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Lido ACV. Estudo do gene do hormônio de crescimento hipofisário (GH1) em 
indivíduos com baixa estatura idiopática [Dissertação]. São Paulo: Faculdade 
de Medicina, Universidade de São Paulo; 2014.  

O sistema hormônio de crescimento (GH) / fator de crescimento insulina- símile 
tipo 1 (IGF-1) é o principal determinante e regulador do crescimento linear pós-
natal. O GH é codificado pelo gene Growth Hormone 1 (GH1). Mutações no 
GH1 com efeito dominante negativo e herança autossômica dominante são as 
principais causas monogênicas de deficiência isolada de hormônio de 
crescimento (DIGH), enquanto deleções ou mutações de ponto no GH1 causam 
formas raras autossômicas recessivas de DIGH. No grupo de pacientes com 
DIGH do ambulatório de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das 
Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, foram 
identificadas apenas deleções em homozigose no GH1 mesmo após estudo 
criterioso deste gene. Esta diferença em relação aos dados descritos na 
literatura poderia ser justificada pelo critério diagnóstico para a DIGH adotado 
pelo nosso grupo, sendo utilizado pico de GH em teste de estímulo inferior a 3,3 
µg/L, em contraste com os valores de corte descritos na literatura que variam de 
7 a 10 µg/L. Devido a esse fator, pacientes com mutações no GH1 com herança 
autossômica dominante poderiam estar sendo erroneamente diagnosticados 
como portadores de baixa estatura familiar ou idiopática (BEI) em nosso serviço. 
Adicionalmente, mutações que originam moléculas de GH biologicamente 
inativas também poderiam estar presentes nestes pacientes. Pelos fatores 
acima apresentados, expandimos o estudo do GH1 para um grupo de crianças 
classificadas como BEI. Foram selecionadas 98 de 487 crianças avaliadas em 
nosso serviço com baixa estatura utilizando os seguintes critérios: peso e 
comprimento normais para idade gestacional ao nascimento, escore-Z da altura 
< -2, escore-Z do IGF-1 < -1 e pico de resposta de GH ≥ 3,3 µg/L no teste de 
estímulo. DNA foi extraído de leucócitos periféricos desses pacientes para 
rastreamento de mutações no gene GH1. Realizamos estudo molecular por 
reação em cadeia da polimerase e sequenciamento automático de toda a região 
codificadora do GH1. Segregação familiar foi realizada para as variantes 
alélicas identificadas. Em nossa casuística, foram identificadas 10 variantes 
alélicas nos éxons 4 e 5 e no íntron 4 do GH1, sendo três variantes ainda não 
descritas na literatura (c.407G>A/p.Val122Ile, c.507C>T/p.Tyr169Tyr e 
c.456+19G>T). A análise in silico de todas as variantes identificadas indicou 
ausência de predição de efeito deletério sobre a proteína do GH. Estudo 
complementar realizado pelo nosso grupo identificou em crianças 
diagnosticadas com DIGH grave apenas uma paciente com mutação no GH1 
responsável pela forma dominante desta doença. Em conclusão, mutações no 
GH1 causadoras da forma autossômica dominante de DIGH ou Tipo II não 
foram encontradas em nossa casuística, o que sugere que estas mutações 
sejam infrequentes em nossa população. 
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Lido ACV. Study of Growth Hormone 1 gene (GH1) in children with idiophatic 
short stature [Dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo”; 2014.  

The growth hormone (GH) / insulin-like growth factor-1 (IGF-1) axis is the 
most important hormonal regulator of post-natal linear growth. GH is encoded 
by the Growth Hormone 1 gene (GH1). Mutations in GH1 with dominant 
inheritance, which exerts a dominant negative effect on the bioactive GH 
isoforms, are the main causes of monogenic isolated deficiency of growth 
hormone (IGHD), while deletions or point mutations in GH1 are responsible 
for a rare autosomal recessive form of IGHD. However, only homozygous 
deletions were identified in patients with IGHD from Unidade de 
Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clínicas da Faculdade 
de Medicina da Universidade de São Paulo, even after detailed investigation 
of GH1. This difference regarding to literature can be caused by different 
criteria used to diagnose IGHD in our group, which adopted the cutoff value 
of peak GH <3.3µg/L in response to stimulation test, in contrast to literature 
that describes other groups that use the cutoff peak value of the 7 - 10µg/L. 
Consequently, patients with autosomal dominant inheritance mutations in 
GH1 could be being erroneously diagnosed, as having idiopathic short 
stature (ISS) in our group. Additionally, mutations that cause biologically 
inactive GH can also be responsible for short stature in these patients. Due 
to the factors described above, we decided to screen mutations in GH1 in a 
group of children classified as ISS. We selected 98 of 487 children followed 
in our department with short stature according to the following criteria: normal 
birth weight and length for gestational age, height SDS ≤ -2, IGF-1 SDS < -1 
and peak GH in stimulation test ≥ 3.3 µg/L. Genomic DNA was extracted 
from peripheral blood leucocytes of the patients to screen for mutations in 
GH1. We performed molecular analysis by polymerase chain reaction and 
automated sequencing of the entire coding region of the GH1. Segregation 
analysis was performed in the presence of allelic variations. In our casuistic, 
we identified 10 allelic variants in exon 4, exon 5 and intron 4 of GH1, three 
of which have not been described (c.407G>A/p.Val122Ile, c.507C>T/p.Tyr169Tyr 
and c.456+19G>T). In silico analysis predicted that none of the mutant alleles 
would result  in deleterious effect on the GH protein. An additional study in 
children diagnosed with severe IGHD, identified just one patient with the 
pathogenic GH1 mutation responsible for the dominant form of this disease. 
In summary, defects in GH1 responsible for the autosomal dominant form of 
IGHD or Type II were not found in our cohort of Brazilian patients, suggesting 
that these mutations are infrequent in our population.  
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O crescimento constitui um processo multifatorial que envolve diversos 

fatores genéticos e ambientais (1). O sistema hormônio de crescimento (GH) / 

fator de crescimento insulina-símile (IGF-1) é o principal determinante e 

regulador do crescimento linear pós-natal (2). O GH secretado pela hipófise 

estimula a síntese e secreção de IGF-1 tanto no fígado quanto nos tecidos 

periféricos (3). A promoção do crescimento linear pelo GH se faz de forma 

direta pela sua ação na cartilagem de crescimento e de forma indireta pela 

ação do IGF-1 neste mesmo tecido, sendo que produção local de IGF-1 

ocorre em praticamente todos os tecidos mediando a suas ações autócrina e 

parácrina (4). O GH ainda estimula no fígado a síntese da proteína ligadora 

das IGFs (IGFBP-3) e da subunidade ácido-lábil (ALS), que na circulação 

combinam-se com o IGF-1, formando o complexo ternário que prolonga a 

meia-vida do IGF-1 circulante (4).  

Alterações no gene do hormônio de crescimento (GH1) foram as 

primeiras causas genéticas identificadas em pacientes com deficiência 

isolada de hormônio de crescimento (DIGH) (5). Inicialmente foram descritas 

formas autossômicas recessivas de DIGH causadas por deleções ou 

mutações de ponto no GH1 (6), porém, a forma mais frequente de DIGH de 

causa genética reportada na literatura mundial, apresenta herança 

autossômica dominante e é originada principalmente por mutações de ponto 

localizadas no íntron 3 do GH1 (7). DIGH causada por esta alteração 

genética possui grande variação fenotípica, tanto em relação à gravidade do 
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déficit de crescimento, como no comprometimento da secreção de GH, 

mesmo entre pacientes com a mesma mutação (7).  

Em nosso grupo temos sistematicamente estudado o GH1 em 

pacientes com DIGH, porém apenas deleções em homozigose foram 

identificadas em nossa casuística (8). Esta diferença em relação aos dados 

descritos na literatura mundial pode ser resultado de uma diferença étnica 

regional ou pode ser justificada pelo critério diagnóstico de DIGH adotado 

pelo nosso grupo. Em nosso serviço utilizamos como critério para o 

diagnóstico de DIGH um do pico de GH em teste de estímulo inferior a 3,3 

µg/L (9), em contraste com a literatura que descreve a utilização do valor de 

GH menor que 7 a 10 µg/L no teste de liberação para definir um pico de GH 

insuficiente (10). Portanto, pacientes com mutações no GH1 com herança 

autossômica dominante poderiam estar sendo erroneamente diagnosticados 

como portadores de baixa estatura idiopática (BEI) ou familiar em nosso 

serviço, visto que estes poderiam apresentar secreção de GH entre 3,3 a 10 

µg/L nos testes de estímulo (11). O mesmo poderia estar ocorrendo em outros 

serviços de endocrinologia em nosso país, pois recentemente a secretaria 

da saúde modificou os valores de corte para diagnóstico de DIGH para 5,0 

µg/L (Protocolos Clínicos e Diretrizes Terapêuticas do Ministério da Saúde, 

Portaria nº 110 de março de 2010). Desta forma, é possível que alguns 

pacientes com DIGH não estejam sendo corretamente diagnosticados, 

sendo, portanto, privados de tratamento adequado.  

Outros fatores que também podem causar déficit estatural com 

concentrações séricas de GH normais ou elevadas e IGF-1 sérico muito 
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baixo, são as mutações no GH1 responsáveis por gerar molécula de GH 

detectável pelos imunoensaios, porém, com baixa atividade biológica, ou 

seja, GH biologicamente inativo (12). Variantes alélicas no GH1, 

principalmente localizadas na região promotora do gene, modulam a taxa de 

síntese de GH, podendo influenciar na altura de indivíduos saudáveis, 

portanto, além da importância do GH1 como causa de DIGH, estudos 

demonstraram que variantes alélicas neste gene podem estar envolvidas na 

determinação da altura (13). 

Pelos motivos apresentados, expandimos o estudo do GH1 para um 

grande grupo de crianças com BEI. A nossa hipótese foi de que entre 

pacientes classificados como BEI poderiam haver portadores de mutações 

na região codificadora deste gene, e que devido ao rigor do valor de corte do 

GH para o diagnóstico de deficiência hormonal, estes pacientes poderiam 

estar sendo erroneamente classificados como BEI. Assim, nosso estudo 

poderia contribuir com importantes informações para indicação terapêutica 

nesses pacientes. 
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1.1 Hormônio de crescimento  

 

1.1.1 Secreção do hormônio de crescimento  

 

Os somatotrofos são células que compõem o tecido mais abundante da 

glândula hipofisária e apresentam a função de secreção do GH, uma citocina 

pleiotrópica que promove o crescimento pós-natal do tecido esquelético e 

muscular (14). Dois peptídeos hipotalâmicos, o hormônio liberador do 

hormônio de crescimento (GHRH) e a somatostatina (SST) regulam a 

síntese e secreção do GH nos somatotrofos. O GHRH estimula a produção 

de GH, enquanto a SST exerce função inibitória sobre a sua liberação (3). A 

secreção de GH depende da alternância rítmica da liberação hipotalâmica do 

GHRH e da SST no sistema portal hipofisário. Por sua vez, o próprio GH 

contribui com a manutenção deste ritmo estimulando a SST e inibindo a 

secreção de GHRH (15). Uma terceira via de regulação do GH é realizada 

pela grelina. Este hormônio secretado principalmente por células gástricas 

age em seu receptor, o receptor de secretagogo do hormônio de 

crescimento (GHSR) localizado no hipotálamo e na hipófise, estimulando a 

síntese e secreção do GH (16).  

O GH é armazenado em grânulos secretores nos somatotrofos onde o 

aumento das concentrações intracelulares de adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc) e de cálcio estimulam a sua secreção (15). O GH produzido, é então 

secretado como uma proteína caracterizada por um uma estrutura 

conformacional terciária composta por um feixe helicoidal formado por quatro 
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hélices alfa antiparalelas separadas por ligações em alças que contêm duas 

pontes dissulfeto, sendo uma ponte de alça longa, onde ocorre a ligação do 

Cys-53 ao Cys-165, e uma ponte de alça curta, formada pela ligação do Cys-

182 ao Cys-189 (4) (Figura 1). 

 

 

Figura 1-  Diagrama do complexo ternário formado pelos receptores de GH 
(GHR). O GH é mostrado em verde (hormônio) e o receptor do 
GH (GHR) é mostrado em dourado  
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1.1.2  Gene do hormônio de crescimento 

 

O GH1 apresenta 1.790 nucleotídeos, 65.000 bp (65 kb) e está 

localizado no braço longo do cromossomo 17 (17q22-24) em uma região 

conhecida como cluster do GH, que contém além do GH1, quatro outros 

genes placentários altamente homólogos, sendo dois genes da 

somatotrofina coriônica (CSH1 e CSH2), um gene variante do GH (GH2 ou 

GH-V) e o pseudogene da somatotrofina coriônica (CSHL1). Os cinco genes 

contêm cinco éxons intercalados por quatro íntrons e exibem alta homologia 

em suas sequências (2) (Figura 2). 

 

 

Figura 2-  Localização cromossômica e organização do cluster do GH. Os 
genes placentários altamente homólogos (CSG2, GH2, CSH1, 
CSHL1 e GH1) são mostrados na figura 

 

Apesar das semelhanças estruturais, os cinco genes homólogos 

apresentam substancial heterogeneidade em seus padrões de expressão. O 

GH2 ou GH-V codifica uma variante de peptídeo que foi expressa apenas in 

vitro, os genes CSH1 e CSH2 codificam a somatotrofina coriônica humana 
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que é expressa na placenta e o CSHL1 é um pseudogene não expresso (17). 

Apenas o GH1 é expresso nos somatotrofos hipofisários e participa da 

regulação do crescimento pós natal (17).  

A expressão do GH1 é regulada por uma região promotora proximal 

que se estende até 535-bp a jusante ou downstream ao sítio iniciador da 

transcrição do GH1 e por uma região reguladora distal (LCR), localizada a 

14,5-32 kb a montante ou upstream ao GH1 (13). A região promotora proximal 

exibe uma frequência alta de variação de sequências com polimorfismos de 

nucleotídeos únicos (SNPs) que estão localizados em regiões importantes 

para a transcrição do GH1 (13, 18). A maioria destes SNPs ocorrem nas 

mesmas posições no GH1 e nos genes homólogos GH2 ou GH-V, CSH1, 

CSH2, e CSHL1, sugerindo que eles possam ter surgido por conversão 

gênica (18, 19). Dois sítios de ligação sensíveis à Deoxyribonuclease I (DNase 

I) na região promotora proximal contêm regiões de ligação para o Fator de 

transcrição pituitário específico 1 (POU1F1 ou Pit-1) (-132 a -107, -92 a -67), 

para o Fator nuclear 1 (NP1) (-286 a -274), para a Specific protein 1 (Sp1)  

(-136 a -127), para o Elemento responsivo à vitamina D (VDRE) (-60 a -46,  

-37 a -31) e para a Proteína de interação com elementos adenosina 

monofosfato cíclico (AMPc) responsivos (CREB), uma proteína que interage 

com elementos AMPc responsivos (188 a -184, -100 a -96) (13, 20) (Figura 3). 
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Figura 3-  Localização dos SNPs na região a 14,5 kb upstream ao LCR do 
GH1. Os SNPs estão enumerados considerando o 1º 
nucleotídeo transcrito na região promotora a partir do 
nucleotídeo na região IVS4+90, de acordo com a sequência 
com o número de acesso M13438, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
A posição das regiões de ligação para os fatores de transcrição 
são mostradas na figura. Adaptado de Giordano et al., 2008 (20) 

 

A expressão do GH1 humano é também influenciada pelo LCR, que foi 

determinada como região de controle regulatória que contém elementos com 

capacidade de ativação funcional do cluster de genes do GH, provido de 

uma classe de elementos cis que funcionam de modo a alterar estrutura da 

cromatina e ativar ou silenciar a expressão gênica. O LCR contém múltiplos 

sítios de ligação sensíveis à DNAase I que é necessária para a ativação dos 

genes do cluster do GH tanto na hipófise quanto na placenta (21). Alguns 

desses fatores podem exercer seus efeitos sinergicamente, enquanto outros 

parecem se ligar ao promotor de uma forma exclusiva (21), sendo 

responsáveis pelo elevado valor de expressão somatotrófica específica do 

GH1. 
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1.1.3 Isoformas do hormônio de crescimento 

 

Aproximadamente 70% do GH circulante humano é expresso na 

hipófise anterior como uma isoforma maior, de 22kDa, composto por 191 

aminoácidos de cadeia simples ligadas por duas pontes dissulfeto, ou 

disaminado, secretado como monômero, essa isoforma é conhecida como 

22KDa.  

Outra isoforma de menor peso molecular é de 20kDa que apresenta 

deleção de 15 aminoácidos (Del 32-46), resultante de splicing alternativo 

com perda de parte do éxon 3 (22) (Figura 4). Esta isoforma apresenta 176 

aminoácidos e sua expressão corresponde a 6% do GH circulante. Sua 

atividade biológica, em concentrações fisiológicas, é semelhante a da 

isoforma de 22kDa.  

Uma terceira isoforma existente, resultante de perda dos resíduos 32 a 

71 que correspondente a todo o éxon 3, apresenta peso molecular de 17,5 

kDa (23) (Figura 4). Embora esta isoforma exista em condições patológicas 

onde há mutação do GH1 (DIGH do tipo II), esta não é expressa em 

quantidades significativas em condições fisiológicas. 

 



Introdução 

 
 

11

 

Figura 4-  Representação estrutural das isoformas do GH. Adaptado de 
Giordano et al., 2008 (20) 

 

Outros monômeros também são secretados, porém sem expressão 

funcional, como os de 27, 17 e 5 kDa e oligômeros como o “big” e o “big big” 

GH (>45 kDa) (14), essas isoformas são resultado de várias modificações 

pós-translacionais como acetilação amino-terminal, desamidação e 

oligomerização que podem ocorrer no GH na hipófise (24). As modificações 

monoméricas podem ocorrer tanto para as formas de 22kDa como de 

20kDa, porém são mais frequentemente demonstradas para a forma de 

22kDa e podem apresentar-se como oligômeros até pentâmeros, mas o 

agregado dimérico é o mais frequente (25). Cerca de dois terços dos 

oligômeros apresentam ligações não covalentes, um terço apresenta 

ligações intermoleculares dissulfídicas, e uma pequena proporção (<1%) não 

pode ser dissociada por métodos padrões, apresentando forma de ligação 

não conhecida. Tanto homo-oligômeros (22kDa-22kDa ou 20kDa-20kDa) 

como hetero-oligômeros, entre 22kDa e 20kDa foram descritos (Quadro 1). 

191 aa
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Quadro 1-  Representação das isoformas de GH na hipófise 
 
Isoformas de GH % 

GH Monomérico  

22kDa GH 55% 

20kDa GH 6% 

GH Desaminado   

22 kDa -GH-Asp 6% 

22 kDa -GH-Glu 2% 

GH acetilados (22 kDa) 4% 

GH glicosilados (forma minor) 0,5% 

GH Dimérico  

Homo e heterodímeros não covalentes 10% 

Dímeros dissulfidicos 7% 

Dímeros não dissociados 1% 

GH Oligomérico  

Oligômeros não covalentes 5% 

Oligômeros ligados a dissulfitos 2% 

Outros oligômeros não dissociados <1% 
 

Abreviações: GH – Hormônio de crescimento, Asp- aspartato, Glu- glutamato,  
kDa- quilodalton 
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1.1.4  Ações do Hormônio de crescimento  

 

No momento em que o GH é secretado para a circulação, a ligação 

com o carreador, a proteína de ligação do GH (GHBP) é rápida e se 

completa dentro de 37 segundos a poucos minutos. Aproximadamente 50% 

do GH circulante encontra-se ligado a uma GHBP de alta afinidade, que é 

uma proteína derivada do domínio extracelular do receptor de GH por 

clivagem proteolítica. O efeito fisiológico da GHBP é de prolongar a meia-

vida do GH na circulação retardando a sua depuração (26). Tanto o GH livre 

quanto a sua forma ligada ao transportador coexistem no plasma. A 

proporção de formas livres e ligadas apresentam variação após um evento 

secretório de GH.  

As ações biológicas do GH (Quadro 2) são mediadas através de sua 

interação com um receptor de membrana de superfície celular específico 

(GHR), pertencente a super família dos receptores de citocinas (14). O GHR 

possui um único domínio transmembrânico e não apresenta atividade 

enzimática intrínseca, necessitando estar associado na sua porção 

intracitoplasmática a uma proteína com atividade de tirosina quinase, 

conhecida como Janus quinase 2 (JAK-2), para que ocorra a transdução do 

sinal intracelular (27). Cada molécula de GH contém dois sítios de ligação ao 

receptor, e se liga a duas moléculas sequencialmente de GHR, induzindo 

mudança na conformação espacial da porção intracitoplasmática e 

consequente ativação intracelular da JAK-2. Uma vez fosforilada, a JAK-2 

passa a fosforilar múltiplos resíduos de tirosina presentes no GHR gerando 
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sítios de acoplamento para outras moléculas sinalizadoras, ativando 

diversas vias de sinalização comuns a vários receptores com atividade 

quinase, cujas moléculas mensageiras se ligam a estes sítios de tirosina 

fosforilada. A principal via de sinalização ativada pelo GHR e JAK-2 é da 

Signal Transducer and Activators of Transcription (STAT). Várias STATs são 

ativadas após a dimerização do GHR, mas a Signal Transducer and 

Activators of Transcription 5b (STAT5b) é a que exerce papel principal na 

transdução do sinal do GH, sendo que, quando ativada é translocada para 

um núcleo onde promove a síntese do IGF-1, IGFBP-3 e ALS, além de 

desencadear estímulo direto à proliferação celular (28). 

 

Quadro 2 -  Principais atividades biológicas do GH 
 

 

 Promoção do crescimento somático 

 Alongamento da placa de crescimento  

 Geração de IGF-I, IGFBP-3 e ALS  

 Retenção de nitrogênio  

 Transporte de aminoácido intramuscular 

 Efeito lipolítico  

 Antagonismo à insulina  

 Hiperplasia de células Beta pancreáticas  

 Retenção de sódio e fósforo renais 

 Lactogênese 

 Estímulo ao sistema imune 
 

Abreviações: ALS-subunidade ácido lábil, IGF-1- fator de crescimento insulina símile tipo 1, 
IGFBP3- proteína de ligação para o fator de crescimento insulina símile tipo 3, GH- 
hormônio de crescimento 
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1.1.5  Deficiência de hormônio de crescimento 

 

A incidência estimada da deficiência de GH (DGH) é de 1:3.000 a 

1:10.000 crianças (29). Não existe um único quadro clínico que defina 

especificamente a DGH. A deficiência de GH pode ser isolada ou combinada 

a deficiência de outros hormônios hipofisários. Tipicamente os pacientes 

apresentam baixa estatura proporcional, baixa velocidade de crescimento 

(VC) e atraso de idade óssea. A magnitude destes achados pode variar 

dependendo da duração e da gravidade da DGH. Os aspectos clínicos 

clássicos das formas graves de DGH isolada são facilmente caracterizados: 

o recém-nascido apresenta comprimento e peso normais, pode apresentar 

hipoglicemia prolongada sem causa aparente e micropênis. O retardo do 

crescimento não é expressivo logo após o nascimento, tornando-se evidente 

após o segundo ano de vida, quando pode atingir valores bastante baixos da 

estatura como -3 ou -4 desvios padrão (DP) em relação à média para idade 

e sexo. Outras características como obesidade truncal, aumento da 

espessura de pregas cutâneas, desenvolvimento muscular diminuído, 

aparência facial infantil com fronte proeminente e nariz em sela, atraso na 

dentição, cabelos finos e esparsos, voz aguda e infantil, idade óssea 

atrasada para idade cronológica podem ser observadas em crianças com 

DIGH. Formas clínicas menos evidentes ocorrem em crianças com DIGH 

parcial e/ou de início mais tardio. Portanto, o aspecto clínico da DGH não é 

único, uma vez que pode apresentar-se com graus variáveis de baixa 

estatura e de diminuição da velocidade de crescimento, com discreto até 
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grande atraso da idade óssea e com ou sem outras características 

fenotípicas. 

A investigação laboratorial da DGH baseia-se na análise direta da 

secreção do GH ou indiretamente através das dosagens das proteínas IGF-1 

e IGFBP-3, que apresentam as suas concentrações séricas dependentes da 

ação do GH. Há grande variedade de testes disponíveis para avaliar a 

secreção de GH. Os principais testes farmacológicos rotineiramente 

empregados (hipoglicemia, clonidina, arginina e glucagon) são comparáveis 

quanto à sensibilidade e especificidade (30). Próximo de 10 a 35% das 

crianças sem DGH podem falhar em obter uma resposta adequada durante 

um único teste de liberação de GH (29, 31). Por este motivo, dois testes de 

estímulos, sequenciais ou em dias separados, devem ser realizados para 

comprovar a deficiência de GH. Mesmo quando submetidos a dois testes 

distintos, 3 a 10% das crianças normais podem falhar em demonstrar uma 

resposta normal em ambos os testes (29, 31). Por esta razão, o diagnóstico de 

DGH é feito em pacientes com quadro clínico compatível e que falhem em 

obter resposta normal em dois testes de estímulo. O uso crônico de 

corticóides, hipotireoidismo não tratado, deprivação psicossocial, obesidade 

e idade peripuberal são condições que podem aumentar a taxa de falso 

diagnóstico de DGH quando baseado apenas nos testes de estímulo.  

O valor de pico do GH no teste de estímulo para o diagnóstico da 

deficiência de GH foi estabelecido de forma arbitrária mundialmente. 

Inicialmente, foram definidos valores de corte do GH abaixo de 5 µg/L como 

resposta ao teste de estímulo, no período em que o GH era determinado 
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utilizando ensaios com anticorpos policlonais e a disponibilidade do GH para 

uso terapêutico era limitada por ser obtido de cadáver (11). Com a 

disponibilidade do GH recombinante humano (rhGH) para tratamento, o valor 

de corte foi alterado gradualmente para 7 µg/L a 10 µg/L (29, 30). Estes valores 

de corte não consideram a idade ou estadio puberal do paciente, o ensaio 

empregado para a determinação do GH e a influência dos fatores intrínsecos 

ao ensaio, como a heterogeneidade da molécula GH devido as diferentes 

isoformas circulantes, a concentração do GHBP circulante e a calibração 

utilizada para o ensaio. Nos últimos anos, diversas mudanças na 

metodologia de dosagem do GH implicaram em alterações dos resultados 

obtidos nos diferentes ensaios de detecção do GH, porém, revisão dos 

valores de referência de GH durante os testes de estímulo não foi realizada. 

No ano de 2000, um consenso sobre o diagnóstico de DIGH recomendou a 

padronização de ensaio monoclonal para dosagem de GH sérico e 

identificou a necessidade de serem reavaliados os valores de corte do GH 

para o diagnóstico da DIGH (10). Algumas sociedades de endocrinologia 

pediátrica debatem a necessidade de serem reestabelecidos novos valores 

de corte do teste de estímulo para o diagnóstico da DIGH, com a redução no 

valor de corte para o pico de GH no teste de estímulo atualmente utilizado. 

Em nosso serviço, foram determinados os valores de resposta normal do GH 

após estímulo com clonidina (0,1 mg/m²) em crianças pré-púberes normais e 

comparados com os valores de GH de pacientes com deficiência 

comprovada de GH (9). O GH foi dosado pelo método imunofluorométrico 

(IFMA) (AutoDELFIATM, Wallac®, Turku, Finlândia), que utiliza dois 
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anticorpos monoclonais específicos para a forma 22 kDa do GH (limite de 

detecção 0,1 µg/L) e o ensaio calibrado pelo padrão internacional 80/505 da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (32). O valor de GH de 3,2 µg/L foi o 

que melhor discriminou estas duas populações (9). 

Recentemente estudos genéticos moleculares tem ganhado destaque 

como ferramenta complementar para o diagnóstico e acompanhamento de 

crianças com DIGH (33-35).  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 Mutações e polimorfismos 

no gene GH1 
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2.1  Histórico 

 

Em 1970, Illig et al. descreveram três crianças de etnia suíça com 

retardo de crescimento grave, características faciais típicas de DGH, uma 

resposta exuberante de crescimento com GH exógeno, porém com o 

desenvolvimento de anticorpos que aboliam este efeito (36). Após a clonagem 

do gene GH1 em 1981, Phillips et al. analisaram o ácido desoxirribonucleico 

(DNA) genômico proveniente destas crianças pela técnica de southern 

blotting e identificaram deleção em homozigose do GH1 (37), sendo este o 

primeiro defeito molecular identificado neste gene. 

Até o momento, DIGH pode ser classificada pelo padrão de herança e 

pelos defeitos no GH1, sendo observadas duas formas com herança 

autossômica recessiva (Tipo IA e IB) e uma forma com herança autossômica 

dominante (Tipo II) (35). 
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2.2  DIGH tipo IA 

 

É a forma mais grave de apresentação do DIGH, na qual se observa 

completa deficiência pré e pós-natal da secreção de GH endógeno com o 

quadro clínico clássico de DGH. Nestes pacientes observa-se ausência 

completa da secreção de GH e resposta transitória ao tratamento com rhGH, 

seguida pelo desenvolvimento de altas concentrações de anticorpos  

anti-GH, que frequentemente interferem na ação do GH exógeno (37). O 

frequente desenvolvimento de autoanticorpos após a reposição exógena 

com rhGH em pacientes com a DIGH tipo IA pode ocorrer devido a falta de 

tolerância imunológica perante a completa deficiência de GH (38). É 

importante ressaltar que nem todos os pacientes com a deleção do GH1 

desenvolvem anticorpos. Além disso, em famílias com vários irmãos 

afetados, observa-se extrema variabilidade nos títulos de autoanticorpos e 

na resposta de crescimento com rhGH (39). As razões para tal variabilidade 

são ainda não conhecidas.  

O DIGH tipo IA apresenta forma de herança autossômica recessiva, 

podendo ocorrer deleção completa no GH1 assim como mutações de ponto 

tipo nonsense, frameshif ou que alterem o processo normal de splice (37). As 

deleções descritas são heterogêneas, ocorrem dentro do cluster do gene 

que compreende o GH1, sendo a mais frequente encontrada de 6,7 kb (60-

70%). Outras deleções descritas são de 6,5 kb, 7,6 kb, 7,0 kb e 45 kb; 

deleções mais infrequentes também tem sido encontradas, essas 

normalmente ocorrem por processo de recombinação anômala no cluster 
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gênico durante o processo de meiose (40). Além de deleções no GH1, 

mutações em heterozigose composta, em frameshift ou mutações em 

homozigose tipo nonsense podem resultar em molécula de GH severamente 

truncada ou até mesmo ausente.  

A frequência de deleções do GH1 como causa de DIGH varia entre 

diferentes populações e de acordo com os critérios definidos para 

diagnóstico da baixa estatura. Dados publicados na literatura estimam que 

cerca de 10 a 15% dos indivíduos com DIGH grave (escore Z da altura ≤ -

4,5) apresentam deleções em homozigose no GH1 (41). No entanto, esta é 

uma estimativa média de frequência, que pode variar de acordo com 

diferenças étnicas ou geográficas das populações estudadas, bem como 

devido as diferenças de critérios de seleção de doentes entre os estudos. 

Por exemplo, enquanto Mullis et al. identificaram deleções no GH1 em 10 de 

78 (13%) dos pacientes britânicos com DIGH grave (42), Parks et al. 

descrevem incidência de 5 em 13 (38%) nos judeus com DIGH (43) e Kamijo 

et al. descrevem incidência de deleções em apenas 1 de 23 (4%) dos 

pacientes chineses com DIGH com menor gravidade (escore Z da altura ≤ -

2,5) (44). Wagner et al. relataram diferenças étnicas e geográficas na 

frequência das deleções do GH1 em estudo com pacientes com DGH grave; 

sendo que, as frequências observadas em norte europeus, mediterrâneos e 

asiáticos foram de 8,7%, 11,8% e 18,7%, respectivamente (45). Ruiz-Pacheco 

et al. realizaram metanálise e descrevem a presença de deleções do GH1 

em 42/101 (42%) dos casos familiares e 52/280 (19%) do total dos casos (46). 
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2.3  DIGH tipo IB 

 

DIGH Tipo IB é causada por diversos tipos de mutações no GH1 

(splice, frameshif, missense e nonsense), apresentando padrão de herança 

autossômica recessiva, sem desenvolvimento de autoanticorpos (47, 48). 

Mutações no gene do receptor de GHRH (GHRHR) também podem ser 

responsáveis por esta forma de DIGH (49). Pode ser caracterizada por 

valores baixos de GH sérico, estatura com 2 desvios padrão abaixo da 

média para a faixa etária e sexo, VC abaixo do percentil 25 e atraso na idade 

óssea. O fenótipo é mais variável que no DIGH tipo IA, em algumas famílias 

as crianças podem apresentar crescimento semelhante ao DIGH tipo IA, 

enquanto que em outras famílias, o crescimento durante a infância pode ser 

relativamente normal. Da mesma forma, a dosagem do GH sérico pode 

variar entre pequena redução até mínima resposta ao teste de estímulo. 

Apresenta resposta ao tratamento com rhGH sem desenvolver tolerância 

imunológica.  
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2.4  DIGH tipo II 

 

A forma genética mais frequente de DIGH é o tipo II, causada 

principalmente por mutações específicas em sítios de splice no GH1, sendo 

a mais frequente nos primeiros seis pares de base da região 5’ do íntron 3 

(5'IVS-3), o que resulta na formação do GH 17,5kDa, o qual exerce efeito 

dominante negativo sobre a secreção da isoforma de 22kDa. A isoforma de 

17,5kDa é inicialmente retida no retículo endoplasmático e após romper o 

aparelho de Golgi, interfere na secreção do GH, reduzindo parcialmente a 

estabilidade da isoforma de 22kDa, como também altera a secreção de 

outros hormônios hipofisários (50). Camudongos transgênicos que 

superexpressam a isoforma de 17,5kDa exibem defeito na maturação de 

vesículas secretoras de GH e apresentam glândula hipofisária anterior 

hipoplásica devido a perda de grande parte dos somatotrófos.  

O éxon 3 apresenta regiões flanqueadoras de splice fracas, sendo 

considerado um fraco aceptor e fraco doador de sítios de splice. Elementos 

reguladores de splicing são essenciais para correção de splice, inclusão do 

éxon 3 e produção da isoforma de 22kDa. Os elementos reguladores de 

splicing do éxon 3 são exonic splice enhancers 1 e 2 (ESE1 e ESE2) e 

cryptic splice site (CSS); no íntron 3 são os primeiros 6 nucleotídeos desse 

íntron e elementos intrônicos como intronic splice enhancer (ISE) ou região 

intrônica potenciadora de splice e branching point site (BPS) (Figura 5).  
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Figura 5 -  Representação estrutural dos elementos reguladores de splicing 
exônicos e intrônicos. Os elementos de regulação de splicing no 
éxon 3 são ESE1, ESE2 e CSS. No íntron 3 são os primeiros 6 
nucleotídeos deste íntron, ISE e BPS. Abreviações: BPS 
(branching point site), CSS (cryptic splice site), ESE1 (exonic 
splice enhancer 1), ESE2 (exonic splice enhancer 2), ISE 
(intronic splice enhancer), IVS3 (região do íntron 3). Adaptado 
de Alatzoglou et al. (7) 

 

Outras mutações localizadas fora do sítio doador de splice do íntron 3 

(5'IVS-3) também foram descritas causando DIGH tipo II, incluindo-se 

mutações do éxon 3 nas regiões de enhancer ESE1 e ESE2, na região a 

downstream da região críptica de splice no éxon 3, no CSS, bem como 

dentro da região intrônica potenciadora de splice (51-53) (Figura 5). Em tais 

mutações encontram-se sequências ricas em purina que podem causar 

aumento dos níveis de transcritos com perda no éxon 3, levando a alteração 

dos elementos de splice normais (53).  

Os primeiros 7 nucleotídeos do éxon 3 (ESE1) são fundamentais para 

o splicing normal de ácido ribonucleico mensageiro (mRNA) do GH, de tal 

modo que, algumas mutações em nonsense podem causar perda de um ou 

mais éxons durante o splicing de RNA nuclear. Além das mutações descritas 

de splice que resultam na deleção dos aminoácidos 32 a 71 do GH1, três 

outras mutações missense no GH1 são descritas com substituição de 
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leucina por prolina, histidina para a arginina e fenilalanina para valina na 

posição do aminoácido 89 (P89V), 183 (R183H) e 110 (V110F) 

respectivamente (54). A mutação em heterozigose c.731A>G (K41R–

p.Lys67Arg) na região ESE2, levou a perda de aproximadamente 20% do 

éxon 3 resultando tanto em estatura baixa como normal (53). 

Estudos recentes avaliaram a frequência de mutações no GH1 em 

grandes casuísticas de pacientes com DIGH com imagem normal da região 

hipotalâmico hipofisária. Em um estudo avaliando pacientes da população 

holandesa, foram observadas mutações em heterozigose no GH1 em 17% 

dos 51 pacientes com DIGH e imagem normal (34). Em um estudo 

multiétnico, a frequência de mutações no GH1 foi de 7,4% em um grupo de 

190 afetados, sendo 79% destas mutações responsáveis por DIGH  

tipo II (55). 

Pacientes com diagnóstico de DIGH tipo II podem apresentar grande 

variabilidade na expressão fenotípica (6). Indivíduos que apresentam 

mutações que comprometem diretamente os sítios de splice apresentam 

baixa estatura mais grave que os pacientes com mutações missense (6). 

Análise de grandes famílias com DIGH tipo II demonstrou que membros de 

uma mesma família e com o mesmo tipo de mutação podem apresentar 

gravidades diferentes da baixa estatura, até mesmo havendo adultos com 

altura normal sem tratamento (35, 56).  

Importante variabilidade é observada quanto a secreção de GH nos 

testes de estímulo nestes pacientes, que em geral é baixa, porém 

detectável, mas frequentemente apresenta valores acima de 5 µg/L (35, 56). A 
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resposta secretória do GH pode variar em diferentes momentos (56), o que, 

por sua vez, pode dificultar o diagnóstico diferencial com a BEI e contribuir 

para aumentar a dificuldade em estabelecer critérios precisos e corretos 

para o padronização do diagnóstico diferencial entre as duas patologias. 

 

2.5  Variantes alélicas na região promotora 

 

Estudos que avaliaram a região promotora proximal do GH1 em 

pacientes com DIGH (20), BEI (57) e indivíduos saudáveis (58), identificaram 

diversas variantes alélicas. Muitas destas variantes alélicas localizam-se em 

sítios de ligação dos fatores de transcrição que regulam a expressão do GH1 

(19). Assim, três SNPs se aglomeram ao redor do sítio de iniciação 

transcricional do GH1, outros se localizam em sítios de ligação do VDRE 

proximal, adjacente à TATA-box e no VDRE distal, assim como em sítios de 

ligação do POU1F1 ou PIT1 e do NF1 (59) (Figura 6). Alguns haplótipos 

definidos por estes SNPs estão associados com o aumento ou redução da 

expressão do GH1 em relação ao haplótipo referência, podendo modular a 

secreção de GH e influenciar na determinação da altura de indivíduos 

saudáveis (13).  

Poucos estudos avaliaram sistematicamente as regiões promotoras do 

GH1 em crianças com DIGH ou BEI (58, 60, 61). Nos estudos que realizaram 

esta investigação, a característica polimórfica da região promotora proximal 

é bem caracterizada com achados de variantes raras de significado incerto e 

raras mutações que comprovadamente estariam associadas a menor 
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transcrição do GH1 e consequentemente relacionada com o fenótipo de 

baixa estatura (58, 60, 61).  

 

 

Figura 6-  Região promotora do GH1 e a localização de 16 SNPs. Região 
dos fatores iniciadores de transcrição está marcada pela seta, 
éxon 1 está marcado pela caixa hachurada e regiões de ligação 
aos fatores de transcrição como fator nuclear 1 (NF1), fator de 
transcrição pituitário específico 1 (PIT1 ou POU1F1), elemento 
responsivo à vitamina D (VDRE), região TATA Box e códon de 
iniciação translacional estão demarcados na figura. Adaptado de 
Horan et al. (13)  
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2.6  Mutações causando GH biologicamente inativo 

 

O conceito de GH bioinativo foi pela primeira vez proposto por 

Kowarski et al., baseado na observação de duas crianças com baixa 

estatura, concentrações normais ou elevadas de GH sérico, com valores 

séricos de IGF-1 baixo, porém com resposta normal ao GH exógeno (62). Foi 

postulado que estes pacientes apresentavam molécula de GH que era 

detectada nos imunoensaios, porém incapaz de ativar o seu receptor. Na 

década de 90, Takahashi et al. descreveram dois pacientes japoneses com 

mutações missense em heterozigose no GH1 (63, 64). Os pacientes 

apresentavam baixa estatura importante (escore Z da altura -3,6 e -6,1), 

valores de GH basais e após estímulo elevados, em associação com IGF-1 

sérico baixo, que apresentavam elevação com o tratamento com rhGH. O 

estudo molecular identificou duas mutações missense em heterozigose em 

cada paciente: p.Arg77Cys e p.Asp112Gly no éxon 4 do GH1. O GH mutante 

apresentou comprometimento da transcrição do gene consequente a 

redução da capacidade de ativar as vias de sinalização do GHR induzida 

pela ligação do GH ao GHR/GHBP. Porém, a mutação p.Arg77Cys também 

foi identificada em um pai fenotipicamente normal (65). Posteriormente seis 

variantes de GH bioinativo foram sugeridos por Millar et al. (61). Mais uma 

vez, todas estas mutações foram encontradas em heterozigose e não houve 

nenhuma correlação específica entre fenótipo clínico/laboratorial e genótipo 

do paciente. 
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O relato mais convincente de GH bioinativo descrito até o momento na 

literatura, é uma mutação missense em homozigose p.Cys53Ser, causando 

a ruptura da ligação da ponte dissulfeto entre Cys-53 e Cys-165 do GH (12). 

Esta mutação foi encontrada em um menino de etnia sérvia com baixa 

estatura grave e perfil hormonal compatível com molécula de GH bioinativa. 

Estudos funcionais demonstraram que o GH mutado apresentava menor 

afinidade ao GHR e menor capacidade de ativar a via JAK2/STAT5 (12). 

 

2.7  Resultados prévios do estudo do GH1 em nosso grupo 

 

Em nosso serviço, o GH1 foi rotineiramente estudado em todos os 

pacientes com DIGH sem evidências de alterações na haste hipofisária ou 

processo tumoral em estudo de imagem com ressonância magnética da 

região hipotálamo hipofisária. Trinta e oito pacientes com deficiência grave 

de GH, definidos com pico máximo de GH em teste de estímulo < 3,3 µg/L, 

foram avaliados para mutação de ponto e deleção no GH1, incluindo região 

promotora, éxons e íntrons em estudo prévio (8, 66). Foram identificados 7:38 

(18%) pacientes com deleção em homozigose no GH1, um paciente com 

mutação em heterozigose composta (deleção e mutação no íntron 2, 

c.171+5G>C) e um (2,6%) paciente com mutação no íntron 3 do GH1 em 

heterozigose responsável pela forma autossômica dominante (c.291+1G>T). 

Observa-se em nossa casuística uma menor frequência de mutações no 

GH1 que conferem formas autossômicas dominantes de DIGH, 

principalmente ao considerar que em outras casuísticas, as mesmas 

estavam presentes em 11 a 17% dos casos semelhantes aos estudados (34, 55). 
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3.1  Objetivo principal 

  

Estudar o gene do hormônio de crescimento 1 em crianças com baixa 

estatura idiopática.  

 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

Sequenciar toda a região codificadora (éxons) e íntrons do GH1 em 

crianças com baixa estatura idiopática com diferentes respostas de secreção 

do GH no teste de estímulo. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Métodos 
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4.1  Considerações éticas 

 

Este estudo foi conduzido de acordo com princípios éticos seguindo as 

orientações contidas na declaração de Helsinki (adotada na 18a Assembleia 

Médica Mundial, Helsinki, Finlândia, 1964). Esta pesquisa foi submetida à 

aprovação da Comissão de Ética Médica do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC/FMUSP). Após a 

aprovação do estudo, autorização por escrito foi obtida junto aos pacientes 

e/ou responsáveis legais para inclusão no projeto.  

 

4.2  Pacientes 

 

Os candidatos para o estudo foram selecionados a partir dos pacientes 

atendidos no ambulatório de endocrinologia da Faculdade de Medicina do 

Hospital das Clínicas de São Paulo com base nos seguintes critérios:  

 

4.2.1  Critérios de inclusão 

 

1) Baixa estatura de início pós-natal e com proporções corpóreas 

normais. 

2) Escore-z da altura < -2 (67) e/ou com velocidade de crescimento, 

observada em um período igual ou superior a 6 meses inferior a  

-1 desvio padrão para idade e sexo (escore Z da velocidade de 

crescimento < -1) (68).  
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4.2.2  Critérios de exclusão 

 

1) Deficiência de hormônio de crescimento  

2) Causas conhecidas de baixa estatura após o nascimento como 

presença de distúrbios genéticos e cromossômicos, desnutrição, 

doenças hepáticas, patologias sistêmicas, ósseas ou 

endocrinológicas. 

3) Deficiência de outros hormônios hipofisários.  

4) Haste hipofisária não íntegra ou presença de lesões estruturais em 

exames de imagem, como ressonância nuclear magnética da região 

hipofisária. 

 

Utilizando estes critérios para um grupo de aproximadamente 487 

pacientes cadastrados em nosso serviço, 98 pacientes preencheram as 

características necessárias e encontraram-se disponíveis para o estudo. 

Pacientes com história familiar de baixa estatura (presença de irmãos ou um 

dos progenitores com baixa estatura) foram avaliados criteriosamente.  
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4.3  Casuística 

 

Com base nos conhecimentos atuais das mutações do GH1, dividimos 

os pacientes selecionados para o estudo em três subgrupos de crianças com 

BEI de acordo com a resposta do valor de secreção do GH ao teste de 

estímulo (Figura 7). Um primeiro grupo selecionado compreendia crianças 

com BEI, secreção de GH entre 3,3 e 5 µg/L no teste de estímulo e valores 

baixos de IGF-1. Um segundo grupo era formado por crianças com valores 

de IGF-1 baixo e secreção de GH entre 5,1 a 10 µg/L. Nestes grupos, todos 

os éxons e íntrons do GH1 foram analisados com o objetivo de rastrear 

mutações. Um terceiro subgrupo de crianças estudadas apresentavam BEI, 

valores de IGF-1 baixo e pico de resposta de GH no teste de estímulo > 10 

µg/L. Nestas crianças o GH1 foi estudado com objetivo de identificar 

mutações causadoras de molécula de GH biologicamente inativa, porém 

identificada nos imunoensaios (Figura 7). Na presença de mutações, seriam 

realizados segregação familiar e estudo funcional para comprovação do 

efeito patogênico. 
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Figura 7 -  Fluxograma da estratégia de estudo para os pacientes 
selecionados com BEI  
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4.4  Estudo Molecular 

 

4.4.1  Extração do DNA genômico de linfócitos periféricos 

 

As amostras de DNA foram obtidas a partir de leucócitos de sangue 

periférico dos indivíduos arrolados na pesquisa. Dez mililitros de sangue 

venoso foram colhidos em ácido etileno diaminotetracético (EDTA 25mM). 

O botão leucocitário foi obtido a partir da lise dos glóbulos vermelhos 

utilizando-se um volume de solução de lise (NH4Cl a 114mM, NH4HCO3 a 

1mM) duas vezes maior que o volume de sangue, incubado a 4oC por 30 

minutos. O material foi centrifugado a 4oC durante 15 minutos a 3000 rpm 

(Sorvall, RT7, Germany), sendo desprezado o sobrenadante. O 

procedimento da lise de glóbulos vermelhos foi repetido uma vez. 

O botão de células brancas foi suspenso em nove ml de solução de 

lise de glóbulos brancos (NaCl 150mM, Tris-HCl 10mM, pH 8,0; EDTA 

10mM pH 8,0) com 180l de dodecilsulfato de sódio a 10% (SDS) (Sigma, 

St. Louis, MO, USA) e 150l de proteinase K na concentração de 10mg/ml 

(Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), e incubado a 37oC por 18 horas. 

Após este período, 3,6ml de solução saturada de cloreto de sódio (NaCl) a 

6M foi adicionada, seguido de agitação do conjunto vigorosamente durante 

15 segundos. O material foi centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm. O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e o DNA foi precipitado 

acrescentando-se dois volumes de etanol absoluto gelado, e 

homogeneizado cuidadosamente por inversão. O DNA precipitado foi 
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retirado do tubo, em seguida lavado em etanol a 70% durante 5 minutos, 

com repetição do procedimento por mais três vezes. Finalmente, o DNA foi 

lavado em etanol absoluto, seguido de secagem por centrifugação a vácuo 

(Eppendorf, Concentrator 5301, Germany). Após o procedimento, o DNA foi 

ressuspenso em tampão TE a 10:0,1 (Tris-HCl 10mM, pH 8,0; EDTA 

0,1mM, pH 8,0). 

 

4.4.2  Reação em cadeia da polimerase  

 

Em cada reação em cadeia da polimerase (PCR) foram amplificados 

100 a 300ng do DNA genômico utilizando 200M de cada trifosfato de 

nucleotídeo (dNTP), 20pmol/µl de cada primer específico, além do tampão 

TE (10mM Tris-HCl, 1,5mM MgCl2, 50mM KCl) e Taq DNA polimerase 2,5U 

(Pharmacia, Upsala, Sweden) para o volume final de 25l. Os primers 

utilizados foram GH éxon 1 sense, GH 5R, GH 2-F, GH 3 e 4-F, GH5F 

desenhados para cobrir um fragmento de 1677 bp do GH1, incluindo a 

região codificadora (éxons 2,3,4 e 5) e íntrons (1,2,3 e 4) do gene. As 

condições de amplificação foram padronizadas. Todas as amplificações 

foram acompanhadas por um controle negativo. As amostras amplificadas 

foram identificadas em gel de agarose a 2%, contendo o corante Blue Green 

fluorescente na concentração de 0,5g/ml de gel, observadas em 

transiluminador ultravioleta e fotografadas com filme Polaroid® (667 - 3 ¼ X 

4 ¼). 
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4.4.3  Sequenciamento Automático 

 

A concentração de DNA dos produtos gerados pela PCR foi estimada 

através da comparação com fragmentos do marcador de peso molecular de 

concentração conhecida (ΦX) em gel de agarose. Posteriormente, os 

produtos de amplificação foram submetidos à purificação enzimática com a 

combinação das enzimas fosfatase alcalina de camarão (2U/l) e 

exonuclease I (10U/l) (PCR product pre-sequencing kit, Amersham Life 

Science, Cleveland, OH, USA) com incubação a 37°C por 15 minutos 

seguido de 80°C por adicionais 15 minutos para inativação das enzimas. A 

reação de sequenciamento foi realizada utilizando o kit ABI PrismTM BigDye 

Terminator (Perkin Elmer) e quantidades variáveis de produto de PCR (10 a 

100ng) de acordo com o tamanho do fragmento. Os produtos desta reação 

foram submetidos à eletroforese em sequenciador automático ABI Prism 

Genetic Analyzer 3100 automatic DNA sequencer Perkin Elmer, Foster City, 

CA). A leitura dos eletroferogramas foi realizada através do programa 

Sequencher 4.10.1 (GeneCodes Corporation, Ann Arbor, EUA). 
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4.4.4  Análise in silico das variantes alélicas identificadas no GH1 

 

Todas as variantes alélicas encontradas foram estudadas in silico para 

avaliar o potencial impacto biológico. Foram realizadas pesquisas pelos 

programas PubMed e The Human Gene Mutation Database para verificar se 

as variantes estavam descritas na literatura. Foram realizadas pesquisas nos 

bancos de dados dos programas Ensembl, dbSNP, HapMap e 1000 

Genomes, os quais são repositórios de informações sobre variabilidade 

genética. Para as variantes não sinônimas, foi realizada a predição in silico 

do impacto da troca de aminoácidos na estrutura e função da proteína, por 

meio do programa computacional PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/ 

pph). Para todas as variantes alélicas, a avaliação quanto a mudança na 

previsão do sítio de clivagem (splicing) foi realizada pelo programa 

computacional NatGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/).   

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 Resultados 
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5.1  Características da casuística 

 

Os noventa e oito pacientes foram selecionados para o estudo e 

agrupados em três subgrupos de acordo com o padrão de resposta de GH 

ao teste de estímulo: pico de GH entre 3,3 a 5 µg/L (n=24), 5,1 a 10 µg/L 

(n=53) e >10 µg/L (n=21). Na casuística analisada, a resposta ao teste de 

estímulo com valores de pico de GH entre 5,1 a 10 µg/L foi a mais frequente 

encontrada entre os pacientes (54%). As características clínicas e 

laboratoriais de todos os pacientes avaliados estão demonstradas na  

Tabela 1.  

Foi observado em todos os subgrupos, predomínio de pacientes do 

sexo masculino. Presença de baixa estatura familiar (pai e/ou mãe com Z 

escore de altura ≤ -2) variou entre 43 a 62% entre os grupos. 

Consanguinidade familiar foi observada com frequência de 4 a 11%. Todos 

os grupos apresentaram Z escore de IGF-1 menor que -1 e Z escore de IGF-

BP3 menor que -0,6. O Z escore de altura inicial foi semelhante entre os três 

grupos. O padrão de resposta do crescimento com o tratamento com rhGH 

foi similar entre os grupos, porém inferior a resposta observada em crianças 

classificadas como DIGH (pico de GH nos testes de estímulo < 3,3 µg/L) 

(Tabela 2).  
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Tabela 1-  Características clínicas e laboratoriais dos pacientes 
selecionados para o estudo 

 

1 – História familiar de baixa estatura foi considerada pela presença de pai e/ou mãe com Z da 
altura ≤ -2; Abreviações: a- ano, IMC- índice de massa corpórea, GH - hormônio de 
crescimento, IGF-1- fator de crescimento insulina símile tipo 1, IGFBP-3 - proteína de ligação 
para o fator de crescimento insulina símile tipo 3,  Z-escore de desvio padrão em relação a 
idade e sexo, ∆- variação entre a idade óssea e a idade cronológica em anos na avaliação 
inicial) 

 Pacientes classificados conforme o pico de GH 
em teste de estímulo 

 3,3 – 5,0 µg/L  5,1- 10 µg/L >10 µg/L 

Masculino : Feminino 14:10 (24) 37:16 (53) 15:6 (21) 

Consanguinidade (%) 4 11 5 

Z altura paterna -1,0 ± 1,1 -1,4 ± 0,9 -1,5 ± 0,8 

Z altura materna -1,5 ± 1,2 -1,1 ± 1,1 -0,9 ± 1,3 

História familiar BE (%) 50 43 62 

Avaliação inicial    

Idade cronológica (a) 10,7 ± 4,6 9,2 ± 3,9 10,9 ±3,2 

∆ Idade óssea (a) 2,4 ± 1,5 1,6 ± 1,3 2,4 ± 1,7 

Z da altura -2,7 ± 0,7 -2,7 ± 0,7 -2,7 ± 0,7 

Z de IMC -1,2 ± 1,7 -0,9 ± 1,5 -1,0 ± 1,4 

Pre púberes (%) 54 70 57 

Pico de GH  (µg/L) 3.9 ± 1.0 7.7 ± 1.4 22.4 ± 8.7 

Z do IGF-1 -1.3 ± 1.1 -1.6 ± 1.4 -1.1 ± 1.1 

Z do IGFBP-3 -0.8 ± 1.2 -1.0 ± 1.1 -0.7 ± 1.0 
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Tabela 2-  Características clínicas e laboratoriais dos pacientes tratados 
com rhGH de acordo com o padrão de resposta ao GH 

 

 Pico de GH em teste de estímulo 

 < 3,3 µg/L* 3,3 – 10 µg/L > 10 µg/L 

 

Masculino : Feminino 16 : 9 17 : 12 7 : 1 

Z Altura alvo -1,2 ± 0,9 -1,3 ± 0,8 -1,4 ± 0,5 

Avaliação inicial    

Idade cronológica (a) 9,5 ± 4,7 9,5 ± 3,1 11,8 ± 1,9 

Atraso na idade óssea (a) 3,5 ± 2,1a 2,4 ± 1,5 2,5 ± 1,5 

Z da altura -4,2 ± 1,4b -3,2 ± 0,7 -3,4 ± 0,4 

Estadio pré-púbere : púbere 13 : 6 21 : 8 6 : 1 

1º ano de tratamento (rhGH)    

Dose (µg/kg/dia) 35 ± 9c 49 ± 6 43 ± 9 

Vel. de crescimento (cm/a) 10,8 ± 4,9a 8,8 ± 2,3 7,1 ± 1,1 

Variação Z da altura 1,1 ± 1,0d 0,6 ± 0,4 0,4 ± 0,2 

* - Grupo de crianças com DIGH avaliados em nosso serviço com tratamento exclusivo com 
GH recombinante humano e sem o desenvolvimento de anticorpos neutralizadores da 
ação do GH 

a -  Crianças com pico de GH < 3,3 µg/L (DIGH) vs. crianças com pico de GH ≥ 3,3 µg/L;  
p = 0,018 

b -  Crianças com pico de GH < 3,3 µg/L (DIGH) vs. crianças com pico de GH ≥ 3,3 µg/L;  
p < 0,002 

c -  Crianças com pico de GH < 3,3 µg/L (DIGH) vs. crianças com pico de GH ≥ 3,3 µg/L;  
p < 0,001 

d -  Crianças com pico de GH < 3,3 µg/L (DIGH) vs. crianças com pico de GH ≥ 3,3 µg/L;  
p = 0,009 
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5.2  Resultados moleculares do grupo estudado 

 

5.2.1 Análise de DNA 

 

Foram identificadas dez variantes alélicas no grupo estudado (Tabela 

3), sendo destas, três variantes ainda não descritas na literatura. Uma 

variante inédita identificada no íntron 4 do GH1, a 19 nucleotídeos após o 

término do éxon 4, com substituição de guanina por timina (c.456+19G>T) 

foi observada em uma paciente com pico de GH de 5,2 µg/L e Z escore de 

altura de -3,5. Tal variante não altera a predição do uso do sítio de splice 

habitual. Outra variante alélica ainda não descrita na literatura foi identificada 

em uma paciente com pico de GH de 7,1 µg/L e Z escore de altura de -2,6, 

localizada no códon 507 do éxon 5, com substituição de citosina por timina 

(c.507C>T), sem ocasionar mudança no aminoácido traduzido 

(p.Tyr169Tyr). No éxon 4 a variante inédita foi encontrada no códon 406, 

com substituição do aminoácido valina por isoleucina (p.Val136Ile) em 

paciente com pico de GH de 22,3 µg/L e Z escore de altura de - 2,6. Tal 

variante não segregou com o fenótipo de baixa estatura na família e análise 

in silico indica que a mesma não apresenta impacto sobre a função da 

proteína. 

Seis outras variantes alélicas raras já descritas na literatura foram 

identificadas. Duas alterações eram não sinônimas sendo uma identificada no 

códon 363 do éxon 4 havendo substituição de serina por arginina (c.363T>A / 

p.Ser121Arg) em três pacientes e outra alteração não sinônima com troca de 
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isoleucina por metionina (c.615C>G / p.Ile205Met) foi encontrada no éxon 5 

em um paciente. Ainda foram identificadas duas alterações sinônimas: uma 

no códon 447 do éxon 4, (c.447G>A / p.Thr149Thr) observada em 2 

pacientes e uma no éxon 5, no códon 597 (c.597C>G / p.Tyr169Tyr) 

encontrada em outro paciente. Todas estas alterações ocorreram em 

frequência semelhante à observada em banco de dados de indivíduos 

saudáveis (Tabela 3). Três outras variantes foram encontradas em regiões 

intrônicas do GH1, sendo todas no íntron 4. Destas, duas já descritas com 

frequência semelhante a observada em banco de dados (c.456+22C>T  e 

c.457-45A>G) e uma ainda não descrita na literatura (c.456+19G>T). 

Um polimorfismo frequente do íntron 4 (rs2665802), com substituição 

de timina por adenina no nucleotídeo +90, foi encontrado em 45% dos 

pacientes do grupo, com frequência semelhante a dados já descritos na 

literatura (46%) (Tabela 3).  
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Tabela 3 -  Variantes alélicas encontradas após sequenciamento dos éxons 
1 ao 5 e íntrons do GH1 correspondentes a 98 pacientes 
analisados 

 

Localização Frequência alélica 
Região 

Nucleotídeo Proteína Estudo 1000 genomics

Éxon 4 c.363T>A p.Ser121Arg 1,8% 0,2% 

Éxon 4 c.406G>A p.Val136Ile 0.6% Não descrita 

Éxon 4 c.447G>A p.Thr149Thr 1,2% 1,1% 

Íntron 4 c.456+19G>T -  0,6% Não descrita 

Íntron 4 c.456+22C>T -  0.6% 0.01% 

Íntron 4 c.456+90T>A -  45% 46% 

Íntron 4 c.457-45A>G -  0.6% 0.01% 

Éxon 5 c.507C>T p.Tyr169Tyr  0,6% Não descrita 

Éxon 5 c.597C>G p.Val199Val  0,6% 0,1% 

Éxon 5 c.615C>G p.Ile205Met  0,6% 0,1% 

 
 

 

 

 



Resultados 
 

 

49

5.2.2  Análise in silico das variantes alélicas do GH1 

 

5.2.2.1 Análise de predição de alteração de splice 

 

Para validar o modelo in silico de avaliação de alteração de splice pela 

ferramenta NatGene2, inicialmente avaliamos o impacto das mutações já 

descritas que ocasionam processamento aberrante do RNAm do GH1 

(Tabela 4). 

Todas as mutações associadas ao DIGH tipo II por causarem a perda 

do éxon 3 no RNAm maduro por mecanismos de splice alterado, apresentam 

prejuízo do reconhecimento ou significante alteração no escore de predição 

de splice ao utilizar a ferramenta NatGene2 (Tabela 4). No entanto, todas as 

variantes alélicas observadas no presente estudo não alteram a predição do 

uso destes mesmos sítios nem criam novos sítios de splice. 
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Tabela 4 -  Análise de predição do uso dos sítios de splice do GH1 das 
principais mutações descritas na literatura causando DIGH II 
baseado pela ferramenta NatGene2  

 

 Escores de predição de Splice  

Variante Sítios doadores Sítios aceptores Ref. 

Localização 1 2 3 4 1 2 3 4  

Selvagem 0.64 0.55 0.76 0.91 0.72 0.17 1.0 1.0  

c.172-2 A>T 0.64 0.55 0.76 0.91 0.72 0.0 1.0 1.0 (69) 

c.172G>T 0.64 0.55 0.76 0.91 0.72 0.0 1.0 1.0 (70) 

c.176A>G 0.64 0.55 0.76 0.91 0.72 0.0 1.0 1.0 (51) 

c.291+1G>A 0.64 0.55 0.0 0.91 0.72 0.17 1.0 1.0 (71) 

c.291+2T>C 0.64 0.55 0.0 0.91 0.72 0.17 1.0 1.0 (72) 

c.291+5G>A 0.64 0.55 0.0 0.91 0.72 0.17 1.0 1.0 (73) 

c.291+6T>C 0.64 0.55 0.55 0.91 0.72 0.17 1.0 1.0 (74) 

c.291+6T>G 0.64 0.55 0.49 0.91 0.72 0.17 1.0 1.0 (75) 

Os escores de predição do uso de um determinado sítio como local de splice, demonstram o 
grau de confiabilidade do uso real deste sítio. As mutações estão nomeadas seguindo a 
sequência de referência do GH1 NM_000515.3 
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5.2.2.2 Análise de predição de efeito deletério sobre a 

proteína  das variantes missense 

 

Inicialmente selecionamos as 6 mutações missense do GH1 que 

apresentam efeito funcional comprovado e avaliamos a acurácia da 

ferramenta PolyPhen2 em indicar que as mesmas apresentam um efeito 

deletério sobre a proteína (Tabela 5). Das 6 variantes analisadas, 4 foram 

corretamente identificadas como danosas, enquanto duas mutações foram 

indicadas como benignas. 

Em relação as variantes alélicas não sinônimas identificadas no 

presente estudo (p.Ser121Arg, p.Val121Ile e p.Ile205Met) a análise in silico 

pelo programa PolyPhen indicou a ausência de predição de efeito deletério 

sobre a proteína do GH. 

 

Tabela 5 -  Análise de predição do impacto de mutações missense do GH1 
associadas com a geração de moléculas bioinativas descritas na 
literatura baseado pela ferramenta PolyPhen2 

 

 Descrição da mutação  Dano na proteína  Padrão de 

herança 
Éxon no cDNA na proteína  Escore Predição Ref. 

HT 3 c.200A>G p.Lys67Arg 1.00 Danosa (61) 

HM 3 c.165G>C p.Cys79Ser 0.73 Danosa (12) 

HT 3 c.289C>T p.Ser97Phe 1.00 Danosa (61) 

HT 4 c.307C>T p.Arg103Cys 0.09 Benigna (63) 

HT 4 c.413A>G p.Asp138Gly 0.04 Benigna (64) 

HT 5 c.600A>G p.Thr201Ala 0.99 Danosa (61) 

Abreviações: HT- heterozigose, HM- homozigose. As mutações estão nomeadas seguindo 
a sequência de referência do GH1 NM_000515.3 do cDNA e NP_000506.2 para proteína 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 Discussão 
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A deficiência isolada de GH é uma condição heterogênea quanto a sua 

apresentação clínica e sua causa, sendo observada importante variação 

fenotípica, tanto em relação à gravidade do déficit de crescimento, como no 

comprometimento da secreção de GH (7, 34, 35, 56, 76). Não existe um critério 

diagnóstico absoluto para caracterizar pacientes com DIGH, assim como 

pacientes com BEI, existindo pontos de sobreposição das duas condições 

em relação à apresentação clínica e quadro laboratorial (valores de IGF-1 ou 

GH após estímulo) (11, 40, 55). Da mesma forma, em pacientes com DIGH bem 

caracterizados observa-se uma grande diversidade de defeitos moleculares 

implicados em sua etiologia (55).  

Defeitos no GH1 são responsáveis pela DIGH Tipo I ou forma 

autossômica recessiva e DIGH Tipo II ou forma autossômica dominante, 

bem como podem ser responsáveis pela geração de molécula de GH 

biologicamente inativa (7). Em estudos prévios que investigaram o gene GH1 

em grandes grupos de pacientes com DIGH, as mutações responsáveis pela 

forma autossômica dominante ou Tipo II foram as mais frequentemente 

observadas (6, 33-35, 55, 56). Por outro lado, em estudos anteriores em pacientes 

brasileiros com DIGH, foram identificadas somente deleções completas no 

GH1 ou mutações no gene GHRHR, ambos com padrão de herança 

autossômica recessiva (8, 66). Esta divergência pode representar uma 

diferença real na frequência das patologias entre diferentes populações ou, 

alternativamente, pode ser causada por diferentes critérios utilizados para 
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definir os pacientes com DIGH. O valor de corte do pico de GH (< 3,3 µg/L) 

utilizado para diagnosticar DIGH no nosso grupo é um dos mais rigorosos 

adotados, diferentemente da literatura que utiliza o valor de GH menor que 7 

ou 10 µg/L (10). Na casuística de nosso serviço, apenas deleções em 

homozigose foram identificadas, apesar de estudarmos criteriosamente o 

GH1 em pacientes com DIGH, diferindo dos dados da literatura mundial, 

onde a forma mais frequente de DIGH de causa genética reportada 

apresenta herança autossômica dominante, tendo por etiologia, 

principalmente mutações de ponto localizadas no íntron 3 do GH1 (7, 77).  

Os critérios diagnósticos utilizados pelo nosso grupo, portanto, 

melhoram a especificidade (9), mas poucos dados existem quanto à 

possibilidade de comprometimento da sensibilidade no diagnóstico da DIGH. 

O maior rigor no critério dos valores de corte para o teste de estímulo do GH 

utilizado pelo nosso grupo, associado a importante variabilidade no padrão 

de resposta do GH que pode ser observada em pacientes com deficiência de 

GH aumentam a possibilidade de haver portadores de mutações no GH1 

com herança autossômica dominante, que poderiam estar erroneamente 

sendo diagnosticados como BEI em nosso serviço. Esse fator estimulou-nos 

a expandir o estudo do GH1 em grande grupo de crianças com BEI, com o 

propósito de investigar a presença de mutações na região codificadora do 

gene. Estudamos as regiões exônicas e intrônicas do GH1 em 98 pacientes 

acompanhados em nosso serviço, classificados como BEI e que 

apresentavam pico de GH ≥ 3,3 µg/L, não sendo identificadas mutações 

causadoras de DIGH tipo II em nossa casuística. 
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Nosso resultado diverge dos dados reportados na literatura, onde 

recentes estudos que avaliaram mutações no GH1 em grandes casuísticas 

de pacientes com DIGH demonstram frequência de mutações em 

heterozigose no GH1 de 7% (intervalo de confiança de 95% de 4 a 10% na 

frequência de DIGH tipo II) (34, 55). Tal discrepância não pode ser explicada 

pelo número relativamente restrito de pacientes estudados. Para afastar uma 

frequência de 4% de DIGH tipo II com poder estatístico de 95%, são 

necessários 65 pacientes a serem estudados. Este número de pacientes foi 

suplantado com o presente estudo que analisou 77 pacientes com pico de 

GH entre 3,3 e 10 µg/L além dos 38 pacientes com DIGH (pico < 3,3 µg/L) 

também analisados pelo nosso grupo (dados ainda não publicados). Em 

contrapartida, a elevada frequência de DIGH tipo I causada por deleção 

completa do GH1 em nossa casuística pode ser explicada pela alta 

frequência de consanguinidade no grupo com pico de GH < 3,3 µg/L (32%). 

Além disto não podemos descartar um viés de referência, sendo os casos 

mais graves de DIGH mais propensos a ser referido para nosso serviço.  

No entanto, a ausência de mutação autossômica dominante no GH1 

em pacientes com picos de GH ≥ 3,3 µg/L no presente estudo, sugere que 

DIGH tipo II não é freqüente em nossa população. Podemos presumir que 

diferenças étnicas possam justificar a ausência de DIGH tipo II em nosso 

grupo. 

No grupo de pacientes estudados com BEI e pico de GH > 20 µg/L não 

foram identificadas variantes alélicas responsáveis por GH biologicamente 
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inativo, mostrando que esta condição deva ser extremamente rara, como 

reflete a literatura médica (6, 12, 55).  

Adicionalmente, em nossa casuística, os grupos de pacientes com pico 

de GH ≥ 3,3 µg/L tratados com rhGH, apresentaram resposta de crescimento 

semelhante entre os diferentes grupos de secreção de GH, porém inferior ao 

grupo de pacientes com pico de GH < 3,3 µg/L (dados ainda não 

publicados). Este resultado sugere que neste último grupo realmente apenas 

a deficiência de GH seja responsável pelo déficit de crescimento.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 Conclusões 
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Mutações no GH1 causadoras da forma autossômica dominante de 

DIGH (Tipo II) não foram encontradas em nossa casuística de pacientes com 

BEI e pico de GH maior que 3,3 µg/L. Sendo pouco provável que pacientes 

com DIGH tipo II estejam sendo erroneamente classificados como BEI em 

nosso grupo. 

A frequência de DIGH tipo II é menor em nossa população do que em 

outras populações estudadas com esta condição. 

Mutações no GH1 causadoras de uma proteína bioinativa não foram 

identificadas em nossos pacientes com BEI. 
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