by adding 2.0 M sulfuric acid (50 ul/well). Converted
substrate (which correlates with the amount of
receptor) was assessed by measuring light absorbance
at 450 nm using a SpectraMaxmicroplate reader
(Molecular Devices).

Data analysis GraphPad Prism software version 5.0
(GraphPad, San Diego, CA, USA) was used for non-linear
curve fitting of receptor signaling and for calculation of
half-maximal effective concentrations (ECs, values).
Each ECsq value (expressed as a molar concentration)
was transformed to a pECs( value; pECso= —log(ECs).
The mean pECsg values =+s.k.Mm. are shown. The pECs
and surface expression values for each of the mutants
were compared with the corresponding control values at
the WT receptor using one-way ANOVA followed by
Dunnett’s post-test (GraphPad INSTAT software).

Statistical analysis

Differences between groups were tested by t-test or
Kruskal-Wallis and x? or Fisher exact test, as
appropriate. Statistical analyses were performed using
the SIGMA stat statistical software package (Windows
version 3.5; Systat Software, Inc., Erkrath, Germany).
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Table 1 Clinical characteristics of patients with ISS with or without
CDGP selected for the study.

Idiopathic short stature (ISS)

CDGP Non-CDGP Total

Number of patients 31 65 96
Males (%) 77 61 67
Target height SDS —-12+06 —-13+£06 —1.3+0.6
Family history of SS (%)? 52 49 50
Data on first evaluation

Chronological age (years) 13.5+2.6* 9.4+3.6 10.7+3.8

Bone age (years) 10.7+2.7¢ 7.2+37 8.3+3.7

Bone age delay (years) 3.1+1.1* 23+1.2 26+1.3

Height SDS —-3.1+0.9* —-27+08 -—-28+0.9

BMI SDS —1.7+£15" —-06+1.1 —-1.0+1.4

IGF1 SDS —1.6+15" —-08+£09 —-1.0+1.2
Age at start of puberty®

Female 13.5+0.6* 11.1+12 11.7+£1.5

Male 15.3+1.5* 127+1.0 13.8+1.8

SS, short stature; *P<0.05 in comparison with non-CDGP group.

2Height SDS < —2.0 in any one of the parents.

PBreast development (Tanner stage 2) in girls and testicular volume >4.0 ml
in boys.

Results

Patients’ characteristics

Clinical characteristics of the patients are shown in
Table 1. The cohort was characterized by a male
predominance, especially in the CDGP group. At the first
evaluation for short stature, patients from the CDGP
group were older; had shorter height, lower body mass
index (BMI) SDS, and lower IGF1 levels; and had more
marked delayed BA when compared to patients with
normal puberty.

Molecular results

In ISS patients, five different heterozygous variations
in GHSR were identified, all of them in patients with
CDGP (three males and two females). Of the five
variations, one is located in the 5’-UTR, 6 bp prior to
the initiation codon (c.—6 G>C). The other four
variations (p.Ser84Ile (c.251G>T), p.Alal69Thr
(c.505G>A), p.Vall82Ala (c.545 T>C), and
p-Ala358Thr (c.1072G>A)) are missense and all of
them but p.Ala358Thr predict amino acid changes
in highly conserved residues in GHSR. The protein
location of the amino acid substitutions is indicated in
Fig. 1. No additional variations were identified in the
GHSR promoter region in these patients. In silico analysis
did not predict changes in the physiological acceptor or
donor GHSR splice sites by these allelic variants; in
contrast, analysis by PolyPhen (22) suggested that
p.Alal69Thr and p.Ala358Thr are benign, whereas
p-S84I and p.Val182Ala are predicted to be probably and
possibly damaging respectively. All the missense vari-
ations were selected for in vitro functional evaluation.
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These allelic variants were not found in 694 alleles
from controls (adults and normal height children).
In addition, no other mutations were identified in the
entire GHSR coding sequence in the normal height
children (197 individuals sequenced). Notably, the
frequency of mutation observed in the CDGP group was
higher than that expected by chance in contrast with ISS
children (P=0.003) and control children (P<0.001).

Functional studies

The Ser84Ile GHSR missense mutation alters
ghrelin potency Ghrelin failed to increase signaling
activity in HEK293 cells transfected with the empty
plasmid pcDNA1 (Fig. 2), suggesting absence of an
endogenous GHSR. In contrast, in cells expressing
recombinant GHSR variants, stimulation with ghrelin
triggered a concentration-dependent increase in
receptor-mediated signaling. Agonist potency was
comparable at the WT, Vall82Ala, Alal69Thr, and
Ala358Thr receptors (Fig. 2 and Table 2). In contrast,
the Ser84Ile variant displayed a significant reduction in
ghrelin potency/efficacy.

The Ser84Ile and Vall82Ala mutations show
decreased basal activity that correlates with
reduced cell surface expression Consistent with
previous studies using an SRE-luciferase reporter gene
assay (2, 11), the WT-GHSR exhibited a high level of
constitutive activity (i.e. signals in the absence of
agonist). The Vall82Ala variant showed ~50%
reduction in basal activity relative to WT. Trace, if
any, residual basal activity was observed for the
Ser84Ile mutant. In contrast, the Alal69Thr and
Ala358Thr had a basal activity level comparable to
the WT GHSR (Fig. 2 and Table 2). In parallel
experiments, cell surface expression levels of variant
receptors were determined by ELISA using HA-tagged
versions of the WT and mutant GHSR isoforms (Fig. 3

p.Trp2X p.Ala204Glu
— p.GIn36del
p.Pro108Leu . Mal182Ala

.Phg279Leu
.Ser84fle

p-Arg237Trp
p.Asp246Ala p.Ala358Thr

Figure 1 Schematic representation of GHSR and the location of
missense variations within the receptor protein. The black circles
indicate the variants described in this study. The white circles
indicate the mutations already described in the literature.

The underlined are mutations with proven functional impairment.

.Cy$173Ar

p.Ala169Thr




EUROPEAN JOURNAL OF ENDOCRINOLOGY (2011) 165

T 120
8 -8 GHSR
% 100 ¥ Ala169Thr
% 80 -7~ Ala358Thr
= —A— Val182Ala
> 60
s
G 40
[0
8 20
E - Ser84lle
§ 0 —Qﬁ#z;ﬁ -2 pcDNA1
No -11 -0 -9 -8 -7 -6
ligand

(Ghrelin) log(M)

Figure 2 Selected GHSR variants show altered basal receptor
activity and/or ghrelin potency. HEK293 cells were transiently
transfected with a receptor-encoding cDNA, together with a SRE-
Luc reporter gene construct. After 24 h of transfection, cells were
stimulated for 4 h with media containing either no peptide (basal) or
increasing concentrations of ghrelin. Following stimulation, lucifer-
ase activity was quantified as described in Patients and methods
section. All activity values were normalized relative to the ghrelin-
stimulated maximum at the wild-type GHSR. Data represent the
mean +s.e.m. from at least three independent experiments, each
performed in triplicate.

and Table 2). Both tagged and untagged WT receptors
showed comparable pharmacological properties (data
not shown). These studies revealed that receptors with
reduced basal signaling (Val182Ala and Ser84lle) were
also expressed at a significantly lower density relative to
the WT GHSR (100%). Consistent with the major loss of
signaling observed with the Ser84lle variant, this
receptor also displayed very poor cell surface expression.
The Vall82Ala mutant showed an intermediate level of
basal activity and receptor expression. Pharmacological
abnormalities (i.e. decreased basal activity and/or
potency) of the Val182Ala and Ser84Ile were detected
for both tagged and untagged receptors (data not
shown). In contrast, each of the GHSR variants with
normal basal activity (Alal69Thr and Ala358Thr)
showed surface expression comparable to WT.

Phenotype/genotype relationships

Patient with p.Ser84lle mutation The mutation
p.Ser84lle was identified in a female patient (patient 1)
with CDGP. Clinical and laboratory data are shown in
Table 3. At her first appointment at 12.8 years, she had
short stature with delayed BA and low BMI (height
SDS= —2.4, BA=11 years, and BMI SDS= —2.6). Her
hormonal evaluation showed reduced IGF1 and IGFBP3
levels but a normal GH response to the clonidine test.
She started puberty just after this first visit at 13 years
and had normal pubertal development with menarche at
16 years. She achieved a normal final height of 157.6 cm
(—0.7 s.p.) without GH treatment (her target height was
158.1 (—0.7 s.n.)) but maintained a low BMI of
18.4 kg/m?. At adult age, her IGF1 levels increased to
normal, but her IGFBP3 levels remained low.
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Gonadotropins and estradiol levels were at prepubertal
range at the first evaluation and reached adequate levels
by the end of puberty (Table 3). She had normal levels of
basal ghrelin and adequate suppression after the high-
carbohydrate breakfast meal. No abnormalities in glucose
homeostasis were observed. At the age of 21 years, she
gave birth to a healthy female child. The patient’s mother
and her daughter had a normal GHSR genotype. In
contrast, her two siblings who had normal stature and
puberty were also heterozygous for the same mutation.
Her father was not available for genetic studies.

Patient with p.Vall82Ala mutation Clinical and
laboratory data of the CDGP female patient with the
p.Val182Ala mutation (patient 2) are shown in Table 3.
At her first evaluation, she was 13 years old with a BA
of 11 years and she had just started puberty. Her height
was compromised (height SDS= —2.5) but her weight
was normal (BMI SDS=1.0). She had IGF1 and IGFBP3
levels within the reference range, a normal GH peak
after clonidine stimulation and LH, FSH, and estradiol
levels within the prepubertal range. She had normal
pubertal development, her menarche occurred at 14
years, and she achieved, without GH treatment, a
normal final height of 154 cm (—1.4 s.n.), but below
her target height of 161.6 cm (—0.1 s.n.). The patient’s
father and sister are also heterozygous for the GHSR
mutation. Both of these individuals reported short
stature during the prepubertal period as well as delayed
puberty and reached normal adult height, a growth
pattern compatible with CDGP. In addition, the sister of
patient 2 was treated with recombinant human GH for
GHD (maximum GH peak at stimulation test of 1.8 ug/1
at the age of eleven), reaching a normal adult height of
155cm (—1.2 s.n.).

Discussion

We report five new GHSR variations in patients with
CDGP, all of them absent in a large ethnically matched
population. Each amino acid substitution except for
p.Ala358Thr occurred at a highly conserved position
within the GHSR. Recent studies using whole-genomic

Table 2 Pharmacological properties of wild-type versus mutant
GHSR. All values represent the mean+s.e.m. from at least five
independent experiments.

Basal Surface
Receptor Ghrelin pECsq activity® expressionb
GHSR1a wt 8.95+0.07 100 100
Val182Ala 8.71+0.12 5243 7716
Ala169Thr 8.70+0.16 103+2 81+6
Ala358Thr 8.58+0.25 88+4 85+10
Ser84lle 8.25+0.19* 3+1* 15+3*

*Values differ significantly from the wild-type (P<0.01).
2Percentage of basal signaling activity of the wild-type GHSR.
PPercentage of wild-type GHSR surface expression.

www.eje-online.org



238 P N Pugliese-Pires and others

;@ 120 ~

3

~ 100 A

! T

|_ *k

S 80+ T L

5

S 60 -

[%2]

o

S 40

(0]

8 ,k

S 201

= I__I__|

jm}

»n O 1 T T T T

& o (\* ~(<\ W\
¥ & & $ &
RS N S » 24
SHANG SARNG SAR
FOX¥ X

Figure 3 Selected GHSR variants show decreased cell surface
expression. HEK293 cells were transfected with a plasmid encoding
either the wild-type or a mutant HA-tagged GHSR. After 48 h,
surface expression was measured by ELISA as described in
Patients and methods section. Data were normalized relative to the
maximal value observed at the wild-type GHSR and represent the
mean+s.e.Mm. from at least three independent experiments, each
performed in triplicate. **P<0.01 expression level of GHSR mutant
versus wild-type, ANOVA followed by Dunnett’s post-test.

sequencing revealed that individuals tend to differ from
a reference genome by putative loss of function
mutations in 250-300 genes (28). However, focusing
on GHSR, no loss-of-function variants were identified by
low-coverage whole-genome sequencing of 179 indi-
viduals; an initial cohort from the 1000 genome project
(http://browser.1000genomes.org/index.html) (28).
Furthermore, the absence of other GHSR mutations in
a large group of control children suggests that the
association between GHSR variations and CDGP
phenotype is unlikely to be fortuitous.

Functional studies confirmed the in silico prediction
by PolyPhen and revealed that p.Ser84lle and
p.-Vall82Ala are functionally defective and will be
designated as mutations. The mutations p.Ser84lle
and p.Vall82Ala show a decrease in GHSR basal
activity that is at least in part explained by a reduction
in cell surface expression. The p.Ser84lle variant was
also associated with a decrease in ghrelin potency. As
part of the molecular mechanism underlying the
observed loss of function at these variants, it is possible
that the mutations also directly or indirectly disrupt
receptor coupling to intracellular signaling effectors,
including the G-protein. These functional studies were
performed in a heterologous cellular expression system.
As previously documented for other GPCRs (29), it is
possible that in the endogenous cellular microenviron-
ment, the other identified variations might result in
impaired GHSR function that is not evident when
studied in HEK293 cells. However, it is most likely that
the other variations (c.—6 G>C, p.Alal69Thr and
p-Ala358Thr) are only rare benign polymorphisms.

www.eje-online.org
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The two mutations (p.Ser84Ile and p.Vall82Ala)
were found in the heterozygous state in two female
patients with postnatal short stature during youth due
to CDGP. GHD was excluded in both patients; however,
IGF1 levels were at or below the lower normal limit of
the reference values. Both patients had normal
progression of puberty and spontaneously reached
normal adult height. The p.Ser84lle mutation was
also found in members of the families that had neither
the phenotype of short stature nor the delayed puberty,
whereas the p.Vall82Ala mutation segregated with
CDGP phenotype in the family. These findings suggest a
dominant mode of inheritance with incomplete pene-
trance, consistent with the pattern of inheritance
observed in other families with GHSR mutations (7, 8)
and in families with CDGP (30). Some possibilities to
explain the incomplete penetrance and variable
expression include interacting environmental factors
and/or genetic variants at other loci.

CDGP is among the most commonly diagnosed
growth disorders and it is considered a subcategory of
ISS, as before the age of 13 years in girls or 14 years in

Table 3 Clinical and laboratorial characteristics of the two patients
with functionally significant GHSR mutations.

Patient 1 Patient 2

GHSR mutation p.Ser84lle p.Val182Ala
Sex Female Female
Father’s height SDS -1.5 +1.0%
Mother’s height SDS +0.3 —-1.2
Target height in cm (SDS) 158.1 (—0.7) 161.6 (—0.1)
Birth weight SDS 1.0 -0.9
Birth length SDS —-0.8 —-1.3
First evaluation

Age (years) 12.8 13

Bone age (years) 11 11

Height SDS —2.4 —2.3

BMI SDS —2.6 +1.1
Puberty

Age at start of puberty (years) 13 13

Age at menarche (years) 16 14
Last observation

Age (years) 22 17.7

Height SDS -0.8 —1.4

BMI (kg/m?) 18.4 22.3
Laboratory evaluation

GH peak at stimulation test 10.3 7.9

(ng/ml)

IGF1 SDS —2.3%-0.5° —1.3°

IGFBP3 SDS —1.6%/—2.2° +1.1°

LH (UIn) <0.6°/5.4° 0.1°

FSH (UI/) 1.7°/6.4° 2.6°

Estradiol (pg/ml) <13%51° 13°

Glucose (mg/dl) 90° 80P

Insulin (pU/ml) 7.7° 10P

Basal acylated ghrelin (pg/ml)®  66.5° -

After meal -
Acylated ghrelin (pg/ml)® 53.1° -
Suppression 20% -

@Presence of the mutation in heterozygous state.

®Sample collected at the first evaluation.

°Sample collected at the last evaluation.

9Normal range for basal acylated ghrelin levels: 67.7 +33.3 pg/ml.
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boys, this condition cannot be differentiated from
ISS (31). This disorder occurs more frequently in
males (18, 32), and indeed, in our cohort, the
proportion of males was greater in the CDGP group
than in the non-CDGP group (77 vs 61%, see Table 1).
The fact that on the first evaluation our CDGP patients
were older than the non-CDGP patients suggests that
they might have reached a height SDS below —2.0
(short stature) later in life, therefore coming in later for
medical evaluation. CDGP is characterized by a
significant delay in both BA and adolescent growth
spurt (31), which underlies the transient short stature
stage, which is seen in affected individuals. Calculated
measures of heritability suggest that 50-80% of the
variance in pubertal onset is genetically controlled (30,
32). CDGP appears to be a multifactorial trait, yet at the
same time the inheritance patterns suggests that single
genes exert major effects (30). Although previous
studies failed to identify mutations in candidate genes
in patients with CDGP (33-38), the GHSR gene has not
been previously investigated in patients with this
condition (7-9). We regard our findings as hypothesis
generating; it will be of great interest to screen other
clinical cohorts with CDGP (as well as family members)
to determine the frequency and inheritance pattern of
GHSR mutations in various populations.

Ghrelin has orexigenic effects mediated by GHSR1a
(4); therefore, it would be anticipated that mutations that
impair ghrelin’s receptor function would lead to a lean
phenotype. In fact, animal studies showed that trans-
genic rats with attenuated GHSR protein expression in
the arcuate nucleus have lower body weight, reduced
adipose tissue, and consume less food than control rats
(39). However, the patients with GHSR mutations
described to date have a variable phenotype regarding
weight (7-9). It was hypothesized that partial ghrelin
system deficiency might be compensated by a host of
developmental, genetic, and environmental factors that
influence feeding behavior and body weight (8).

The exact mechanisms that trigger the start of puberty
are yet unknown. Puberty onset is sensitive to the energy
reserves of the organism, especially in females where
there is an association between obesity and early puberty
(reviewed in (40)). Therefore, we hypothesize that in the
presence of GHSR mutations, there is a decrease in
ghrelin-mediated appetite, resulting in relatively low
BMI, which contributes to the delayed onset of puberty.
Furthermore, delayed puberty is observed in clinical
conditions associated with low IGF1 (41, 42), suggesting
that IGF1 also exerts stimulatory, synergistic, or
permissive effects on the onset of puberty (43). Thus,
low IGF1 levels due to a decrease in GH secretion caused
by GHSR1a haploinsufficiency may also negatively
modulate the timing of puberty onset.

In conclusion, this is the first report of GHSR
mutations in patients with CDGP, a condition with a
significant hereditary component, so far without a
recognized genetic cause. Our study raises the
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intriguing possibility that there is an association
between the observed GHSR mutations and the CDGP
phenotype. Analyses of larger cohorts (including family
members) are needed to explore the nature of this
putative link. Such future efforts will better define the
role of GHSR-mediated signaling on pubertal control.
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