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Resumo

Costalonga EF. Farmacogenética do tratamento com horménio de crescimento
(GH) recombinante humano em criancas com deficiéncia de GH [tese].
Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 86p.

O hormonio de crescimento (GH) recombinante humano (rhGH) é o unico
tratamento disponivel para criangas com deficiéncia de GH (DGH). Embora
os resultados sejam em média satisfatérios, existe uma ampla variabilidade
individual, de forma que alguns individuos ainda falham em atingir uma
estatura normal ou dentro do seu potencial genético, mesmo quando
diagnosticados e tratados sob as mesmas recomendacgdes. Parte dessa
variabilidade tem sido atribuida a falta de individualizacdo da dose, uma vez
que a terapia é baseada em doses fixas de rhGH ajustadas somente pelo
peso. As variaveis clinicas preditivas de resposta ao tratamento com rhGH
conhecidas até o momento explicam apenas 50% da variabilidade
observada, sugerindo que outros parametros preditivos ainda estejam por
ser reconhecidos. Apesar do intenso progresso de estudos moleculares,
variaveis genéticas envolvidas na modulagéo da capacidade de resposta ao
tratamento com rhGH permanecem amplamente desconhecidas. Sendo
assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia de variantes
génicas comuns, presentes em genes envolvidos nos mecanismos de agao
do GH, sobre a capacidade de resposta de crescimento de criangas com
DGH tratadas com rhGH, de forma a fornecer ferramentas para a
individualizagdo do tratamento. Quatro polimorfismos de importancia
funcional presentes em trés genes envolvidos nos mecanismos de ag¢ao do
GH foram correlacionados a capacidade de resposta ao tratamento com
rhGH em 84 criancas pré-puberes com DGH. Os achados moleculares foram
correlacionados com a velocidade de crescimento no primeiro ano (n=84) e
com a altura ao final (n=37) apds tratamento com rhGH. As analises
estatisticas foram ajustadas para as demais variaveis clinicas relacionadas a
resposta ao tratamento com rhGH. Trés desses polimorfismos — a presenca
(GHRIl) ou auséncia (GHRd3) do exon 3 do gene do receptor de GH (GHR);
as repeticdes (CA)n, da regido promotora do gene do fator de crescimento
insulina-simile -1 (IGF1); e o polimorfismo -202 A/C, da regido promotora do
gene da proteina transpostadora de IGF-3 (IGFBP3) - influenciaram de forma
independente e interativa a capacidade de reposta ao tratamento com rhGH
em criangas com DGH; enquanto que o polimorfismo p.Leu544lle do GHR
nao demonstrou influéncia sobre nenhum dos parametros analisados.
Individuos portadores de pelo menos um alelo GHRd3 apresentaram maior
altura final ap6s tratamento com rhGH do que individuos homozigotos para o
alelo GHRIfl. Individuos homozigotos para o alelo de 19 repeticbes CA na
regiao promotora do IGF1 demonstraram velocidade de crescimento no
primeiro ano e altura final inferiores em relagao aos individuos portadores de
pelo menos um alelo alternativo. Finalmente, os homozigotos para o alelo
IGFBP3 -202 A apresentaram maiores concentracbes de IGFBP-3 sérica e
maior velocidade de crescimento no primeiro ano de tratamento com rhGH




do que individuos carreadores de pelo menos um alelo C nesse mesmo
locus. Embora estudos de validagao sejam ainda necessarios, acreditamos
que as informagdes geradas por este e outros estudos - direcionados a um
melhor entendimento das bases moleculares envolvidas na capacidade de
resposta ao tratamento com rhGH - possam servir no futuro como importante
ferramenta de individualizacdo do tratamento com rhGH.

Descritores: 1.Farmacogenética 2.Medicina individualizada 3.Horménio do
crescimento/deficiéncia 4.Horménio do crescimento humano/genética
5.Horménio do crescimento humano/uso terapéutico 6.Receptores da
somatotropina/genética  7.Fator de crescimento insulin -like Il/genética
8.Proteinas de ligacdo a fator de crescimento insulin-like/genética
9.Polimorfismo genético/efeitos de drogas




Summary

Costalonga EF. Growth hormone pharmacogenetics in children with growth
hormone deficiency [thesis] “Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2010. 86p.

Recombinant human growth hormone (rhGH) is the standard treatment for
children with growth hormone deficiency (GHD). Although growth outcomes
are usually satisfactory, there is a wide range of individual variability, so that
some children do not achieve normal adult height or fail to reach final heights
near their genetic potential, even when diagnosed and treated according to
the same recommendation. Part of this variability has been attributed to the
lack of treatment individualization, since therapy is based on fixed rhGH
doses adjusted only by body weight. Clinical variables which predict growth
responses to rhGH so far explain only 50% of the variability observed,
suggesting that other influential factors may be missing from current
prediction models. Despite the striking progress of molecular studies, genetic
variables which are involved in modulation of rhGH responsiveness remain
largely unknown. Thus, the aim of the present study was to evaluate the
influence of common genetic variants present in genes involved in GH
actions on the rhGH responsiveness of children with GHD. We assessed the
influence of four functional polymorphisms in three genes involved in GH
actions on treatment outcomes after rhGH treatment in 84 prepubertal
children with GHD. Genotypes were correlated to first year growth velocity (n
= 84) and final height after treatment (n = 37). Statistical analyses were
adjusted for other clinical influential factors. Our results demonstrated that
three of these polymorphisms — the presence (GHRd3) or absence (GHRTl)
of GH receptor (GHR) gene exon 3; the (CA)n repeats, in the insulin-like
growth factor-1 (IGF1) promoter region; and the -202 A/C polymorphism, in
the promoter region of insulin-like growth factor binding protein -3 (IGFBP3)
gene — can independently and interactively influence the rhGH
responsiveness of children with GHD. On the other hand, the p.Leu544lle
variant of the GHR did not show any detectable influence. Individuals with at
least one GHRd3 alelle had higher final height after rhGH treatment than
individuals homozygous for the GHRfl allele. Homozygous for the IGF1 19
CA repeats allele presented lower first year growth velocity and lower final
heights than those with at least one alternative IGF1 allele. Moreover,
patients homozygous for the IGFBP3 -202 A allele presented higher IGFBP-3
serum levels and higher first year growth velocity than patients with at least
one IGFBP3 C allele. Despite further validation studies are required, we
believe that the results of this and other studies - directed to a better
understanding of genetic basis of rhGH responsiveness - can be used, in the
future, as important tools for rhGH treatment individualization.

Descriptors: 1.Pharmacogenetics  2.Individualized Medicine  3.Growth
Hormone 4.Receptors, Somatomedin 5.Insulin-Like Growth Factor |
6.Insulin-Like Growth Factor Binding Proteins 7.Polymorphism, Genetic




1 INTRODUCAO



Introdugéo 2

Na década de 50, o horménio do crescimento (Growth Hormone, GH)
obtido de hipofise de cadaver foi pela primeira vez utilizado para tratar a
baixa estatura de criangas com deficiéncia de GH (DGH) (V. Na década de
80, com o advento do horménio de crescimento recombinante humano
(rhGH), houve um crescente aumento no uso deste hormébnio para o
tratamento de individuos com DGH assim como com outras causas de baixa
estatura @. Hoje, cerca de 100.000 criangas sao tratadas com rhGH em todo
mundo @3, Apesar da extensa experiéncia de 40 anos de uso, a estratégia
terapéutica permanece amplamente inalterada: baseada em doses fixas
ajustadas somente pelo peso ou superficie corporea, sem levar em
consideragdao os diferentes graus de sensibilidade individual Sl
Em criancas com DGH, a Growth Hormone Research Society recomenda
que as doses variem entre 33 e 50 ug/kg/dia ® mas a dose exata que é
habitualmente utilizada é determinada de forma empirica e arbitraria por
cada servigo. Nos EUA, por exemplo, utiliza-se doses diarias entre 25 e
50 ug/kg/dia, enquanto na Europa as doses variam de 25 a 35 pg/kg/dia € no

38  Nesse contexto, embora os

Japao nao ultrapassam 25 pg/kg/dia
resultados obtidos sejam em média satisfatorios, observa-se uma ampla
variabilidade do ponto de vista individual (Figura 1), de forma que alguns

individuos ainda falham em atingir uma estatura normal e/ou dentro do seu




Introdugéo 3

potencial genético, mesmo quando diagnosticados e tratados sob as

mesmas recomendagdes @47®).
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Figura 1: Variabilidade de respostas de crescimento em criangas com
deficiéncia de GH tratadas com GH no servico de Endocrinologia do
Desenvolvimento do HC-FMUSP. A) Velocidade de crescimento no primeiro
ano de tratamento (criangas exclusivamente pré-puberes). B) Escore-Z de
altura final apos tratamento com rhGH ©

Nos ultimos anos, tem havido uma progressiva mudanca de
paradigma na medicina, através da convergéncia da abordagem terapéutica
tradicional - baseada em doses fixas - para uma terapéutica individualizada,
com estratégias de conduta ajustadas ao perfil clinico e biolégico de cada
individuo ®*1%_ A Iégica primordial desse tipo de abordagem é que, a partir
do conhecimento do grau de sensibilidade individual, pode-se definir qual a
melhor droga a ser utilizada para determinado individuo ou ainda

estabelecer um ajuste posologico desde o momento da instituicdo do
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tratamento 'V, No caso da terapia com rhGH em individuos com DGH, em
que nao ha tratamento alternativo disponivel, a abordagem individualizada
envolveria a determinacdo da dose minima necessaria a obtengao de
resultados efetivos com redugao dos custos e riscos 19 No entanto, a fim de
que essa abordagem seja possivel, sdo necessarias ferramentas que
permitam prever de forma acurada e objetiva o potencial de resposta de
cada individuo.

Analises de regressao linear multipla com informagdes coletadas de
bancos de dados de um grande numero de individuos tratados com rhGH
tém sido utilizadas para o desenvolvimento de equacgdes preditivas da
resposta ao tratamento com rhGH a partir do uso combinado de diversas
variaveis clinicas e laboratoriais envolvidas na determinacdo da capacidade

de resposta 1214

. No entanto, a aplicabilidade clinica desses chamados
“‘modelos preditivos de resposta ao tratamento com rhGH” ainda nao foi

alcangada, o que pode ser atribuido a limitagdes tais como:
a) baixa capacidade preditiva, ja que as variaveis identificadas até o
momento (Quadro 1) explicam no maximo 40-60% da

variabilidade de resposta no primeiro ano de tratamento, e menos

ainda em relagao a altura final,

b) dependéncia de dados retrospectivos, tais como velocidade de
crescimento no primeiro ano de tratamento e dados relativos ao
inicio da puberdade — limitando dessa forma a instituicdo da

individualizagdo no momento do inicio do tratamento; e
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c) baixa precisdo, resultando em valores preditivos com amplo

desvio-padréo e, portanto, inadequados para a utilizagdo como

ferramentas de definicdo de conduta clinica.

Todas essas limitagbes evidenciam a importancia de se buscar um

aprimoramento dessa capacidade preditiva, o qual pode ser alcangado

através da identificacdo de fatores influentes adicionais, tais como os

genéticos.

Quadro 1: Fatores determinantes da capacidade de resposta ao tratamento
com GH a curto e a longo prazo em criangas com DGH (revisados na ref. (9))

RESPOSTA A CURTO PRAZO
(1° ANO)

RESPOSTA A LONGO PRAZO
(ALTURA FINAL)

e Pico de GH apés estimulo
¢ |dade cronoldgica inicial

e Z de altura inicial

e Altura-alvo

e Dose de hGH utilizada

e Z de peso inicial

e Z de peso ao nascer

e Numero de injegcbes /semana.

Resposta de crescimento no 1° ano
Altura-alvo

Pico de GH apds estimulo

Z de altura inicial

Duracéao do tratamento

Idade cronoldgica inicial

Sexo

Puberdade espontanea ou induzida
Idade do inicio da puberdade

Altura do inicio da puberdade
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1.1 Farmacogenética e estudos de associacdo genética

Estudos dos ultimos 50 anos tém evidenciado o papel determinante
do background genético sobre a capacidade de resposta terapéutica e
sensibilidade a efeitos adversos de diversos farmacos. A partir do crescente
interesse pela busca de informagdes genéticas que permitissem a
individualizagao terapéutica, houve o desenvolvimento de uma nova area da
ciéncia, denominada farmacogenética, que se refere ao “estudo da
contribuigdo da carga genética sobre as variagdes individuais de resposta a
tratamentos farmacolégicos” e ao “uso da informacdo genética para
individualizar um tratamento” ('"1519),

A primeira referéncia a variabilidade de resposta terapéutica data de
510 a.C., quando Pitagoras observou intoxicagcédo por determinadas favas em
alguns individuos, mas ndo em outros. Dois mil e quinhentos anos depois,
Alving e cols, em 1956 (") demonstraram que a exposigcao a determinadas
favas frescas (e também a primaquina, ao AAS, a fenacetina e as
sulfonamidas) causava anemia hemolitica em pacientes com alteragdo da
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, dessa forma inaugurando a era da
farmacogenética (1619,

Embora haja alguns casos bem definidos como este, de variantes
genéticas isoladas desempenhando efeitos pronunciados sobre a resposta a
drogas (modelo monogénico), em geral essa resposta € produto de
polimorfismos presentes em poucos (modelo oligogénico) ou multiplos

g (1819

(modelos poligénico) genes que agem de forma interativ ). A maioria
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dessas variagdes confere impacto apenas modesto em nivel individual, o
que dificulta sua identificacdo através dos estudos genéticos classicos, tais
como estudos de linkage. Entretanto, por apresentarem freqliéncias de
distribuicdo relativamente altas, podem apresentar efeito pronunciado em
nivel populacional ?%2?),

A semelhanga do que ocorreu em relacdo aos estudos sobre a
contribuicdo genética nas doencas de heranca complexa, estudos de
farmacogenética permaneceram durante muitos anos estagnados. Embora
sua fundacgéao conceitual tenha ocorrido ha mais de 50 anos, o real progresso
dessa area da ciéncia sO se tornou possivel a partir dos conhecimentos
obtidos com o projeto genoma, resultando num crescimento geométrico do
numero de estudos publicados sobre o assunto nos ultimos anos''®.

Até o momento, a maioria dos estudos de farmacogenética tem

utilizado os chamados estudos de associacdo genética (1% 20 2329

para a
identificacdo das variaveis genéticas envolvidas na determinacdo da
variabilidade de respostas as medidas terapéuticas de interesse. Em geral, o
primeiro passo destes estudos € a escolha da regidao do genoma a ser
investigada. Embora estudos envolvendo todo genoma (whole genome
scans) tenham o potencial de propiciar quebras de paradigmas - através da
identificacdo de genes antes nao previamente relacionados a caracteristica
estudada - por questbes de custo-efetividade, a abordagem mais
frequentemente utilizada é a baseada em “genes candidatos”. Essa estratégia

se baseia na utilizacdo dos conhecimentos de fisiologia, fisiopatologia ou

estudos de linkage para a selegado dos genes mais provavelmente envolvidos
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na determinagao do trago estudado, resultando, portanto, em menor custo
financeiro e operacional de genotipagem, além de um menor “custo
estatistico”, por minimizar o efeito dos “multiplos testes” sobre o poder
estatistico do estudo > %) No caso da farmacogenética, a escolha dos
genes candidatos pode ser fundamentada tanto na farmacocinética
(mecanismos de absor¢ao, distribuicdo, metabolizagcdo e excreg¢ao) quanto
na farmacodinamica (mecanismo de acdo no tecido alvo e cascata de
sinalizagdo) da medicacdo de interesse (9.

Definidos os genes candidatos, uma ou mais variagées de sequéncia
sao utilizadas como marcadores genéticos para detectar a associacao entre
determinada regido do genoma e a caracteristica de interesse, tal como o
perfil de resposta ao tratamento farmacolégico. No entanto, é importante
destacar que a presenga de associacdo nem sempre implica em
causalidade, ja que os marcadores genéticos podem estar tanto diretamente
relacionados a variabilidade observada (variante funcionalmente importante)
quanto estar associados (em desequilibrio de ligagdo - LD) a uma outra
variante que n3o foi diretamente estudada, mas que é causativa 22329,

Os polimorfismos de base unica (SNPs) s&o marcadores utilizados
extensivamente nesses estudos devido a sua alta frequéncia (cerca de
1 SNP a cada 300pb) e da crescente facilidade de automatizagdo na
genotipagem. Os SNPs podem influenciar caracteristicas fenotipicas através
de inumeros mecanismos, tais como: troca de aminoacido na proteina
codificada, alteragdo de sitio de “splicing”, alteracdo do nivel de expressao

da proteina, alteracdo da estabilidade do RNAm ou alteracdo da acao de

microRNAs ©¢7:28),
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Com relacédo a selecao dos polimorfismos a serem estudados, uma
metodologia comumente utilizada € a chamada “estratégia do polimorfismo
candidato” em que poucos polimorfismos de importancia funcional previamente
descrita ou altamente provavel sao selecionados para estudo (19), Apesar de
ser uma estratégia altamente eficiente, esta nem sempre ¢é possivel,
especialmente porque o numero de polimorfismos de importancia funcional
conhecida é evidentemente inferior ao numero de variagbes existentes.
Assim, quando nao ha evidéncias de um possivel “polimorfismo candidato”
nos genes de interesse, ou simplesmente quando se pretende conhecer toda
variabilidade comum de determinado gene, pode-se utilizar uma segunda
estratégia que utiliza os chamados Tag SNPs, que sdo um conjunto de
SNPs cuidadosamente escolhidos com base no padrao de desequilibrio de
ligacdo de determinada populagdo, capazes de capturar a maior parte da
variabililidade genética da regido do genoma selecionada (?2>%)
No presente estudo, optamos pela estratégia do polimorfismo candidato,
uma vez que ja haviam sido descritos polimorfismos comuns e de

importancia funcional nos genes de interesse, propiciando dessa forma uma

melhor relagdo de custo efetividade no processo de investigagao.

1.2 Farmacogenética do tratamento com rhGH

Apesar do intenso progresso dos estudos moleculares nas ultimas

décadas e da clara influéncia genética sobre o crescimento humano ©%3"),

variaveis genéticas envolvidas na modulagdo da capacidade de resposta
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ao tratamento com rhGH permanecem amplamente desconhecidas.
Até recentemente, estas eram apenas indiretamente levadas em
consideragao, atraves da inclusao da altura-alvo nos modelos preditivos de

resposta ao tratamento com rhGH (3239

. Os primeiros trabalhos nesse
sentido foram desenvolvidos nos ultimos cinco anos e tiveram como objeto
de estudo inicial o gene do receptor do GH (GHR), ja que esta é a primeira
molécula-chave envolvida na mediagdao das agdes deste hormdnio. Em
2004, foi demonstrado que um polimorfismo comum do GHR — a presenca
ou auséncia do exon 3 - estava relacionado a capacidade de resposta ao
tratamento com rhGH em individuos portadores de baixa estatura idiopatica
ou nascidos pequenos para idade gestacional (3% Este trabalho inaugurou
a era da farmacogenética do tratamento com rhGH e introduziu o
importante conceito de que variagdes comuns em genes envolvidos no eixo
GH - IGF1 podem desempenhar um papel na predicdo de resposta a
terapia com rhGH.

Considerando-se que o conhecimento da base genética envolvida
com a ampla variabilidade de respostas ao tratamento com rhGH pode
contribuir para a construgcao de ferramentas uteis a individualizagdo da
terapia com rhGH, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia de
polimorfismos comuns, de importancia funcional previamente descrita,
presentes em genes envolvidos com a acdo do GH/IGF-1 sobre a
resposta de crescimento obtida apds tratamento com rhGH em criancgas

com DGH.




Introdugéo 11

1.3 Mecanismos de acao do GH e eixo GH-IGF-1

As acbes do GH sdo mediadas por um receptor de membrana
pertencente a superfamilia dos receptores de citocinas, o GHR. A transdugéao
do sinal intracelular é dependente da associagcao do receptor a uma proteina
com atividade de tirosina quinase, conhecida como Janus quinase dois
(JAK2). A ligacdo do GH aos receptores pré-dimerizados promove uma
alteracdao na conformacao espacial da porcao intracitoplasmatica do GHR,
ativando a JAK2 e desencadeando a cascata de sinalizacao intracelular do
GH. A STATS5b (Signal Transducer and Activators of Transcription 5b) é a
principal proteina citoplasmatica que medeia as agbes do GH, como o
estimulo direto a proliferagdo celular %, a sintese de IGF-1, de sua proteina
ligadora (IGFBP-3) e da subunidade acido-labil (ALS). A finalizacéo do sinal
via GHR é predominantemente mediada por proteinas da familia SOCS
(supressors of cytokine signaling), que consiste de pelo menos 8 membros —
CIS (cytokine inducible SH2-containing protein) e SOCS-1 a SOCS-7, dos
quais os mais diretamente envolvidos com a sinalizagdo do GH parecem ser
SOCS 1,2,3 e CIS ) (Figura 2).

Parte das agdes promotoras de crescimento do GH s&o mediadas
pela acdo do IGF-1, o qual atua tanto por via enddcrina quanto por via
autdcrina e paracrina. O IGF-1 presente na circulacéo e no fluido extracelular
encontra-se ligado a uma familia de proteinas transportadoras de alta

afinidade, as IGFBPs (IGF-binding proteins). Atualmente, estdo bem
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caracterizadas do ponto de vista molecular e bioquimico seis IGFBPs,
denominadas IGFBP-1 a IGFBP-6. As IGFPBs regulam a disponibilidade dos
IGFs para seus sitios de acdo no receptor IGF-1R, além de apresentarem
funcdes independentes sobre o crescimento celular ©®®. No soro, 70-80% do
IGF-1 circulante encontra-se na forma de um complexo ternario com a
IGFBP-3 e a ALS, aproximadamente 20% encontra-se ligado a outras

IGFBPs e menos de 5% é encontrado na forma livre 3%,

AcGes promotorasde crescimento

STAT 5b

Figura 2: Esquema do mecanismo de transdug¢ao do sinal mediado por GH
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1.4 Polimorfismos candidatos

1.4.1 Gene do Receptor do Hormaénio do Crescimento (GHR)

O GHR é codificado por um unico gene localizado no cromossomo 5
no locus p13.1-p12, apresentando 87 kb de extensdo. A regido codificadora
€ composta pelos exons 2 a 10. O exon 2 codifica os 11 pb finais da regido
5" nado traduzida, a sequéncia que codifica 18 aminoacidos(aa) sinalizadores
para o transporte intracelular da proteina e os 5 primeiros aminoacidos da
porcao extracelular do GHR. Os exons 3 ao 7 codificam a maior parte da
porcao extracelular do GHR (238 aa, que correspondem ao dominio de
ligacdo do horménio ao receptor). O exon 8 codifica os 3 ultimos
aminoacidos do dominio de ligagdo do horménio, os 24 aa hidrofébicos que
compdéem o dominio transmembranico e 0s 4 primeiros aminoacidos do
inicio da porcgao intracelular. Os exons 9 e 10 codificam os 346 aa restantes
do dominio intracelular, essenciais para a transdugao do sinal; e o exon 10

também codifica a seqliéncia 3" no traduzida do GHR 29 (Figura 3).

— . Porgao Poreao Porgao
Segiiencia sinal extracelular Transmembrana intracelular
} : |
UTR5’ 2 3 4 35 6 7 8 9 10

Cromossomo 5 p13.1=-pi2

Figura 3: Representagédo esquematica da estrutura do gene do GHR
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Para o presente estudo, foram selecionados dois polimorfismos desse
gene: a presenca ou auséncia do exon 3 — que participa da codificacdo da
porcao extracelular do receptor - e o SNP ndo sinbnimo p.Leu544lle
localizado no exon 10, o qual participa da codificagdo da porgéao intracelular,

envolvida com a transdug¢ao do sinal mediada por GH.

1.4.1.1 Presencgaou ausénciado exon 3do GHR

A auséncia do exon 3 € um polimorfismo comum do GHR, sendo que,
na populagdo caucasiana, cerca de 43 % dos individuos sdao homozigotos
para o GHR full length (GHR{l/fl), 12% s&o homozigotos para GHR com exon
3 deletado (GHRd3/d3) e 46% sao heterozigotos (GHRfl/d3) “**4. Embora
estudos iniciais tenham documentado um padrdo de expressdo tecido
especifico, evidéncias subseqlentes demonstraram que a expressao dessas
duas isoformas de GHR é especifica para cada individuo e transmitida como
um traco mendeliano “®. O mecanismo de origem das duas isoformas foi
revelado por Pantel e cols., que demonstraram que a perda do exon 3
resultava de um processo de recombinagdo homodloga entre duas
sequéncias retrovirais flanqueadores desse exon que ocorreu
exclusivamente em humanos 3.

O GHR gerado pelo alelo GHRdA3 apresenta delecédo de 22
aminoacidos, além da substituicdo do aminoacido acido aspartico por
alanina (conservado em espécies de mamiferos) na regido amino-terminal
do receptor, correspondente ao dominio de ligacdo ao GH ©2.

Estes aminoacidos n&o participam diretamente na ligagcdo do horménio
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ao receptor, de forma que ambas as isoformas, GHRfl e GHRdS3,
ligam-se ao GH com afinidades similares (46)  Por outro lado, estudos
funcionais demonstraram que células transientemente transfectadas com
GHRdA3 induzem transdugédo do sinal apdés tratamento com GH 30%

34 Nao houve

superior ao de células transfectadas com GHRIl
diferenca na atividade transcricional observada entre as células
transfectadas com GHRdA3 isolado ou associado ao GHRIfl, sugerindo
efeito dominante do alelo GHRd3.

Dos Santos e col., em 2004, estudando dois coortes independentes
de criangas nascidas pequenas para a idade gestacional ou com baixa
estatura idiopatica (totalizando 172 criancas), tratadas com doses
semelhantes de rhGH, demonstraram que pacientes portadores de pelo
menos um alelo GHRd3 apresentavam incremento na velocidade de
crescimento durante o primeiro e segundo anos de tratamento com rhGH de
2 a 3 cm/ano superior ao dos pacientes homozigotos para o alelo GHRIfl
(p < 0,0001). O gendtipo em relagao ao exon 3 foi o principal fator preditivo
de resposta ao tratamento com rhGH apds ajuste para sexo, idade de inicio
de tratamento e dose %,

Em 2006, nosso grupo avaliou a influéncia desse mesmo polimorfismo
sobre a resposta ao tratamento com rhGH de pacientes com DGH bem
caracterizada. Pacientes homozigotos para o alelo GHRfl apresentaram
menor velocidade de crescimento e menor ganho de altura no primeiro ano

de tratamento, assim como menor altura final ao término do tratamento,

quando comparados com pacientes carreando pelo menos um alelo GHRd3.
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A diferenca média de altura final em escores de desvios padrao entre os dois
grupos foi de 0,9, favorecendo os pacientes carreadores de pelo menos um
alelo GHRd3 “"). Embora os resultados de estudos posteriores nao tenham
sido uniformes quanto a essas observagbes, uma série de estudos
envolvendo esse polimorfismo em diferentes condi¢gbes clinicas apontam
para evidéncias de uma maior sensibilidade ao GH na presenga do alelo
GHRd3 (Tabela 1) “®50. Além disso, uma metanalise recente evidenciou a
presenca de uma influéncia pequena mas significativa do gendtipo
GHR-exon3 sobre a velocidade de crescimento no primeiro ano de
tratamento de individuos com DGH tratados com rhGH ©,

Desta forma, incluimos o estudo desse polimorfismo em nosso
trabalho, sobretudo a fim de avaliar de que forma o mesmo poderia atuar
de forma interativa com as demais variagcdes genotipicas comuns

selecionadas.
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Tabela 1: Apresentagao resumida dos trabalhos que avaliaram a influéncia
do gendtipo GHR-exon3 sobre diferentes parametros de sensibilidade ao GH

Autor Ano Parametro Efeito do
alelo GHRd3

Criancas com DGH tratadas com rhGH

Jorge e cols.“” 2006 VC 1°ano e Altura final Positivo

Blum e cols.“® 2006 VC 1°ano Neutro

Pilotta e cols.®” 2006 VC 1°ano Neutro

Raz e cols.”” 2008 VC 1°ano Positivo
Altura final Neutro

Marchisotti e cols.®? 2009 Incremento de IGF-1 Positivo

Wassenaar e cols.®" 2009 VC 1° ano (metanalise) Positivo

Criangcas com Sindrome de Turner tratadas com rhGH

Binder e cols.“? 2006 VC 1°ano Positivo

Binder e cols.® 2007  Altura final Positivo

Criancas nascidas PIG tratadas com rhGH

Dos Santos e cols.®** 2004 VC 1°ano Positivo

Carrascosa e cols.“?) 2006 VC 1°ano Neutro

Criancas com baixa estatura idiopética tratadas com rhGH

Dos Santos e cols.®* 2004 VC 1°ano Positivo

Tauber e cols.“” 2007 VC 1°ano Positivo

Min Ko e cols.® 2009 VC 1°ano Positivo

Toyoshima e cols.®® 2007 Teste de geragao de IGF-1 Positivo

Adultos com DGH tratados com rhGH

Van der Klaauw e cols.®® 2008 Aumento de IGF1 Positivo

Barbosa e cols.®” 2009 Aumento de IGF1 Neutro

Adultos com Acromegalia

Schmid e cols.®® 2007 Concentracdo de IGF-1 Positivo
por concentracdo de GH

Mercado e cols.®® 2008 Normalizagdo do IGF1 Positivo
com tratamento

Bianchi e cols.®” 2008 Resposta ao tratamento Positivo

Bernabeu e cols.®" 2010 com pegvisomant Positivo
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1.4.1.2 Polimorfismo p. lle544Leu do GHR

A porc¢ao intracelular do GHR, onde ha interagao do receptor com a
JAK2 e STAT5b, é codificada pelos exons 9 e 10. Por isso, essa regiao foi
extensivamente estudada em busca de mutacbes que pudessem estar
relacionadas ao fendtipo de resisténcia ao GH ou de baixa estatura
idiopatica ©?. Nesses trabalhos, foram identificadas algumas variantes
genéticas, que posteriormente foram definidas como polimorfismos
presentes na populagédo geral. Um deles (hCV2841422; rs6180), localizado
no exon 10, constitui-se da troca de uma adenosina por uma citosina no
cdédon 544 do GHR (ATC >CTC) que resulta na substituicdo de uma
isoleucina por uma leucina na proteina (p. lle544Leu). A importancia
funcional desse polimorfismo foi sugerida por dois estudos prévios.
Um deles, estudando 95 individuos portadores de mutacdo do receptor de
LDL (hipercolesterolemia familiar), demonstrou que os niveis de HDL eram
menores nos individuos homozigotos para leucina e aumentavam de
maneira progressiva na presenga de um ou dois alelos codificadores de
isoleucina ©®®. O segundo estudo demonstrou que meninos com DGH
homozigotos para isoleucina apresentavam maiores niveis de colesterol
total, antes e apds tratamento com rhGH ©%. Dessa forma, este polimorfismo
foi selecionado para o estudo atual, uma vez que constitui variagdo comum
na nossa populagdo, que resulta na troca de aminoacido em regido

envolvida na transdugdo do sinal mediada por GHR e com importancia

funcional clinicamente sugerida por outros estudos.
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1.4.2 Gene do Fator de Crescimento Insulina Simile-1 (IGF1)

O IGF-1 é o principal peptideo mediador das agdes do GH,
desempenhando um importante papel estimulatorio sobre o crescimento.
Embora 75% do IGF-1 circulante seja derivado do figado, estudos recentes
demonstram que tanto o IGF-1 derivado do figado quanto o produzido
localmente podem estimular o crescimento longitudinal %) Além disso, ha
evidéncias de que as concentragdes séricas de IGF-1 sofram importante
determinagdo genética, ja que estudos em gémeos demonstraram
concordancia de até 91% entre os monozigéticos, enquanto que entre os
dizigoticos a concordancia néo ultrapassa os 40% ¢67).

Dessa forma, podemos antever que variagées genéticas envolvidas
na capacidade de expressdo e, portanto, na determinagdo das
concentragcdes séricas e/ou locais de IGF-1 possam apresentar influéncia

sobre a capacidade de resposta ao tratamento com rhGH.

1.4.2.1 Microssatélite (CA)n da regido promotora do IGF1

O gene do IGF-1 esta localizado no brago longo do cromossomo 12
(12q 22-23), é constituido por 6 exons e mede 85 kb. Desde 1998, um
polimorfismo situado na regido promotora desse gene tem sido implicado na
regulacdo genética das concentracdes séricas da proteina ©®. Trata-se de
um microssatélite representado por uma sequéncia de tamanho variavel de
repeticdes citosina-adenosina (CA), altamente polimorfico, localizado cerca

de 1 Kb antes do sitio de inicio da transcricdo (D12S0043i; UniSTS 49688).
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O numero de repeticdes CA varia entre 10 e 24. Conforme o numero de
repeticbes e o tamanho da sequéncia amplificada correspondente, foram
identificados 10 diferentes alelos (182, 184, 186, 188, 190, 192, 194, 196,
198, 200 pb) 9 Estudos em populagdes caucasianas demonstraram que
cerca de 60% dos individuos sao portadores de pelo menos um alelo de 19
repeticoes CA (correspondente a fragmentos de 192 pb apds amplificacao
padronizada), sugerindo que este é o alelo wild-type 379,

Inimeros estudos avaliaram a influéncia deste polimorfismo sobre as

6871-73) & sobre diversas

concentracdes séricas de IGF-1 em adultos (
variaveis relacionadas as agdes deste hormdnio, tais como: comprimento e
peso ao nascer (>, estatura adulta "*">7® densidade mineral éssea /",

(78 risco de cancer %89, risco de DM ® ¢

distribuicao de gordura corporal
risco de microalbuminuria em diabéticos tipo 1 @) Dadas as evidéncias
clinicas da importancia funcional desse polimorfismo, consideramos que este

genotipo possa estar relacionado ao componente geneticamente

determinado do potencial de resposta ao tratamento com rhGH.

1.4.3 Gene da Proteina Transportadora de IGFs - 3 (IGFBP3)

Adicionalmente ao fato de ser a principal proteina transportadora de
IGF-1, aumentando sua meia vida de 6 horas para 20 horas ®?, IGFBP-3 ¢
capaz de modular as acdes de IGF-1 em nivel tecidual, além de apresentar
1 (36-38,83)

efeitos sobre a proliferacdo celular de forma independente de IGF-

O gene da IGFBP-3 é altamente conservado entre as espécies e esta
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presente como uma coépia simples no cromossomo 7p14-p12. Estudos em
gémeos demonstram que cerca de 60% da variabilidade interindividual dos
niveis séricos de IGFBP-3 sejam geneticamente determinados ©7),
Considerando-se que a modulacao genética da produgao de IGFBP-3
poderia determinar influéncia sobre as concentracbes séricas e as acgdes
locais de IGF-1, este também foi considerado um gene candidato para

estudos de farmacogenética do rhGH.

1.4.3.1 Polimorfismo -202 A/C da regidao promotora do IGFBP3

Em 2001, Deal e cols identificaram uma série de polimorfismos na
regido promotora do IGFBP3. Entre esses, o mais comum e relevante
(rs2854744) constitui-se de uma variante (citosina ou adenosina)
localizada 202 pb antes do sitio de inicio da transcrigdo, préoximo a
elementos que presumivelmente controlam a atividade promotora basal
do gene. Demonstrou-se que a variagdo genotipica nesse locus estava
altamente relacionada as concentragdes séricas de IGFBP-3 em 478
adultos normais do sexo masculino, sendo que as concentragbes médias
eram maiores nos individuos homozigotos para o alelo A e declinavam
significantemente na presenga e 1 ou 2 copias do alelo C. Além disso,
esses mesmos autores evidenciaram, através de estudos in vitro com
duas linhagens celulares diferentes, que a atividade transcricional de
sequéncias apresentando o alelo A era cerca de 50% superior a do alelo
C, de forma coerente com os achados clinico-laboratoriais®". Apés este

primeiro estudo, inumeros outros demonstraram a influéncia desse
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mesmo polimorfismo sobre as concentracbes séricas de IGFBP-3 em
adultos ®%°" confirmando os achados iniciais e suportando a importancia
funcional desse polimorfismo.

Até o inicio deste trabalho, ndo havia dados na literatura sobre a
influéncia dessa variante genética comum sobre as concentragdes séricas
de IGFBP-3 em criancas, e muito menos sobre a correlagao deste com a
resposta ao tratamento com rhGH; dessa forma motivando a inclusdo do

mesmo no presente estudo.




2 OBJETIVOS
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Correlacionar a presenga de quatro polimorfismos presentes em
genes envolvidos nos mecanismos de agao do GH / IGF-1 (GHR, IGF1 e

IGFBP3) com a resposta ao tratamento com rhGH em criangas com DGH.




3 METODOS
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3.1 Consideracodes éticas

Este estudo foi conduzido de acordo com principios éticos seguindo
as orientagdes contidas na declaracdo de Helsinki. Consentimento por
escrito foi obtido de todos os pacientes ou pais/tutores antes que os
procedimentos de pesquisa fossem iniciados. O protocolo de estudo foi
submetido ao comité de ética da instituicao e aprovado (niumero de protocolo

de pesquisa na CAPPesq: 847/06).

3.2 Casuistica

Dados clinicos, auxologicos, laboratoriais e referentes ao regime
terapéutico de 134 individuos portadores de DGH acompanhados na
Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento do Hospital das Clinicas da
FMUSP (n=104), na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
de Riberdo Preto (n=19) ou na Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP (n=11) foram coletados e informatizados para analise. No intuito
de se obter a maior homogeneidade possivel da amostra, optamos por
incluir no estudo apenas individuos portadores de DGH grave, os quais

foram selecionados segundo os seguintes critérios:
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Critérios de Incluséo:

e Diagnostico de deficiéncia de GH completa, definida por auséncia
de resposta em dois testes de estimulo do GH (pico de GH < 5,0 ug/I
(IRMA / IQMA) ou < 3,3 pg/l (IFMA) ©?

e Uso de hormdnio do crescimento recombinante humano (rhGH)
durante todo o tratamento da DGH em esquema de reposicio
subcutanea diaria.

e Reposicdo adequada dos demais hormdnios hipofisarios (quando

indicada).

Critérios de Excluséo:

e Doencas cronicas concomitantes.

e DGH de etiologia secundaria a presenga de tumores de SNC,
meningomielocele, cirurgia hipofisaria ou radioterapia.

e Inicio da puberdade anterior ao tratamento ou até o final do
primeiro ano de tratamento com rhGH

¢ Informacdes relativas ao periodo de tratamento insuficientes para

analise estatistica multivariada.

Dos 134 pacientes avaliados, foram finalmente selecionados 63
individuos provenientes do HC-FMUSP, 12 da USP-RP e 9 da UNICAMP
(total de 84 individuos). Todos os individuos selecionados (n = 84) foram
avaliados quanto a resposta de crescimento a terapia com rhGH a curto

prazo, refletida pela sobretudo pela velocidade de crescimento (VC) no
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primeiro ano de tratamento. Entre estes, 37 individuos atingiram a estatura
final ou quase final (definida por VC < 2 cm/ano no ultimo ano de tratamento)
apés um periodo minimo de 3 anos de tratamento, sendo portanto
selecionados para avaliagdo da resposta de crescimento a longo prazo

(Z altura final ajustado para o Z da altura-alvo).

3.3 Protocolo de acompanhamento clinico

O diagnéstico de DGH foi baseado em dados clinicos e auxolégicos e
na auséncia de resposta do GH em pelos menos dois testes provocativos
(principalmente clonidina e insulina). Todos pacientes foram submetidos a
ressonancia nuclear magnética da regidao hipotalamo-hipofisaria. De acordo
com 0s niveis basais e apos teste provocativo combinado (Insulina + TRH +
GnRH), os pacientes foram classificados quanto a presenca de DGH isolada
(DGHI) ou combinada a outras deficiéncias hipofisarias (DGHC). Pacientes
apresentando  DGHC receberam reposicdo adequada das demais
deficiéncias hormonais.

rhGH foi administrado por via subcutdnea numa dose média de
33 ug/kg/d (0.1 Ul/kg/d), a qual era ajustada de acordo com mudangas no
peso a cada consulta e frequentemente aumentada para 50 ug/kg/d
(0,15 Ul/kg/d) durante o periodo de puberdade. Todos os individuos foram
avaliados antes do tratamento e a cada 3-4 meses durante a terapia de

reposi¢ao. A velocidade de crescimento no primeiro ano de tratamento foi
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determinada apos um periodo de observacdo de pelo menos 11 meses.
Entre os individuos que completaram o crescimento, a altura final foi
determinada, em média, 1,4 anos apos a suspensao do rhGH.

As avaliacdes foram feitas sempre pela manha e incluiam medidas
de peso (medido por balanga digital) e altura de pé (determinada com um
estadibmetro, através da média de 3 medidas seguidas). Altura e indice
de massa corporea foram expressos na forma de escores de desvio-
padrao (Z) ®¥. A altura-alvo foi calculada [(altura do pai + altura da m&e+13
para meninos ou -13 para meninas) / 2] e também expressa na forma de
escore-Z. Raios X de mao e punho esquerdo foram obtidos para determinagao
de idade o6ssea e avaliados pelo método de Greulich and Pyle ©4)

As concentragcbes séricas de IGF-1 e IGFBP-3 foram medidas antes e

durante o tratamento.

3.4 Dosagens hormonais

O GH foi medido pelos métodos imunorradiométrico (IRMA) (54% dos
pacientes), imunofluorimétrico (IFMA) com anticorpos monoclonais
(AutoDELFIA, Wallac, Turku, Finland) (36 % dos pacientes) ou por
quimioluminescéncia (10% dos pacientes).

As concentracbdes de IGF-1 foram obtidas no inicio do tratamento e
proximo ao final do primeiro ano de tratamento em 54 e 67 % dos pacientes,

respectivamente. As medidas foram obtidas através de radioimunoensaio
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apos extragao com etanol (Diagnostic Systems Laboratories - DSL, Webster,
TX) em 85% dos pacientes e por quimioluminescéncia (IMMULITE,
Diagnostic Products Corporation — DPC, Los Angeles, CA) em 15% dos
pacientes. As concentragdes de IGFBP-3 foram obtidas no inicio do
tratamento e proximo ao final do primeiro ano de tratamento em 40 e 60 %
dos pacientes, respectivamente. As medidas foram obtidas através de
radioimunoensaio (Diagnostic Systems Laboratories - DSL, Webster, TX) em
79% dos pacientes e por quimioluminescéncia (IMMULITE, Diagnostic
Products Corporation — DPC, Los Angeles, CA) em 21 % dos pacientes.

Os valores de IGF-1 e IGFBP-3 foram expressos como Z-escore em
relacdo aos padrdes de normalidade para sexo e idade fornecidos pelos

respectivos kits.

3.5 Coleta de dados para anélises multivariadas

Todos os registros médicos dos pacientes avaliados foram verificados
para a coleta de dados referentes a sexo; altura dos pais; pico de GH em
testes de estimulo; presenca de outras deficiéncias hipofisarias; etiologia da
DGH; idade cronoldgica, idade 6ssea, altura, peso e estadio puberal no
inicio e no final do primeiro ano de tratamento; data de inicio da puberdade;
doses de rhGH utilizadas ao longo do tratamento; duragdo do tratamento;

altura final, IGF-1 e IGFBP-3 antes e durante o tratamento.
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3.6 Estudos Moleculares

3.6.1 Preparacao das amostras- extracdao de DNA genémico

As amostras de DNA foram obtidas a partir de leucdcitos de sangue
periférico dos individuos arrolados na pesquisa. Dez mililitros de sangue
venoso foram colhidos em acido etileno diaminotetracético (EDTA 25 mM).
O botdo leucocitario foi obtido a partir da lise dos globulos vermelhos
utilizando-se um volume de solugéo de lise (NHsCl a 114 mM, NH4sHCO3 a
1 mM) duas vezes maior que o volume de sangue, incubado a 4°C por
30 minutos. O material foi centrifugado a 4°C durante 15 minutos a 4000 g
(Sorvall, RT7, Germany), sendo desprezado o sobrenadante. O procedimento
da lise de glébulos vermelhos foi repetido uma vez.

O botao de células brancas foi suspenso em nove ml de solugao de
lise de glébulos brancos (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA
10 mM pH 8,0) com 180 uL de dodecilsulfato de sédio a 10% (SDS)
(Sigma, St. Louis, MO, USA) e 150 pL de proteinase K na concentracao de
10 mg/ml (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), e incubado a 37°C por
18 horas. Apods este periodo, 3,6 ml de solugao saturada de NaCl a 6 M foi
adicionada, seguido de agitacdo do conjunto vigorosamente durante
15 segundos. O material foi centrifugado por 15 minutos a 4000 g.
O sobrenadante foi transferido para outro tubo e o DNA foi precipitado
acrescentando-se dois volumes de etanol absoluto gelado,

homogeneizando-se cuidadosamente por inversdao. O DNA precipitado foi
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retirado do tubo, em seguida lavado em etanol a 70% durante 5 minutos,
repetindo-se a operacgao por mais trés vezes. Finalmente, o DNA foi lavado
em etanol absoluto, seguido de secagem por centrifugacdo a vacuo
(Eppendorf, Concentrator 5301, Germany). Apés o procedimento, o DNA foi
ressuspenso em tampao TE a 10:0,1 (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA

0,1 mM, pH 8,0).

3.6.2 Metodologias de genotipagem

3.6.2.1 Presencaou ausénciado exon 3do GHR

Para a genotipagem dos individuos quanto a distribuicao
dos alelos GHRfl e GHRd3, utilizamos a metodologia descrita por
Pantel e col.*® que consiste na realizacdo de uma reagdo de
polimerizagdo em cadeia (PCR) multiplex - envolvendo trés
primers, um primer sense (G1:5-TGTGCTGGTCTGTTGGTCTG-3) e
dois primers antisense (G2: 5-AGTCGTTCCTGGGACAGAGA-3 e
G3: 5-CCTGGATTAACACTTTGCAGACTC-3’) que flanqueiam a regido do
exon 3. Foi utilizado o seguinte programa de amplificacdo: denaturacéo
inicial a 94°C por 5 minutos seguido por 35 ciclos de denaturagdo a 94°C
por 30 segundos, hibridizagdo a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C
por 1,5 minuto e no ultimo ciclo 7 minutos a 72 °C para extenséo final.
As amostras amplificadas foram avaliadas em gel de agarose a 1%
contendo brometo de etidio e observadas em transiluminador ultravioleta.

Os primers G1 e G2 séo especificos para amplificagdo do fragmento que
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apresenta delecdo do exon 3 e geram um produto de PCR com 532pb
(GHRd3) e os primers G1 e G3 apenas amplificam os alelos que possuem

o exon 3 resultando em um produto de PCR com 935pb (GHRfl) (Figura 4).

[A] e B daid3 s fm
Gl G3 y G2
exon3
G1 G3
—— GHR fl 35pb
935 pb -532pb
Gl G2
GHR d3
532 pb

Figura 4: PCR multiplex para genotipagem da presenga ou auséncia do
exon 3 do GHR : A) Representagdo esquematica da regiao do GHRIfl,
contendo exon 3. Os primers G1 e G2 sao especificos para amplificagao do
fragmento que apresenta delecdo do exon 3 e geram um produto de PCR
com 532pb (GHRd3) e os primers G1 e G3 apenas amplificam os alelos que
possuem o exon 3 resultando em um produto de PCR com 935pb (GHRIl).
B) Foto de gel de agarose contendo produtos de PCR dos trés possiveis
gendtipos (adaptado de Pantel e cols. **)

3.6.2.2 Polimorfismo p. lle544Leu do GHR

Para a genotipagem deste polimorfismo, inicialmente realizamos
uma reacdo de PCR utilizando primers flanqueadores da regiao
(sense: 5 GAGTTTCTTTTCATAGATCTTCATTTTC 3 e  antisense:
5 GGTTTAAACATTGTTTTGGC 3’) e o seguinte programa de amplificacao:
denaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos seguido por 35 ciclos de

denaturagdo a 94°C por 1 min, hibridizagdo a 55°C por 1 min, extensdo a
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72°C por 1 minuto e extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Todas as
reacdes foram acompanhadas de um controle negativo (todos os reagentes,
exceto o DNA). A reacao originava fragmentos de 1101 pb, que foram a
seguir submetidos a técnica de digestdo enzimatica utilizando-se 1 Ul da
enzima de restricdo HpyCH4V, a 37°C, por 3 horas. Um controle de reacao,
ao qual nado era adicionada a enzima, era incluido no experimento.
Os produtos da digestdo eram a seguir submetidos a uma eletroforese em
gel de agarose a 2% em tampao TAE e os fragmentos de DNA visualizados
em luz ultravioleta apds coloracdo com brometo de etidio. Alelos C
(correspondentes ao aminoacido leucina) originavam fragmentos de 645 e
456 pb, enquanto que os alelos A (correspondentes ao aminoacido

isoleucina) originavam fragmentos de 645, 376 e 80 pb (Figura 5).

ND AC AA AA cC

645pb
456 pb
3répb

8opb

Figura 5: Foto de gel de agarose contendo produtos de digestdo enzimatica
para genotipagem do SNP p.lle544Leu do GHR: Fragmento de 1101 pb da
regido de interesse (ND = fragmento n&o digerido) foi amplificado por PCR e
submetido a digestao pela enzima HpyCH4V. Alelos C (= Leu) originam
fragmentos de 645 e 456 pb, enquanto que os alelos A (= lle) originam
fragmentos de 645, 376 e 80 pb
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3.6.2.3 Microssatélite (CA)n naregido promotora do IGF1

O estudo da repeticao (CA)n da regidao promotora do gene do IGF-1

foi realizado conforme protocolo descrito por Vaessen e col ®

um fragmento da regido flanqueadora do polimorfismo foi
amplificado através de PCR, utilizando-se um par de primers
especificos, sendo o primer reverso marcado com o fluorocromo
FAM (sense: 5 ACCACTCTGGGAGAAGGGTA 3 e antisense:
5 GCTAGCCAGCTGGTGTTATT 3’). Todas as amplificagdes foram
realizadas utilizando-se um termociclador automatico GeneAmp PCR
Instrument System 9600 (Prkin-Elmer/Cetus, Norwalk,CT, USA) e
acompanhadas de um controle negativo (todos os reagentes, exceto o
DNA) para um volume final de 25 uL, contendo 50 ng de DNA gendmico,
15 pmols de cada primer, 240 uM de dNTP, 1,5 nM de MgCl,, 2 U de Taq
polimerase (GoTaq promega®) e 5 uL do tampao da enzima. A reagao de
PCR consistiu em uma denaturagéo inicial a 94°C por 10 minutos; 30 ciclos
de denaturagdo a 94°C por 30 segundos, annealing a 55°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos; um ultimo ciclo, 10 minutos
a 72°C para extensao final. Em seguida, 2 pL do produto de amplificagao
foram misturados com 24uL de formamida deionizada e 1uL do padrao de
peso molecular Rox 2500 (Applied Biosystem) ou Rox 500 (Applied
System), submetidos a denaturagao a 94°C por 4 minutos e resfriados em
gelo por 5 minutos. Estas amostras foram finalmente submetidas a
eletroforese capilar em sequenciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic

Analyzer (Applied Biosystem) e os fragmentos analisados pelo software de
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analise de fragmentos GeneScan. Através do sequenciamento de amostras
aleatdrias, nos certificamos de que os fragmentos correspondentes ao alelo
de 192 pb observado no Gene Scan correspondiam a sequéncias de 19

repeticdes CA, tal como descrito em estudos anteriores®®7>7®),

3.6.2.4 Polimorfismo -202 A/C da regido promotora do IGFBP3

O estudo do polimorfismo -202 A/C da regido promotora do IGFBP3
foi realizado conforme o seguinte protocolo: o DNA gendmico foi
amplificado através de PCR, utilizando-se um par de primers
especificos (sense: 5 GAGTTGGCCAGGAGTGACTG 3 e antisense:
5 GTGGAATCCAGGCAGGAAG 3’). Todas as amplificagbes foram
acompanhadas de um controle negativo. Para um volume final de 25 pL,
cada reacao continha 100 ng de DNA gendémico, 20 pmol de cada primer,
0,2 mmol/L de cada deoxinucleotideo trifosfato, 1,5 nM de MgCl,, 1 U de Taq
DNA polimerase (GoTag®), 2,5 uL do tampao da enzima e 1uL de betaina.
A reacdo de PCR consistia em uma desnaturacdo inicial a 95°C por
10 minutos; seguida de 36 ciclos de desnaturagéo a 95°C por 45 segundos,
annealing a 57°C por 30 segundos e extens&o a 72°C por 1 minuto; além de
um ultimo ciclo de 10 minutos a 72°C para extensdo final. Essa reacgédo
originava fragmentos de 376 pb, que eram a seguir submetidos a digestao
enzimatica com 1 Ul da enzima de restricdo Fspl (NEB, Beverly, MA).
Inicialmente todos os reagentes necessarios para a digestdo (enzima Fspl e
tampao NEB4) eram combinados em uma solugdo que era distribuida

igualmente para todas as amostras de produto de PCR a serem analisadas.
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A seguir, as amostras eram incubadas a 37°C overnight. Os fragmentos de
restricdo eram separados por eletroforese em gel de agarose a 2% contendo
brometo de etidio, sempre acompanhado de uma amostra de produto de
PCR nao digerida, e posteriormente visualizados sob luz ultravioleta.
Os produtos de PCR que apresentavam o nucleotideo A na posigao -202
formavam fragmentos com 376 bp, enquanto os que apresentavam o
nucleotideo C na mesma posi¢cao originavam fragmentos de 260 e 116 pb.
A validade das andlises por digestdo enzimatica foi verificada por
sequenciamento de uma amostra de cada gendtipo usando BigDye FN
Sequencing kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA). Para controle de
qualidade, foram regenotipadas aproximadamente 10% de amostras
randomicamente selecionadas. A concordancia dos gendtipos determinados

pelas amostras controle de qualidade foi de 100 %.

3.7 Analises Estatisticas

A resposta ao tratamento com rhGH a curto prazo foi avaliada pela
velocidade de crescimento (VC) no primeiro ano de tratamento; enquanto
que a resposta a longo prazo foi avaliada pelo escore de DP (Z) da altura
final com a corregdo pela altura dos pais. Como endpoints secundarios,
foram avaliados o ganho de Z de altura no primeiro ano de tratamento e ao

longo de todo o tratamento e o Z de altura final absoluto.
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No intuito de avaliar se as variagdes genéticas apresentavam
significancia progndstica independente, realizamos prioritariamente analises
de regressao linear multipla ajustando para os demais fatores moduladores
da capacidade de resposta ao tratamento com rhGH. Inicialmente, foram
realizadas analises de regressao linear simples com o objetivo de identificar
quais as variaveis clinicas que se correlacionavam a cada parametro de
resposta de crescimento na nossa casuistica. As variaveis testadas foram as
que classicamente se correlacionam com a capacidade de resposta ao
tratamento com rhGH, tais como: Z da altura-alvo, Z de altura inicial, idade
O0ssea e cronoldgica iniciais, dose média de rhGH utilizada e duragcédo do
tratamento, entre outras. Apesar de ter sido relacionado a capacidade de
resposta em muitos estudos, o pico de GH obtido em testes de estimulo foi
excluido das anadlises devido ao fato de terem sido utilizadas trés diferentes
metodologias para a sua mensuragao no presente estudo. A seguir, as
variaveis que apresentavam p < 0,1 nas analises de regressao linear simples
foram selecionadas para as analises de regressao linear multipla. Nessas
analises, os genotipos foram representados sob a forma de coeficientes.
Para os polimorfismos cujo modelo de heranga genética ja havia sido
previamente estabelecido na literatura, mantivemos o modelo classicamente
descrito. Para os polimorfismos cujo modelo ndo havia sido previamente
descrito, testamos a influéncia sob as diferentes formas de heranca
possiveis: recessivo, codominante e dominante (99,

Os pacientes foram ainda agrupados conforme o gendtipo para

comparagoes diretas com relagcdo a parametros clinicos, auxolégicos e
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laboratoriais. Variaveis qualitativas foram listadas como frequéncias e
percentagens, enquanto que variaveis quantitativas foram expressas como
média * desvio-padrao (DP). Para comparagdes conforme modelos
recessivos ou dominantes, em que dois dos trés gendtipos possiveis sao
agrupados, foram utilizados test-t ou Mann-Whithey Rank Sum Test, de
acordo com a presenga de distribuicdo paramétrica ou ndo, respectivamente.
Para comparacdes conforme o modelo codominante, em que os trés grupos
genotipicos foram avaliados separadamente, foram utilizados One Way
Analysis of Variance (ANOVA) ou Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks,
conforme apropriado. Os dados nominais foram avaliados pelo teste qui-
quadrado, ou teste exato de Fisher, conforme apropriado.

Foi considerado estatisticamente significante um p<0,05. Todas
analises estatisticas foram realizadas com SigmaStat para Windows (versao

3.5, SPSS, Inc., San Rafael, CA).




4 RESULTADOS
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4.1 Caracterizagcdo da casuistica

Oitenta e quatro individuos portadores de DGH (56 meninos e
28 meninas) foram avaliados. No inicio do tratamento, estes apresentavam
idade cronoldgica (IC) de 8,2 + 4,2 anos, com importante atraso de idade
Ossea (diferenca média de 4,1 £ 2,6 anos em relagéo a IC) e baixa estatura
acentuada (Z de altura inicial = - 4,2 £+ 1,4). Todos apresentavam
pronunciado déficit de GH, como demonstrado pelo pico de GH apds testes
de estimulo extremamente baixo (média de 0,9 + 0,8 ug/L, variando entre
<0,1 e 3,3 pg/L)(Tabela 2). Nao houve diferenga com relagdo ao pico
maximo de GH entre os pacientes diagnosticados pelos diferentes ensaios.

Noventa e dois por cento dos pacientes apresentavam etiologia
genética definida (12 individuos) ou anormalidade anatdmica a RNM da regido
hipotalamo-hipofisaria (hipoplasia de adenohipdfise em 65, neurohipdfise
ectépica em 49 a transseccao de haste em 22). Trinta e quatro pacientes
apresentavam DGHI e 50 apresentavam DGHC. Entre os individuos com
deficiéncia combinada, 92% apresentavam hipotireoidismo, 60 %
hipogonadismo, 50 % hipocortisolismo e 14 % diabetes insipidus. Pacientes
com deficiéncia de GH isolada ou combinada apresentavam respostas de
crescimento semelhantes durante o tratamento e por isso foram analisados
em conjunto. Todos os individuos estudados permaneceram pré-puberes do

inicio ao final do primeiro ano de tratamento com rhGH.




Resultados 42

Dos 84 individuos incluidos no estudo, 37 atingiram estatura final
apos pelo menos 3 anos (em média 8,6 anos) de tratamento com rhGH,
sendo portanto avaliados quanto aos parametros de resposta a longo prazo.
Quando comparados ao conjunto de toda casuistica, esse subgrupo de
individuos demonstrou ter iniciado tratamento com idade cronolégica em
média dois anos maior e ter utilizado doses médias de rhGH discretamente

superiores (Tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas clinicas e auxologicas dos pacientes selecionados

Casuistica Subgrupo p
Completa altura final
n 84 37 -
Sexo (masculino: feminino) 56 : 28 26 : 11 ns
GDH combinada: isolada 50: 34 23:14 ns
Z da altura-alvo -0,9+0,8 -1,0+0,8 ns
Z de altura inicial -42+14 -46+16 ns
Idade cronoldgica inicial (anos) 82+472 10,4 £ 3,7 0,008
Atraso de idade 6ssea inicial (anos) 41+26 52+29 0,028
Pico de GH maximo(ug/L) 0,9+0,8 1,0+0,9 ns
Z de IGF-1 inicial 24 +1, -25+1,2 ns
Z de IGFBP-3 inicial -26+1,1 -26+13 ns
Dose de GH média (ug/kg/d) 326+5,6 357+7,9 <0,001
VC no 1° ano de tratamento (cm) 11,6+25 115+24 ns
Duracéao do tratamento (anos) - 8,6+3,0 -
Z de altura final - -0,9+1,0 -
Z de altura final ajustada pelo - 0,1+1,2 -
Z de altura-alvo
Ganho em Z de altura do inicio - 3,6+1,6 -

ao final do tratamento
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4.2 Distribuicdo genotipica

A Tabela 3 contém as frequéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos estudados na nossa casuistica. Todos os polimorfismos
apresentaram distribuicdo genotipica compativel com o equilibrio de Hardy
Weinberg, permitindo sua utilizagao para posterior analise estatistica.

De forma interessante, observamos que todos os individuos que
apresentavam o alelo C (correspondente ao aminoacido Leu) no cédon 544
do exon 10 do GHR apresentavam a isoforma full-lenght do receptor (GHRIl),
sugerindo portanto que esses dois polimorfismos se encontram em

desequilibrio de ligagao.

Tabela 3: Lista dos genes e respectivos polimorfismos selecionados:
distribuicdo genotipica na presente casuistica

Gene Polimorfismo Frequéncia genotipica Frequéncia alélica
GHR
GHR fl/d3 fl/fl 43 %; fl 65 %
fl/d3 44 %; d3 35%
d3/d3 13 %
p.lle544 Leu A/A 39 %; A 61%
(c.544 A/ C) AIC 44 %,; C 39%
CIC17 %
IGF1
Repeticéo 19CA/19CA 28%; 19CA 54%
(CA)n n&o 19CA/ 19CA 55 %; 18CA 14%
ndo 19CA / ndo 19CA 17 % 20CA 12%
21CA 11%
Outros 9 %
IGFBP3
-202A/C A/A 20 %; A 48%
A/C 56 %; C 52%

C/C 24%
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4.3 Analises de associacdes com a capacidade de resposta

ao tratamento com rhGH

4.3.1 Variaveis Clinicas

Dentre os parédmetros ndo genéticos que estiveram correlacionados a
capacidade de resposta ao tratamento com rhGH em trabalhos prévios ),
os que demonstraram influéncia sobre a resposta ao tratamento com rhGH
na presente casuistica foram:

e Para a velocidade de crescimento no primeiro ano de tratamento

com rhGH (VC 1° ano)
» Z de altura inicial (p < 0,001)
= |dade 6ssea (10) inicial (p < 0,001)
e Para o Z de altura final ajustado para o Z da altura familiar
(target height-TH) (Z AF — Z TH)
= Z de altura no inicio da puberdade (p = 0,06)
» LN da dose média de rhGH (p = 0,001)

» Duracgao do tratamento (p = 0,08)

Sendo assim, todas as analises de regressao linear multipla
envolvendo os respectivos gendtipos foram ajustadas para os parametros

clinicos acima indicados.
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4.3.2 Variaveis Genéticas

4.3.2.1 Presencaou ausénciado exon3 do GHR

A influéncia do gendtipo GHR-exon3 sobre a resposta ao tratamento
com rhGH na presente casuistica esta resumidamente demonstrada na
Tabela 4. Nao houve influéncia significativa desse genétipo sobre a resposta
ao tratamento com rhGH a curto prazo, embora tais analises tenham sido
limitadas por um baixo poder estatistico. Com relagdo a resposta a longo
prazo, foi observada uma influéncia significante e independente desse
polimorfismo sobre a altura final ajustada para a altura-alvo, da mesma
forma que demonstrado em estudos prévios.

Embora similares com relagdo aos demais parametros clinicos,
individuos portadores de pelo menos um alelo GHRd3 apresentaram
estatura final ajustada pela altura-alvo em média 0,99 superior a de
individuos homozigotos para o alelo GHRIfl (intervalo de confianga de
95% para diferengca entre as médias = 0,17 a 1,81; p = 0,03).
Isoladamente, esse polimorfismo responde por 13% da variabilidade do Z
de altura final ajustado pela altura-alvo (p = 0,02). Uma analise conjunta
do gendtipo quanto a esse locus (p = 0,02) associado ao LN da dose
média de rhGH utilizada (p = 0,001) foi capaz de explicar 40% da

variabilidade de respostas observada.
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Tabela 4: Influéncia do gendtipo GHR-exon3 sobre a resposta ao tratamento
com rhGH

Comparacdes diretas entre 0s grupos genotipicos**

Parametro de resposta GHRfl/fl GHRd3/* p
n 36 48
Velocidade de crescimento no 1° ano 11,3+2,3 11,7+2,6 ns
Delta Z de altura no 1° ano 1,2+0,6 1,3+0,7 ns
Z de Altura Final -1,2+0,9 -0,7+1,0 ns
Z de Altura Final - Z da Altura-Alvo -0,6 +1,2 04+11 0,02
Z de Altura Final — Z de Altura Inicial 32+14 39+1,7 ns
Regressdes lineares
Z de Altura Final — Z da altura-alvo p R?
Regresséao Linear Simples 0,02 0,13
Regresséao Linear Multipla 0,02 0,40

**Nao houve diferenga entre os grupos genotipicos com relacdo aos demais parametros
clinicos, tais como idade cronoldgica inicial, Z de altura incial, Z da altura-alvo ou dose de
rhGH utilizada.

4.3.2.2 Polimorfismo p.Leu 544 lle do GHR

Esse polimorfismo nado demonstrou influéncia significativa sobre
nenhum dos parametros analisados, tanto pela comparacao direta entre os
grupos genotipicos, quanto por analises de regressado linear simples e

multiplas nos modelos codominante, recessivo e dominante (Tabela 5).

Tabela 5: Influéncia do polimorfismo p.Leu 544 lle do GHR sobre a resposta
ao tratamento com rhGH

Comparacdes diretas entre 0s grupos genotipicos

Parametros de resposta Leu/Leu Leu/lle lle/lle p
n 14 37 33

VC 1° ano 11,7+£1,9 11,6 +2,6 116+24 ns
Delta Z de altura 1° ano 1,4+0,6 1,3+0,6 1,1+ 0,6 ns
Z de Altura Final -0,4+0,8 0,2+1,1 -0,02+15 ns
Z Altura Final-Z Altura-Alvo -1,0+£0,6 -1,1+£0,9 -0,7+£1,2 ns

Z Altura Final-Z Altura Inicial 38+25 35+15 3,7+17 ns
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4.3.2.3 Microssatélite (CA)n do IGF1

A influéncia do gendtipo (CA)n IGF1 sobre a resposta ao tratamento
com rhGH esta resumidamente demonstrada nas Tabelas 6 e 7. Os grupos
genotipicos eram similares quanto as caracteristicas basais, tais como sexo,
idade cronoldgica, idade 6ssea e Z de altura inicial.

Nao foi observada influéncia significativa desse genétipo sobre as
concentragdes séricas de IGF-1, tanto antes quanto durante o tratamento
com rhGH. Por outro lado, as respostas de crescimento observadas
foram consistentemente inferiores nos individuos homozigotos para o
alelo de 19 repeticdes CA (grupo 19/19 CA). Analises de regressao linear
multipla demonstraram influéncia significante e independente desse
polimorfismo sobre a velocidade de crescimento no primeiro ano de
tratamento quando ajustada para as demais variaveis preditivas desse
parametro. O modelo resultante da analise conjunta do Z de altura inicial
(p = 0,02), idade o6ssea inicial (p = 0,001) e o gendtipo (CA)n IGF1
(p = 0,03) explicava 20% da variabilidade da velocidade de crescimento

no primeiro ano (Tabela 6).
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Tabela 6: Influéncia do gendtipo (CA)n IGF1 sobre a resposta ao tratamento
com rhGH a curto prazo

Comparacdes diretas entre 0s grupos genotipicos

19/19CA naol9CA /* p

n 24 60

Sexo masculino : feminino 18:6 32:28 ns
DGH combinada: isolada 18:6 38:22 ns
Idade cronoldgica inicial (anos) 75+37 85+44 ns
Idade 6ssea inicial 34+2,1 39+27 ns
Z de altura inicial -40+1,2 -43+1,5 ns
Dose de rhGH média (ug/kg/dia) 335 32+6 ns
Velocidade de crescimento no 1° ano 10,7 £ 2,1 11,8+2,6 0,05
Delta Z de altura no 1° ano 1,1+ 0,5 1,3+0,7 ns
Z de IGF-1 pré-tratamento -2,1+0,8 -2,5+1,1 ns
Z de IGF-1 durante o tratamento -0,6+1,4 -0,3+1,5 ns

Regressdes lineares

Velocidade de crescimento 1° ano p R?
Regresséao Linear Simples 0,05 0,08
Regresséao Linear Multipla 0,03 0,20

No grupo avaliado com relagéo a resposta a longo prazo (Tabela 7), o
gendtipo (CA)n IGF1 demonstrou influenciar tanto o Z de altura final
ajustado para a altura-alvo como o ganho total em Z de altura ao longo do
tratamento. Individuos com pelo menos 1 alelo alternativo ao de 19
repeticdes CA (grupo ndao 19CA/*), embora tenham sido tratados em média
por menos tempo, apresentaram Z de altura final em média 1SDS superior

ao de individuos com ambos alelos 19CA (IC 95% = 0,15 a 1,8), 0 que se
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demonstrou independente de outros parametros clinicos através das

analises de regressao linear multipla. Isoladamente, esse polimorfismo

responde por 15 % da variabilidade do Z de altura final ajustado pelo alvo

(p = 0,029). Uma analise conjunta do gendtipo (p = 0,002) associado ao Z

de altura no inicio da puberdade (p = 0,04) e LN da dose média (p < 0,001)

foi capaz de explicar 54% da variabilidade observada.

Tabela 7: Influéncia do gendtipo (CA)n IGF1 sobre a resposta ao tratamento

com rhGH a longo prazo

Comparacdes diretas entre 0s grupos genotipicos

19/19CA naol9CA / * p

n 12 25
Sexo masculino : feminino 9:3 17 :8 ns
DGH combinada: isolada 7:5 16:9 ns
Idade cronoldgica inicial (anos) 8,7+3,0 11,8+ 3,7 ns
Z de altura inicial -41+1,1 -48+1,8 ns
Z da altura-alvo -0,8+0,6 -1,0+£0,9 ns
Z de altura na puberdade -21+15 -24+17 ns
Duragéao do tratamento (anos) 10,2+ 3,2 79+27 0,02
Dose de rhGH média (ug/kg/dia) 368 36+8 ns
Z de Altura Final -1,2+0,9 -0,8 £1,1 ns
Z de Altura Final - Z da Altura-Alvo -0,6+1,2 0,4+1,1 0,02
Z de Altura Final — Z de Altura Inicial 28+1,2 4017 0,04

Regressoes lineares
Z de Altura Final - Z da Altura-Alvo p R?
Regresséao Linear Simples 0,029 0,15
Regresséao Linear Multipla 0,002 0,54
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4.3.2.4 Polimorfismo -202 A/C do IGFBP3

A influéncia do gendtipo -202 A/C IGFBP3 sobre a resposta ao
tratamento com rhGH esta resumidamente demonstrada nas Tabelas 7 e 8.
De forma coerente com estudos prévios envolvendo as concentragoes
séricas de IGFBP-3 em adultos sem DGH ®), os individuos homozigotos
para o alelo A apresentaram concentragdes séricas dessa proteina e
respostas de crescimento consistentemente superiores as de individuos
apresentando pelo menos um alelo C (grupo C/*).

Antes da terapia de reposicdo com rhGH, a diferenca das
concentragbes de IGFBP-3 entre os grupos genotipicos nao foi
estatisticamente significante. Com o tratamento, o incremento médio foi
nitidamente superior nos individuos homozigotos para o alelo A, resultando
em maiores concentragdes séricas de IGFBP-3 durante o tratamento nesse
grupo genotipico (Tabela 8; Figura 6). Em andlises de regressao linear
multipla, essa correlacdo se demonstrou independente de outras variaveis
clinicas, tais com Z de IMC e dose de rhGH utilizada. Esse polimorfismo
(-202 A/C IGFBP3) foi capaz de explicar 25% da variabilidade das
concentragbes séricas de IGFBP-3 durante o tratamento (p < 0,001) e,
juntamente com idade (p < 0,001) e sexo (p = 0,02), respondia por 56% da
variabilidade observada. N&o houve influéncia significativa desse

polimorfismo sobre as concentragdes séricas de IGF-1.
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Tabela 8: Influéncia do gendtipo -202 A/C IGFBP3 sobre as concentragdes
séricas de IGFBP-3 antes e durante o tratamento com rhGH

Comparagdes diretas entre 0s grupos genotipicos

Parametro de resposta AA Cr* p
Z de IGFBP-3 pré-tratamento -20+12 2,7+11 0,1
Z de IGFBP-3 durante tratamento 0,6+1,8 -1,1+1,2 < 0,001

Delta Z de IGFBP-3 28+14 1,8+14 0,02

Regressdes lineares

Z de IGFBP-3 durante tratamento p R?
Regressao Linear Simples < 0,001 0,25
Regressao Linear Multipla < 0,001 0,56
Pyré tratamento Durante o trataimmento
p=ns p <o0,001

-3

ZdeIG.

C/* A/A c/* A/A
Genotipo IGFBP3 —202A/C

Figura 6: Representagédo grafica da associagédo entre o genotipo -202 A/C
IGFBP3 e 0 Z de IGFBP-3 sérica antes e durante o tratamento com rhGH
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No mesmo sentido, a velocidade de crescimento obtida no primeiro ano

de tratamento com rhGH foi superior nos individuos homozigotos para o alelo

A, declinando de forma progressiva na presenga de uma ou duas cépias do

alelo C (p = 0,003). Como grupo, pacientes com gendtipo AA apresentaram VC

em média 2,2 cm/ano superior a de individuos homozigotos ou heterozigotos

para o alelo C (intervalo de confianga de 95% para diferenga entre as médias =

0,9 a 3,4; p=0,001) (Tabela 9; Figura 7). Nao houve diferenga estatisticamente

significante entre os grupos genotipicos com relagao as caracteristicas clinicas

e laboratoriais ao inicio e durante o tratamento, tais como idade cronoldgica

inicial e dose média utilizada (Tabela 9).

Tabela 9: Influéncia do gendtipo -202 A/C IGFBP3 sobre a resposta ao

tratamento com rhGH

Comparacgdes diretas entre 0s grupos genotipicos

Parametro de resposta AA Cr* p

n 17 67

Sexo masculino : feminino 13:4 43 : 24 ns

DGH combinada: isolada 12:5 38:29 ns

Idade cronoldgica inicial (anos) 8,7+5,2 8,1+39 ns

Idade 6ssea 3,5+29 3,8+25 ns

Z de altura inicial -42+17 42+15 ns

Dose de rhGH média (ug/kg/dia) 3212 32+3 ns

Velocidade de crescimento 1° ano 13,3+£25 11,1+£23 < 0,001

Delta Z de altura no 1° ano 1,3+0,6 1,1£ 0,8 ns

Z de Altura Final 0,5+0,6 -0,1+1,3 ns

Z de Altura Final - Z da Altura-Alvo -0,6 +0,6 -1,0+1,1 ns

Z de Altura Final —Z de Altura Inicial 3,7+1,0 36+1,8 ns
Regressdes lineares

Velocidade de crescimento 1° ano p R?

Regressao Linear Simples < 0,001 0,12

Regresséao Linear Mdltipla < 0,001 0,26
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Figura 7: Representacdo grafica da associagdo entre o gendtipo -202 A/C
IGFBP3 e a velocidade de crescimento no primeiro ano de tratamento com
rhGH

Através de analises de regressao linear multipla, demonstramos que
a influéncia do gendtipo -202 A/C sobre a velocidade de crescimento obtida
no primeiro ano de tratamento com rhGH foi independente de outras
variaveis clinicas. Isoladamente, esse polimorfismo responde por 12% da
variabilidade da VC no 1° ano de tratamento com rhGH (p <0,001).
Uma analise conjunta do gendtipo quanto a esse locus (p <0,001) associado
ao Z de altura (p = 0,012) e idade 6ssea (p = 0,003) no inicio do tratamento
foi capaz de explicar 26% da variabilidade de resposta observada.

Embora tenha havido uma tendéncia a um maior Z de altura final
ajustado para o Z do alvo nos individuos homozigotos para o alelo A, essa

diferenca nao foi estatisticamente significante.
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4.3.2.5 Efeito interativo entre os polimorfismos estudados

Considerando a possivel presenca de efeitos interativos que soé
pudessem ser evidenciados a partir da analise conjunta, realizamos analises
de regressao linear multipla envolvendo os polimorfimos agrupados dois a
dois. Embora as analises tenham sido limitadas pelo pequeno numero de
individuos classificados em cada grupo, os resultados sugerem que a
importancia relativa de cada polimorfismo seja diferente conforme o
parametro de resposta analisado.

Para a velocidade de crescimento no primeiro ano de tratamento com
rhGH, tal qual demonstrado pelas analises independentes, as variaveis
genéticas influentes foram o gendtipo -202 A/C IGFBP3 e o gendtipo (CA)Nn
IGF1, os quais demonstraram apresentar uma influéncia independente e
parcialmente aditiva. Individuos carreadores de pelo menos um alelo IGF1
ndo 19CA e homozigotos para o alelo IGFBP3 -202 A apresentaram
velocidade de crescimento no primeiro ano em média 3,2 cm superior a de
individuos homozigotos para o alelo IGF1 19CA e carreadores de pelo
menos um alelo IGFBP3 -202 C (intervalo de confiangca de 95% para
diferenga entre as médias = 1,6 a 4,9 cm/ano; p < 0,001) (Tabela 10, Figura 8).
Andlises de regressao linear multipla demonstraram que isoladamente
esses dois polimorfismos explicam 15% da variabilidade de respostas no
primeiro ano de tratamento (p < 0,001), e quando associados ao Z de altura
(p = 0,02) e idade 6ssea (p < 0,001) iniciais respondem por 29% da

variabilidade da velocidade de crescimento no primeiro ano.
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Tabela 10: Influéncia combinada dos genotipos -202 A/C IGFBP3 e (CA)n
IGF1 sobre a velocidade de crescimento no primeiro ano de tratamento com
rhGH

Comparacdes diretas

Polimorfismo Grupos genotipicos p
-202A/C IGFBP3 cr cr A/A A/A
(CA)n IGF1 19/19CA  n&o19CA/*  19/19CA  nao19CA/*
n 20 47 4 13
VC no 1° ano 10,5+ 2,1 1,4+23 116+21 13,8+2,5 0,002
n 20 51 13
VC no 1°ano 10,5 £ 2,1 11,4123 13,8+2,5 0,001
Regressdes lineares
p R?
Regressao Linear Simples < 0,001 0,15
Regressao Linear Multipla < 0,001 0,29
3 201 r p** < 0,001 1
§ 1sk p* < 0,001 -
B
:g' 16
]
§ 14 -
g 12
g i
,§ 10
=
20
9 i
- &l
Genétipo IGFt  19/19CA Gendtipos  ndo 19CA/ *
Gendétipo IGFBP3 c/* intermediarios A/A

Figura 8: Representagao grafica da influéncia combinada dos gendtipos -202
A/C IGFBP3 e (CA)n IGF1 sobre a velocidade de crescimento no primeiro ano
de tratamento com rhGH (p* = ANOVA; p** = t-test); Gendtipos intermediarios:
(IGF1 19/19CA e IGFBP3 AA) ou (IGF1 nao19CA/* e IGFBP3 C/*)
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Ja com relagao a altura final ajustada pelo alvo (Z AF — Z TH), os dois
fatores genéticos que demonstraram influéncia significativa foram o genétipo
(CA)n IGF1 e o gendtipo GHR-exon3. Individuos carreadores de pelo menos
um alelo GHRd3 e um alelo IGF1 nao 19CA apresentaram Z de altura final
ajustada pelo Z de altura-alvo em média 1,5 superior a de individuos
homozigotos para os alelos GHRfl e IGF1 19CA (intervalo de confiangca de
95% para diferengca entre as médias = 0,4 a 2,6; p = 0,01) (Tabela 11,
Figura 9). Isoladamente, esses dois polimorfismos explicam 23% da
variabilidade deste paradmetro (p = 0,004) e, quando associados (p < 0,001)
ao Z de altura no inicio da puberdade (p = 0,035) e ao LN da dose média de
rhGH utilizada (p < 0,001), resultam em um modelo capaz de explicar 59%

da variabilidade de resposta observada

Tabela 11: Influéncia combinada dos genotipos GHR-exon3 e (CA)n IGF1
sobre o Z de altura final ajustado pelo Z da altura-alvo apds tratamento com
rhGH

Comparac0des diretas

Polimorfismo Grupos genotipicos p
GHR — exon3 fl/fl fl/ d3/* d3/
(CA)n IGF1 19/19CA  nao19CA/* 19/19CA nao19CA/*
N 7 8 5 17
ZAF-ZTH -09+13 -0,09+09 -0,05+0,9 06+1,2 0,048
N 7 13 17
ZAF-ZTH -09+1,3 -0,07+0,8 06+1,2 0,002
Regressdes lineares
p R?
Regressao Linear Simples 0,004 0,23

Regresséao Linear Multipla <0,001 0,59
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Figura 9: Representagdo grafica da influéncia combinada dos gendtipos
GHR-exon3 e (CA)n IGF1 sobre o Z de altura final ajustado pelo Z da altura-
alvo (p* = ANOVA,; p** = t-test; Genotipos intermediarios = (IGF1 nao 19CA/*
e GHRfl/fl) ou (IGF1 19/19CA e GHRd3/*)
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A farmacogenética tem sido vista como uma das principais aplicagoes
clinicas dos substanciais avangos que ocorreram na ciéncia genémica nos
ultimos anos, constituindo importante movimento em direcdo a almejada

(1) Apesar disso, estudos de farmacogenética do

medicina individualizada
tratamento com rhGH s6 comegaram a ser desenvolvidos nos ultimos cinco
anos, permanecendo até recentemente limitados ao estudo de polimorfismos
do GHR.

No presente estudo, avaliamos a influéncia de quatro polimorfismos
funcionais de trés genes envolvidos nos mecanismos de acdo do horménio
de crescimento sobre a resposta ao tratamento com rhGH em 84 criangas
pré-puberes com DGH. Os resultados sugerem que trés desses polimorfismos
— GHRd3/fl, presente no GHR; -202 A/C, presente na regido promotora do
IGFBP3; e repeticao (CA)n, da regido promotora de IGF1 - possam atuar de

forma independente e interativa na modulagdo da capacidade de reposta ao

tratamento com rhGH.

5.1 Presencaou ausénciado exon 3do GHR

A presenga ou auséncia do exon3 do GHR foi a primeira variavel
genética envolvida com a capacidade de resposta ao tratamento com rhGH.

Individuos carreadores de pelo menos um alelo GHRdA3 apresentam
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evidéncias de maior sensibilidade as acbées do GH que individuos
homozigotos para o alelo GHRfl (Tabela 1). No entanto, a existéncia de
estudos que nao replicaram essa associagao ainda desperta incredulidade
quanto aos resultados destes primeiros trabalhos em farmacogenética do
rhGH. Nesse sentido, € importante considerar que a replicabilidade variavel
€ uma caracteristica comum e extensamente discutida dos estudos de
associagcdo geneética, e que hoje se sabe que pode estar relacionada a
inumeros fatores - incluindo ndo sé a presenca de resultados falsamente
positivos (erro tipo 1) como também de resultados falsamente negativos
(erro tipo 2) (Quadro 2). Dessa forma, conclusbes definitivas s6 podem ser
adotadas a partir de uma cuidadosa analise do desenho metodologico de

(21,97,98

cada estudo ) e do uso de instrumentos de compilagao de evidéncias

tais como revisdes sistematicas e metanalises.

Quadro 2: Fatores envolvidos na replicabilidade variavel de estudos de
associagao genetica (21, 97, 98)

» Resultados Falso-positivos (Erro tipo 1)

» Resultados Falso-negativos (Erro tipo 2)

= Erros da genotipagem

= Erros de fenotipagem

» Modelos de heranga utilizados em cada estudo
= Estratificacdo populacional

» Diferenca real entre as populagcdes estudadas.
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Nos estudos avaliando a influéncia do genétipo GHR-exon3 sobre a
resposta ao tratamento com rhGH em criangas com DGH identifica-se a
presenca de uma série de possiveis fatores de confusdao. Considerando-se
que a DGH é uma condicao clinica rara ©9) uma das principais limitagdes
desses estudos € a dificuldade de obtengao de casuisticas suficientemente
grandes para alcancar poder estatistico satisfatorio (erro tipo 2) “0%%).
A primeira evidéncia a favor dessa observacado € a de que nenhum estudo
mostrou menor sensibilidade ao GH nos pacientes portadores do alelo
GHRd3, o que seria esperado se os resultados obtidos fossem unicamente

) 1% A segunda limitagdo dos estudos de

atribuidos ao acaso (erro tipo 1
farmacacogenética do tratamento com rhGH em individuos com DGH ¢é a
heterogeneidade dos critérios utilizados para o diagnéstico da deficiéncia de
GH, que em muitos desses estudos ©°®*1% foi fundamentado na presenca
de critérios laboratoriais pouco rigidos que sabidamente favorecem a
inclusdo de individuos com outras causas de baixa estatura (erro de

(26.7.102-109) " Considerando-se que os pacientes com DGH

fenotipagem)
apresentam respostas de crescimento nitidamente superiores as de
individuos sem DGH (%1% g heterogeneidade etioldgica constitui em
importante fator de confusdo na analise do potencial de resposta ao
tratamento com rhGH; além de contribuir para a reducdo do poder de
estatistico desses estudos.

No presente estudo, a auséncia de influéncia do gendtipo do GHR-

exon 3 sobre a velocidade de crescimento no primeiro ano pode ser

atribuida ao limitado poder estatistico da amostra (1-B = 40% para
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deteccdo de diferengca de 1 cm/ano entre os grupos genotipicos) (1%9.
Com relagéo ao Z de altura final ajustada para a altura-alvo, foi observada
uma diferenca estatisticamente significante, tanto nas analises por
comparagao direta quanto nas analises de regressdo linear multipla;
0 que corrobora os resultados publicados previamente em relacido ao
papel desse polimorfismo na farmacogenética do tratamento com rhGH

em criangas com DGH.

5.2 Polimorfismo p.lle544Leu do GHR

Embora seja um importante polimorfismo candidato, dada a alta
prevaléncia populacional e a possibilidade de importancia funcional, os
dados levantados pelo presente estudo ndo sugerem a presenga de
associagao desse polimorfismo com a capacidade de resposta ao tratamento
com rhGH.

Considerando-se que o0s estudos anteriores que demonstraram
associagdes clinicas envolvendo esse polimorfismo nao avaliaram o
genodtipo GHR-exon 3, pode-se hipotetizar que os resultados observados
nesses estudos tenham sido, pelo menos em parte, atribuiveis ao seu
estado de desequilibrio de ligagdo com a presenca ou auséncia do exon 3

do GHR.




Discusséo 63

5.3 Microssatélite (CA)n do IGF1

O segundo polimorfismo que demonstrou influenciar a capacidade de
resposta ao tratamento com rhGH na presente casuistica foi o microssatélite
constituido por repeticbes CA localizado na regido promotora do gene do IGF1.

Em 1998, Rosen e col. avaliaram a presenca de correlagcao entre esse
polimorfismo e as concentragdes séricas de IGF-1 em diferentes coortes,
tendo sido observado que o estado de homozigose para o alelo de 19
repeticdes CA se associava a presenga de menores concentragdes séricas de

68

IGF-1 ajustadas para idade e sexo ©®  OQOutros estudos bem delineados

71.798087) " e forma a sugerir um papel

demonstraram resultados semelhantes
funcional negativo desse gendtipo (19/19CA) sobre a capacidade
transcricional de IGF1. De forma interessante, em 2003, Rietveld e col.
demonstraram que apenas os individuos homozigotos para o alelo 19CA
apresentavam declinio significante de IGF-1 com a idade, levando os autores
a sugerir que o mesmo poderia estar direta ou indiretamente influenciando de
forma recessiva a regulacéo de IGF-1 que é mediada por GH 2.

O presente estudo foi o primeiro a avaliar a influéncia desse
polimorfismo sobre as concentragcdes séricas de IGF-1 e a resposta ao
tratamento com rhGH de criangas com DGH. Nessa condi¢ao, os individuos
homozigotos para a presenca do alelo de 19 repeticbes CA demonstraram
uma menor resposta de crescimento ao tratamento com rhGH, refletida tanto

pela velocidade de crescimento no primeiro ano quanto pela altura final, de

forma independente de outras variaveis clinicas preditivas.
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O mecanismo envolvido nas associagdes observadas com relacado a
esse polimorfismo ainda nao foi esclarecido. Por estar localizado em uma
regiao sabidamente regulatéria do gene, é possivel que variagdes no numero
de repeticdes CA interfiram com a capacidade de transcricao do IGF1, tal como
descrito previamente para outros genes "% No entanto, dada a natureza
associativa desses estudos, nao € possivel estabelecer uma relagado causativa
direta nem afastar a possibilidade de haver um desequilibrio de ligagdo com
uma segunda variante verdadeiramente funcional (74),

A auséncia de correlagao deste microssatélite com as concentragdes
séricas de IGF-1 no presente estudo pode estar relacionada a conhecida

variabilidade intra e interensaio das medidas de IGF-1 sérico (1°%11%

e ao
limitado poder estatitico da amostra. Além disso, € sabido que as acdes
promotoras de crescimento mediadas por IGF-1 sdo determinadas néao
apenas pelo IGF-1 circulante, mas também pelo gerado localmente nos
tecidos (revisado na ref. (65), de forma que é possivel que este locus

desempenhe um papel na modulacdo da expressdao do IGF1 em nivel

tecidual sem necessariamente modificar a sua concentragao sérica.

5.4 Polimorfismo -202 A/C do IGFBP3

Desde a sua identificagdo em 2001, esta variante alélica tem sido

implicada na determinacdo genética das concentracdes séricas de IGFBP-3

em diferentes casuisticas constituidas de adultos sem DGH (84-86:89.90)
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O presente estudo foi o primeiro a demonstrar a influéncia desse
polimorfismo sobre as concentragdes séricas de IGFBP-3 e a velocidade de
crescimento apoés tratamento com rhGH em criangcas com deficiéncia de GH.
Individuos homozigotos para o alelo A apresentaram concentragdes séricas
de IGFBP-3 e velocidades de crescimento no primeiro ano de tratamento
com rhGH superiores as de individuos apresentando pelo menos um alelo C.
De forma interessante, a correlagdo do polimorfismo com as concentragdes
séricas de IGFBP-3 so se tornou estatisticamente significante apds a terapia
com rhGH, sugerindo que os mecanismos pelos quais o polimorfismo
modula a expressao da proteina possam ser, pelo menos em parte,
dependentes da acao de GH.

Um estudo recente avaliou a influéncia desse polimorfismo sobre as
concentracdes séricas de IGFBP-3 e a resposta a curto prazo ao tratamento
com rhGH em criangas nascidas PIG ®6) A analise comparativa com o
presente estudo quanto a resposta ao tratamento com rhGH é prejudicada
pela diferente condigdo clinica da casuistica e pelo fato deste segundo
estudo ter procedido a analises conjuntas do polimorfismo -202 A/C com um
segundo polimorfismo da regidao promotora do IGFBP3 (-185 C/T).
No entanto, este estudo também observou maior concentracdo sérica de
IGFBP-3 nos pacientes portadores do alelo A no locus -202 e uma
correlacao direta do incremento de IGFBP-3 sérico com a capacidade de
resposta ao tratamento com rhGH ©°).

Além do fato de prolongar a meia-vida plasmatica do IGF-1, dessa

forma modulando suas acdes enddcrinas "2 a IGFBP-3 também é
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capaz de modular ag¢des locais deste hormdnio e apresentar agdes sobre 0

(37,38,111)

crescimento que sao independentes de IGF-1 Embora todas

IGFBPs tenham demonstrado inibir a acao de IGFs, efeitos estimulatérios

foram também estabelecidos para as IGFBPs 1, 3 e 5 (73811

0 (101,113-119 0 (120,121)

Ha evidéncias tanto in vitr ) quanto in viv que sustentam

esses efeitos estimulatérios. O IGF-1 ligado a IGFBP-3 parece ser mais

g (101120-122) | vitro  inGimeros

potente que IGF-1 livre em muitas situagde
mecanismos possiveis de potencializagcdo da acao de IGF-1 foram
sugeridos, tais como:
1) Interagdo com componentes da matriz extracelular, dessa forma
concentrando IGF-1 proximo ao receptor;
2) Acumulo de IGFBP na forma ligada a célula, com baixa afinidade por
IGF, podendo aumentar a apresentacao do IGF-1 ao seu receptor,
devido a troca continua de IGF-1 entre o receptor e a IGFBP, além
do impedimento ao down regulation do receptor (116:118:123).

3) Ligacao a receptor proprio cuja via de sinalizagao interage coma

via de IGF, amplificando suas acoes ('"?.

Assim, hipotetizamos que a maior atividade transcricional conferida

®4) tenha resultado em maiores concentracdes séricas dessa

pelo alelo A
proteina transportadora, o que por sua vez resultou em maior meia-vida
plasmatica e/ou amplificagcdo dos efeitos locais do IGF-1, resultando em

melhor resposta de crescimento apds tratamento com rhGH. Vale ressaltar

que o “efeito-reservatério” do aumento da meia-vida plasmatica do IGF-1
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ocasionado pela IGFBP-3 circulante (através da formagao de complexos
ternarios) pode ser particularmente importante em individuos com deficiéncia
de GH. Nesses individuos, diferentemente de individuos com secreg¢ao de
GH normal, ha um comprometimento “basal’ da formagdo de complexos
ternarios. Além disso, a geracao de IGF-1 é dependente da acao de GH
exodgeno, administrado em dose fixa e unica diaria — o que sabidamente nao

124126) Nessa situacdo, é provavel

mimetiza os pulsos fisiologicos de GH
que a importancia de pequenas variagdes na capacidade geragao de IGFBP-

3 em resposta a GH tornem-se ainda mais evidentes.

5.5 Efeitos interativos

Considerando-se que a resposta ao tratamento com rhGH é uma
caracteristica fenotipica de determinagcao genética complexa, a observacgao de
associagdes gendtipo-fendtipo, tais como as descritas no presente estudo,
levam quase que instantaneamente ao questionamento sobre de que forma e
com que intensidade os efeitos determinados por cada polimorfismo estariam
interagindo para a determinagdo do resultado final. Um dos fatores que
dificultam esse tipo de analise é que os efeitos determinados pela interagcao
entre duas ou mais variantes génicas na maioria das vezes nao sao
claramente aditivos, dificultando sua detecgao através de métodos classicos
como as regressoes lineares. Por este motivo, a detecgdo e caracterizacao

de epistasias, ou interacbes nao aditivas entre genes, ainda constitui um
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importante desafio para os estudos de associacdo genética, geralmente
requerendo um grande numero de individuos para que se alcance adequado
poder estatistico (127) Embora modelos estatisticos de minimizacdo dessas
limitacdes tenham sido descritos!'?”'?® até o momento esses métodos
ainda nao foram totalmente validados, podendo ser usados apenas como
uma analise de dados exploratoria, mas ndo para um teste de hipdteses

formal 1?7,

Sendo assim, os resultados obtidos a partir das analises
combinadas realizadas no presente estudo sao ainda bastante limitados.
Por outro lado, uma analise global da consisténcia dos resultados fornece
indicios bastante interessantes da melhoria do poder preditivo a medida que
variaveis genéticas adicionais sao incluidas no modelo de predicéo;

sugerindo que estudos futuros com casuisticas maiores sejam capazes de

fornecer dados mais conclusivos sobre a natureza dessas interagoes.

5.6 Consideracdes finais e perspectivas

Acreditamos que o presente estudo contribuiu de forma substancial no
sentido de dar os primeiros passos de um longo caminho rumo a
compreensao do papel desempenhado por variantes genéticas comuns
sobre a resposta ao tratamento com rhGH. Devido a dificuldade em obter um
grande numero de pacientes com DGH bem caracterizada que permita a
conducgao de estudos de associacdo de maior poder estatistico, € provavel

que futuros estudos com casuisticas independentes e posteriormente
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meta-analises cuidadosamente conduzidas sejam necessarios para a
confirmacgao da importancia desses e de outros polimorfismos implicados na
farmacogenética do tratamento com rhGH.

Embora esta area da ciéncia médica pds-gendémica apresente
inumeros desafios ainda dificeis de serem superados — tanto no campo da
pesquisa em si quanto em termos de transferéncia para o campo da
aplicabilidade clinica — os avangos obtidos até o momento sugerem que a
farmacogenética indubitavelmente sera aplicada na pratica médica, e que
propiciara uma melhora da nossa habilidade em individualizar o uso de
importantes recursos terapéuticos desenvolvidos no curso da evolugao
farmacoldgica (1%,

No entanto, pesquisadores dessa area devem ser cuidadosos no
sentido de ndo subestimar o tempo necessario para que se atinja esse
complexo objetivo, uma vez que o efeito determinado por esses
polimorfismos corresponde a apenas uma pequena parte do conjunto e este
€ apenas o inicio de um longo processo cujo objetivo final é o

aprimoramento do cuidado ao paciente (%%,




6 CONCLUSOES



Conclusbes 71

O polimorfismo -202 A/C do IGFBP3, a presenca ou delegdao do exon 3
do GHR e as repeticdes (CA)n do IGF1l estdo associadas de forma
independente e interativa a variabilidade de respostas ao tratamento com

rhGH de individuos com deficiéncia de horménio de crescimento (DGH).

Individuos com DGH carreadores de pelo menos um alelo GHRd3
apresentam melhor altura final ajustada para a altura—alvo apods tratamento

com rhGH quando comparados aos homozigotos para o alelo GHRI(l.

O polimorfismo p.lle544Leu do GHR esta em desequilibrio de ligagcao
com o polimorfismo GHR-exon3, mas néo influencia de forma significativa

a resposta ao tratamento com rhGH em individuos com DGH.

Individuos com DGH homozigotos para o alelo de 19 repeticbes CA na
regido promotora do IGF1 apresentam velocidade de crescimento e altura
final inferiores as de individuos apresentando pelo menos um alelo

alternativo.

Individuos pré-puberes com DGH homozigotos para o alelo A no locus -202
da regiao promotora do IGFBP3 apresentam velocidades de crescimento
e concentracdes séricas de IGFBP-3 apds o primeiro ano de tratamento
com rhGH superiores as de individuos carreadores de pelo menos um

alelo C.
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= Os gendtipos (CA)n IGF1 e -202 A/C IGFBP3 influenciam de forma
interativa a velocidade de crescimento no primeiro ano de tratamento com

rhGH em criangas pré-puberes com DGH.

= Os gendtipos (CA)n IGF1 e GHR-exon3 influenciam de forma interativa a
altura final ajustada para a altura-alvo apés tratamento com rhGH em

criangas com DGH.
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Apéndice 1

Modelos Matematicos para Previsdo de Resposta ao
Tratamento com Hormonio de Crescimento

RESUNMO

Modelos preditivos de crescimento sao algoritmos derivados de analises de
regressao linear multipla contendo varidveis que influenciam o crescimento
em resposta ao tratamento com GH em determinado grupo de individuos
durante determinado periodo. A partir do conhecimento da importancia rela-
tiva de cada variavel, sdo geradas formulas matematicas que permitem obter
a medida objetiva do potencial de crescimento de cada individuo em res-
posta ao tratamento com GH em diferentes situagdes. Tais algoritmos po-
dem, portanto, ser utilizados como ferramentas para a decisdo fundamentada
em evidéncia das estratégias de tratamento com GH a serem utilizadas em
diferentes criancas com baixa estatura, a fim de se obter o maximo de custo-
efetividade com a menor dose cumulativa possivel. J4 foram desenvolvidos
diversos modelos de previsdo de resposta ao tratamento com GH em difer-
entes causas de baixa estatura, porém estes ainda apresentam baixa aplica-
bilidade clinica por causa do baixo poder preditivo e da baixa precisao da
previsao, o que tem gerado crescente interesse pelaincorporacao de variaveis
adicionais, como marcadores bioquimicos e genéticos que possam melhorar
a acuracia da previsao e, assim, permitir que, no futuro, o tratamento com GH
possa ser individualizado conforme as necessidades especificas de cada
crianca. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008; 52/5:839-849)

Descritores: Hormoénio do crescimento/deficiéncia; Horménio do crescimen-
to/farmacologia; Hormoénio do crescimento/uso terapéutico; Farmacogené-
tica; Nanismo; Insuficiéncia de crescimento

ABSTRACT

Mathematical Models for Predicting Growth Responses to Growth Hormone
Replacement Therapy.

Growth prediction models are algorithms derived from multiple regression
analyses including variables that influence growth responses to GH therapy
in a defined group of subjects over a defined period of time. Mathematical
equations can be derived from the knowledge acquired with the relative im-
portance of each variable, which provide objective measurements of each
subject’s growth potential in response to GH therapy on different situations.
Therefore, these equations can be used as tools to improve evidence-based
decision regarding to growth promoting treatment strategies to be used in
each child, optimizing cost-effectiveness with the lowest cumulative GH dose.
Several models have already been developed to predict growth responses to
GH for different short stature causes, but they still have low clinical useful-
ness, due to their low predictive power and low prevision accuracy. This has
lead to a growing interest in the addition of new variables, such as biochemi-
cal or genetic markers, which could improve prevision accuracy and then, in
the future, may allow GH therapy individualization according to the specific
needs of each child. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008; 52/5:839-849)

Keywords: Growth hormone/deficiency; Growth hormone/pharmacology; Growth
hormone/therapeutic use; Pharmacogenetics; Dwarfism; Failure to thrive
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Previsdo de Resposta ao GH
Costalonga et al.

Apéndice 1

INTRODUCAO

NA DECADA DE 1950, 0 hormoénio do crescimento
growth hormone (GH), obtido de hipdfise de ca-
déver, foi pela primeira vez utilizado para tratar a baixa
estatura de criangas com deficiéncia de GH (DGH). Na
década de 1980, com o advento do hormoénio de cres-
cimento recombinante humano, houve crescente au-
mento do uso deste para pacientes com DGH, assim
como com outras causas de baixa estatura. Hoje, cerca
de 100 mil criangas sio tratadas com GH em todo o
mundo, mas a dose utilizada permanece largamente
empirica. Nos Estados Unidos, por exemplo, doses
diarias entre 0,025 ¢ 0,050 mg/kg/dia sio comumen-
te usadas, enquanto na Europa as doses variam de 0,025 a
0,035 mg/kg/dia ¢ no Japio ndo passam de 0,025
mg/kg/dia (1). Ou seja, apesar de a extensa experién-
cia de 40 anos de uso de GH para o tratamento de di-
ferentes causas de baixa estatura, ainda ndo existe
consenso quanto ao regime de tratamento ideal, e, des-
sa forma, a estratégia terapéutica se mantém inalterada,
fundamentada em doses fixas, arbitrarias ¢ ajustadas so-
mente pelo peso, sem levar em considera¢io os diferen-
tes graus de sensibilidade individual ao hormoénio.
Como resultado, o que se observa ¢ ampla variabilidade
de resposta ao tratamento, mesmo quando se compa-
ram criangas da mesma categoria diagnoéstica e tratadas
segundo as mesmas recomendagdes (Figura 1).

Em virtude dessas observac¢oes, a necessidade de
individualizagio do tratamento com GH conforme a
sensibilidade e as caracteristicas especificas de cada
crianga tem sido crescentemente reconhecida. Como
passo inicial, rumo a individualiza¢io, inimeros traba-

o u

L

é 16 o 0-

S 14 - - -] § -1

85 £ ¥
52 4od s o _2-

i :

T £ ©

3 S 107 o -3

g N

S 8- -4

kel

(]

> 61 -54

Figura 1. Variabilidade de resposta ao fratamento com GH

em criangas com DGH. A) Velocidade de crescimento no
primeiro ano de tratamento com GH de criancas pré-pU-
beres com DGH; B) Z de altura final de crian¢cas com DGH
tratadas com GH por, pelo menos, tfrés anos.
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lhos tém se dedicado ao estudo dos fatores determi-
nantes da capacidade de resposta ao tratamento com
GH nas diferentes causas de baixa estatura. A partir do
conhecimento dessas variaveis ¢ da importancia relati-
va de cada uma, pode-se prever a resposta de cresci-
mento que serd obtida consoante a dose de GH
utilizada em determinado individuo. De acordo com a
previsdo, o tratamento pode ser otimizado, a fim de se
obter o maximo de crescimento com o minimo de
custos ¢ riscos. Foi com esse objetivo que surgiram os
chamados modelos preditivos de resposta ao trata-
mento com GH, que serdo abordados nessa revisdo,
buscando proporcionar uma visdo geral sobre os avan-
¢os até o momento no conhecimento dos fatores de-
terminantes de resposta ao tratamento com GH
(sobretudo na DGH) ¢ os desafios a serem superados
nos proximos anos para que essa modalidade terapéu-
tica possa beneficiar, de maneira efetiva ¢ segura, um
namero crescente de individuos.

DEFINICAO DE MODELOS PREDITIVOS

Modelos preditivos de resposta ao tratamento com GH
sdo algoritmos derivados de analises de regressdo linear
multipla contendo varidveis que influenciam o cresci-
mento em resposta ao tratamento com GH em deter-
minado grupo de individuos durante um periodo
definido (2). A partir do conhecimento da importancia
relativa de cada varidvel, sao geradas férmulas matema-
ticas que permitam obter a medida objetiva do poten-
cial de crescimento de cada individuo em resposta ao
tratamento com GH em diferentes situagoes.

APLICABILIDADE CLINICA

Os modelos preditivos de crescimento em resposta ao
GH podem ser usados para:

e Melhor individualizagio do tratamento, ou seja,
ajustar o tratamento conforme a sensibilidade in-
dividual, determinando assim a dose de GH ideal
para se atingir a estatura-alvo de determinada
crian¢a de maneira rapida, efetiva e segura (2,3).

e Permitir o desenvolvimento de estratégias de
tratamento que utilizem a menor dose cumulativa
possivel, usando doses maiores nos momentos
mais indicados pelos modelos preditivos (2) (para
exemplo pratico dessa aplicabilidade, consultar o
site www.growthpredictions.org).
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e Minimizar possiveis riscos do tratamento.
e Reduzir custos financeiros.

o Identificar, desde o inicio, os possiveis “bons ¢ maus
respondedores”, dessa forma auxiliando na tomada
de decisio quanto ao inicio do tratamento.

e Propiciar aos pacientes, pais ¢ agentes de saide ex-
pectativas mais realistas de resposta do inicio ao final
do tratamento (2,3), a fim de prover base segura
para encorajar ou desencorajar a continua¢io da
terapia, fundamentando-se numa previsio acurada ¢
ndo em um “simples desejo” do individuo.

e Monitorizar o tratamento passo a passo, de maneira
que a observagdo de discrepancias entre a resposta
observada e a prevista ou de redugdes inesperadas
da resposta possam permitir a detecgdao precoce da
presenga de outros fatores interferentes, como falta
de aderéncia ou doenga enddcrina ou ndo-endocri-
na subjacente ndo diagnosticadas (2,3).

CARACTERISTICAS DE UM MODELO
PREDITIVO IDEAL

Um modelo preditivo ideal deve ser confiavel, eficiente
e pratico, a fim de que possa ser utilizado na prética
clinica didria.

Objetivando confiabilidade dos resultados, o mo-
delo preditivo deve ser desenvolvido a partir de dados
de uma popula¢io ampla e representativa de uma cate-
goria diagnostica especifica (DGH, sindrome de Tur-
ner (ST), baixa estatura idiopatica etc.), com critérios
de inclusao bem definidos que permitam a sele¢ao da
casuistica o mais homogénea possivel para que possa
representar de maneira adequada os fatores determi-
nantes de resposta naquele grupo especifico.

Quanto as propriedades que, em dltima andlise, de-
terminam a aplicabilidade clinica do algoritmo para predi-
¢do da resposta individual ao tratamento incluem:

e Alto poder preditivo (R?) — significa ser capaz de
explicar o grande percentual da variagio de res-
posta que ocorre em determinada populag¢do (por
exemplo, a previsio com R? de 0,9 ¢ capaz de ex-
plicar 90% da variabilidade que ocorre naquele
grupo).

e Alta precisio da previsio — significa prever com
baixo desvio-padrio (por exemplo, prever a ve-
locidade de crescimento (VC) de 11 cm/ano com
desvio-padrio de 0,4 cm significa prever que a VC
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sera entre 10,2 e 11,8 (média + 2 DP) com 95%
de confianga).

o Utilizar para a previsao dados que estejam disponiveis
ja no inicio do tratamento, para que possam orientar
a dose a ser utilizada desde a introdu¢ao do GH.

o Incluir dose de GH como varidvel, o que ¢é essen-
cial para que a resposta ao tratamento seja ajustada
a partir da adequagdo deste fator (3).

e Ser “periodo especifico” — como as condi¢des que
afetam o crescimento diferem conforme a idade, a
puberdade ¢ o tempo de tratamento, um bom
modelo preditivo deve corresponder a séries de
algoritmos descrevendo o crescimento em perio-
dos seqiienciais, tipicamente para cada ano de
tratamento ou, pelo menos, diferentes para os
periodos pré e pos-puberais (3).

e Ser validado numa populagao independente e cali-
brado para valores extremos (2).

e Ser pratico, simples, objetivo ¢ integrado a um
programa de informatica de facil utilizagdo (2,3).

e Ser regularmente atualizado para refletir mudan-
¢as das caracteristicas clinicas ¢ priticas de trata-
mento com GH (2).

VALIDACAO E CALIBRACAO

E importante destacar que o poder preditivo descrito
para os diferentes modelos preditivos refere-se a popu-
lagdo a partir da qual foi gerado o algoritmo, sendo
provavelmente diferente quando aplicado a um segun-
do grupo de individuos. Além disso, sabe-se que os
modelos preditivos apresentam performance aquém da
esperada quando aplicados de maneira individual, mes-
mo em individuos da mesma popula¢io (4). Anilises
estatisticas recentes demonstram que, em muitos casos,
isso ocorre por causa do chamado overfitting, feno6me-
no comum quando tanto a sele¢do dos preditores quan-
to a estimativa dos coeficientes sio guiados pelo mesmo
banco de dados, resultando “supervaloriza¢io” desses
parametros e, conseqilientemente, em previsoes muito
extremas (5).

Portanto, para a valida aplicagio de um modelo
preditivo a novos individuos, as previsdes devem ser
nio s6 validadas em uma segunda popula¢io, mas tam-
bém calibradas para reduzir o overfitting. Para isso, o

modelo preditivo ¢ aplicado a uma popula¢io diferente

daquela que originou os dados para a constru¢io do
algoritmo, verificando-se: a) qual o nivel de precisio da
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previsio quando aplicado a um grupo de individuos di-
ferente daquele usado para a andlise de regressdo linear
multipla; b) qual a acurdcia da previsao quando aplicada
de modo individual; ¢) se a aplicagio deste modelo
pode ser feita da forma como foi determinado original-
mente ou por meio de ajustes matematicos especificos.

As diferengas entre o crescimento observado e o pre-
dito em cada individuo podem ser expressas na forma do
studentized vesidual, representado pela férmula a seguir:

Studentized

residunl Erro-padrao (SE) calculado para cada individuo

crescimento observado — predito

Este ¢ um célculo comparivel ao do escore de des-
vio-padrio (“Z”). Valores ao redor de zero indicam res-
posta compativel com a esperada pelo modelo preditivo
(2). A partir deste cilculo podem ser construidas curvas
de calibra¢do que representam as diferengas entre o ob-
servado e o previsto em cada crianga, indicando, dessa
forma, o nivel de acurdcia do modelo preditivo quando
aplicado a um novo grupo de individuos.

CARACTERISTICAS GERAIS

Classificagcao

Como comentado anteriormente, um modelo preditivo
ideal deve ser diagnéstico e periodo-especifico. Assim, os
modelos preditivos podem ser classificados quanto a:

Categoria diagndstica

Ja existem modelos disponiveis para previsio da respos-
taao tratamento com GH em DGH (5-10),ST (11-15),
baixa estatura idiopatica (14,16,17) e nascidos peque-
nos para a idade gestacional (PIGs) (18,19).

Tabela 1.

Periodo do crescimento estudado

Em pacientes com DGH, por exemplo, existem estu-
dos avaliando os fatores preditivos especificamente em
individuos menores de 3 anos de idade (20), em crian-
cas de 1 a 8 anos (pré-paberes) (10) e durante o perio-
do puberal (21).

Variaveis utilizadas para a previsao

Em termos gerais, as varidveis analisadas na maior parte
dos modelos desenvolvidos at¢ o momento foram rela-
cionadas a: a) nascimento — peso, altura, sexo; b) potencial
genético — altura dos pais; ¢) inicio do tratamento — idade,
altura, peso, estidio puberal; d) pardmetros laboratoriais
— sobretudo pico maximo de GH em testes de estimulo;
¢) modalidade terapéutica — dose, freqiiéncia das inje-
¢oes, dura¢io do tratamento.

MIODELOS PREDITIVOS EM
CRIANCAS COM DGH

Os modelos de predigdo de resposta de crescimento ao
tratamento com GH em criangas com DGH podem
ser classificados de maneira simplificada em modelos
de predigdo para a resposta a curto prazo (VC) e ganho
em Z de altura no primeiro ano de tratamento) ¢ a
longo prazo (Z de altura final, com e sem ajuste pelo
alvo e ganho em Z de altura total ao longo do trata-
mento).

As principais varidveis que demonstraram influen-
ciar a resposta ao tratamento com GH a curto e a longo
prazo em criang¢as com DGH encontram-se resumida-
mente descritas na Tabela 1.

Fatores determinantes de resposta ao tratamento com GH a curto e a longo prazos em criancas com DGH*.

Resposta a curto prazo
(1° ano)
Pico de GH mdaximo em testes de estimulo (10,20,22-24)
Idade cronolégica no inicio do tratamento (10,20,22-24)

Z de altura inicial com (10) e sem (23,24)
ajuste para estatura-alvo

Estatura-alvo (20,22-24)

Dose utilizada (1,10,20,22,27-29)

Z de peso no inicio do fratamento (10,20)
Z de peso ao nascer (10,20)

NUmero de injecdes/semana (23,31)

Resposta a longo prazo
(altura final)
Resposta de crescimento no 1° ano (5,7,9,25)
Estatura-alvo (5,8,9,25)
Pico de GH mdaximo em testes de estimulo (5,8,9,25)

Z de altura inicial (5,7,8,25,26)

Duracdo do tratamento (7-9,25)

Idade cronolégica no inicio do tratamento (7,9)
Sexo (5,7,8)

Presenca de deficiéncia hormonal multipla (6,25)
Puberdade espontdnea ou induzida (17,25,26,30)
Idade ou altura do inicio da puberdade (6,8,32)

* Em ordem de importéncia segundo a maior parte dos estudos.
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Modelos de previsao de resposta a curto
prazo (primeiro ano de tratamento)

Diversos estudos procuraram identificar os fatores prediti-
vos de resposta ao tratamento com GH em criangas com
DGH no primeiro ano de tratamento (10,20,22-24).

Entre estes, destaca-se o trabalho desenvolvido por
Ranke ¢ cols. (10), 1999, envolvendo 593 criangas do
banco de dados KIGS (Pfizer International Growth
Study Database), exclusivamente pré-ptiberes, com
DGH idiopatica diagnosticada por pico maximo de GH
< 10 ng/ml em pelos menos dois testes de estimulo e
tratadas exclusivamente com GH recombinante na dose
média de 0,6 UI/kg/semana. O estudo se destacou em
relagdo aos trabalhos prévios em virtude da ampla ca-
suistica utilizada e por ter restringido a analise a pacien-
tes recebendo pelo menos 6 inje¢oes/semana e que
tinham registros de VC aferida com 11 a 13 meses de
tratamento.

A varidvel de maior importancia para a VC no pri-
meiro ano de tratamento foi o logaritmo natural da res-
posta maxima de GH em testes provocativos, a qual se
demonstrou inversamente relacionada a VC. Ou seja,
quanto maior a gravidade da DGH, melhor a resposta ao
tratamento no primeiro ano. Além disso, a VC no pri-
meiro ano foi inversamente relacionada a idade cronol6-
gica ¢ a0 Z de altura no inicio do tratamento (ajustado
para a estatura-alvo); e positivamente correlacionada ao
Z peso inicial, logaritmo natural da dose semanal ¢ Z de
peso ao nascer. A contribuigao relativa de cada um desses
fatores identificada pela andlise de regressdo linear malti-
pla estd ilustrada na Tabela 2.

Tabela 2. Modelo de regressdo linear multipla para
predicdo da VC no primeiro ano de fratamento com GH em
crian¢cas com DGH (com base nos dados do KIGS, adaptado
de Ranke e cols., JCEM, 1999) (10).

Variavel de predi¢do Coeficiente  Rank

Ln do pico GH méximo (ug/dl) -1.37 1

|dade cronoldgica inicial -0,32 2

Z de altura inicial - Z da -04
midparental heigth (MPH)

Z de peso inicial 0,29 4

Ln da dose (Ul/kg/semana) 1,62 5

Z do peso ao nascer 0,32 6

Constante 14,55

R? 0,61

DP 1,46

Ln = Log natural; Z da midparental height (MPH) = (Z de altura do pai + Z de
altura da mée) + 1,61; DP = desvio-padrdo.
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A equagdo que descreve a predigido da VC primeiro
ano a partir da anilise mencionada é:

VC predita = 14,55 + (-1,37 x Ln GHmax) + (-0,32
x IC inicial) + (0,32 x Z peso ao nas-
cer) + (1,62 x Ln dose GH) + (0,4 x
Z altura inicial - Z MP) + (0,29 x Z
peso inicial) (+ 1,46 cm/ano)

Como descrito na Tabela 2, o modelo explicava
(R?) 61% da variabilidade da VC no primeiro ano de
tratamento com desvio-padrio de 1,46 cm. De modo
interessante, os autores construiram um segundo mo-
delo em que o pico de GH maximo em testes de esti-
mulo era excluido da equagio; e observaram que o
modelo resultante apresentava menor poder preditivo
(45%), maior desvio-padriao (1,76 cm) ¢ tendéncia a
“subprever” a resposta de crescimento das criangas com
DGH mais grave (pico GH max < 5 ng/ml, sobretudo
< 3 ng/ml). Tal observagio sugere que a importincia
do pico de GH como preditor de resposta seja ainda
mais evidente quando se comparam individuos com
pico de GH mdximo muito baixo — provavelmente os
“verdadeiros DGH” — ¢ os portadores de “DGH par-
cial”, provavelmente incluindo alguns pacientes sem
deficiéncia real de GH. Assim, em razdo de os primeiros
apresentarem respostas de crescimento nitidamente su-
periores aos ultimos, a tentativa de uso de um modelo
comum aos dois grupos sem considerar o que os dife-
rencia com certa seguranga — que ¢ o pico de GH em
testes de estimulo — resulta previsdes equivocadas no
grupo com verdadeira DGH, quando comparadas aos
casos de baixa estatura com etiopatogenia ndo clara-
mente relacionada a DGH.

Modelos de previsao de resposta a longo
prazo (altura final)

Os trabalhos avaliando a resposta ao tratamento com
GH em termos de altura final sio mais numerosos e
também mais heterogéneos, com alguns incluindo so-
mente pacientes com DGH isolada (6,7) e outros in-
cluindo pacientes com deficiéncias hipofisarias multiplas
(5,8,9,25), por exemplo.

Destaca-se o modelo desenvolvido por Ridder e
cols. (5), 2007, que se diferencia dos demais pela pri-
morosa andlise estatistica e pelo cuidado de construir
modelos diferentes conforme a presen¢a ou ndo da pu-
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berdade no primeiro ano de tratamento. Além disso, se
propoe a construir um modelo preditivo do Z de altura
final que possa ser aplicavel no inicio do tratamento, ou
seja, sem dados retrospectivos, como VC no primeiro
ano e variaveis relacionadas a puberdade, os quais s3o
utilizados na maioria dos modelos preditivos de altura
final, dessa forma impedindo sua aplicabilidade clinica
no inicio do tratamento.

O modelo envolvendo exclusivamente pacientes
pré-puberes do inicio ao final do primeiro ano de trata-
mento ¢ utilizando apenas dados disponiveis no inicio
do tratamento pode ser descrito pela equagdo a seguir e
pela Tabela 3:

Z de altura final = 1,186 + 1,021 x Z altura inicial +
0,077 x (Z altura inicial )? + 0,264
x 7 da estatura-alvo — 0,148 x Ln
(max GH) + 0,260 x sexo +
0,302 x DHM - 0,047 x idade
Ossea inicial (+ 0,84 DD)

Este modelo foi capaz de prever 37% da variabilida-
de de resposta em termos de Z de altura final com des-
vio-padrio ¢ + 0,84 DP.

MODELOS PREDITIVOS EM OUTRAS
CAUSAS DE BAIXA ESTATURA

Embora se tenha optado, por questoes didaticas, por
nio entrar em detalhes sobre os modelos preditivos de
resposta ao tratamento com GH nas baixas estaturas de

ctiologia diferente da DGH, ¢ vilida a analise compara-
tiva breve dos fatores que se demonstraram importan-
tes na determinagio de resposta ao GH em diferentes
causas de baixa estatura.

Enquanto na DGH o preditor mais importante foi o
grau de DGH, nos individuos com ST ou nascidos pe-
quenos para a idade gestacional, por exemplo, o fator
mais importante foi a dose de GH utilizada, seguida pela
idade cronolégica do inicio do tratamento. A titulo de
ilustragdo, a Tabela 4 faz uma andlise comparativa do
grau de importancia de cada variavel na predi¢io da VC
no primeiro ano de tratamento com GH em individuos
com DGH, ST e PIGs, segundo os modelos construidos
com base no banco de dados do KIGS. Observe que, a
partir das varidveis analisadas, pode-se explicar 61% da
variabilidade de resposta ao tratamento com GH em
criangas com DGH, 46% em criangas com ST ¢ 52%
em criangas nascidas PIG. A maior capacidade preditiva em
criangas com DGH j4 seria esperada, por se tratar de um
grupo teoricamente mais homogénco em termos de fi-
siopatologia ¢ de tratamento da causa da baixa estatura
em rela¢do aos demais grupos diagndsticos.

EXEMPLOS DE APLICACAO
DE MODELOS PREDITIVOS

A titulo de ilustragdo, considere-se uma crianga que no
momento do diagnéstico de DGH apresente as seguin-
tes caracteristicas: sexo masculino; DGH isolada; idade
cronolégica = 6 anos; idade éssea = 3 anos; GH maxi-
mo obtido em testes de estimulo = 2,0 (ng/ml); Z da

Tabela 3. Modelo de regressdo linear multipla para predicdo do Z de altura final apds tratamento com GH em criangas com
DGH, usando apenas dados disponiveis ja no inicio do tratamento (adaptado de Ridder e cols., JCEM, 2007) (5).

Variavel de predicao

Z de altura inicial

(Z de altura inicial)?

Z da estatura-alvo

Ln do pico de GH méaximo (ng/ml)
Sexo (0 = masc./1 = fem.)
Deficiéncia hipofisdria maltipla (DHM) (0 = ndo/1 = sim)
Idade &ssea inicial (anos)
Constante

R2

DP

Coeficiente o) R? parcial
1,902 < 0,0001 0,239
0,082 0,02
0,282 < 0,0001 0.086

-0,158 0,02 0,022
0,278 0,01 0,022
0,323 0,01 0,023
-0,051 0,003 0,031
1,399 0,006

0,37

0,84

Ln = log natural; corrigidos para o chamado overfitting (cjuste de valores extremos); DP = desvio-padrdo.
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Tabela 4. Andlise comparativa das varidveis determinantes da VC no primeiro ano de fratamento com GH em individuos

com DGH, ST e nascidos PIGs, segundo modelos do KIGS.

Varidveis de predi¢cao DGH
Coeficiente Rank

Pico de GH mdaximo -1,37 1

Dose de GH 1,62 5

ldade inicial -0,32 2

Z de altura gjustado para o Z da -0,4 3

estatura-alvo

Z da MPH — —

Z de peso inicial 0,29

Z de peso ao nascer 0,32 6

R? 0,61

DP 1,5

ST PIG
Coeficiente Rank Coeficiente Rank
2,2 1 56,5 1
-0,3 -0,3 2
-0,2 5 — —
— — 0,11 4
0.4 3 0,3
0,46 0,52
1,3 1,3

DP = desvio-padrdo.

altura atual = 4,2 DP; Z de peso atual = +1 DP; Z da
MPH =-0,15 DP; Z da estatura-alvo = —0,20 DP; Z do
peso ao nascer = +0,2 DD.

Utilizando a dose de GH de 0,1 Ul /kg/dia (= 0,7
Ul/kg/semana), qual seria a VC do primeiro ano ¢ a
altura final esperadas?

Utilizando como modelo de previsio para a VC no
primeiro ano de tratamento, a equagdo desenvolvida
por Ranke e cols. (11), 1999, teriamos:

VC 1° ano esperada = 14,55 + (-1,37 x Ln 2) +
(-0,32 x 6) + (0,32 x 0,2) +
(1,62 x Ln 0,7) + {-0,4 x
[(—4,2) - (-0,15)]} + (0,29 x
11) = 13,1 + 1,46 cm/ano

Ja para a previsio do Z de altura final, se utilizar o
modelo de Ridder e cols. (5), 2007, o que se destaca
por ser aplicivel no inicio do tratamento utilizando
apenas parametros disponiveis j4 no momento do diag-
nostico:

7 de altura final esperado = 1.186 + 1,021 x (—4,2) +
0,077 x (—4,2)* + 0,264
x (-0,2) — (0,148 x Ln
2)+(0,260x0) + (0,302
x 0)—(0,047 x 3) =-2,0
+ 0,84 DP
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ANALISE CRITICA DOS MODELOS
PREDITIVOS ATUAIS

Vieses de selecao da casuistica para estudo

Ao se analisar os resultados de estudos referentes ao
tratamento com GH, ¢ importante considerar que a
maioria deles foi desenvolvida com base em grandes
bancos de dados de registros nacionais ¢ internacionais,
estando sujeitos a inerente heterogeneidade da amostra
(25). Além disso, os critérios diagnésticos utilizados na
maior parte das vezes — pico de GH maximo em testes
de estimulo < 10 ng/ml — sdo arbitrdrios, inespecificos
(33,34), provavelmente inadequados para os ensaios
monoclonais atuais (28), além de nio necessariamente
levarem em consideragdo os critérios clinicos e auxolé-
gicos sabidamente importantes para a definicio do
diagnostico de DGH.

Sendo assim, diversos autores (8,23,25,34-36) tém
apontado evidéncias de que uma propor¢io considerd-
vel de individuos considerados como tendo DGH nes-
ses estudos apresentem na verdade condigdoes como
baixa estatura idiopatica ou retardo constitucional do
crescimento ¢ puberdade, o que prejudica a interpreta-
¢do dos dados levantados e, conseqiientemente, a qua-
lidade da previsdo de resposta. Uma dessas evidéncias ¢
a alta taxa de n3o-confirma¢io da DGH quando os in-
dividuos sdo retestados na idade adulta (37-39). Outra
¢ a forte correlagio observada entre o pico maximo de
resposta do GH em testes de estimulo ¢ a resposta ao
tratamento com GH, sobretudo no primeiro ano de
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tratamento. Afinal, ¢ indiscutivel que pacientes com
DGH verdadeira apresentam resposta ao tratamento
com GH obviamente superior a de criangas com baixa
estatura idiopatica e DGH “questiondvel” (35); ¢ que o
pico maximo de GH ¢ um dos parimetros que mais
bem refletem a presenc¢a ou nio de DGH verdadeira
nesses individuos (8,17,35,36).

Baixo poder preditivo e baixa

precisdo da previsao

Note-se que hd diferenga entre conhecer os fatores de-
terminantes de resposta ao tratamento com GH e de-
senvolver um modelo preditivo que possa ser utilizado
na pratica clinica para o ajuste da estratégia terapéutica.
Apesar de ja terem sido identificados diversos fatores
determinantes de resposta ao tratamento com GH, a
aplicabilidade clinica deste conhecimento ainda ¢ limi-
tada pelo baixo poder preditivo ¢ o amplo desvio-pa-
drio com que a previsio ¢ feita (Tabela 5), o que
desencoraja sua utilizagdo na pratica didria.

O baixo poder preditivo (R?) observado sugere que
fatores determinantes importantes ainda estejam por
ser identificados; e dessa forma tem sido crescente o
namero de trabalhos buscando identificar outras varid-
veis, como pardmetros bioquimicos [IGF1, IGFBP3,
marcadores de remodelagio 6ssea (24)] e marcadores
genéticos que possam refletir, de modo adicional, a
sensibilidade ao tratamento com GH.

Além disso, nio basta que o modelo tenha boa ca-
pacidade preditiva para que seja aplicavel clinicamente:
se o desvio-padrio for alto (baixa precisio), o algorit-
mo representa essencialmente a “descri¢io” das varia-
veis que se correlacionam a resposta ao tratamento ¢

ndo permite sua utilizagdo na pratica clinica de maneira
individual. No exemplo descrito anteriormente, pode-
mos afirmar que o Z de altura final daquela crianga fica-
ria entre —3,72 ¢ —0,36 (previsio = 2 DP) com 95% de
confiang¢a. Tal imprecisdo da previsao inviabiliza a pre-
tendida “tomada de decisio com base em evidéncias”
pelos modelos preditivos, evidenciando, mais uma vez,
a necessidade de melhora da acuricia do método.

Auséncia de estudos prospectivos

E importante ressaltar que todos os estudos disponiveis
até o momento sobre os resultados da terapia com GH
em diferentes causas de baixa estatura e as tentativas de
constru¢ao de modelos preditivos sio fundamentados
em dados retrospectivos /observacionais, o que impede
qualquer conclusdo definitiva.

Assim, embora a idéia de individualizagdo da dose
de GH, desde o inicio do tratamento a partir do uso de
modelos preditivos, pare¢a uma estratégia adequada
para se atingir o objetivo de proporcionar o maximo de
beneficio com o uso da menor dose cumulativa possivel
de GH, esta hipdtese ainda ndo foi testada em estudos
prospectivos ¢ controlados.

PERSPECTIVAS: A FARMACOGENOMICA
DO TRATAMENTO COM GH

A baixa capacidade preditiva e o amplo desvio-padriao da
previsio feita com base nas varidveis conhecidas até o
momento sugerem que importantes fatores determinan-
tes de sensibilidade ao tratamento com GH ainda este-
jam por ser reconhecidos. Considerando-se que 75% a

Tabela 5. Poder preditivo e desvio-padrdo para alguns dos principais modelos preditivos de resposta ao fratamento com GH

em criancas com DGH.

Autor/revista/ano
VC 1° ano Blethen e cols., JCEM, 1993 (22)
Ranke e cols., JCEM, 1999 (3)
Cole e cols., Arch Dis Child, 2004 (23)
Altura final Blethen e cols., JCEM, 1997 (7)

Carel e cols., BMJ, 2002 (8)
Reiter e cols., JCEM, 2006 (25)
Ridder e cols., JCEM, 2007* (5)

Poder preditivo Desvio-padrao

40% >

61% 1,46 cm/ano
42% 0,29 DP
47% *

58% >

56% **

37% 0,84 DP

* Modelo incluindo apenas dados disponiveis no inicio do tratamento e aplicavel para criangas pré-plberes do inicio ao final do primeiro ano de tratamento; ** Dados

nd&o fornecidos nos artigos.
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90% da altura de um individuo normal seja determinada
geneticamente, ¢ que a estatura-alvo foi um importante
fator preditivo em diferentes modelos (5,8,9,25), ¢ bas-
tante provavel que fatores genéticos sejam fundamentais
na determinagdo dessa resposta. Assim, tem sido cres-
cente na literatura o interesse pelo estudo de variantes
genéticas que possam influenciar a resposta ao tratamen-
to com GH - a chamada “farmacogen6mica do trata-
mento com hormoénio de crescimento”.

Os primeiros trabalhos nessa drea tiveram como
objeto de estudo o gene do receptor do GH (GHR), ja
que este ¢ a primeira molécula-chave envolvida na me-
diagdo das a¢oes do GH. Na populagdo geral, existem
duas isoformas do GHR: uma completa (GHRfl -
Sfull-lenght) ¢ uma apresentando dele¢io do éxon 3
(GHRA3), presente em cerca de 50% dos individuos
normais. Embora as duas isoformas apresentem afinida-
des semelhantes pelo GH, estudos funcionais demons-
traram que células transientemente transfectadas com
GHRA3 induzem maior transdu¢io do sinal apos trata-
mento com GH do que células transfectadas com o
GHRfl. Em 2004, Santos e cols. (40) demonstraram
que individuos apresentando pelo menos um alelo de-
letado para o exon 3 apresentavam VC no primeiro ¢
no segundo ano de tratamento com GH superior a de
individuos apresentando apenas o receptor full-lenght.
Em 2006, nosso grupo demonstrou a influéncia positi-
va desse mesmo polimorfismo sobre a resposta ao trata-
mento com GH de criangas com DGH grave, tanto em
relacio a VC no primeiro ano quanto a altura final (41).
Embora analises subseqiientes ndo tenham sido unifor-
mes quanto a esta observagdo, estes estudos introduzi-
ram o importante conceito de que variagdes comuns
em genes envolvidos no eixo GH — IGF1 podem de-
sempenhar papel na predi¢do de resposta a terapia com
GH (41).

E provével que nos proximos anos sejam identifica-
dos marcadores adicionais que permitam melhor carac-
terizagdo da base genética envolvida com a resposta ao
tratamento com GH e possivelmente melhora da acura-
cia de previsio.

CONCLUSOES
A extensa experiéncia obtida até o momento com o uso
de GH em doses fixas, com base no peso, torna eviden-

te a necessidade de individualizagdo das estratégias tera-
péuticas, a fim de que os objetivos do tratamento sejam

Arq Bras Endrocrinol Metab 2008;52/5

alcangados de maneira mais homogénea entre os indivi-
duos. Hoje, sabe-se que diversos aspectos relacionados
ao perfil biolégico de cada individuo podem afetar a
forma como este responde a dado regime terapéutico,
e que por isso individuos com o mesmo diagndstico e
tratados segundo as mesmas recomendagoes apresen-
tam respostas de crescimento tdo varidveis. Fatores
como a idade cronoldgica ¢ o grau de déficit de altura
observados no inicio do tratamento, a estatura-alvo ¢ a
dose de GH utilizada ji estio bem estabelecidos como
determinantes de resposta ao tratamento com GH.
Além disso, sabe-se que determinada dose cumulativa
de GH pode apresentar diferentes resultados finais, de-
pendendo da forma como a dose ¢ fracionada ao longo
do tratamento.

A terapia individualizada fundamenta-se no ajuste
da estratégia terapéutica conforme o perfil de sensibili-
dade de cada individuo, a fim de se obter o maximo de
beneficio com a minima dose cumulativa possivel. Ideal-
mente, a terapia individualizada deve ser aplicada desde
o momento da decisio quanto ao uso ou nio do GH e
com base em ajustes periddicos nas diferentes etapas do
desenvolvimento da crianga. Para que isso seja possivel,
no entanto, sio necessirias ferramentas que permitam
prever de maneira acurada ¢ objetiva o potencial de res-
posta de cada individuo.

Nesse sentido, o desenvolvimento de modelos pre-
ditivos especificos para cada categoria diagnostica e
cada etapa do desenvolvimento constitui importante
passo rumo a moderniza¢io e a otimiza¢io da terapia
com GH. Algoritmos adequadamente precisos e que
incluam a dose de GH como variavel podem ser usados
para prever a resposta de crescimento que serd obtida
com o uso de determinada dose de GH durante deter-
minado periodo e, a partir disso, orientar o planeja-
mento da estratégia terapéutica a ser utilizada durante
o curso do tratamento. Além disso, permitem expecta-
tivas mais realistas quanto aos resultados, auxiliando,
assim, de modo objetivo, a tomada de decisio quanto
ao inicio do tratamento.

Com base nos conhecimentos obtidos até o mo-
mento, é possivel prever cerca de 50% da variabilidade de
resposta ao tratamento com GH. Essa baixa capacidade
preditiva indica que fatores determinantes genéticos
¢/ou ambientais ainda estejam por ser reconhecidos. Os
resultados iniciais dos estudos de farmacogenomica do
tratamento com GH, indicando que um polimorfismo
do GHR possa estar relacionado a capacidade de respos-
ta ao tratamento com GH, sugerem que, no futuro, es-
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tudos de farmacogenética possam prover ferramentas
adicionais para o refinamento dos modelos preditivos,
permitindo, dessa forma, maior capacidade preditiva e,
conseqlientemente, melhor precisio da previsio.

Embora estudos prospectivos sejam necessarios para
confirmar esta afirmagio, é provavel que a partir de ins-
trumentos de previsio mais acurados possamos, final-
mente, transferir a individualiza¢gio do tratamento com
GH do campo da teoria para a pratica, assim, otimizando
o custo-efetividade do tratamento e suplantando a tradi-
cional abordagem terapéutica fundamentada no peso
que vem sendo utilizada nos altimos 40 anos de expe-
riéncia com GH.
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The —202 A Allele of Insulin-Like Growth Factor
Binding Protein-3 (/IGFBP3) Promoter Polymorphism
Is Associated with Higher IGFBP-3 Serum Levels

and Better Growth Response to Growth Hormone
Treatment in Patients with Severe Growth Hormone

Deficiency
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Pediatria (S.R.A.), Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, 14049-900 Sao Paulo, Brazil; and
Departamento de Pediatria (G.G.J.), Faculdade de Medicina de Campinas, 13083-100 Sao Paulo, Brazil

Context: Genetic factors that influence the response to recombinant human GH (rhGH) therapy
remain mostly unknown. To date, only the GH receptor gene has been investigated.

Objective: The aim of the study was to assess the influence of a polymorphism in the IGF-binding
protein-3 (IGFBP-3) promoter region (—202 A/C) on circulating IGFBP-3 levels and growth response
to rhGH therapy in children with GH deficiency (GHD).

Design and Patients: —202 A/C /IGFBP3 genotyping (rs2854744) was correlated with data of 71
children with severe GHD who remained prepubertal during the first year of rhGH treatment.

Main Outcome Measures: We measured IGFBP-3 levels and first year growth velocity (GV) during

rhGH treatment.

Results: Clinical and laboratory data at the start of treatment were indistinguishable among pa-
tients with different —202 A/CIGFBP3 genotypes. Despite similar rhGH doses, patients homozygous
forthe Aallele presented higher IGFBP-3 spscore levels and higher mean GV in the firstyear of rhGH
treatment than patients with ACor CC genotypes (firstyear GV, AA =13.0 = 2.1 cm/yr, AC=11.4 =
2.5 cm/yr, and CC = 10.8 = 1.9 cm/yr; P = 0.016). Multiple linear regression analyses demonstrated
that the influence of —202 A/C IGFBP3 genotype on IGFBP-3 levels and GV during the first year of
rhGH treatment was independent of other variables.

Conclusion: The —202 A allele of IGFBP3 promoter region is associated with increased IGFBP-3
levelsand GV during rhGH treatment in prepubertal GHD children. (J Clin Endocrinol Metab 94:

588-595, 2009)

H replacement is a standard therapy for children with short
stature due to GH deficiency (GHD). The usual treatment

is carried out with empirical and fixed doses of recombinant
human GH (rhGH) adjusted uniquely for body weight or surface
(1). Although it is expected that thGH replacement completely
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resolves growth impairment in children with severe GHD, these
patients exhibit considerable interindividual variability regard-
ing growth responses to rhGH.

Some of the clinical factors that influence growth response to
rhGH have already been identified, such as maximum GH peak

Abbreviations: BMI, Body mass index; CLIA, chemiluminescence assay; CPHD, combined
pituitary hormone deficiency; GHD, GH deficiency; IGFBP-3, IGF-binding protein-3; IGHD,
isolated GHD; IFMA, immunofluorometric assay; IRMA, immunoradiometric assay; rhGH,
recombinant human GH; SDS, sb score.
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in provocative tests (2-5), age and height sp scores (SDS) at the
beginning of treatment (2-4, 6), target height (3-5), and dura-
tion of treatment (3, 5, 6). However, these variables explain only
40to 61% of rhGH responsiveness at the first year of therapy and
37 to 58% of variability at final height, implying that further
parameters may be missing from current prediction models.

Until recently, genetic factors that influence growth response
to rhGH were indirectly taken into account by including parental
heights in the growth prediction models (3-5). To date, only the
GH receptor gene has been investigated in rhGH pharmacoge-
netic studies (7-9). Despite the heterogeneity of early results,
these studies introduced the important concept that common
variations in GH/IGF-I axis genes may play a role in predicting
response to rhGH therapy.

GH promotes growth mainly by IGF-I, which acts by endo-
crine and paracrine mechanisms. IGF-I transport in serum is
mediated mostly by IGF-binding protein-3 (IGFBP-3) and acid
labile subunit. Besides being the major carrying protein for IGF-I
in the circulation, IGFBP-3 can act as a modulator of IGF-I bio-
activity and has IGF-I-independent actions on growth regulation
at the tissue level (10-14). Twin studies indicated that about
60% of the interindividual variability in circulating levels of
IGFBP-3 is genetically determined (15). The IGFBP3 gene is
highly conserved among species and is present as a single copy on
chromosome 7p14-p12. In 2001, Deal et al. (16) identified sev-
eral single-nucleotide polymorphisms in the promoter region of
IGFBP3. The most relevant single-nucleotide polymorphism
(rs2854744) was an A to C nucleotide change located 202 bp
upstream to the transcription start site, near elements believed to
control basal promoter activity of IGFBP3. Genotype at this
locus was highly correlated to circulating levels of IGFBP-3 in
healthy adults. Mean IGFBP-3 levels were highest in individuals
with the AA genotype and declined significantly in a stepwise
manner in the presence of one or two copies of the C allele.
Further studies confirmed this genotype-phenotype association
(17-23). Additionally, in vitro studies documented significantly
higher promoter activity of the A allele in comparison to the C
allele (16), supporting the functional importance of —202 A/C
polymorphism.

Until now, there were no data on the effect of this polymor-
phism on the IGFBP-3 serum levels and growth response torhGH
treatment in children with GHD. Therefore, the aim of our study
was to evaluate the influence of the =202 A/CIGFBP3 promoter
polymorphism on the serum levels of IGFBP-3 and growth re-
sponse to rhGH therapy in children with severe GHD.

Subjects and Methods

Subjects

Seventy-one severe GHD patients who were treated exclusively with
rhGH on a daily schedule and who remained prepubertal throughout the
first year of therapy were selected for evaluation of first year growth
velocity and IGFBP-3 serum levels. Among these patients, 36 have al-
ready reached adult height after 8 = 3 yr of rhGH treatment and were
also analyzed regarding final height growth outcomes. GHD diagnosis
was based on clinical and auxological parameters as well as the failure
of GH response on at least two provocative tests. Patients with central
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nervous system tumors, meningoencephalocele, or previous radiation
therapy were not included.

Magnetic resonance imaging of the hypothalamic-pituitary region
was performed in all patients. According to the basal levels and hormonal
response to the combined test (insulin + TRH + GnRH), patients were
classified as isolated GHD (IGHD) or combined pituitary hormone de-
ficiency (CPHD). Patients with CPHD were on regular replacement ther-
apy for the other hormonal deficiencies.

The study protocol was approved by the Hospital Ethics Committee,
and informed consent was obtained from all patients or their parents
before initiating the molecular studies.

Study protocol

rhGH was administered sc at a mean dose of 32 pg/kg - d (0.1 IU/
kg - d), which was adjusted according to changes in weight at each visit.
All children were evaluated at baseline and every 3—4 months during
rhGH treatment. First year growth velocity was determined after an
observation period of at least 11 months. Among the 36 GHD patients
who completed growth, the adult height was measured, on average, 1.4
yr after rhGH withdrawal. Evaluations were performed at the same pe-
riod of day and included measurements of weight (measured with a
digital scale) and standing height (measured with a stadiometer). Height
and body mass index (BMI) were expressed as SDS (24, 25). Target
height was calculated [(father’s height + mother’s height + 13 cm for
boys or — 13 cm for girls)/2] and expressed as SDS. Left hand and wrist
x-rays for bone age determination were assessed based on the method of
Greulich and Pyle (26). IGF-I and IGFBP-3 levels were measured both
before and during therapy.

Hormone assays

GH was initially measured by immunoradiometric assay (IRMA)
(61% of the patients) and subsequently by immunofluorometric assay
(IFMA) (AutoDELFIA, Wallac, Turku, Finland) method with monoclo-
nal antibodies (39% of the patients). Cutoff levels used for GHD diag-
nosis were peak GH levels no greater than 5.0 pg/liter (IRMA) or no
greater than 3.3 pg/liter (IFMA).

IGF-1 levels were obtained at the start of treatment and near the end
of the first year of rhGH therapy in 65 and 77% of patients, respectively.
IGF-I was measured by RIA after ethanol extraction (Diagnostic Systems
Laboratories, Webster, TX) (91% of patients) or by chemiluminescence
assays (CLIA) (IMMULITE; Diagnostic Products Corp., Los Angeles,
CA) (9% of patients). IGFBP-3 levels were obtained at the start of treat-
ment and near the end of the first year of rhGH therapy in 51 and 72%
of patients, respectively. IGFBP-3 was measured by IRMA (Diagnostic
Systems Laboratories, 90%) or CLIA (IMMULITE, 10%). IGF-I and
IGFBP-3 levels were expressed as SDS for age and sex according to ref-
erence values provided by the respective assay kits.

Molecular studies

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes by
standard methods from all patients. A 376-bp fragment encompassing
the =202 A/C polymorphic site at the promoter region of IGFBP3 gene
was amplified using specific primers, and PCR products were digested
with Fspl enzyme (New England Biolabs, Beverly, MA). In the presence
of the C allele, the 376-bp PCR fragment is digested into 260-bp and
116-bp fragments, whereas in the presence of the A allele, the restriction
site is absent. Primer sequences, amplification protocols, and digestion
protocols will be sent upon request.

The validity of the PCR-restriction-fragments length polymorphism
analysis was verified by direct sequencing of each genotype using the
BigDye FN Sequencing kit (PE Applied Biosystems, Foster City, CA). For
quality control, we regenotyped approximately 10% of random samples.
The agreement of the genotypes determined for the blinded quality con-
trol samples was 100%.
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Statistical analysis

Qualitative variables are listed as frequencies and percentages,
whereas quantitative variables are shown as mean =+ sp. Patients were
compared by genotype relative to clinical and laboratory characteristics.
The short-term response to rhGH was evaluated by growth velocity in the
first year of treatment. The long-term response to rhGH was assessed by
adult height SDS and adult height SDS minus target height SDS. IGF-I
and IGFBP-3 levels were evaluated as SDS for age and sex both before and
during treatment.

Genotype-group comparisons were performed according to two ge-
netic models: a codominant model, in which the three genotypes were
analyzed separately (AA vs. AC vs. CC), and a recessive model, in which
patients homozygous for the A allele (AA group) were compared with
patients presenting at least one copy of the Callele (AC + CCgroup). The
recessive model was the most frequent approach adopted in previous
studies, which evaluated the effects of =202 A/C IGFBP3 polymorphism
(16,17,20-22). ANOVA followed by Tukey test was used for compar-
isons according to the codominant model (AA vs. AC vs. CC), whereas
the # test was used for comparisons according to the recessive model (AA
vs. AC + CC). Numerical variables that did not demonstrate parametric
distribution (GH peak levels and mean rhGH doses) were analyzed by
Kruskal-Wallis one-way ANOVA on ranks or Mann-Whitney rank sum
test. Nominal variables were compared by x> or Fisher exact test, as
appropriate.

To assess whether genetic variants had independent prognostic sig-
nificance for outcome, we performed single followed by multiple regres-
sion analyses adjusting for the established influential factors. A P value
<0.05 was considered statistically significant. All statistical analyses
were performed with SigmaStat for Windows (version 2.03; SPSS, Inc.,
San Rafael, CA).

Results

Patient’s phenotype at the start of therapy

Seventy-one prepubertal GHD children (48 boys and 23 girls)
were evaluated. At the start of treatment, they presented a chro-
nological age of 8.6 = 4.1 yr, with marked bone age delay (4.3 =
2.7 yr) and short stature (height SDS, —4.3 + 1.4). Severe GHD
was demonstrated by extremely low GH peak levels, obtained at

IGFBP3 Polymorphism and rhGH Treatment
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two different stimulation tests (mean GH peak, 0.9 = 0.9 ug/
liter; range, <0.1 to 3.3 pg/liter). No difference in mean GH peak
was observed between patients diagnosed by IFMA or IRMA
GH assays. Ninety-two percent of patients had either a defined
genetic etiology for GHD (12 patients) or an anatomic abnor-
mality of the pituitary gland on magnetic resonance imaging
(ectopic posterior lobe in 45 patients and interrupted stalk in 18).
Twenty-nine patients presented IGHD, and 42 had CPHD.
Among the latter, central hypothyroidism was found in 77%,
ACTH deficiency in 45%, and diabetes insipidus in 12%; in
53%, central hypogonadism was diagnosed during follow-up.
Patients with IGHD and CPHD presented similar growth re-
sponses during rhGH treatment and, therefore, were analyzed
together. Pretreatment growth velocity was not available be-
cause, due to the severity of short stature in the majority of
patients, treatment was started after prompt GHD diagnosis.

Clinical correlations with —202 A/C IGFBP3 genotyping

The distribution of patients among the different —202
IGFBP3 genotypes was 21% AA, 54% AC, and 25% CC. The
genotype frequencies conformed to the Hardy-Weinberg equi-
librium test. There were no significant differences between ge-
notype groups regarding clinical features at the start of treat-
ment, GH peak at stimulation tests, and mean rhGH dose during
treatment (Tables 1 and 2).

IGF-I and IGFBP-3 SDS levels

Before the start of treatment, there was a tendency to lower
IGFBP-3 levels adjusted for age and sex in patients presenting one
or two copies of the =202 C IGFBP3 allele, but this difference
was not significant. During rhGH treatment, patients homozy-
gous for the A allele presented significantly higher IGFBP-3 levels
than C allele carriers in codominant (P = 0.002) and recessive
models (P < 0.001) (Table 1 and Fig. 1). Additionally, patients
homozygous for the A allele presented significant higher incre-

TABLE 1. Clinical and auxological characteristics of 71 children with GHD grouped according to —202 A/C /IGFBP3 genotype

—202 A/C IGFBP3 genotype P
AA AC CcC AC + CC AA vs. ACvs. CC AAvs. AC + CC

n 15 38 18 56

Gender (males:females) 11:4 26:12 11:7 37:19 ns ns
IGHD:CPHD 14:11 17:21 8:10 25:31 ns ns
Target height SDS -1.1+09 -0.8 0.8 -1.0 0.8 -09+0.8 ns ns
Highest GH peak (n.g/liter) 0.5+0.7 0.9 0.8 1.0+£1.0 1.0£0.9 ns ns
Chronological age (yr) 9.6 +4.38 85+*43 8.2 + 3.1 8.4 =39 ns ns
Bone age delay (yr) 52 *3.1 42+28 3.8+ 2.1 41+26 ns ns
Basal height SDS —-42=*+12 -45*+16 -3.7*0.7 -43*+14 ns ns
Basal BMI SDS -06+13 -05=+1.3 00=*13 -03*+13 ns ns
Mean rhGH dose (ug/kg - d) 29+9 3210 29+9 32+8 ns ns
IGFBP-3 SDS pretreatment —-23*09 —-26*13 -29*05 =27 1.1 ns ns
IGFBP-3 SDS during treatment 04+19 -1.0x1.0 1514 -1.2*12 0.002° <0.001
IGF-I SDS pretreatment -18x14 —-24+16 -23x15 -23x15 ns ns
IGF-1 SDS during treatment -05=*=16 -0.1=19 -0.8=*=09 -03=17 ns ns
First year growth velocity (cm/yr) 131+ 2.1 11425 10.8 =19 11223 0.016° 0.007
First year growth velocity SDS 51*30 33*+29 32*+29 32*+29 ns 0.037

ns, Not significant.
? Tukey test: AAvs. AC, P = 0.008; AC vs. CC, P = 0.63; AA vs. CC, P = 0.004.
b Tukey test: AA vs. AC, P = 0.05; AC vs. CC, P = 0.58; AAvs. CC, P = 0.015.
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TABLE 2. Clinical and auxological characteristics of 36 children with severe GHD who reached adult height after long-term
treatment with rhGH, grouped according to —202 A/C IGFBP3 genotype

—202 A/C IGFBP3 genotype

AA AC cc AC + CC
n 9 19 8 27
Gender (males:females) 7:2 14:5 5:3 19:8
IGHD:CPHD 2:7 9:10 3:5 12:15
Target height SDS -1.1+09 -09=*=07 -09*+0.8 -09=*=07
Highest GH peak (ug/liter) 0.6 =0.7 1.1+0.9 1.1+1.0 1.1+09
Chronological age (yr) 10.7 £ 4.2 10.5 = 3.9 92+24 10.1 =35
Bone age delay (yr) 58=*=30 54 +30 41x20 50%+29
Basal height SDS —43 1.1 -50+138 —3.8 % 1.1 —46+17
Spontaneous:induced puberty 3:6 11:8 4:4 15:12
Age at start puberty (yr) 149+29 152 £34 149 =37 15.1 £34
Treatment duration (yr) 83+22 84 +33 99+ 35 88*+33
Mean rhGH dose (ng/kg - d) 38+5 36 8 32 =10 35+9
Final height SDS —-0.6 £0.6 -1.1x11 —-12+16 -1.1x12
Final height SDS—target height 05*0.7 -0.1x1.1 -04=*x22 -02=x15

For all variables, comparison of genotypes (AA vs. AC vs. CC and AA vs. AC + CC) were not significant.

ment in IGFBP-3 SDS levels after treatment than patients pre-
senting at least one C allele (A IGFBP-3 SDS, AA = 2.8 = 1.4 vs.
ACor CC = 1.6 = 1.3; P = 0.02).

The observed relationship between IGFBP-3 serum levels dur-
ing rhGH treatment and —202 A/C IGFBP3 genotype was in-
dependent of many other clinical variables, such as age, sex, BMI,
and rhGH doses, as demonstrated by multiple regression anal-
yses. Alone, IGFBP3 polymorphism accounted for 19% of IG-
FBP-3 serum level variation (P < 0.001) and, together with age
(P <0.001) and gender (P = 0.003), explained 54% of observed
variation. Data analysis excluding IGF-I and IGFBP-3 measured
by CLIA (about 10% of measurements) presented similar results
(data not shown). There was no relation between —202 A/C
IGFBP3 genotype and IGF-I levels before the start of treatment,
as well as during treatment (Table 1).

Pre Treatment

First year growth velocity

Mean growth velocity in the first year of rhGH treatment was
higher in patients with the AA genotype and declined signifi-
cantly in a stepwise manner in the presence of one or two copies
of the Callele (first year growth velocity, AA = 13.0 = 2.1 cm/yr,
AC=11.4*=2.5cm/yr,and CC=10.8 = 1.9 cm/yr; P = 0.016)
(Table 1 and Fig. 2). As a group, patients with at least one C allele
presented a mean growth velocity 1.9 cm/yr lower than that of
patients homozygous for the A allele (95% confidence interval
for difference of means, 0.5 to 3.2 cm/yr; P = 0.007). Similar
results were observed when growth velocities were analyzed as
SDS adjusted for sex and age (Table 1).

Additionally, single followed by multiple linear regression
analyses demonstrated that the influence of this polymorphism
on growth velocity was independent of other variables. Alone,

During Treatment

IGFBP- 3 SDS

1

p=0.002*
I
p <0.001**
AA AC CcC AA AC CcC
- 202 IGFBP-3 genotype

Fig. 1. Influence of the —202 A/C IGFBP3 genotype on IGFBP-3 SDS levels in 71 prepubertal children with severe GHD before treatment and during rhGH treatment
(mean = sem). *, AAvs. AC vs. CC; **, AAvs. AC + CC.
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Fig. 2. Individual growth velocities of 71 prepubertal children with GHD during the first year of rhGH treatment, according to —202 A/C IGFBP3 genotype. *, AA vs.

AC vs. CC; **, AAvs. AC + CC.

IGFBP3 polymorphism accounted for 10% of growth velocity
variation (P = 0.004) and together with height SDS (P < 0.001)
and age at the start of rhGH therapy (P = 0.001), explained 29%
of observed variation.

Final height SDS

Clinical and laboratory characteristics, as well as genotype
distribution, of the 36 patients who reached adult height were
indistinguishable from the 35 patients who were still on treat-
ment. Genotypic groups were similar concerning gender distri-
bution, isolated or combined GHD, spontaneous or induced pu-
berty, age at puberty onset, parental height, highest GH peak,
chronological age and bone age delay at the start of treatment,
basal height SDS, BMI SDS, and mean rhGH doses (Table 2).
Despite similar mean rhGH doses and treatment duration, there
was a tendency for better final height growth outcomes in pa-
tients with the AA —202 IGFBP3 genotype, but this difference
was not significant (Table 2 and Fig. 3).

Discussion

Interest in a search for genetic variations that modulate rhGH
sensitivity and help to explain the great variability in clinical
outcomes observed in GHD children during rhGH therapy has
increased in the last 5 yr. Genes involved in GH and IGF-I action
are obvious candidates for rhGH pharmacogenetic studies. Con-
sidering that IGFBP-3 modulates both endocrine and local ac-
tions of IGF-1, and given the established functional importance
of =202 A/C IGFBP3 promoter region polymorphism, we eval-
uated whether this common polymorphism could influence

growth responsiveness to rhGH therapy. Since 2001, genotype at
this locus has been consistently correlated to circulating levels of
IGFBP-3 in healthy adults (16). In the present study, the effects
of this polymorphism on IGFBP-3 levels and growth response to
rhGH treatment in children with GHD were assessed for the first
time.

Regarding IGFBP-3 serum levels, studies in healthy adults
demonstrated that individuals with the AA genotype present
mean IGFBP-3 levels higher than patients with AC or CC geno-
types (16-23). In our cohort of patients with severe GHD, this
association became statistically significant only during rhGH
treatment, which suggests that the effect of the —202 A/C
IGFBP3 polymorphism on IGFBP-3 levels may be at least in part
dependent on GH action. Theoretically, IGFBP-3 serum levels
are determined not only by gene transcriptional activity, but also
by posttranslational changes and stabilization in ternary com-
plexes. Other possible influential variables such as acid labile
subunit and IGF-2 levels were not evaluated in the present study.
However, functional studies and the consistency of correlations
between —202 A/C IGFBP3 genotype and IGFBP-3 serum levels
in several studies (16-23) support a direct relationship between
genotype at this locus and peptide levels.

In contrast with the clear influence of the =202 A/C genotype
on IGFBP-3 serum levels, there was no correlation between this
polymorphism and IGF-I serum levels, which is in accordance
with other studies (20, 22) and could be explained by additional
influential factors on IGF-I levels (27, 28).

Moreover, GHD children who harbor the =202 AA IGFBP3
genotype presented better mean growth velocity during the first
year of thGH treatment than patients harboring =202 AC or CC
IGFBP3 genotype. The observed influence of genotype on
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Fig. 3. Mean adult height SDS adjusted for target height SDS in 36 patients with severe GHD after long-term treatment with rhGH, according to —202 A/C IGFBP3

genotype (mean = sem).

growth velocity was independent of other clinical variables, as
demonstrated by multiple regression analyses including factors
such as gender, target height SDS, age and height SDS at the start
of treatment, GH peak at stimulation tests, and mean rhGH dose
during treatment. Pretreatment growth velocity was not avail-
able for those analyses due to the severity of short stature in the
majority of patients and the prompt GHD diagnosis.

A tendency for better adult height adjusted for target height
in patients homozygous for the A allele was also observed, but
this difference did not reach statistical significance. One previous
study, especially designed to evaluate the association between
IGFBP3 polymorphisms and body size, found a weak associa-
tion between the —202 A IGFBP3 allele and higher adult height
in a cohort of Hispanic, but not in non-Hispanic, women (29). A
possible explanation for the lack of a clear association between
this polymorphism and the height of healthy adults might be the
fact that, in individuals with normal GH secretion, slight differ-
ences in GH sensitivity could be counterbalanced by a corre-
sponding increase in GH secretion. Conversely, in patients with
severe GHD, who depend on fixed doses of rhGH administered,
the adaptive response is impaired, and differences in GH sensi-
tivity will probably be more clearly observed. It is noteworthy
that all our patients had severe GHD due to the stringent diag-
nostic criteria used in our unit. Hence, they comprise a homog-
enous severe GHD cohort, ideal to evaluate the effect of genetic
factors on growth responsiveness to rhGH.

There is much evidence for stimulatory effects of IGFBP-3 on
IGF-T action. First, IGFBP-3 prolongs the half-life of IGF-I, thus
modulating its endocrine actions (11, 13). Moreover, IGFBP-3
can potentiate IGF-I autocrine and paracrine actions, as dem-
onstrated by many in vitro (30-37) and in vivo studies (38, 39).
Indeed, IGF-I complexed to IGFBP-3 appears to be more potent
than free IGF-I under many conditions (36, 38—40). Some of the

proposed mechanisms for stimulatory effects of IGFBP-3 on
IGF-I actions are: 1) IGFBP interaction with cell or matrix com-
ponents, which may concentrate IGFs near their receptor, en-
hancing IGF activity and facilitating the storage of IGFs in ex-
tracellular matrices for future action (11, 14); 2) accumulation of
cell-bound forms of IGFBP-3 with lowered affinity for IGF,
which may enhance the presentation of IGF to Type 1 IGF-receptor
and facilitate a slow exchange of IGF-I between the receptor and
IGFBP-3 (35, 41); 3) cell protection from IGF-I-mediated down-
regulation of IGF-I receptor (33, 42); 4) potentiation of IGF action
mediated through the phosphatidylinositol 3-kinase pathway (32).

In summary, we suggest that the higher levels of IGFBP-3,
related to the presence of the —202 AA IGFBP3 genotype, may
result in prolonged half-life of the IGF-I/IGFBP-3 complex
and/or amplification of IGF-I local effects, thus enhancing rhGH
actions. For the first time, a direct relation between the —202 A/C
IGFBP3 promoter region polymorphism and responsiveness to
rhGH treatment in GHD children was demonstrated. Patients
homozygous for the A allele presented better growth velocities
and higher IGFBP-3 levels in the first year of rhGH treatment
than patients who harbor one or two copies of the C allele. These
results substantiate the importance of pharmacogenetic studies
on rhGH treatment and suggest that future studies adjusting
rhGH treatment to genotype may provide additional tools to
individualization of rhGH therapy and improved growth
outcomes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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