Elsevier Editorial System(tm) for Medicina
Clinica
Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: Titulo: Mutacidén en heterocigosis en el gen del receptor de la
hormona de crecimiento (GHR): resistencia parcial a la GH, etiologia de
la talla baja Title: Heterozygous mutation in the receptor gene of the
growth hormone (GHR): partial GH resistance, etiology of short stature

Article Type: Nota Clinica

Keywords: Palabras clave: gen GHR; resistencia parcial a la GH; talla
baja IGF-1
Keywords: GHR gene; partial resistance to GH; short stature; IGF-1

Corresponding Author: Dr. eva barrio, PhD
Corresponding Author's Institution: Universidad de Zaragoza
First Author: eva barrio, PhD

Order of Authors: eva barrio, PhD; SILVIA IZQUIERDO, PhD; Gracia Maria
Lou-Francés, PhD; ANTONIO DE ARRIBA, PhD; MARTA FERRER, PhD; JOSE IGNACIO
LABARTA, PhD

Abstract: El1 déficit de GH corresponde con hipocrecimiento armébnico
postnatal. Vardén de 8 afios, 109.80 cm, y vc 5.3cm/afio, madre 150 cm, sin
déficit de GH. Estudio mutacional de GHR. GH normal en secrecidn nocturna
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heterogéneas asociadas con baja talla y resistencia a GH. Con fenotipo
variable, la blUsqueda de mutaciones en GHR permite filiar una talla baja
idiopatica en nifios con GH normal y bajo IGF-1 y realizar asesoramiento
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Deficit of GH cause postnatal harmonic growth. Male 8 years old, 109.80
cm, gr 5.3 cm/year, mother 150 cm, without deficit of GH. Mutations in
the GHR gene were performed. Genetic studies revealed the presence of
Argl6lCys mutation in exon 6, heterozygous, in the GHR. GH insensitivity
is a very heterogeneous group of diseases associated with short stature
and resistance to GH action. Although the phenotype is quite variable for
mutations in the GHR genewe found the etiology of idiopathic short
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Durante todos nuestros afios de experiencia como grupo trabajando en el estudio de la
genética del crecimiento, hemos ido observando que los paradigmas van cambiando a

medida que la tecnologia es mas avanzada.

En los casos de hipocrecimiento, se tiende a un estudio personalizado en el que
podamos dar asesoramiento clinico y genético a las familias de tal forma que puedan

tomar decisiones importantes para su linea familiar.

El caso es el de un paciente que presenta talla baja, con antecedentes en rama materna y

con padre ausente.
Se inicia el estudio bioquimico y genético del paciente.

Obtenemos la mutacién ya descrita en sindrome de Laron en homocigosis o

heterocigosis compuesta.

Nosotros hallamos la mutacion en heterocigosis y continuamos el estudio familiar en la

madre. No posee la mutacion

El hecho de tener la mutacion en heterocigosis le confiere al nifio una resistencia parcial

a la Hormona de Crecimiento (GH).

Con este hallazgo el paciente inicia un tratamiento con GH y se observa que reacciona

muy bien

Este estudio ha sido muy util, sobre todo a la hora de un tratamiento personalizado del

nifo
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Resumen

El déficit de GH corresponde con hipocrecimiento armdnico postnatal. Varéon de 8
afios, 109.80 cm, y vc 5.3cm/afio, madre 150 cm, sin déficit de GH. Estudio mutacional
de GHR. GH normal en secrecidn nocturna y bajo IGF1. Mutacion Argl61Cys en el exdn
6, en heterocigosis, en GHR. La insensibilidad a la GH constituye un grupo de
patologias muy heterogéneas asociadas con baja talla y resistencia a GH. Con fenotipo
variable, la busqueda de mutaciones en GHR permite filiar una talla baja idiopatica en
nifnos con GH normal y bajo IGF-1 y realizar asesoramiento genético.

Palabras clave: gen GHR; resistencia parcial a la GH; talla baja IGF-1

Abstract

Deficit of GH cause postnatal harmonic growth. Male 8 years old, 109.80 cm, gr 5.3
cm/year, mother 150 cm, without deficit of GH. Mutations in the GHR gene were
performed. Genetic studies revealed the presence of Argl61Cys mutation in exon 6,
heterozygous, in the GHR. GH insensitivity is a very heterogeneous group of diseases
associated with short stature and resistance to GH action. Although the phenotype is
quite variable for mutations in the GHR gene, we found the etiology of idiopathic short
statureand perform the genetic counseling.

Keywords: GHR gene; partial resistance to GH; short stature; IGF-1

Introduccion

La talla baja constituye uno de los principales motivos de consulta en Endocrinologia
Pediatrica’. Debido a esto, es muy importante el estudio y evaluacion del crecimiento
del nifio. Para la valoracion de la talla, se debe tener en cuenta factores endogénos y

exdgenos: genéticos, hormonales, metabdlicos, nutricionales y afectivos.
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En la mayoria de nifios la talla baja tiene un origen familiar, un retraso constitucional
del crecimiento o una combinacion de ambos. En general, la realizacién de una buena
historia clinica y una exploracién fisica permite clasificar a los nifilos de manera
adecuada sin necesidad de realizar exploraciones innecesarias. Sin embargo, en
algunos nifios la presencia de retraso en el crecimiento o la talla baja son un signo
indicativo de alteracién™?.

La talla baja se define auxolégicamente como una talla que estd por debajo de las dos
desviaciones estandar (SDS) sin hallazgos de patologia evidente tras una evaluacién
completa por un endocrino pedidtrico que incluya niveles de la hormona del
crecimiento (GH) estimulados. La terminologia utilizada para denominar y clasificar los
problemas de retraso de crecimiento es variada. Uno de los criterios preferidos para
clasificar la talla baja es: talla baja patolégica en los casos en que se conoce la
etiopatogenia que ha ocasionado el hipocrecimiento y talla baja idiopatica (TBI) para
los casos en que se desconoce la etiologia y en donde estarian incluidas las
denominadas variantes de la normalidad®.

El déficit de GH representa una de las causas mas frecuentes del hipocrecimiento
armonico postnatal. Aunque su frecuencia es dificil de establecer y puede variar en
funcién de los criterios diagndsticos y origen étnico de la poblacion, se ha estimado
una prevalencia de al menos 1/3480 nifios®. Estudios recientes han estimado una
incidencia variable del 5-20% del déficit de GH en una cohorte multiregional de 7022
casos (edad 2-14 afios) de talla baja®. La resistencia a la GH se caracteriza por la
deteccién de concentraciones normales o elevadas de GH y muy disminuidas de IGF-1

y de IGFBP-3.
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La GH regula numerosos procesos metabdlicos, para ello tiene que unirse a su
receptor, GHR que es una proteina dimérica transmembranosa. Biolégicamente, la GH
se une a su receptor, GHR, el cual dimeriza para activar la cascada de senales

intracelulares que conducen a la produccién de IGF1.

El gen GHR (OMIM-600946) consta de 10 exones, de los cuales 9 son codificantes,
codifica una proteina con 3 dominios: un dominio extracelular que comprende el sitio
de unidn al ligando, en este caso la GH (el sitio 1 de alta afinidad de la molécula de GH
se une a una primera molécula de receptor y el sitio 2, de baja afinidad, se une a una
segunda molécula de receptor) y que genera la proteina de transporte que circula en
sangre GHBP, otro dominio transmembranoso y, por ultimo, un dominio intracelular
con actividad tirosin-quinasa. Tiene una longitud de 87 Kb y codifica una proteina de
246 aminoacidos. Los exones 2-7 codifican la regién extracelular’. Existen dos
isoformas en humanos generadas por la delecién del exdn 3 que se producen por
splicing alternativo. El gen GHR se engloba dentro de la superfamilia de receptores de
citoquinas. En contraposicidn a los receptores de insulina, los receptores de citoquinas
carecen de actividad tirosina quinasa, a pesar de encontrarse estrechamente asociados
con proteinas quinasa codificadas por otros genes.

Se han descrito numerosas mutaciones en este gen, la mayoria puntuales con cambio
de aminoacido aunque también pueden afectar las zonas de corte y empalme y
también se han descrito deleciones®. El sindrome de resistencia a la GH, grave,
cldsicamente denominado sindrome de Laron, es muy poco frecuente, suele heredarse

de forma recesiva aunque se describen algunas mutaciones con efecto dominante’?.
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Métodos

Varén de 8 afios con talla baja 109.80 cm, peso 17.900 gr, y velocidad de crecimiento
de 5.3 cm/afio, remitido a la consulta de Endocrinologia Pediatrica, peso al nacer de
3080 gr, talla de 48 cm, perimetro cefalico de 32.5 cm y test apgar de 7/10. Comedor
irregular, pero despierto y activo.

Madre estudiada por talla baja en la infancia sin déficit de GH. En la familia materna
solo la madre del nifio presentaba talla baja 150 cm.

En la fig. 1a se detalla el arbol con las tallas paterna y materna.

Se analizo el perfil hormonal en el caso indice (ver tabla 1) y un test de secrecion
nocturna de GH. La secrecidn integrada debe de ser superior a 3.5 ng/mL. Se tomaron
muestras cada 20-30 minutos y se valoraron el nimero de picos (en condiciones
normales se obtienen 6-8 picos), y la amplitud de los picos. Este test permite
diagnosticar los pacientes con déficit neurosecretor de GH, ya que en ellos la
alteracion radica en ese patrén de secrecion®.

Se realizé el estudio genético para buscar posibles mutaciones en el gen GHR. Se
extrajeron al paciente 10 mL de sangre periférica en contenedor con EDTA y se hizo la
extraccién de ADN mediante el robot EZ1 de Qiagen. El ADN obtenido se cuantificd con
un biofotémetro presentando una concentracion de 85 ng/mL (Absorbancia
260nm/280nm= 1.7).Se procedié a la amplificacion por PCR de todas las zonas
codificantes y las correspondientes zonas de splicing y mediante secuenciacion Sanger
en equipo Abi Prism 3100XL de Applied Biosystems de 16 capilares se analizaron todos

los exones y zonas de splicing del gen GHR.
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Resultados

Se detectaron niveles normales de GH (test de secrecion nocturna, ver fig. 1b) y bajos
de IGF1 (ver tabla 1). Durante el dia, el plasma tiene una concentracién de GH estable
y relativamente baja (< 2 ng/mL), con varios picos secretores (aproximadamente 3
horas antes de las comidas y después del ejercicio). En contraste, durante la noche,
adultos y nifios muestran un aumento de la actividad secretora (aproximadamente 90
minutos antes del inicio del suefio), alcanzando el pico mds alto durante el suefio
profundo.

El estudio genético reveld la presencia de la mutacién Argl61Cys en el exdn 6, en
heterocigosis (ver fig. 1c), de la secuencia del gen GHR cuyo fenotipo esta relacionado
con una insensibilidad parcial a la GH, tal y como se describe en la base de datos de
mutaciones HGMD (CM984041) descrito por primera vez en’. La madre no presentd la

mutacion hallada en el caso indice y el padre no se hizo el estudio genético (fig. 1a).

Discusion

La insensibilidad a la GH constituye un grupo de patologias muy heterogéneas que
estdn asociadas con baja talla y una resistencia a la accién de la GH. Si bien el fenotipo
es bastante variable, presentando formas muy severas como el sindrome de Laron®,
causada por mutaciones en homocigosis o en heterocigosis compuesta del gen GHR, o
a mutaciones de herencia autosdémica dominante que se asocian con un fenotipo
mucho mas leve conocido como insensibilidad parcial a GH®.

Desde su primera descripcién en el aifio 1966, se han identificado mas de 250 pacientes
con mutaciones en el gen de GHR y se conocen mas de 70 mutaciones diferentes del
gen GHR que dan lugar a un fenotipo de hipocrecimiento asociado a déficit de IGF-I en

presencia de valores normales de GH.
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El sindrome de Laron presenta un retraso en el crecimiento severo (-4 a -10 SDS) con
una GH normal incluso elevada y un IFG1 bajo’.

Por otra parte, los nifios afectos con talla baja idiopatica, tienen un retraso del
crecimiento moderado sin anomalias endocrinas especificas, de tal manera que
presenta una sensibilidad parcial a la GH.

En trabajos previos se demuestra e hipotetiza que mutaciones en heterocigosis en el
gen GHR con efecto menos grave podrian contribuir a un porcentaje no determinado,
de retrasos de crecimiento hasta ahora considerados idiopdaticos, en muchos casos
familiares®, este es nuestro caso. El fenotipo del probando encaja perfectamente con
esta teoria.

A diferencia de los nifios en los que la deficiencia de GH puede ser idiopatica, en los
adultos nunca es idiopatica. Los nifios diagnosticados de déficit de GH idiopatico
pueden tener una respuesta de GH normal al hacerles una reevaluacion en la vida
adulta, sin embargo los nifios con tumores hipofisarios, hipotalamicos, que han
recibido radiacion o que tienen otros déficits hormonales, generalmente son
deficitarios en la vida adulta.

La transicion a la vida adulta de los adolescentes con deficiencia de GH requiere un
nuevo estudio para confirmar la deficiencia de la hormona en el adulto. Hasta un 20%
de los pacientes tratados por deficiencia de GH de comienzo en la infancia tienen
niveles hormonales suficientes cuando se repite el estudio en la vida adulta.

El estudio de la secrecidon nocturna de la GH ha aportado rigor para el correcto analisis
e interpretacién de la fisiopatologia de la hormona de crecimiento que debe
conducirnos a un diagndstico apropiado seguido de una actitud terapéutica racional en

manos de profesionales expertoslo, como sucede en el caso indice.
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Como conclusién, es un gran avance para los clinicos que la busqueda y hallazgo de
mutaciones en heterocigosis encontradas en el gen GHR'™ permitan encontrar y
caracterizar la etiologia de una talla baja idiopatica en nifios, con valores normales de
la GH y bajos de IGF-1 especialmente y poder realizar el asesoramiento genético

pertinente a los familiares.
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Tabla 1. Resultados de los estudios hormonales en el caso indice.

Intervalos de

Resultados en

Parametros , -
referencia caso indice
Laboratorio Medicina Nuclear
Somatomedina (IGF-l) | - 120 ng/mL
IGF-BP-3 | 4.01 pg/mL
GH - Hormona del crecimiento 0.13-5.74 18.63 ng/mL
Perfil tiroideo
TSH en suero 0.34-5.60 6.03 pUl/mL
T4 Libre (Tiroxina) en suero 0.58-1.64 0.86 ng/dL
Perfil hormonal
LH Hormona Luteinizante 1.26-10.05 0.16 mUl/mL
FSH Hormona Foliculostimulante 1.27-19.26 0.80 mUI/mL
Prolactina 2.64-13.13 9.00 ng/mL
Testosterona 1.75-7.81 <0.10 ng/mL
ACTH 5-46 32.1 pg/mL
Cortisol en suero 5.00-38.00 13.84 pg/dL
Insulina 2.00-29.10 0.10 pUl/mL

GH — Hormona del crecimiento

IGF-1 (somatomedina C en suero)

IGF-BP

0.10 ng/mL

122.0 ng/mL
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Figura 1. a. Arbol genealdgico con las tallas. b. Grafico resultados valores GH en el Test
de Secrecidon Nocturna. c. Fragmento de la secuencia en la que se observa en
heterocigosis la mutacion Arg161Cys en el exdn 6 del gen GHR.



