Notas clinicas

IDENTIFICATION OF THE P1
POLYMORPHISM IN THE GH1 GENE
IN TWO SIBLINGS WITH GROWTH
HORMONE DEFICIENCY

Growth hormone (GH) deficiency has a
prevalence of 1/4000-15000 and most cases
are idiopathic. Recently, molecular
modifications in the genes that regulate
the somatotropic axis have been
described. Some of these modifications
have been correlated with GH secretion
and short stature. A particular modification
is the polymorphism of intron 4 in the GH1
gene named P1 (A or T at base 1663).
Recent studies demonstrate that the
frequency of allele A is significantly higher
in patients with GH deficiency. Moreover,
patients with the A/A genotype show a
significantly lower GH peak after
stimulation, lower IGF-I levels and shorter
stature than individuals with the T/T
genotype. We report the case of two
siblings with isolated GH deficiency,
diagnosed by auxological criteria as well
as lower GH response to pharmacological
stimuli. Both children showed P1
polymorphism. They also had homozygous
-4 polymorphism (SNP rs6173) and one of
them had heterozygous -68 polymorphism
(SNP rs6171, chi-like element), although
these alterations are not associated with
abnormalities in GH secretion. Neither of
them had the 6.7 kb deletion which affects
the GH gene and which is the most
frequent deletion in familial GH deficiency
with phenotype IA. Both patients showed a
good response to GH replacement therapy.
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El déficit de hormona del crecimiento (GH) tiene una prevalencia de
1/4.000-15.000 habitantes y en la mayoria de los casos se trata de un
déficit idiopatico. En los Ultimos afnos se han identificado alteraciones
moleculares en los genes que regulan el eje somatotropo, algunas de las
cuales se han relacionado con el estado secretorio de GH y con la talla.
Ese es el caso del polimorfismo en el intrén 4 del gen GH17 llamado P-1 (A
o T en la base 1663). Recientes estudios demuestran que la frecuencia del
alelo A es significativamente superior en los pacientes con déficit de GH.
Ademas, los pacientes con genotipo A/A muestran un pico maximo de GH
tras estimulos, valores de factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I)
y talla significativamente inferiores a los de los pacientes con genotipo
T/T. Presentamos el caso de 2 hermanos diagnosticados de déficit aislado
de GH tanto por criterios auxoldgicos como por la escasa respuesta de
GH a estimulos farmacoldgicos. En ambos se identificé por estudio
genético el polimorfismo P1 del intrén 4 del gen GH17, en uno en
homocigosis y en otro en heterocigosis. También se identificé en ambos
el polimorfismo 4 en homocigosis (SNP rs6173) y en uno de ellos el
polimorfismo 68 (SNP rs6171, elemento Chi-like) en heterocigosis, si bien
éstos no se asocian a ninguna anormalidad en la secrecion de GH.
Ninguno de ellos presento la delecion de 6,7 kb, que engloba el gen GH1,
que es la delecion mas frecuente en los déficit familiares de GH con
fenotipo IA. En ambos casos se instaurd un tratamiento sustitutivo con
GH con buena respuesta al tratamiento.

Palabras clave: Hormona del crecimiento. Deficiencia de hormona del crecimiento.
Polimorfismo.

INTRODUCCION

El déficit aislado de hormona del crecimiento (GH) se estima
que es familiar entre el 5 y el 30% de los casos'?. La delecién del
gen GHI es una de las causas genéticas mds conocidas del déficit
de GH?3. En otros casos, aunque no se evidencian deleciones, exis-
ten mutaciones puntuales y polimorfismos en dicho gen en indivi-
duos con déficit de GH**. Aunque estas mutaciones en el gen GHI
se han observado tanto en pacientes con talla baja, con y sin défi-
cit de GH, como en controles, la frecuencia es mucho mayor en
los primeros’. Ademds del gen GH]I, existen otros genes que regu-
lan el eje somatotropo, de los que también se han descrito altera-
ciones en humanos, como el gen del receptor de GHRH (7p15-
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pl14)8, del Pit 1 (factor transactivador que promueve el
desarrollo de las células somatotropas [3p11])’, del re-
ceptor de la GH (5p13-p12)8, del factor de crecimiento
similar a la insulina tipo I (IGF-I) (12q22-q24)° y del
receptor de IGF-I (15q26.1)'. En ocasiones se ha po-
dido demostrar la relacidn existente entre estas altera-
ciones genéticas con la secrecién de GH y talla, como
es el caso del polimorfismo P1!!. Si bien la metodolo-
gia necesaria para el estudio genético de estos pacien-
tes no estd al alcance de la mayoria de los centros, pa-
rece justificado, en los casos en que exista mds de un
miembro de la familia afectado o en los casos de défi-
cit mds grave, buscar una causa genética. A continua-
cién se describen los casos de 2 hermanos diagnosti-
cados de déficit aislado de GH.

CASOS CLIiNICOS

Caso 1

Varén de 6 afios y 4 meses remitido para valoracién por
talla baja. Nacido tras embarazo y parto normales, pesé al
nacer 3.100 g. Presenta antecedentes personales de enfer-
medades propias de la infancia, sin otras enfermedades de
interés. Tiene antecedentes familiares de diabetes mellitus,
con una talla diana familiar de 166,5 cm (P11, —1,2 desvia-
ciones estindar [DE]). En la exploracién destaca una talla
de 103,5 cm (< P1, -2,4 DE), un peso 16,2 kg (PPC 95%),
un estadio puberal Tanner I, con testes en bolsas de 1 ml,
sin otros hallazgos de interés. Se realizan determinaciones
analiticas de bioquimica general, hemograma, sedimento
urinario y urocultivo; todos ellos normales. Los estudios
hormonales de tiroxina (T,) libre, tirotropina (TSH), hormo-
na luteonizante (LH), hormona foliculostimulante (FSH),
sulfato de dihidroepiandrosterona (DHEAS) y testosterona
son normales para su edad. Tanto los valores de IGF-I como
la respuesta de GH a estimulos fueron patoldgicos: IGF-1 3
nmol/l (valores normales [VN]: 6-48); pico de GH tras hi-
poglucemia insulinica: 1,9 ng/ml, y pico de GH tras clonidi-
na: 6,8 ng/ml. Las concentraciones de GH e IGF-I se deter-
minaron en cada muestra por duplicado mediante IRMA,
con técnica de doble anticuerpo (DSL-1900 ACTIVE® para
GH, con una sensibilidad de 0,01 ng/ml y DSL-2800 ACTI-
VE® para IGF-I, con una sensibilidad de 2,06 ng/ml). Pre-
sentaba un retraso de edad 6sea de unos 3 afios respecto a la
cronoldgica, y la resonancia magnética nuclear (RMN) de la
silla turca informé de “adenohipdfisis algo pequefia”, sin
otras alteraciones. La velocidad de crecimiento evaluada en
posteriores revisiones fue claramente patoldgica: 3,6
cm/afio (< P1, -2,6 DE). El paciente fue diagnosticado de
déficit aislado de GH, e inici6 tratamiento sustitutivo con
GH biosintética a dosis de 0,23 mg/kg/semana, con buena
tolerancia. La velocidad de crecimiento, evaluada al afio de
tratamiento, fue de 8 cm/afio (> P99, 2,9 DE).

Caso 2

Varén de 11 afios, hermano del anterior, al que se estudia
paralelamente por talla baja. Nacido tras embarazo normal
con parto pretérmino, distécico; pesé al nacer 3.470 g y mi-
di6 49 cm. No tenia antecedentes personales de interés. Pre-
sentaba una talla de 127,8 cm (P < 1, 2,5 DE), un peso de
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29,7 kg (PPC 116%) y estaba iniciando el desarrollo pube-
ral (Tanner II), con testes en bolsas de 4 ml y vello pubiano
en estadio P2. En la exploracion fisica no se hallaron otros
hallazgos patolégicos. Se realizaron determinaciones anali-
ticas de bioquimica general, hemograma, hormonas tiroide-
as, T, libre, TSH, LH y FSH, que fueron normales para su
edad. El valor de IGF-I estuvo en los limites inferiores de la
normalidad: 9 nmol/l (7-68). Los tests de estimulo para GH
fueron patoldgicos: pico de GH tras hipoglucemia insulini-
ca, 2,2 ng/ml, y pico de GH tras clonidina, 7,2 ng/ml. Las
determinaciones hormonales se realizaron con las mismas
técnicas que en el caso anterior. La edad dsea presentaba un
retraso respecto a la cronolégica de 27 meses. La RMN de
craneo fue normal en este caso. La velocidad de crecimiento
evaluada posteriormente fue de 3,9 cm/afio (P4, —1,47 DE).
Fue diagnosticado de déficit aislado de GH y se instaurd
tratamiento sustitutivo con GH biosintética a dosis de 0,21
mg/kg/semana. La velocidad de crecimiento evaluada al afio
de tratamiento fue de 8 cm/afio (P > 99, 3,5 DE).

Estudio genético

Partiendo de leucocitos de sangre periférica, se extrajo el
ADN por métodos convencionales fenol-cloroformo. Me-
diante amplificacién por reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR) y andlisis de endonucleasas de restricciéon (Smal),
se descart6 la delecién de 6,7 kb que engloba al gen GHI?
en ambos casos. Posteriormente se realizé otra PCR especi-
fica para amplificar el gen GHI. Una vez comprobada la
eficiencia de la PCR, los productos se sometieron a una se-
cuenciacion ciclica directa y bidireccional. Para ello se usé
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing kit (Amers-
ham Biosciences, Uppsala, Suecia). Los productos de se-
cuencia fueron sometidos a electroforesis en el MegaBACE
1.000 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia). En las se-
cuencias analizadas se objetivaron los siguientes cambios:
el polimorfismo P1 del intrén 4 (T > A) en homocigosis en
el paciente 1 y en heterocigosis en el paciente 2. Este cam-
bio se ha asociado con una menor secreciéon de GH'!. Tam-
bién encontramos otros 2 cambios que no se han asociado
con ninguna anormalidad: 4 (SNP rs6173) en homocigosis
en ambos pacientes, y 68 (SNP rs6171) en heterocigosis en
el paciente 2.

DISCUSION

El gen de la GH est4 localizado en el brazo largo del
cromosoma 17 (17q22-24)'2, en un grupo de 5 genes:
GHI, gen de la GH hipofisaria; GH2, gen de la GH
placentaria, que codifica una variante de la GH (GH-
V); CSHI y CSH2, que codifican las somatotropinas
coridnicas, y CSHPI, que es un seudogén (sufre una
mutacion que afecta al proceso de corte y empalme de
su ARNm). Los 5 genes tienen 5 exones y 4 intrones,
y son marcadamente homdlogos entre si, de modo que
entre ellos se dan fendmenos de conversién génica
que dan lugar a polimorfismos'>.

Se han descrito diferentes fenotipos de déficit aisla-
do de GH familiar'*'6. El IA se hereda de forma auto-
sOmica recesiva (AR) y cursa con ausencia de GH en-
dégena. La base molecular suele ser una delecién en
homocigosis del gen GHI, més frecuentemente de 6,7
kb, aunque pueden ser de hasta 45 kb>'4!7. Otras veces
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son mutaciones del gen GHI (mutaciones sin sentido,
mutaciones que alteran el procesamiento del ARNm,
etc.)>!>13, Estos individuos tienen un retraso de creci-
miento muy acusado y de aparicién temprana, asi
como un fenotipo caracteristico; es frecuente la hipo-
glucemia. Tienen riesgo de desarrollar anticuerpos
contra la GH con el tratamiento sustitutivo®. El tipo IB
se hereda de forma AR y cursa con valores disminui-
dos de GH. Se debe a mutaciones en el intrén 4 o de-
leciones de 2 bases en el ex6n 3, aunque en algunos
casos se han descrito mutaciones en el gen del recep-
tor de GHRHY. El tipo II es autosémico dominante
(AD) y cursa con valores disminuidos de GH1'*6, Se
debe a mutaciones en un alelo en el intrén 3 del gen
GH1, que provoca la pérdida del exén 3 dando lugar a
una proteina truncada'®*?*, aunque recientemente se
han descrito otras mutaciones®. La tipo III se hereda
ligada al cromosoma X y cursa con valores disminui-
dos de GH, ya que en el cromosoma X hay varios loci
capaces de regular la secrecién de GH. Se han descrito
también mutaciones en el gen GHI en pacientes con
GH bioinactiva®.

La delecién del gen GHI como causa de déficit gra-
ve de GH es bien conocida. Vnencak-Jones et al® en-
contraron que el 29% de los pacientes con déficit de
GH vy talla inferior a -5 DE eran homocigotos para la
deleciéon de GHI. Si, ademds, presentaban la clinica
antes de los 6 meses de edad, este porcentaje se eleva-
ba al 67%. Parks et al?’ encontraron deleciones en el
gen GHI en el 56% de sus pacientes con déficit de
GH y talla < —4 DE. En el subgrupo de pacientes con
respuesta de GH a GHRH inferior a 4 ng/ml, este por-
centaje era del 56%. Por tanto, la frecuencia de dele-
ciones del gen GHI es mayor cuanto mds grave es el
déficit. Por su parte, Wagner et al® estudiaron la preva-
lencia no sdlo de las deleciones, sino también de otras
alteraciones genéticas en el déficit grave de GH, y en-
contraron que éstas dependian del fenotipo familiar y
de factores geogréficos. Asi, la frecuencia de altera-
ciones genéticas detectadas en el gen GHI en familias
con déficit familiar de GH tipo IA fue del 66,7% y del
9,9% en el resto. La frecuencia en pacientes del norte
de Europa (11,6%) fue menor que en paises medite-
rraneos (14,7%) y asiaticos (31,2%).

Giordano et al'® han descrito 12 haplotipos diferen-
tes en la regién promotor proximal 5’ del gen GHI,
una regién con un inusual alto grado de variabilidad.
Sin embargo, no se ha podido demostrar una diferen-
cia significativa en la presentacion de estos haplotipos
entre pacientes con déficit de GH y los controles.

Por tanto, si bien se han demostrado diversas altera-
ciones genéticas en pacientes deficitarios de GH, po-
cas veces se ha demostrado la relacién de éstas con la
secrecion de GH. Algunos trabajos han estudiado poli-
morfismos en el gen GHI asociados a la secrecién de
GH. Hasegawa et al'! describieron el polimorfismo en
el intrén 4 del gen GHI, que llamaron P1 (A o T en la
base 1663) y lo asociaron con el estado secretor de
GH. Estudiaron a pacientes prepuberales con talla

526 Endocrinol Nutr 2004;51(9):524-7

baja, con y sin déficit de GH, y a adultos normales. La
frecuencia del alelo A era significativamente mayor en
el grupo de déficit de GH que en el resto. Ademds, se
estudiaron en los distintos genotipos 3 pardmetros:
pico maximo de GH en test de estimulo, IGF-I y talla.
Los valores de los 3 pardmetros fueron significativa-
mente superiores en el genotipo T/T que en el A/A en
nifios bajos, con y sin déficit de GH. En el grupo de
adultos normales también fueron superiores el IGF-1y
la talla en el genotipo T/T pero sin significacién esta-
distica. En el grupo total, también la talla y el IGF-I
fueron mayores en el genotipo T/T que en A/A, aun-
que s6lo hubo significacion estadistica para IGF-I1. P1
estd asociado, a su vez, con otros 2 lugares polimorfi-
cos en la region promotor de GH/I llamados P2 y P3.
A o T en P1 se corresponden con T o G en P2, respec-
tivamente. P2 se ha relacionado también con la secre-
ciéon de GH. Por tanto, parece que estos polimorfismos
en el gen GHI pueden determinar parcialmente la se-
creciéon de GH, quizd por un efecto transcripcional di-
recto de P1 o por regulacion de la transcripcion en el
promotor de GHI por P2 o P3'".

En nuestros pacientes, aunque se descart6 la dele-
cién del gen GHI y no se encontraron mutaciones en
la secuencia de dicho gen, se pudo demostrar en am-
bos el polimorfismo P1.

En uno de nuestros pacientes se detectd en hete-
rocigosis un elemento Chi-like. La secuencia Chi
(GCTGGTGG) es una secuencia bien caracterizada
que promueve la recombinacion en E. coli y bacterio-
fagos A. En eucariotas, las secuencias Chi-like se ob-
servan con frecuencia cerca de segmentos que sufren
recombinacidn y se asocian a posiciones mas suscepti-
bles de conversién génica. Sin embargo, este poli-
morfismo no se ha asociado con alteraciones en la se-
creciéon de GH.

La conveniencia de realizar estudio genético de los
genes relacionados con la sintesis de GH en un pacien-
te con déficit dependeria de la existencia de alguna de
las siguientes circunstancias: mas de un miembro de la
familia afectado o consanguinidad; pacientes con grave
retraso del crecimiento (talla < 3 DE, especialmente si
es de comienzo temprano); déficit de GH que tenga o
haya tenido episodios de hipoglucemias; respuesta a
GH a estimulos < 2 ng/ml; cuando no respondan al
factor liberador de GH; ante deficiencia de GH, TSH y
prolactina; desarrollo de anticuerpos anti-hGH durante
el tratamiento con GH, o déficit de GH que se asocie
con otro sindrome con incidencia familiar®.
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