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RESUMO

Diferentes formas de Deficiéncia Isolada do Hormonio do Crescimento (DIGH) sdo de
heranca autossomica recessiva. A mais comum (tipo IB) é freqiientemente causada por
mutacdes bi-alélicas no gene do receptor de GHRH (GHRHR). Embora portadores
heterozigotos da mutagdo do gene do GHRHR parecam normais, o tamanho pequeno da
maior parte das familias e o fato que a estatura ¢ um complexo determinado por caracteristicas
poligénicas levaram-nos a analisar cuidadosamente a hipdtese de um fendtipo para a
heterozigose. Para testar a hipotese de que a heterozigose para uma mutacdo do GHRHR
poderia estar associado a um fenétipo intermediario foi estudada uma extensa familia com
DIGH familial (Coorte de Itabaianinha/Sergipe). Nesta populagao a DIGH ¢ causada por uma
mutag¢do nula em homozigose do gene do receptor do GHRHR. Os adultos e criangas com
DIGH tém severa baixa estatura, massa magra reduzida e aumento de: percentagem (%) de
massa gorda (% MGQG), cintura, relagdo cintura/quadril, Colesterol total, LDL Colesterol,
Proteina C Reativa alta sensibilidade (PCRas) e a diminuicdo do Modelo Homeostatico do
Indice de Resisténcia & Insulina (HOMAR). No6s estudamos 76 individuos adultos entre 25 ¢
75 anos de idade heterozigotos (WT/MT) para esta mutacdo e comparamos pareados para a
idade e sexo com 77 individuos controles homozigotos para o alelo normal (WT/WT) da
mesma populacdo. O DNA genomico foi genotipado através da técnica de Eletroforese em gel
com gradiente de desnaturacdo (DGGE). Nao foi encontrada nenhuma diferenca entre os
individuos na altura dos adultos e niveis séricos de IGF-I entre os dois grupos. O peso, o
indice de massa corporea (IMC), dobras cutaneas, circunferéncia da cintura e quadril e massa
magra (MM) estavam reduzidos no grupo de individuos WT/MT. A % de MG e a relagdo
cintura/quadril foram semelhantes entre os dois grupos. A insulina e 0o HOMAr foram mais
baixos no grupo WT/MT. Os outros parametros bioquimicos (colesterol total e fragdes,
Triglicérides, Lipoproteina (a) (LP (a)), Proteina C Reativa alta sensibilidade (PCRas) nado
foram diferentes entre os dois grupos. Em conclusdo, a heterozigose para uma mutacio nula
no gene do receptor do GHRH ndo ¢ associada com reduc¢do da estatura final nem nos niveis
séricos de IGF-I, mas, causa alteragdes na composicao corporal e aumento do HOMA . Estes

efeitos parecem nao ser modulados por alteragdes nas concentracdes séricas de IGF-I).

Palavras-chave: Receptor do GHRH, mutagao, heterozigose, fenotipo.



ABSTRACT

Different forms of isolated GH deficiency (IGHD) have an autosomal recessive mode of
inheritance. The most common one (type IB) is often caused by bi-allelic mutations in the
GHRH receptor (GHRHR) gene (GHRHR). Although heterozygous carriers of GHRHR
mutations appear normal, the small size of most of the families and the fact that stature is a
complex and polygenic trait prevented so far a careful analysis of their phenotype. To test the
hypothesis that heterozygosity for a GHRHR mutation may be associated with a mild
phenotype, we studied large Brazilian kindred with familial IGHD (Itabaianinha cohort). In
this population, GHD is caused by a homozygous null mutation of the GHRHR. Adults and
children with GHD have severe short stature, reduced lean mass, increased % fat mass,
increased waist to hip (W/H) ratio, increased total and LDL-cholesterol and C-reactive protein
(CRPus), increased systolic blood pressure, and increased insulin sensitivity. We studied 77
adult subjects (age 25-75) heterozygous for the mutation (WT/MT) and compared them with
age and sex-matched controls homozygous for the wild-type allele (WT/WT) from the same
population. Genotyping was performed by denaturing gradient gel electrophoresis from
genomic DNA. We found no difference in adult height; blood pressure and standard deviation
score for serum IGF-I between the two groups. Body weight, body mass index, skin folds,
waist, hip, lean and fat mass were all reduced in WT/MT subjects. %FM and W/P ratio were
similar in the two groups. Fasting insulin and in HOMA|r were lower in WT/M than in
WT/WT. The other biochemical parameters (total and fractionated cholesterol, triglycerides,
Lp (a), CRPus) were not different between the two groups. Our data shows that
heterozygosity for a null GHRHR mutation is not associated with reduction in adult stature or
reduction in serum IGF-I, but it causes a parallel decline in fat and lean mass, and an increase
in insulin sensitivity. Heterozygosis for a null GHRHR mutation is not associated with
reduction in adult stature or in serum IGF-I, but is causes changes in body composition and
increase in HOMAR. These effects do not seem to be modulated by changes circulating IGF-

L.

Key words: GHRH receptor, mutation, heterozygosis, phenotype.
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia isolada do hormoénio do crescimento (DIGH) tem uma ocorréncia
familial em 5 a 30 % dos casos. Varios modelos de heranga tém sido descritos, sendo o mais
freqiiente o autossdmico recessivo (AR) (MULLIS, 2005). A forma mais comum de mutagao
AR (DIGH 1B) ¢ causada freqiientemente por mutagdes homozigdticas ou em heterozigose
composta do gene do receptor do hormoénio liberador do GH (GHRHR) (SALVATORI et al.,
2001b). A maioria das mutagdes no GHRHR parece ser especifica a certa regido geografica,
com excecdo de uma (L144H) que documentamos em Aquidaba (Sergipe/Brasil) e na
Espanha com uma origem comum e na Pensilvdnia (EUA) com uma origem diferente
(SALVATORI et al., 2002b). Apesar dos heterozigotos (HTZ) para a mutagdo no GHRHR
parecerem normais o pequeno tamanho da maioria das familias descritas at¢é o momento e a
determinagdo provavelmente poligénica da estatura adulta dificultam uma analise cuidadosa
do seu fendtipo.

O conceito de que uma doenga recessiva requer um mau funcionamento de ambos
os alelos, paterno e materno, tem sido desafiado por alguns exemplos mostrando que
individuos HTZ para a mutacdo recessiva exibem um fenotipo discreto, de alguma forma
intermediario entre os homozigotos (HMZ) e individuos normais, por exemplo, mutacdes
inativadoras em homozigose do gene do receptor da Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL)
causam hipercolesterolemia severa e doenca arterial coronariana prematura, enquanto HTZ
levam a hipercolesterolemia moderada e doenga arterial coronariana em uma idade mais
tardia (JANSEN et al., 2002). Mutacdes em homozigose do gene do receptor sensor do célcio
causam hiperparatireoidismo neonatal severo enquanto as mutagdes em heterozigose causam
hipercalcemia, hipocalcitrica familiar benigna (HENDY et al., 2000). Mutacdo em
homozigose do gene do receptor B do peptideo atrial natriurético causa displasia dssea severa
(displasia acromesomélica) enquanto HTZ apresentam apenas uma baixa estatura discreta
(OLNEY et al., 2006). Finalmente, a obesidade ¢ mais marcada em HMZ que em HTZ
portadores de mutagdes do gene do receptor da melanocortina tipo quatro (FAROOQI et al.,
2003).

Por analogia, para os exemplos acima, nés hipotetizamos que uma mutagdo do
GHRHR nos individuos HTZ pode ser associada com um grau moderado de deficiéncia de

GH que pode ndo ser tdo evidente no exame fisico inicial. Este assunto ¢ pertinente a
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populagdo geral, porque estdo sendo descritas com freqiiéncia crescentes mutacdes do gene do
GHRHR em diferentes areas do mundo (SALVATORI et al, 2001a; 2002a; 2002b;
WAJNRAJCH et al., 1996). Além disso, o fato que em varias familias de afetados os
individuos HTZ combinam muta¢des em alelos distintos de GHRHR defeituosos sugere que
estas mutagdes podem ser bastante prevalentes na populagao em geral (SALVATORI et al.,
2001a; 2001b; 2002b). Dados obtidos dos andes de Sindh do Paquistdo, que tem uma mutacao
HMZ nula no gene do GHRHR, mutagao E72X (BAUMANN; MAHESHAWARI, 1997)
sugeriram um “atraso de crescimento ou talvez, déficit estatural de adultos em heterozigose”
(MAHESHAWARI et al., 1998), mas suas conclusdes sdo prejudicadas devido ao pequeno
numero da amostra. Nos identificamos uma grande familia com DIGH familial, com 105
individuos afetados em mais de 7 geragdes, residindo no municipio brasileiro de Itabaianinha
a noroeste do estado de Sergipe. Nesta populacdo, a DIGH ¢ uma mutacao causada por uma
mutagdo homozigdtica no inicio do intron 1 (IVSI + 1 G — A) do gene do GHRHR
(SALVATORI et al., 1999). Os adultos e criancas desta familia tém niveis muito baixos de
GH e IGF-I, MM diminuida, aumento da % MG, relagdo cintura/quadril aumentada, aumento
dos niveis de LDL colesterol e PCRas, aumento da pressdo sanguinea sistdlica , nenhuma
resisténcia a insulina e evidéncia de aterosclerose prematura (BARRETTO et al., 1999;
OLIVEIRA et al., 2006). Em um estudo preliminar, foi sugerido que os individuos HTZ
tinham um nivel sérico de IGF-I mais baixos que os individuos HMZ normais (HAYASHIDA
et al., 2000), mas a idade heterogénea e o pequeno niimero de individuos HTZ comparados
aos controles dificultaram as conclusdes finais do estudo. Aqui estudamos um numero
significativamente maior de individuos HTZ para a mutacdo IVSI + 1 G — A no gene do

GHRHR, e os comparamos com controles para mesma idade e sexo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos preliminares da mutacao de Itabaianinha

O municipio de Itabaianinha situa-se a sudoeste de Sergipe, ficando a
aproximadamente 154 Km de Aracaju. La existe um grande numero de pessoas com
acentuada baixa estatura proporcionada, sem a presenca de retardo mental, sem mal
formagdes congénitas e sem deformidades dsseas. Todos os individuos afetados ou seus
ancestrais nasceram em um pequeno aglomerado rural a noroeste do municipio de
Itabaianinha denominado Carretéis e arredores (Cerretéis, Patu, Olhos D’Agua, Tapera,
Mutuca, Altos, Queimadinhas, Muquém, Campinhos, Pedra Branca, Terra Vermelha, Fundao
e Agua Boa). A maioria migrou para a sede do municipio a procura de melhores condicdes de
trabalho, poucos ainda subsistem da atividade agricola, artesanato e olarias. O estudo foi
realizado em Itabaianinha. Todas as familias estudadas tinham pelo menos um individuo
fenotipicamente afetado (SOUZA, 1997).

A heranga ¢ autossdmica recessiva. Através da biologia molecular Salvatori et al.
(1999), comprovaram que o fenétipo de individuos afetados, ¢ devido a uma mutacdo do tipo
splice na posi¢do 5’ no inicio do intron 1 (IVS1 + 1, G — A) do gene do receptor do GHRH
(genotipo MUT/MUT). Homozigotos afetados tém baixa estatura € nao respondem a
estimulos para liberar GH, além de concentracdes reduzidas de IGF- 1.

Embora outras trés citagdes (BAUMANN; MAHESHAWARI, 1997; NETCHINE
et al., 1998; WAJNRAJCH et al., 1996) de uma mesma mutagdo no gene do receptor do
GHRH j4 tenham sido descritas no subcontinente indiano, a descoberta da mutagao de
Itabaianinha demonstra de forma inequivoca a importancia vital do GHRH e que defeitos no
seu receptor causam severa baixa estatura.

Foi sugerida a existéncia de um fenotipo parcial nos Heterozigotos de Sindh
(BAUMANN; MAHESHAWARI, 1997) com uma diferente muta¢ao no gene do receptor do
GHRH, representados por niveis baixos de IGF-I e com discreto retardo do crescimento e
talvez déficit estatural no adulto. Os niveis reduzidos de IGF-I devem corresponder a uma

secrecao hipofisaria menor de GH pela pituitaria.
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2.2 Terminologia Genética

Necessario se faz alguns esclarecimentos sobre termos genéticos que serdo usados
no decorrer do tema. Segundo Thompson, Mclnnes e Hutington (1993), a historia familial ¢
importante: pode ser proveitosa ao diagnodstico, muitas vezes revela que um distarbio ¢
genético, pode oferecer informacdes sobre a historia natural de uma doenca e a variedade de
sua expressdo, e ainda esclarecer o padrdo da heranca, permitindo que se estime o risco de
recorréncia em outros familiares.

- Genotipo: ¢ a sua constituicdo genética, seja coletivamente em todos os loci
ou, mais tipicamente num locus isolado.

- Fenotipo: é a expressdo observavel de um gendtipo como um carater
morfoldgico, bioquimico ou molecular.

- Fenotipo Dominante: quando expressado da mesma maneira em homozigotos
e heterozigotos.

- Fenotipo Recessivo: ¢ expresso somente em homozigotos, ou para caracteres
ligados ao X.

- Fenotipo Parcial: é expresso em heterozigotos, onde tém um gen mutado e
outro ndo.

- Homozigoto: quando uma pessoa tem um par de alelos idénticos.

- Heterozigoto: quando os alelos sdo diferentes.

- Mutagdo: em genética pode ter dois sentidos, para indicar uma nova alteragao
genética que ndo era previamente conhecida numa familia (de novo) e, as vezes, s6 para
indicar um alelo anormal.

- Heranca Autossdmica Recessiva: expressam-se apenas em homozigotos, que,
portanto devem ter herdado um alelo mutante de cada genitor. Como este distirbio deve ser
herdado de ambos os pais, o risco de qualquer portador ter um filho afetado depende em parte
da freqiiéncia de portadores na populagdo, que no caso em estudo ¢ grande devido a alta taxa
de casamentos consangiiineos e, portanto, ambos os sexos tém a mesma probabilidade de
serem afetados.

- Heranca Autossomica Dominante: as pessoas afetadas geralmente sdo
heterozigdticas. O fendtipo aparece em todas as geracdes, e toda pessoa afetada tem um
genitor afetado, tendo, portanto um risco de 50% de herdar o carater.

- Intron: sdo seqiiéncias intercalares, inicialmente transcritas em RNA no

nucleo, mas nao estdo presentes no mMRNA maduro no citoplasma, e, portanto nao sao
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representados no produto protéico final (FIGURA 1). Os introns alternam-se com as
seqiiéncias codificadoras ou €xons, que codificam a seqiiéncia de aminoacidos do produto. A
transcrigdo de um gene inclui os introns e éxons, e passa além do fim das seqiiéncias
codificadoras.

- Delecdo: ¢ a perda de um segmento cromossdmico, resultando em
desequilibrio do mesmo. Pequenas delecdes dentro de genes, ou estendendo-se sobre varios
genes contiguos, sdo mecanismos reconhecidos de mutacao.

- Mutacéo Missense: substituicdo de uma base, resultando em substitui¢do de
um aminoacido.

- Mutacéo Nonsense: Introdugdo de um codon de finaliza¢do prematuro (TAA,
TAG ou TGA) na seqiiéncia codificadora, resultando na sintese de uma proteina truncada com
funcdo reduzida ou ausente.

- Mutacgéao Silenciosa: Troca de nucleotideo sem haver mudanga no aminoacido.

- Mutacdo nula: Mutagdo que abole completamente a fungdo da proteina
acometida.

- Mutacdo no sitio do Splice: Alteram a remogdo da seqiiéncia intrénica. O
intron ndo ¢é removido e permanece como parte da molécula de mRNA, alterando o produto

protéico. A proteina traduzida seréd diferente da original.



21

Intron Exon i

Enzymes cut out introns
and splice exons together.

Molecule used to make a protein

Figura 1. Esquema representativo das seqiiéncias de introns e éxons.

Fonte: Long & Slichter, caitulo 15 (ghs.gresham.k12.or.us/.../chpt15/intron.htm)



http://ghs.gresham.k12.or.us/science/ps/sci/ibbio/chem/nucleic/chpt15/intron.htm
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2.3 Eixo Hipotalamo — Hipofisario

Ha muito se conhece a relagdo morfofuncional entre o hipotdlamo e a hipofise
posterior. Ha4 uma estreita conexao entre o hipotadlamo e a hipofise anterior através de uma
circulagdo tipo porta. Substancias neurohormonais, liberadas por centros hipotalamicos sao
levadas a hipéfise anterior gragas a este sistema vascular influenciando a sintese e liberagao
dos hormonios hipofisarios. Estas substincias s3o chamadas fatores liberadores do
hipotalamo. As relagdes entre o hipotdlamo, a hipdfise e as glandulas alvos podem ser
representadas conforme o esquema abaixo (FIGURA 2) (MARTINELLI JUNIOR et al.,
2002):

o 3 Hipotalamo
Ghrelin Somatostatina :

| l Hipéfise [

_ ]

|
Célula-alvo |
- Wcrpnstartia

Figura 2. Esquema representativo da regulagdo intrinseca do Eixo GH-IGF. Setas cheias
representam agdo estimuladora e as setas pontilhadas acdes inibidoras dos horménios
representados.

2.4 Hipdfise

O controle do sistema endocrino € exercido pelos niicleos neuronais hipotalamicos
que, por sua vez, entram em contacto com neurdnios de diversas areas cerebrais. No

hipotalamo sdo produzidos polipeptidios que estimulam ou inibem as secrecdes adeno-
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hipofisarias, dentre as quais citamos o Horménio Liberador do Horménio do Crescimento
(GHRH).

A hipéfise (também denominada pituitaria) ¢ uma pequena glandula com cerca de
1 cm de didmetro e peso de 0,5 a 1 g. Localiza-se na sela tlrcica, na base do cérebro e esta
ligada ao hipotalamo pelo pedunculo hipofisario (THORNER et al., 1992).

Além de regular a liberagao hormonal, os hormonios hipofiseotroficos controlam
a diferenciagdo celular, sua proliferag¢do e a secre¢dao hormonal (CORONHO; PETROIANER;
MATOS SANTANA, 2001).

Henry (1995) cita que a regido hipotalamica produz hormoénios de liberagdo e
inibicdo que t€ém como func¢do controlar a sintese e a liberagdo dos hormonios da hipofise
anterior. Os mecanismos de “feedback”, pelos quais um hormoénio influencia sua propria
secrecdo ou a secre¢do de outro hormonio, operam em ambos os niveis, hipofisario e
hipotalamico.

Alguns hormodnios hipotalamicos estimulam mais de um hormonio hipofisario;
por exemplo, o hormdnio estimulador de tireotrofina (TRH) é um potente liberador de
tireotrofina (TSH) e, em algumas circunstancias, também de hormoénio de crescimento (GH) e
corticotrofina (ACTH). Outros s3o inibidores: A Somatostatina inibe o GH e TSH, a
Dopamina ¢ o principal inibidor da Prolactina (PRL) e do TSH, Gonadotrofinas e em algumas

circunstancias do GH (HENRY, 1995).

2.5 Hormonio de Crescimento (GH)

O GH ¢ secretado pelos somatotrofos e tém na sua estrutura molecular 191
aminodcidos com peso molecular de 22.000 daltons. Em uma hipo6fise normal encontramos 3
a 5 mg de GH aproximadamente, com secre¢do diaria em torno de 500 a 875 ng de GH.
(GREENSPAN; STREWLWER, 1997; ISSELBACHER et al., 1998; THORNER et al.,
1992).

O GH ¢ produzido no lobo anterior da hipofise, ou seja, na adenohipodfise e tem
como o6rgao alvo o figado. A secre¢ao do GH hipofisario estd sob controle de dois peptideos
hipotaldmicos: GH Releasing-Hormone (GHRH) e Somatostatina ou Somatotropin-Releasing-
Inhibiting Hormone (SRIF). Uma vez secretado, o GH age através de um receptor, cuja forma

circulante, o Growth-Hormone binding-peptide (GHBP), representa a sua por¢ao extracelular,
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estimulando a produc¢ao de Insulin-Like Growth Factor (IGF-I) (CORONHO; PETROIANER;
MATOS SANTANA, 2001).

O GHRH ¢ o principal estimulador da secrecao de GH, que € secretado em pulsos
com um ritmo ultradiano em que a amplitude e freqiiéncia dos pulsos aumentam, em criancas
e adultos jovens, 1 hora apds o inicio do sono profundo (SALVATORI et al., 1999).

A secrecao do GH ¢ modificada pela idade, diminuindo acentuadamente apos a
quarta década, pelo estagio metabolico, como por varia¢des glicémicas, ingestdo de proteinas
e por outros hormdnios; ¢ estimulada por estrdgenos, progesterona, androgenos, hormonios
tiredideos e suprimida por glicorticdides. Sua concentracdo ¢ extremamente elevada durante
os periodos fetais e neonatais, declinando rapidamente apds o nascimento. Durante a infancia,
seu padrao de secrecdo € relativamente estdvel até a puberdade. Nesta fase, influenciada pelo
aumento de esteroides sexuais, a secre¢do do GH aumenta consideravelmente, através de um
substancial aumento na amplitude dos pulsos do GH. Apds a meia-idade, a secre¢do do GH
cai progressivamente, em torno de 10 a 15% por década, e na velhice, os niveis de GH sdo
semelhantes aos de um adulto jovem com deficiéncia de GH (FIGURA 3). Seus niveis
também diminuem com o aumento de peso, onde sua concentracdo ¢ deprimida por acidos
graxos ¢ hiperglicemia, e estimulada por hipoglicemia e ingestdo protéica (CORONHO;

PETROIANER; MATOS SANTANA, 2001).
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Figura 3. Grafico mostrando o declinio do GH por faixas etarias.
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Além de estar envolvido na diferenciacao especifica de certas células (células do
crescimento Osseo, estimulando o processo de crescimento das cartilagens epifisarias e dos
ossos longos, células musculares na etapa inicial da maturagao), o GH exerce também efeitos
metabolicos especificos como: aumento da utilizagdo dos carboidratos, aumento da
velocidade da sintese protéica nas células do organismo, resultando em balanco nitrogenado
positivo, maior metabolizacao e utilizagdo dos acidos graxos do tecido adiposo, fazendo com
que o GH produza efeito anabolico, lipolitico, e antagonista da insulina. Estudos in vitro e in
vivo demonstraram sua a¢@o antinatriurética, e que apesar da presen¢a de receptores para IGF-
I em células linfocitarias, ndo ha imunodepressdo na Deficiéncia Isolada do Hormoénio de
Crescimento (DIGH) (CUNEO et al., 1992, UNDERWOOD; VAN, 1992).

Um dos efeitos do GH ¢ promover o crescimento através da sintese protéica, que
ocorre em tecidos como 0ssos, cartilagens, esqueleto e sistema eritropoiético. As a¢des do GH
resultam do efeito direto do hormonio sobre as cartilagens de crescimento e do seu efeito
indireto mediado pelo IGF-I. Para estimular a sintese de IGF-I, o GH acopla-se ao seu
receptor celular, uma proteina cujo gene esta localizado no cromossomo 5. Delegdes ou
mutagoes resultam da sindrome de Laron ou na Insensibilidade ao GH, descrita inicialmente

em 1966 por LARON (CORONHO; PETROIANER; MATOS SANTANA, 2001).

2.6 Fator de Crescimento semelhante a Insulina (IGF - 1)

Segundo Smith et al. (1993), grande parte dos efeitos do GH ocorre pela agao do
IGF-I, um polipeptidio de 79 aminoacidos, muito semelhante a pro-insulina, que ¢ sintetizado
no figado, por agdo do GH. A dosagem do IGF-I tem sido atualmente método de escolha para
o diagndstico de deficiéncia de GH, principalmente porque sua meia-vida bioldgica ¢ mais
longa, ou seja, 2 a 4 horas que a do GH que ¢ de 20 minutos, propiciando assim uma visao
mais integrada do fendmeno através de uma dosagem unica de IGF-I.

Os IGFs circulam ligadas as proteinas de ligagdo denominadas IGFBPs, estas sdo
classificadas de 1 a 6, sendo que as IGFBPs de 1 a 4 tém maior concentragiao na circulagao
sanguinea, e a mais importante delas sdo a IGFBP3; 40% dos receptores periféricos tém
afinidade semelhante tanto para insulina, como para IGF-I em vérios tipos de células, mas nos
fibroblastos, condrécitos e osteoblastos existe maior concentragdo de receptores especificos

para IGF-I (SMITH et al., 1993).
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Os efeitos do IGF-I em humanos sdo semelhantes aos do GH, isto €, incrementam
o crescimento linear, diminuem &cidos graxos e triglicérides, promovem aumento da sintese
protéica e da excre¢dao do nitrogénio, mas sdo antagénicos no metabolismo da glicose sendo o
GH hiperglicemiante e o IGF-I hipoglicemiante (JULL et al., 1994). O IGF-I semelhante ao
GH apresenta uma concentragdo maxima com o fim da puberdade e decrescendo a seguir

(FIGURA 4).
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Figura 4. Esquema grafico da mudanga na secre¢do do IGF-I sérico com incremento para a idade.
Modificado por JULL et al, 1994.

Os mecanismos responsaveis pela reducdo da secre¢do de GH no idoso sdo ainda
obscuros, mas sdo provavelmente multiplos: mudanga na composicao do corpo (obesidade),
hiperglicemia, e redu¢do da dopamina e nora-adrenalina do cérebro, todos os anteriores
aumentando secre¢ao de somatostatina e diminuindo secrecdo de GHRH pelo hipotalamo.
“Somatopausa” também ¢é observada em outros mamiferos, como ratos (SONNTAG et al.,
1980). Realmente, ratos mostram uma reducdo progressiva de responsividade pituitaria a
GHRH com o avancar da idade depois de nascimento (CEDA et al., 1986; SONNTAG;
HYLKA; MEITES, 1983). De forma interessante, Korytko, Zeitler e Cutter (1996)
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recentemente acharam que a concentragdo do mRNA de GHRHR em pituitarias de ratos em
idade-dependente: ¢ mais alto durante a vida intra-uterina, declina durante o periodo
perinatal, aumento no tempo da maturagdo sexual e declina novamente depois.

Sabe-se que, apos o pico puberal, ocorre um declinio progressivo na atividade do
eixo GH/IGF-1 com o passar da idade, sendo que, acima dos 60 anos, muitos individuos
normais apresentam secre¢ao de GH nas 24 horas, indistinguivel da dos pacientes adultos com
deficiéncia de GH por lesdes hipotalamo-hipofisarias (DGHA). Este fenomeno fisiologico
apresenta paralelo com varios aspectos clinicos encontrados na DGHA, tais como aumento da
gordura visceral e subcutinea, redugdo da massa magra, osteoporose, disturbios

neuropsicologicos e psiquiatricos.

2.7 Deficiéncia Isolada do Hormonio do Crescimento (DIGH)

A deficiéncia isolada do hormonio de crescimento (DIGH) é estimada em 1/3480
a 1/10000 nascimentos vivos. Enquanto a maioria desses casos ¢ esporadica, e causados por
uma variedade de danos hipotaldmicos ou pituitarios, isto, sugere que causas genéticas podem
explicar melhor que os defeitos estruturais a DIGH em uma grande por¢do de casos. A
incidéncia de DIGH familiar, definida com o aparecimento de DIGH em dois parentes de
primeiro grau, é controvertida e tem sido estimada em 5 a 30% dos casos. Em Itabaianinha
estudamos o maior grupo com DIGH familiar, com 105 individuos afetados (SOUZA, 1997).

A deficiéncia parcial ou completa de GH ¢ uma das causas mais importantes da
baixa estatura em criangas. O paciente tipico com DIGH ¢ pequeno (estatura inferir a —2DP),
proporcional, com discreto sobrepeso e adiposidade abdominal, voz e facies caracteristicas
(“aparéncia de anjo barroco”, “nariz em cela” e “voz em falsete”). O atraso da idade 6ssea que
reflete o nivel de maturagao fisiologica da crianca ¢ um achado freqiiente. Varias criancas
podem apresentar convulsdes devido a hipoglicemia.

De acordo com Savage et al. (1993), a DIGH Familial e Nao Familial fez
diagnostico diferencial com a Sindrome de insensibilidade ao GH descrita pela primeira vez
em 1966, por Laron, em 3 irmaos israelitas, no Paquistdo, e tem origens autossdmicas
recessiva, caracterizando-se por severo retardo no crescimento e niveis séricos do GH normais
ou altos ¢ com IGF-I baixos. As sindromes de insensibilidade ao GH (IGH) classificam-se em

primaria e secunddria. A primaria Sindrome de Laron ¢ uma deficiéncia nos receptores do GH
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e a secundaria ¢ adquirida e muitas vezes de forma transitoria, associando-se a desnutri¢ao e
doencas do figado.

Segundo Nishi et al. (1990), os niveis séricos de GH e o padrdo de heranca
classificam a DIGH em 4 tipos: A — autossomica recessiva com GH sérico ausente. IB-
autossomica recessiva com GH sérico diminuido. II- autossdmica dominante com GH sérico
diminuido. I1I- recessiva ligada ao sexo com GH sérico diminuido. Eventualmente podem ser
detectadas novas mutacdes. A mutagdo de Itabaianinha se enquadra no tipo IB.

A DIGH IA ¢ a forma mais severa de DIGH, com retardo de crescimento ja
aparente nos 6 primeiros meses de vida, associado por vezes com quadros de hipoglicemia.
As criangas respondem bem inicialmente ao tratamento com GH exdgeno, mas muitas delas
desenvolvem anticorpos anti-GH que irdo bloquear a a¢gdo do hormdnio recombinante e a boa
resposta terapéutica (COGAN; PHILLIPS, 1998; PHILLIPS, 1999).

Na DIGH IB os individuos tém baixa estatura, niveis plasmaticos de GH baixos,
porém detectaveis e uma boa resposta ao tratamento com GH exogeno, sem desenvolvimento
de anticorpos bloqueadores. A explicagdo mais provavel para estas diferencas com a DIGH
IA ¢ que os defeitos genéticos na DIGH IB resultam de moléculas mutantes de GH com uma
seqiiéncia de aminodcidos distinta do GH normal (COGAN; PHILLIPS, 1998; PHILLIPS,
1999).

Na DIGH II os individuos tém sempre um dos pais com o problema e a severidade
das manifestagdes clinicas varia entre os parentes afetados. Os niveis de GH sdo baixos, mas,
detectdveis e respondem bem ao tratamento com GH exdégeno. Os individuos sdo
heterozigotos e as mutagdes sdo “dominantes negativas”, isto €, o alelo mutante prevalece
sobre o ndo afetado e consegue interferir na sintese e/ou liberagdo da molécula normal do GH
(COGAN; PHILLIPS, 1998). Os individuos DIGH tipo II apresentam niveis séricos de GH
baixos, mas detectdveis, geralmente com boa resposta ao tratamento com GH

(BOGUSZEWSKI, 2001).

Ja na DIGH tipo III as manifestagdes clinicas costumam ser distinta nas diferentes
familias e estd ligada ao cromossomo X (COGAN; PHILLIPS, 1998). A DIGH tipo III
apresenta manifestacdes clinicas distintas nas diferentes familias. Alguns pacientes podem
apresentar agamaglobulinemia associada a deficiéncia de GH, sugerindo que o tipo III de
DIGH pode se dever a defeitos em genes contiguos ou a mutagdes em multiplos locus

(BOGUSZEWSKI, 2001).
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A primeira mutacao no gene do GHRHR levando a DIGH tipo IB foi descrita em
trés familias do subcontinente indiano, das quais a mais conhecida ¢ a dos “Andes de Sindh”
(MAHESHAWARI et al., 1998). Nessa familia encontrou-se uma a mutagdo GAG—TAG no
cddon 72, correspondente ao aminodcido residual 50 na proteina madura do GHRHR. O
“nanismo de Sindh” representa 0 homologo humano do little mouse descrito em 1976, em que
a mutagdo no GHRHR abole o sitio de ligacdo para o GHRH, o que leva a uma resisténcia a
eles, hipoplasia pituitaria e deficiéncia isolada de GH (BAUMANN; MAHESHAWARI,
1997). O segundo tipo de mutagdo do GHRHR foi descrito em 105 individuos da regido de
Carretéis e arredores, em Itabaianinha-SE. Trata-se de uma muta¢do homozigotica tipo splice
no inicio do intron I no sitio doador de emendas, onde a G (Guanina) foi substituida pela A
(Adenina) (IVS1+1 G—A). Essa mutacdo impede a sintese de RNA mensageiro (mRNA) do
GHRHR, resultando em um receptor de GHRH completamente truncado, o que conduz a
uma deficiéncia severa de GH (HAYASHIDA et al., 2000; SALVATORI et al., 1999; 2001b;
2002b). Estudos sobre DIGH em Itabaianinha foram publicados envolvendo: genética,
diagnoéstico, historia natural, conseqiiéncias metabdlicas, cardiovasculares (AGUIAR-
OLIVEIRA et al., 1999; BARRETO et al., 1999; BARRETO FILHO et al., 2002; GLEESON
et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006; SALVATORI et al., 1999; SALVATORI et al., 2002a),
resposta de GH a estimulos com secretagogos (GONDO et al., 2001; SALVATORI et al.,
2006) e morfologia da hipofise (OLIVEIRA et al., 2003) ¢ tiredide (ALCANTARA et al.,
2006).

Em adultos, a DIGH caracteriza-se clinicamente por: alteragdes na composi¢ao
corporal com redugdo da massa magra, da agua corporal total, da densidade mineral dssea, e
aumento dos niveis de leptina e da massa gorda (obesidade central), contribuindo para a
resisténcia insulinica (AMATO et al., 1993; BARRETTO et al., 1999; JOHANNSSON et al.,
1996); alteragdes no perfil lipidico traduzidas por aumento de colesterol total, triglicérides,
lipoproteina de baixo peso molecular (LDL), apolipoproteina B e redugdo da lipoproteina de
alto peso molecular (HDL) (DAVIDSON, 1987); pressao sistolica elevada (BARRETO-
FILHO et al., 2002), aumento do fibrinogénio e da atividade do inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1), principalmente na DGH iniciada na infancia. Somados a obesidade
central e as alteragdes lipidicas caracteristicas da DGH, associa-se a uma maior morbi-
mortalidade cardiovascular (JOHANSSON et al.,, 1993; ROSEN; BENGTSSON, 1990).
Apresentam outras caracteristicas como pele fina e seca com reducao da sudorese, redugdo da
capacidade fisica e alteracao do bem-estar psicologico (humor deprimido, fadiga e diminuigao

da memoria) (SOUZA et al., 1999).
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2.8 Heterozigose na DIGH

A estatura da populacdo em geral ¢ determinada pela hereditariedade. Esta
heranga ¢ poligénica, mas, nem todos os genes envolvidos sdo conhecidos
(CARAKUSHANSKY et al., 2003). Sabe-se também que a estatura final de um individuo ¢
atingida no final da puberdade e, além de fatores hereditarios a altura dos pais e também
outros ancestrais pode ser influenciada por fatores ambientais durante a gestacdo, infincia e
puberdade. Até o momento a totalidade dos genes que contribuem para o crescimento normal
ainda nao ¢ conhecida e, varias causas de baixa estatura, com padrao de herangca mendeliana
foram atribuidas a mutagdes em genes que favorecem o crescimento. O catalogo Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM, 2006) contém mais de 400 doencgas hereditarias que
causam baixa estatura, e tem sido uma ferramenta util de pesquisa.

Sabe-se atualmente que 1% a 5% das criangas com baixa estatura idiopatica pode
apresentar mutagdes heterozigoticas no gene do receptor do GH (GHR), causando uma
sindrome de resisténcia parcial ao GH (ATTIE, 2000; WOODS et al., 1997). Como salientado
anteriormente, as mutacdes no receptor do GHRH sdo responsaveis por pelo menos 10% das
causas genéticas de deficiéncia isolada de GH, sendo algumas muta¢des homozigotas
recessivas e outras heterozigotas compostas (SALVATORI et al., 2001b). Em analogia com a
heterozigose para a mutacdo do GHR, mutag¢des heterozigéticas no gene de GHRHR,
causando uma reducdo de 50% da concentracdo deste receptor, poderiam estar associadas com
déficit estatural decorrente de deficiéncias moderadas de GH e IGF-I. Este fenotipo parcial foi
sugerido nos individuos heterozigotos para a mutacao E72X no gene do receptor do GHRH
no Paquistio (BAUMANN; MAHESHAWARI, 1997).

A altura e os niveis de IGF-I apresentam grande variabilidade em diferentes
grupos etarios. Este fato torna dificil a verificagdo do impacto da heterozigose, a partir de
descrigdes de familias isoladas. Em Itabaianinha existem mais de 2000 heterozigotos para a
mutacdo IVS1+1G—A constituindo-se, provavelmente, na unica possibilidade de verificar a

existéncia de um fenotipo parcial na heterozigose para mutagdes no gene do GHRHR.
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2.9 Proteina C Reativa alta sensibilidade (PCRas) e Lipoproteina (a) (LP(a))

2.9.1 Proteina C Reativa alta sensibilidade (PCRas)

A medida de PCRas ¢ util como marcador bioldégico da inflamagao e
tradicionalmente ¢ utilizada para diagnostico e monitorizacdo das doengas infecciosas e auto-
imunes (ROBERTS et al., 2000). A alta sensibilidade da PCRas pode ser usada como um
marcador de risco independente para a identificacdo de individuos com risco para doenga
cardiovascular futura. A PCRas ¢ um marcador inflamatdrio validado como preditor de risco
cardiovascular em individuos aparentemente saudaveis (RIDKER, 2003). Medidas de PCRas,
quando usadas junto com avaliagdo de laboratorio e clinica tradicional de sindromes
coronarianas agudas, podem ser util como um marcador independente para eventos
reincidentes, em pacientes com doenca coronariana estdvel ou sindromes coronarianas
agudas.

Em vérios estados da doenca que resultam em dano de tecido, infeccdo ou
inflamacao aguda, valores de PCRas podem subir além do normal. Como valores de PCRas
elevados sempre sdao associados com mudangas patoldgicas os ensaios de PCRas fornecem
informagdes Uteis para a diagnose, terapia e monitoramento de processos inflamatorios e
associados a doenga cardiaca. Aumentos dos valores de PCRas ndo sdo especificos e nao
deveriam ser interpretados sem uma historia clinica completa. Estudos mostraram que a
medida de PCRas através de ensaios de alta sensibilidade sdo um preditor independente de
forte risco para futuras doencas cardiovascular e vascular periférica. A PCRas ¢ bastante
elevada nos individuos com DIGH de Itabaianinha (OLIVEIRA et al., 2006). Dados ainda nao
publicados demonstraram que a DIGH e o IGF-I s3o os principais preditores da elevacao da

PCRas (MARQUES-SANTOS, 2006).

2.9.2 Lipoproteina (a) (Lp (a))

A doenca coronariana ¢ a causa principal de morte no E.U.A. e muitos outros
paises ocidentais industrializados. A maioria dos casos de doenga de coracdo ¢ causada
fundamentalmente pela aterosclerose a acumulacao de depositos gordurosos nas paredes da

artéria. Algumas causas de aterosclerose e doenga do coragdo estdo agora claras. Pressdo alta,
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diabete, fumo e outros fatores parecem aumentar a probabilidade de doenca do coragao.
Dietas ricas em colesterol e gorduras saturadas contribuem a elevagao dos niveis de lipides no
sangue e para a progressao da aterosclerose. A concentracdo de lipoproteinas, também ¢ outro
fator de risco importante. Descoberto por Berg em 1963, a Lp (a) tem papel importante nesta
patologia. A medida da Lp (a), junto com outros testes ¢ importante para avaliar a
aterosclerose e doenga cardiovascular especifica em populagdes. A Lp (a) € composta de duas
proteinas, APO (a) [Apolipoproteina (a)] e APO B-100, que sdo ligados por pontes de
dissulfeto. APO (a) ¢ uma proteina glicosilada tnica na Lp (a); APO B-100 ¢ achada em
outras lipoproteinas incluindo LDL (TIETZ, 1999).

A dosagem da Lp (a) tem significado clinico semelhante a dosagem do LDL
colesterol embora menos dependente de dieta e efeitos farmacoldgicos e provavelmente

associados a fatores genéticos.
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista o grande ntimero de Heterozigotos na populacdo de Itabaianinha,
resolvemos estudar as repercussoes da heterozigose nestes individuos. Desta forma o objetivo

geral do presente trabalho ¢:

®  Verificar a existéncia de fenotipo parcial dos heterozigotos para a mutagdo IVS1+1

G—A no receptor do GHRH em adultos de Itabaianinha-Se.

E os objetivos especificos sao:

®  Verificar a presenga de déficit estatural nos heterozigotos adultos para a mutagdo

IVS1+1 G—A no gene do receptor do GHRH.

®  Verificar se a heterozigose para a referida mutagcdo estd associada a redugdo de

niveis séricos de IGF-I nos individuos adultos.
®  Estudar a composi¢ao corporal nos individuos adultos heterozigotos de Itabaianinha.

®  Estudar o perfil metabolico e inflamatério nos individuos adultos heterozigotos de

Itabaianinha.



CASUISTICA E METODOS
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Casuistica

4.1.1 Populagéo Estudada

O Municipio de Itabaianinha situa-se na zona oeste do Centro-Sul do Estado de
Sergipe, possui cerca de 35 mil habitantes e 4rea territorial de 478 km?, distando da capital
Aracaju 154 km. A agricultura e as olarias artesanais sdo as atividades de sustento das
familias. Embora oriundos do meio rural, a grande maioria dos andes e seus familiares estdao
em fase de urbanizagdo. A DIGH dessa regido ¢ uma doenga autossoOmica recessiva com alto
grau de consangiiinidade (SALVATORI et al., 1999; SOUZA et al., 2004). A freqiiéncia
fenotipica da DIGH em Itabaianinha (FIGURA 5) ¢ bastante elevada, chegando a 1:279.
Torna-se maior ainda se considerarmos Carretéis, ber¢o dos andes, ¢ um aglomerado rural a
14 km ao norte da sede do municipio (composto de treze povoados), onde chega a 1:32

(SOUZA, 1997).

Figura 5. Itabaianinha, Sergipe, Brasil.
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Assumindo que a dispersao normal de altura de um individuo adulto na
populagdo brasileira ¢ semelhante a observada na populagao nos Estados Unidos (HAMILL et
al., 1979), calculamos que para descobrir uma diferenca de altura de 5 centimetros entre HTZ
(WT/MT) e HMZ (WT/WT) nos membros de uma familia com um poder de 80%,

precisariamos de 75 individuos por grupo.

A Figura 6 mostra uma familia da comunidade de Itabaianinha com uma mae,

filhos e neto.

Filha Neto

MT/M WT/MT

—

Figura 6. Familia da comunidade de Itabaianinha, Sergipe, Brasil.
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O ntimero de heterozigotos foi estimado pelo teorema de Hardy-Weinberg como a

seguir:

Formula: p>+ 2pq + q*=1

Onde:

p: freqiiéncia do gene normal

q: freqliéncia do gene com a mutagao [VS1+1G—>A

p’: freqiiéncia do gendtipo dos homozigotos normais

2pq: freqiiéncia do genotipo dos heterozigotos

q’: freqiiéncia do gendtipo dos homozigotos afetados. Em Itabaianinha ¢ de 1 para
279 individuos, ou seja, de 0,36%

q*: 0,36%: 0,0036

q: 0,06

Como s6 existe a possibilidade de ter o gene normal ou o gene alterado:

ptg=1

Se q: 0,06, p: 0,94

Entdo: p*: 0,8836 ou 88,36%,

2pq: 0,1128 ou 11,28%

Portanto, o numero estimado de heterozigotos para a populacao de Itabaianinha de

19821 habitantes é de 2236 individuos.

4.2 Métodos

4.2.1 Pré-Selecao

Foi realizado um estudo transversal em 153 individuos. Apresentaram-se para
triagem 240 individuos parentes de andes de 1°, 2° e 3° graus foram incluidos nesta primeira
etapa que constituia a genotipagem destes individuos para posterior inclusdo nos grupos dos
Heterozigotos (WT/MT) e Homozigotos normais (WT/WT). Todos estes individuos foram
recrutados através da “Associacdo do Crescimento Fisico ¢ Humano de Itabaianinha” sendo

solicitados aos andes que seus parentes comparecessem para uma reunido prévia onde foram
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explicados os objetivos do estudo e assinados os Termos de Consentimento Livre e
Esclarecidos pelos critérios de inclusdo pré-estabelecidos. Os critérios de inclusao eram:

- Individuos entre 25 a 75 anos de idade;

- Parentes de andes em primeiro, segundo e terceiro grau (primeiro grau
seriam os pais, filhos e irmaos; segundo grau os avods, netos, tios e sobrinhos e o terceiro
grau primos, bisavos e bisnetos);

- Auséncia de historia de doencas que influenciam a estatura final (mal-
absor¢ao, doenga renal, uso de corticoide).

Foi solicitado que todos comparecessem em jejum de 12 horas. Depois de ser
entrevistado o individuo comegava a cumprir as etapas estabelecidas para o protocolo
padronizado para este estudo.

Trés individuos HTZ foram diagnosticados com Hipotireoidismo primario (por

aumento moderado do TSH) sendo incluidos unicamente na analise da altura.

4.2.2 Coleta do DNA e Genotipagem

Foi colhido o DNA de todos os individuos através de cotonete bucal da seguinte
maneira: O individuo era instruido para lavar a boca 03 vezes e em seguida a pessoa, treinada
para coleta, introduzia na cavidade oral do individuo, um cotonete com borda em escova e
fazia uma friccdo suave na face interna da bochecha. Em seguida este cotonete era
acondicionando no invélucro, que ja deveria estar identificado com o nome do individuo, data
e lado da coleta e s6 entdo era lacrado e acondicionado em refrigeracdo para posterior envio
para Universidade Johns Hopkins/EUA. Foram colhidos dois cotonetes de cada individuo, um
do lado direito e um do lado esquerdo. A Genotipagem através do produto de PCR foi
realizada no Laboratorio de Biologia Molecular de Dr Roberto Salvatori na Universidade
Johns Hopkins, em Baltimore/EUA, pela técnica de eletroforese em gel com gradiente de
desnaturagao (DGGE), onde o DNA ¢ amplificado, os individuos Homozigotos normais
(WT/WT) apresentam uma tUnica banda, os Afetados (MUT/MUT) uma unica banda mais
lenta e os Heterozigotos (WT/MT) quatro bandas, a do alelo normal e a do alelo mutante e
duas bandas mais lentas que representam heterodimeros gerados pelo anelamento das fitas
anterior ¢ posterior dos alelos de G e A durante a amplificacdo na reacdo de PCR

(SALVATORI et al., 1999) (FIGURA 7).
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WT/WT MT/MT WT/MT

HTD

Figura 7: WT/WT apresentam uma unica banda, MUT/MUT uma tnica banda mais lenta ¢ os WT/MT quatro
bandas, a do alelo normal e a do alelo mutante e duas bandas mais lentas que representam heterodimeros gerados
pelo anelamento das fitas anterior e posterior dos alelos de G e A durante a amplificacdo do PCR (SALVATORI
et al, 1999).

Foram identificados 76 individuos HTZ (WT/MT) e 77 HMZ (WT/WT) pareados
para sexo e idade, que foram convidados em grupos de 20 para as etapas seguintes, realizados

durante oito dias consecutivos.

4.2.3 Dados Antropométricos

No grupo de 240 voluntarios foi achado 76 individuos WT/MT. Entre os
individuos que participaram do estudo identificamos 77 WT/WT que foram pareados para
sexo e idade, o mais préximo possivel.

Foram anotados: sexo, idade (anos), peso (Kg), altura (m). Foi calculado o escore
de desvio-padrao da altura para a idade (EDP a/i) de cada individuo de ambos os grupos,
utilizando os dados do NCHS — National Center of Health Statistics e indice de massa
corporea foram calculados usando a formula: Peso/(Altura)® kg/m*. A Superficie corporal
(m?) foi calculada usando-se a formula: w**° x h®"® x 71,84 x 10, onde w é o peso em

quilogramas, e h ¢ a altura em centimetros (HAMILL et al., 1979). Para determinagdo do peso
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usamos uma balanga digital da marca G.TECH, e as alturas foram medidas em antropometro
vertical portatil, com o individuo descalgo sobre a plataforma, calcanhares juntos, nadegas e
ombros em contato com o eixo vertical do instrumento e foi exercida leve pressao no processo
mastoide para cima com a média de 03 medidas consecutivas realizada pela mesma pessoa.
(BARRETTO et al., 1999; BARRETO-FILHO et al., 2002) (APENDICE 2). Foram medidos
triceps (mm), biceps (mm), subescapular (mm), supra- iliaco (mm), cintura (cm) e quadril
(cm). O equipamento utilizado para estas medidas foi um adipometro da marca Lange Skin
fold Caliper (Cambridge, Md) do lado direito do corpo. Foi calculada a relagdo cintura/quadril
para todos os individuos (DU BOIS, D.; DU BOIS, E., 1989).

Procedimentos para medidas das pregas cutaneas:

- Identificar e marcar os locais a serem medidos, sempre no hemicorpo direito do
avaliado.

- Destacar o tecido adiposo do tecido muscular utilizando os dedos polegar e
indicador da mao esquerda, e segurar a prega cutanea até que a leitura da medida tenha sido
realizada.

- Introduzir as hastes do compasso de dobras cutineas (adipOmetro)
aproximadamente 1 centimetro abaixo dos dedos que estdo segurando a prega, de forma que
as mesmas fiquem perpendiculares a prega cutanea.

- Soltar completamente as mandibulas do compasso (adipdmetro), para que todas
as pressoes de suas molas possam atuar sobre o tecido medido.

- Executar a leitura da medida no méximo dois a trés segundos apos ter
introduzido o compasso (adipometro).

- Repetir todo esse processo trés vezes ndo consecutivas, ou seja, medem-se todas
as pregas cutaneas escolhidas, depois se mede novamente, e entdo mais uma vez.

- Adotar o valor mediano (intermedidrio) como sendo a medida da prega cutanea.

- Quando, entre o maior ¢ o menor valor obtido em uma prega cutanea, houver
uma diferenga superior a 5%, devera ser realizada uma nova série de medidas.

- A execucdo de medidas de pregas cutaneas pode ser feita em varios lugares do
corpo:

e Triceps — E a medida na face posterior do brago, paralelamente ao eixo
longitudinal, no ponto que compreende a metade da distancia entre a borda supero-lateral do
acromio e o olecrano.

e Biceps — E a medida no eixo longitudinal do brago, na sua face anterior, no

ponto de maior circunferéncia aparente do ventre muscular do biceps.
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e Subescapular — A medida é executada obliquamente em relagdo ao eixo
longitudinal, segundo a orientagdo dos arcos costais, sendo localizada a dois centimetros
abaixo do angulo inferior da escapula.

e Supra-iliaca — Foi obtida obliquamente em relacdo ao eixo longitudinal, na
metade da distancia entre o ultimo arco costal e a crista iliaca, sobre a linha axilar média. E
necessario que o avaliado afaste o brago para trds para permitir a execu¢do da medida.

e Cintura — Foi obtida durante a expiragdo, no ponto médio entre a espinha iliaca
antero-superior e o arco costal inferior.

e Quadril - Medido na regido sobre o trocanter maior de cada fémur passando
pela parte mais saliente das nadegas.

A Percentagem de Massa Gorda (% MG) e a Massa Gorda (MG em Kg) foram
medidas usando-se o método do infravermelho, utilizando o aparelho FUTREX 5000NIR
(BARRETO-FILHO et al., 2002; BRODIE; ESTON, 1992), técnica que tem, como principio
basico, a colocagdo de um transdutor de fibra 6tica tangencial ao biceps do individuo para
medir a energia refletida na regido em duas diferentes freqiiéncias. Uma equagdo de regressao
multipla ¢ empregada para usar a informagdo em combinagdo com outros dados

antropométricos para predizer a composicao corporal (WHO, 1988).

4.2.4 Dados Laboratoriais

Foi colhido 25 ml de sangue de cada individuo (BD Vacutainer). Era perguntado
ao individuo se estava em jejum, faziamos a glicemia digital, com um Glicosimetro ACCU-
CHEK Advantage, da Roche e o restante de sangue era dividido em: 01 tubo de sangue total
(BD Vacutainer K3 EDTA, 5 ml) e 03 tubos para soro (BD Vacutainer SST Gel & Clot
Activator, 6 ml). Os tubos eram identificados com o nimero de ordem de cada individuo
(nimero da entrevista) e também seu nome completo. Estes tubos eram entdo acondicionados
em um isopor mantido sob refrigeragdao. Os exames de sangue realizados foram os seguintes:

O IGF-I (ng/mL) (IRMA-imunoradiometria com dupla extragdo). O método
apresenta sensibilidade de 0,8 ng/ml (Diagnostic Systems Laboratories 5600, Inc., Webster,
Texas, EUA). O erro intra e extra ensaio sdo respectivamente 2,25% ¢ 2,6%. O EDP do IGF-I
sérico foi calculado subtraindo-se a média do nivel do IGF-I sérico pela idade individual e

dividindo-se este valor pela divergéncia padrao da idade fornecida na bula do fabricante.
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A Glicemia (mg/dl) foi realizada na polpa digital através de um Glicosimetro
ACCU-CHEK Advantage, da Roche.

O Colesterol Total (mg/dl), Triglicérides (mg/dl) foram medidos através do
método colorimétrico enzimdatico Trinder (TRINDER, 1969).

O HDL-Colesterol (mg/dl), lipoproteina de alta densidade foi usado o método de
acido phosphotungsténio / magnésio e LDL-Colesterol (mg/dl), lipoproteina de baixa
densidade, foi calculado indiretamente pela formula de Friedwald a seguir » (LDL colesterol
= colesterol total - HDL colesterol — Triglicérides /3) (BETTERIDGE; MORREL, 1998).

A Insulina (uIU/mL) foi medida por ensaio  quimioluminescente
imunoradiométrico DPC — Diagnostic Products Corporation Corporate Offices 5210 Pacific
Concourse Drive Los Angeles, CA), com sensibilidade de 2 uIU/mL e o erro intra e extra
ensaio respectivamente de 4,26% e 5,43%. O HOMA|r (Homeostasis model assesment of
insulin resistence) foi calculado mediante a formula: insulina (microU/mL) x glicemia
(mMol/L) / 22,5; conversdao da glicemia: mMol/L = 0,05551 x mg/dl (LANSANG;
WILLIAMS; CARROLL, 2001).

A PCRas (mg/l) e Lp (a) (mg/dl) foram dosadas pelo método Nefelométrico
(Dade Behring Marburg GmbH,Marburg,Germany, com o kit CardioPhase hsCRP da Dade
Behring e Immage Immunochemistry System Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA). As
sensibilidades de PCRas e Lp (a) eram respectivamente 0,175 mg/l e 2 mg/dl. O erro intra e
extra ensaio foram 3,5% e 3,4% e 5,0% e 6,5%, respectivamente.

A Insulina, PCRas e IGF-I foram dosados apds terem sido estocados a —20°C. A
Lp (a) foi dosada apos ter sido estocada a 4°C. Todos os testes foram dosados de uma s6 vez
apos o final da coleta. Lipidogramas e Glicose eram dosados diariamente no Laboratorio do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe.

O estudo foi aprovado pelo CEP - Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sergipe, processo n° 029/2002 e pelo CONEP - Comissdo Nacional de Etica e
Pesquisa, oficio n° 1063 CONEP/CNS/MS (ANEXO 1). Os participantes assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido dispondo-se a participagdo e realizagdo dos exames

necessarios (APENDICE 1). Os exames foram realizados entre marco e outubro de 2006.
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4.3 Andlise Estatistica

Os valores foram expressos em média e desvio padrdo. Foram utilizados testes
para amostras independentes utilizando o Teste t. Todos os célculos estatisticos foram feitos
através do programa SPSS/PC (Statistical Product and Service Solutions Inc., Chicago, IL) for
Windows, versdao 11.5 (2002). Insulina PCRas, Lp (a) e HOMAR foram transformados em
logaritmo decimal antes das andlises. Para avaliar o possivel efeito da idade nas varidveis
usou-se ANOVA one-way com teste de Bonferroni. Estimamos um P de 0,05 ou menos para

ser considerado estatisticamente significante.
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Os individuos foram separados em dois grupos: 76 individuos HTZ (WT/MT) e
77 individuos HMZ (WT/WT). Foram pareados para sexo e idade, conforme Tabela 1. 66,6%

destes individuos estavam abaixo de 50 anos.

Tabela 1. Estratificagdo dos Heterozigotos (WT/MT) e Homozigotos Normais (WT/WT) segundo sexo e

idade.

Idade (WT /MT) (WT /WT) p

76 77
Homem Mulher Homem Mulher

25 -30 anos 10 09 07 04 0,223
31 - 40 anos 04 11 03 12 0,402
41 - 50 anos 03 13 07 18 0,176
51 - 60 anos 05 12 06 13 0,531
61 - 70 anos 03 04 01 04 0,290
71 - 75 anos 0 02 01 01 NE
TOTAL 25 51 25 52 0,497

Nota: p = ¢ a probabilidade de percentagens de diferenca de grupos por sexo em cada intervalo da idade;
NE = nio exeqiiivel.

Como esperado, houve uma representacdo maior dos individuos que foram

parentes em primeiro grau de individuos com DIGH no grupo WT/MT (50,2 x 7,8 %, p <

0,0001). Nenhuma diferenca na percentagem de parentes de segundo grau foi observada (19,7

% x 27,21 %). Os dois grupos foram similares na distribuicdo do sexo em todos os intervalos

etarios. A percentagem de cada categoria de idade foi similar em ambos os grupos com

exce¢do de uma representacdo maior de individuos nos jovens (25 — 35 anos) no grupo

WT/MT comparado com WT/WT (25 % x 14 %, p = 0,009). N6s mantivemos este grupo

porque a idade ndo influencia estatura final e por definicdo IGF-I ¢ ajustado pela idade. As

diferencas significativas entre os dois grupos seriam mantidas se este intervalo fosse

removido.
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5.2 Dados Antropomeétricos e Niveis de IGF-I

Na Tabela 2, estdo relacionados todos os dados Antropométricos e niveis de IGF-I
e o Escore Desvio Padrao do IGF-I (média + Desvio Padrao) dos 76 Heterozigotos (WT/MT)
e dos 77 Homozigotos Normais (WT/WT). Nao ha nenhuma diferenca na altura, EDP IGF
entre os dois grupos. O minimo e o maximo da altura nos dois grupos sdo HTZ (1,36 ¢ 1,84
m) e HMZ (1,35 e 1,82 m). O Peso, IMC e Superficie Corporal dos HTZ eram menores que
HMZ (p = 0,003; 0,002 e 0,026, respectivamente). Valores individuais estdo relacionados nos

ancxos.

Tabela 2. Dados Antropométricos e Escore do Desvio Padrao do IGF-I sérico para idade (EDP-IGF-I/i) (Média
+ Desvio Padrdo) em individuos Heterozigotos para a mutagdo no gene do GHRHR (WT / MT) e individuos
Homozigotos normais (WT/WT).

Caracteristicas WT/MT WT/WT P

Idade (anos) 43,76 £+ 13,70 (n= 76) 45,03 £ 11,89 (n=77) 0,539
Altura (m) 1,57 + 0,098 (n=76) 1,57 + 0,977 (n="77) 0,915
EDPa/i -1,64 + 1,27 (n=76) 21,66 £ 1,23 (n="77) 0,922
Peso (kg) 59,56 + 11,18 (n=73) 65,85+ 14,07 (n=77) 0,003
IMC (kg/m?) 23,91 + 4,34 (n=73) 26,35 + 4,87 (n=77) 0,001
Superficie Corporal 1,59 + 0,17 (n=73) 1,66 + 0,20 (n=77) 0,030
EDP IGF-I/i 20,63 + 1,29 (n=72) 20,93 + 1,05 (n=77) 0,119

Nota: n= niimero de individuos para cada variavel; EDPa/i= Escore desvio padrio altura/idade; IMC= Indice da
massa corporea (Kg/m?); P= nivel descritivo de probabilidade média + desvio padrio; EDP IGF-I/i = Escore
desvio padrdo do IGF-I (IGF I -insulin like growth factor) para idade.

Se analisarmos os dados por sexo, as diferengas permanecem para peso corporal

e para IMC.
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5.3 Pregas Cutaneas e Composic¢éo Corporal

As medidas das pregas cutaneas como cintura, quadril ¢ a massa magra Kg (MM
em Kg), estdo reduzidos no grupo HTZ em comparagdo com o grupo HMZ (TABELA 3). A
percentagem de massa gorda (% MGQG) e a ralagdo cintura/quadril sdo semelhantes nos dois

grupos.

Tabela 3. Média da Composi¢ao Corporal (Média = Desvio Padrdo) em individuos Heterozigotos para a
mutacdo no gene do GHRHR (WT/MT) e em individuos Homozigotos normais (WT/WT).

Variaveis WT/MT WT/WT P

% Massa Gorda 20,53 £ 8,58 (n=67) 21,95 £9,02 (n=76) 0,336
Massa Gorda Kg 12,40 + 6,32 (n=72) 14,53 + 7,23 (n=76) 0,059
Massa Magra (Kg) 47,59 £ 10,03 (n="72) 51,41 £ 12,16 (n=76) 0,038
Triceps (mm) 16,70 = 7,25 (n= 67) 19,83 + 8,40 (n=77) 0,019
Biceps (mm) 11,15+ 6,49 (n=67) 14,66 + 7,74 (n=77) 0,004
Sub - escapular (mm) 18,78 £ 7,44 (n= 67) 22,80 £9,31 (n=77) 0,005
Supra iliaca (mm) 17,52 + 8,97 (n=67) 22,20 £ 9,50 (n="77) 0,003
Cintura (cm) 83,14 £ 11,45 (n=72) 87,83 £ 12,17 (n="77) 0,017
Quadril (cm) 94,81 £ 9,92 (n="72) 98,48 + 9,05 (n=76) 0,020
Relagao Cintura/Quadril 0,88 0,078 (n=72) 0,88 + 0,069 (n= 76) 0,446

Nota: n= ntimero de individuos para cada variavel; P= nivel descritivo de probabilidade; média + desvio padrao.

No grupo HMZ ndo observamos nenhuma diferenca significativa em nenhuma
variavel entre os grupos da idade. Nos grupos dos HTZ a % MG e a MG em Kg foram
menores nos grupos das idades de 25-35 versus 40-50 anos (14,46 % + 10,13 versus 27,67 %
+ 8,3, p=0,01; 947 Kg + 6,67 versus 16,76 Kg = 7,76, p = 0,047 respectivamente).
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5.4. Dados Laboratoriais

Os dados Bioquimicos sao mostrados na Tabela 4. A Insulina ¢ 0o HOMAR sdo
mais baixos no grupo HTZ em comparagdo com o grupo HMZ (p = 0,004 ¢ 0,014). Nos

outros parametros ndo houve diferenca entre os dois grupos.

Tabela 4. Dados Bioquimicos (Média + Desvio Padrdo) em individuos Heterozigotos para a mutagdo de
GHRHR (WT/MT) e em individuos Homozigotos normal (WT/WT). HOMAIR = Modelo Homeostatico de
Resisténcia a Insulina. Lp (a) = Lipoproteina (a). PCRas = Proteina de C-Reativa alta sensibilidade.

Variaveis WT/MT WT/WT P

Colesterol Total (mg/dl) 184,79 £41,17 (n=72) 179,77 £28,52 (n=77) 0,392
LDL colesterol (mg/dl) 111,56 £30,79 (n=71) 109,06 +£22,81 (n=77) 0,578
HDL colesterol (mg/dl) 45,41 £ 11,40 (n=72) 47,16 = 7,05 (n=77) 0,258
Triglicerides (mg/dl) 131,81 107,11 (n=72)  119,35+46,88 (n=77) 0,254
Glicemia de Jejum (mg/dl) 92,84+ 11,67 (n=172) 93,69 £ 9,78 (n=76) 0,631
Insulina (pU/ml) 3,06 +2,45 (n= 69) 4,09 £ 2,73 (n=75) 0,004
HOMARr 0,71 £ 0,59 (n=69) 0,98 £ 0,67 (n="75) 0,014
Lp (a) (mg/dI) 30,78 47,03 (n=65) 21,03 +29.86 (n=74) 0,750
PCRas (mg/L) 3,32 + 7,41 (n=65) 2304234 (=75 0973

Nota: n= numero de individuos para cada variavel, P= nivel descritivo de probabilidade; média + desvio padrdo;
HOMA|r modelo homeostatico de resisténcia a insulina; LP (a)= Lipoproteina (a); PCRas= Proteina C Reativa
alta sensibilidade.
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6 DISCUSSAO

Mutacdes do gene do GHRHR sdo causa relativamente freqiiente de deficiéncia
isolada de GH. O numero de portadores HTZ ¢é obviamente maior que os HMZ afetados e
gera a pergunta se hd um fenotipo clinico associado com a falta de um alelo funcional de
GHRHR. Um trabalho prévio com a mutagdo Glu72X no Paquistdo examinou 22 WT/MT e 5
WT/WT e ndo achou nenhuma diferenga significativa no EDP da altura (-1,89 + 1,1 e —1,51 &+
1,8 respectivamente) (MAHESHAWARI et al., 1998). O EDP da altura de WT/MT adultos
era mais alto que as criancas e adolescentes (-1.5 = 0.7 e -2.73 + 0.94 respectivamente)
sugerindo que haploinsufuciéncia para o GHRHR pode causar atraso de crescimento em lugar
de déficit estatural na vida adulta. Analise prévia da coorte de Itabaianinha tinha sugerido uma
reducdo na altura dos adultos que foi achada, mas nao foi significante (HAYASHIDA et al.,
2000). Ambas as andlises estavam limitadas pelo nimero pequeno de individuos que podem
ndo ter permitido determinar um efeito de heterozigose na altura final. O grande nimero de
afetados em Itabaianinha nos permitiu responder esta pergunta em um numero maior de
individuos. Dado a homogeneidade de tal populagdo, a prevaléncia de outro polimorfismo do
gene que pode influenciar a estatura ou composicao de corporal deveria ser semelhante entre
individuos WT/MT e WT/WT. No6s usamos um grupo de individuos adultos para descobrir
uma diferenga de 5 cm entre os 2 grupos. Para evitar a variabilidade devido ao atraso de
crescimento, estudamos s6 os individuos acima de 25 anos. A mutacdao IVS1+1G—A, no
gene do receptor do GHRHR causa retencdo de parte ou de todo o intron 1, com introducao de
um codon de parada prematuro e provavelmente falta completa da proteina madura do
GHRHR. Dessa forma o alelo mutado nao produziria nenhum receptor funcional. Como a
proteina do GHRHR s6 ¢ expressa na pituitaria e na medula renal (GAYLINN, 2002), ndo
podemos provar em nossos pacientes que a falta de um alelo reduz o nivel do receptor para ser
50% dos individuos normais. Nao obstante, nossos dados estabelecem que a heterozigose para
uma mutacao nula no gene do GHRHR nao ¢ associado com reducao de estatura final de
adulto ou redugao em IGF-I sérico.

Contudo a falta de efeito de uma mutag@o nula na estatura final pode ser aplicada
a individuos carregando muta¢des menos graves do ponto de vista funcional (mutagdo
missense) que pode permitir expressdo do receptor embora com fungdo defeituosa (ALBA;

SALVATORI, 2005).
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Nossos dados necessariamente ndo se aplicam as mutagdes em outros genes
envolvidos controlando secre¢do ou acdo do GH. Embora tenha sido sugerido que 1 a 5% de
criangas com baixa estatura idiopatica possam apresentar mutagdes em heterozigose no gene
do receptor do GH causando uma resisténcia parcial ao GH (GODDARD et al., 1997;
SALERNO et al., 2001) em uma popula¢do homogénea, nenhuma diferenca foi achada entre
os individuos HTZ para a mutacao E 180 no gene do receptor do GH em parentes normais da
grande familia dos andes de Laron do Equador (ROSENBLOOM et al., 1998).

Apesar da falta de diferenca em estatura dos adultos nos achamos efeitos
surpreendentes da heterozigose em relagdo ao peso e composi¢cdo corporal. Individuos
WT/MT sdo mais leves que individuos HMZ, com redugdo do IMC e SC. Semelhantemente
cintura e circunferéncia do quadril eram menores em WT/MT, sem diferenca na relagdo
cintura/quadril. Estes dados parecem indicar que a heterozigose para a mutacdo do gene do
receptor de GHRHR de Itabaianinha causa declinio paralelo de MG e MM embora mais
marcado para MM. Reducdo de MM ¢ achada comumente em adultos com deficiéncia de GH
adquirida (MOLITCH et al., 2006), e nés a achamos em individuos GHD sem uso prévio de
GH durante a sua vida (BARRETO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006), porém sem estudo
no final da puberdade, e reversivel com o tratamento com GH (GLEENSON et al., 2007).
Assim nao ¢ inusitado que individuos WT/MT possam ter uma redu¢do de MM. Contudo a
redu¢do em MM em individuos com GHD ¢ normalmente associada com um aumento
absoluto em Kg e da % MG (SNEL, 1995). Os individuos WT/MT tém pelo contrario, uma
tendéncia da redu¢do de MG em Kg ao invés de um possivel aumento que poderia ser
esperado no estado de deficiéncia leve do GH. Nossos resultados sdao concordantes com
achados que adultos com deficiéncia parcial de GH tenham decréscimo de MM, porém sem
reducdo significativa de MG em Kg e % (MURRAY; ADAMS; SHALET, 2004).

A Ttnica diferenga bioquimica entre os dois grupos estd no nivel de insulina e no
HOMAR, sugerindo que individuos WT/MT aumentaram a insulino sensibilidade,
semelhantemente aos individuos com GHD (BARRETO-FILHO et al., 2002). Em animais
com Knock-out do IGF-I hepatico (baixos niveis de IFG-I e altos niveis de GH), bloqueando o
efeito do GH aumenta a insulino sensibilidade sinalizando um efeito direto do GH na agéo
insulinica (YAKAR et al., 2004). Embora ndo termos avaliado a insulino sensibilidade
diretamente pelo método de Clamp, é concebivel que uma discreta redugdo na secre¢do do
GH em individuos WT/MT poderia causar o incremento na sensibilidade insulinica apesar de
nenhuma diferenca nos niveis de IGF-I sérico. A sensibilidade a insulina aumentada foi

associada com a longevidade (PAOLISSO et al., 1996), modelos animais estabeleceram o
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caminho de sinalizacdo do IGF-I como modulador chave para o envelhecimento em roedores
e invertebrados (Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Saccharomyces
cerevisiae), sugerindo que a exposicao reduzida dos tecidos ao IGF-I seja associada com um
aumento de vida nestas espécies (YANG et al., 2005).

Nos seres humanos a sensibilidade a insulina declina normalmente durante o
envelhecimento, a resisténcia a insulina ¢ importante fator de risco, associado com uma
variedade de fendtipos intermedidrios (hipertensdo, aterosclerose, obesidade) que afeta a
morbi-mortalidade entre as pessoas idosas. Envelhecer ¢ um processo natural associado a
varias mudancas fisioldgicas e enddcrinas. Efeitos catabolicos alteram a composicao corporal
causando uma diminuicdo da massa magra, acumulacdo de gordura e perda de densidade
mineral 6ssea. Junto com estas mudancas a secrecdo de GH e niveis de IGF-I em individuos
saudaveis sofrem um declinio gradual previsivel (JUUL et al., 1994). Este fendmeno relativo
ao GH e IGF-I foi nomeado de deficiéncia do envelhecimento normal ou Somatopausa e ¢
atribuido a diminui¢dao da atividade do eixo hipotalamico — GH/IGF-I com diminuicao da
secrecdo do GH de aproximadamente 14% por década depois da meia-idade (LAMBERTS,
1997). Uma das caracteristicas fisiologicas identificadas sdo as caracteristicas dos idosos que
tém a sensibilidade a insulina extremamente realgada comparado com individuos mais jovens.
Mais recentemente, dados com 466 individuos saudaveis com idade variando entre 28 ¢ 110
anos, demonstraram uma reducdo significativa da resisténcia a insulina nos individuos de 90-
100 anos (BARBIERI et al., 2003) sugerindo que a variacdo da idade vai indicar uma resposta
eficiente da insulina que tem impacto na longevidade em humanos. Estudos futuros se
concentrardo em determinar a longevidade dos individuos WT/MT.

Estes dados vistos conjuntamente sugerem que efeitos individuais do GH possam
ter limiares diferentes. E concebivel que grau moderado de redugio em secrecio de GH
(como pode ocorrer nos individuos WT/MT) pode causar aumento na sensibilidade a insulina
e redugdo da MM enquanto redugdo no crescimento somatico, ¢ da secrecao de IGF-I no
figado, aumento de MG, dos lipideos sanguineos podem precisar de déficit de GH mais
acentuado.

E importante assinalar que a homogeneidade dos individuos estudados torna
possivel que as alteracdes na composi¢do corporal ndo sejam devidas a mutacao no receptor
do GHRH, mas outras reagdes genéticas associadas com a mutacdo na coorte de Itabaianinha.
Estudos em outros grupos familiares como os do Paquistdo podem ajudar e resolver esta
questdo. Em adicdo, parentes de primeiro grau de individuos com DIGH foram mais

freqiientes no WT/MT, adicionando um grau de variabilidade fenotipica entre os dois grupos.
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Nao acreditamos que isto altere nossos resultados, haja vista que todos os individuos
pertencem a mesma populagdo e crescem na mesma comunidade em expressdo ambiental
similar.

Em conclusdo, nossos resultados dos dados para heterozigose para a Mutacdo
IVS1 + 1G—A, no gene do receptor de GHRH nao reduz estatura final, mas causa mudangas
na composic¢ao corporal e indireta evidéncia de sensibilidade insulinica aumentada.

Qualquer que seja o mecanismo, a falta de alguma diferenga do IGF-I sérico entre
individuos WT/MT e individuos WT/WT sugere que os efeitos ndo sao modulados pelos IGF-
I sérico.

Futuros estudos serdo realizados para determinar se a heterozigose para esta

mutacdo ¢ associada com reducdo detectavel na secrecao de GH.
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7 CONCLUSOES

®  Existe um fenotipo parcial para os individuos Heterozigotos (WT/MT) para a

Mutacao IVS1 + 1 G — A no gene do receptor do GHRHR.

® Nao foi achada a presenca de déficit estatural nos individuos WT/MT para a

mutacdo IVS1+1 G—A no gene do receptor do GHRH.

® Nao houve redugdo nos niveis séricos de IGF-I entre os grupos WT/MT e

Homozigotos normais (WT/WT).

® As dobras cutaneas: cintura, quadril e massa magra estavam reduzidos nos
individuos WT/MT. O % de Massa Gorda e Relagdo Cintura/Quadril que sdo semelhantes

entre os dois grupos.

® Nao houve diferenca dos niveis de Glicemia e Colesterol Total ¢ LDL nos

individuos WT/MT, ndo havendo diferenca significativa entre os dois grupos.

" Insulina e HOMAR foram mais baixo nos individuos WT/MT que nos
individuos WT/WT, sugerindo indiretamente uma maior sensibilidade a Insulina. A PCRas e

Lp (a) ndo apresentaram diferenga entre os dois grupos.
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Abstract

Context: Bi-allelic mutations in the GHRH receptor (GHRHR) gene (GHRHR) are a frequent
cause of isolated GH deficiency (IGHD). Although heterozygous carriers of these mutations
appear normal, we hypothesized that heterozygosity for a GHRHR mutation may be
associated with a sub-clinical phenotype. Methods: We studied members of a large Brazilian
kindred with IGHD (Itabaianinha cohort) caused by a homozygous null GHRHR mutation.
We compared 76 adult subjects (age 25-75 yrs) heterozygous for the mutation (WT/MT) with
77 sex-matched controls from the same population who are homozygous for the wild-type
GHRHR allele (WT/WT). Results: We found no difference in adult height and standard
deviation score for serum IGF-I between the two groups. Body weight, body mass index, skin
folds, waist (W) and hip (H) circumferences, and lean mass were all reduced in WIT/MT
subjects. Percent fat mass and W/H ratio were similar in the two groups. Fasting insulin and
Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance were lower in WT/MT. The other
biochemical parameters (total and fractionated cholesterol, triglycerides, Lp(a), C-reactive
protein) were not different between the two groups. Conclusions: Heterozygosity for a null
GHRHR mutation is not associated with reduction in adult stature or in serum IGF-I, but it
causes changes in body composition and possibly an increase in insulin sensitivity. These

effects do not seem to be modulated by changes in circulating IGF-I.
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Introduction

Isolated growth hormone (GH) deficiency (IGHD) has a familial occurrence (and
therefore a likely genetic cause) in 5-30% of cases. Several modes of inheritance have been
reported, the most frequent being autosomal recessive (AR) (1). The most common AR form
(IGHD type IB) is often caused by homozygous (HMZ) or compound heterozygous (HTZ)
mutations in the GH releasing hormone (GHRH) receptor (GHRHR) gene (GHRHR) (2).
Most of the GHRHR mutations seem to be specific to a certain geographical region, with the
exception of one (L144H), which has arisen independently in North America (USA) and
Europe (Spain) (3). Although heterozygous carriers of GHRHR mutations appear normal, we
hypothesized that they may have a mild, sub clinical phenotype. The concept that a recessive
disease requires malfunction of both paternal and maternal alleles has been challenged by
some examples showing that subjects HTZ for a recessive mutation exhibit a milder
phenotype, intermediate between HMZ affected and normal individuals (“gene dosage
effect”). This has been described, among others, for mutations in genes encoding for the low-
density lipoprotein receptor, the calcium sensing receptor, the natriuretic peptide receptor-B,
and the melanocortin 4 receptor (4-7).

In several families reported to date the affected subjects are compound heterozygous
for two distinct GHRHR mutations, suggesting that faulty GHRHR alleles may not be very
rare in the general population (2, 8-10). Data obtained from a large GHD kindred from
Pakistan (also due to a HMZ null GHRHR mutation) (11), suggested a “slight growth delay
and, perhaps, adult height deficit in the heterozygous state” (12), but the strength of the
conclusions was reduced by the relatively small size of the sample. We have recently
identified a large kindred of patients with familial IGHD, with 105 affected individuals over 7

generations, residing in Itabaianinha County, in the Northeastern Brazilian state of Sergipe. In
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this population, IGHD is caused by a HMZ mutation in the splice donor site of intron 1
(IVS1+1G—A) of the GHRHR (13). GH-naive adults and children from this kindred have
very low serum GH and IGF-1, reduced fat free mass, increase in percentage of fat mass,
increased waist to hip ratio, increased total and LDL-cholesterol and C-reactive protein (CRP)
levels, and increased systolic blood pressure, but no insulin resistance and no evidence of
premature atherosclerosis (14-17). In a preliminary study, HTZ subjects have been reported to
have lower serum IGF-I than homozygous normal (18), but the small number of subjects and
their heterogeneous age compared to controls prevented the drawing of final conclusions.
Here we have studied a significantly larger number of subjects heterozygous for the mutation

and compared them with age- and sex-matched controls.
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Subjects and Methods

Subjects

Normal stature adult subjects aged 25-75 years from the Itabaianinha community who have
first, second, or third degree relatives with history of GHD were recruited by advertisement
on a local bulletin board and by word of mouth. The protocol was approved by both the Johns
Hopkins University and the Federal University of Sergipe Ethics Committees. All subjects
signed written informed consent. Subjects with history of childhood diseases known to
influence adult stature such as malabsorption, renal failure, and exposure to chronic steroids
were not included. Assuming that the standard deviation of adult height in the Brazilian
population is similar to the one observed in the U.S. population (19), we have calculated that
to detect a height difference of 5 centimeters between heterozygous (wild type/mutant,
WT/MT) and normal (wild type/wild type, WT/WT) family members with a power of 80%,
we needed 75 subjects per group. Subjects were initially asked to undergo collection of
peripheral DNA by buccal swabs. Buccal swabs from a total of 240 adult individuals were
collected, DNA was extracted by alkaline lysis, and genotyping for the IVS1+1 G—A
mutation was carried out by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) analysis of the
amplified exon 1-intron 1 junction of the GHRHR, as previously described (13). In the group
of the 240 volunteers, we found 76 WT/MUT subjects. Among the individuals who had
enrolled in the study, we then identified 77 WT/WT subjects that were sex-matched and as
age-matched as possible to the WT/MT group.

We asked them to report after an overnight fast to the local Little People Association
building in daily groups of 20 during 8 consecutive days. Three WT/MUT subjects were

subsequently diagnosed with primary hypothyroidism (by moderate increase in TSH), and
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were only included in the height analysis. Due to logistical problems not every patient had all

the variables assessed.

Anthropometric measurement

The subjects’ height and body weight (BW) were measured with portable stadiometer
and portable scale; body mass index (BMI) was calculated using the formula: weight in
kg/height m?). Body surface area (in meters”?) (BSA) was calculated using the formula: w4
x h*™ x 71.84 x 10 *, where w is the weight in kilograms, and h is the height in centimeters
(20). Triceps, biceps, sub scapular, and suprailiac skin folds were measured (in mm) with the
subjects standing erect using the Lange Skin fold Caliper (Cambridge, MD) on the right side
of the body. Hip (H) and waist (W) circumferences were measured (in cm) as described
previously (20), and W/H ratio was calculated (21).

Fat mass (FM) and fat free mass (FFM) contents were measured using the infrared
interactance method (22). This procedure involves placing a fiber optic probe tangentially to
the belly of the subject’s biceps brachial and measuring the reflected energy in the near-
infrared region at two different frequencies. A multiple regression equation is employed to

use the interactance information in combination with other anthropometric data to predict

body composition (22).

Laboratory assessment

Total cholesterol, triglycerides and glucose were measured by the enzymatic Trinder
colorimetric test (23). The HDL-C was separated using the phosphotungstic acid/magnesium
chloride method and the LDL-C concentration was calculated indirectly (Friedwald formula).
Insulin was measured by a solid-phase, two-site chemiluminescent immunometric assay, with

the sensitivity of 2 uIU/mL (DPC — Diagnostic Products Corporation Corporate Offices 5210
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Pacific Concourse Drive Los Angeles, CA) and intra- and the inter-assay variability were
4.26% and 5.43% respectively; IGF-1 was measured by the immunoradiometric assay, with
double extraction and an assay sensitivity of 0.8 ng/ml (5600 Diagnostic Systems
Laboratories, Inc., Webster, Texas, USA). The intra- and the inter-assay variability were 2.25
% and 2.6 % respectively. SDS for serum IGF-I was calculated by subtracting the mean of
IGF-I level of the age from the individual value and dividing this value by the standard
deviation of the respective mean age given by the manufacturer.

Insulin resistance was estimated using the Homeostasis Model Assessment of Insulin
Resistance (HOMAr) with the formula: fasting serum insulin (uU/ml) x fasting plasma
glucose (mmol/l) / 22.5 (24). CRP and Lp(a) were measured by nephelometry (Dade Behring
Marburg GmbH Marburg, Germany and Immage Immunochemistry System Beckman
Coulter, Inc., Brea, CA, USA, respectively). CRP and Lp(a) sensitivities were 0.175 mg/l and
2mg/dl respectively. The intra- and the inter-assay variability were 3.5% and 3.4% and 5.0%
and 6.5%, respectively.

Insulin, CRP, and IGF-I were measured in serum after storage at -20°C. Lp(a) was
measured in serum after storage at 4°C. All these samples were assayed together after the end
of all the collections. Lipid profiles and serum glucose levels were measured daily in the

clinical Laboratory of the Hospital of the Federal University of Sergipe.

Statistical analysis

Values for continuous variables are expressed as mean + standard deviation. Statistical

analysis was performed by independent samples t test by using the statistical software
SPSS/PC 11, 5 (Statistical Packet for Social Science, Inc., Chicago, IL). Insulin, CRP, LP (a)

and HOMAr data were transformed into decimal logarithm before analyses. To assess a
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possible effect of age on the variables, one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test was
used.

P values of 0.05 or less were considered statistically significant.

Results

Subject characteristics

Demographics of the subjects heterozygous for the GHRHR mutation (WT/ MT) and
of the homozygous normal (WT/WT) subjects are shown in table 1. Sixty-six % were under
50 years of age. As expected, there was an over-representation of subjects that were first
degree relatives of GHD subjects in the WT/MT group (55.2% vs. 7.8%, p<0.001). No
difference in percentage second degree relatives was observed (19.7% vs. 27.2%). The two
groups were similar in sex distribution in all age categories. The percentage of each age
category was similar in both groups, with the exception of an overrepresentation of younger
subjects (25-30) in WT/MT compared to WT/WT (25% vs. 14%, p=0.009). We kept this
group as age would not influence final stature and (by definition, being age-adjusted) SDS
IGF-I. The significant differences between the two groups reported below would be

maintained even if this age group was removed from the analysis.

Anthropometric data and IGF-I levels

Anthropometric data (mean = SD) are shown in table 2. There was no difference in
height and SDS IGF-I between the two groups. The minimal and maximal heights were 1.35
and 1.82 m in WT/WT and 1.36 and 1.84 m in WI/MT. BW, BMI and BSA of WT/MT were
lower than WT/WT. If one analyzes the data dividing subjects by sex, such differences remain

for BW (62.6 £ 11.5 vs. 71.3 £ 13.6 kg, p =0.018 for males, 57.9 £ 10.8 vv. 63.1 + 13.6 kg
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p=0.036 for females), and for BMI (22.8 + 2.5 vs. 25.6 + 4.3 kg/m’ p= 0.06 for males; 24.5 +

4.9 vs.26.7 + 5.1 kg/m” p=0.032 for females).

Body composition

Thickness of all the skin folds was reduced in WT/MT in comparison to WT/WT.
Waist and hip circumferences and FFM were reduced in WT/MT in comparison to WT/WT.

FM 9% and W/H ratio were similar in the two groups (table 3).

Biochemical data

Insulin and HOMA|r were lower in WT/MT than in WT/WT (table 4). The other
parameters (total and fractionated cholesterol, triglycerides, Lp(a), CRP) were not different

between the two groups.

Effects of aging

In the WT/WT group we did not observe any significant difference in any of the
variable across age groups. In the WT/MT group, absolute and percent fat mass were lower in
the 25-30 than in the 40-50 group (9.47 £ 6.67 vs. 16.76 + 7.76 Kg, p= 0.047; and 14.46 +

10.13 vs. 27.67 £ 8.3 %, p=0.01).
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Discussion

GHRHR mutations are a relatively frequent cause of autosomal recessive isolated GH
deficiency (2). The number of HTZ carriers is obviously larger than the HMZ affected,
generating the question of whether a sub-clinical phenotype is associated with the lack of one
functional GHRHR allele. A previous paper addressing this issue in a Pakistani kindred with
the Glu72X GHRHR mutation examined 22 WT/MT and 5 WT/WT and found no significant
difference in height SDS (-1.89 £ 1.1 vs.-1.51 + 1.8) (11). The height SDS of WT/MT adults
was higher than children and adolescents (-1.5 + 0.7 vs. -2.73 £ 0.94) suggesting that
haploinsufficiency for the GHRHR may cause growth delay rather than growth arrest.
Previous analysis of the Itabaianinha cohort had suggested a reduction in adult height, which
was found to be not statistically significant (18). Both analyses were limited by the relatively
small number of individuals, which may have not allowed the power of determining an effect
of heterozygosity on final height. The unique size of the Itabaianinha pedigree allowed us to
answer this question in a larger number of subjects. Given the fact that we recruited WT/MT
and WT/WT subjects from the same population, the prevalence of other gene polymorphisms
that may influence stature or body composition should be similar between the two groups. We
used a group powered with enough individuals to detect a difference in final adult height of 5
cm between the 2 groups. To avoid the variability of growth delay, we only studied final adult
stature in individuals aged 25 years and above. Our results prove that heterozygosity for a null
GHRHR mutation is not associated with reduction in adult stature. In addition, no reduction in
serum IGF-I was present in WT/MT subjects.

The IVS1+1G—>A GHRHR mutation is predicted to cause retention of part or all of the
very large intron 1, with introduction of a premature stop codon and likely complete lack of

mature GHRHR protein. Therefore, the mutated allele would not produce any functional
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receptor (null allele). As the GHRHR protein is expressed only in the pituitary and in the renal
medulla (25), we cannot prove that in our patients the lack of one allele causes the receptor
level to be 50% of that in normal subjects. However, the lack of effect of a null mutation on
adult height can be applied to subjects carrying less disruptive mutations (such as missense
mutations) that may allow expression of the receptor protein, albeit dysfunctional (26).

The lack of effect of heterozygosity for a GHRHR mutation on adult stature does not
necessarily apply to mutations in other genes involved in controlling GH secretion or action.
Although it has been suggested that a subgroup of children with idiopathic short stature have
heterozygous mutations in the GH receptor gene causing a partial resistance to GH (27, 28),
no difference in height was found between subjects HTZ for the GH receptor gene E180
splice mutation and normal relatives in a large kindred of patients with GH resistance from
Ecuador (29).

Despite lack of difference in adult stature, we found some surprising effects of
GHRHR mutation heterozygosity on body weight and body composition. WT/MT individuals
weighed less than WT/WT subjects, with reduction in BMI and BSA. To determine which
compartment was mainly responsible for such weight reduction, we studied body composition
by infrared interactance. Although we are aware that dual energy X ray is the gold standard
for these measurements, our technique allowed us to study the subjects locally. While FFM
was lower in WT/MT, there was no significant difference in absolute or percent FM. Given a
non-significant trend of FM to be lower in WT/MT, there was also no significant difference in
%FM. Similarly, both waist and hip circumference were lower in WT/MT, with no difference
in waist/hip ratio. These data seem to indicate that heterozygosity for the Itabaianinha
GHRHR mutation causes a decline both in FM and FFM, albeit more marked for FFM.
Reduction in FFM is commonly found in adults with acquired GHD (30), and we have found

it in GH-naive GHD patients from Itabaianinha throughout life span (15-17). However, the
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reduction in FFM caused by GHD is usually associated with an increase in absolute and %
FM (31). The WT/MT subjects have, on the contrary, a trend toward reduction in FFM. It is
possible that individual effects of GH have different thresholds, although we cannot explain
the fact that FM in WT/MT would not be expected in a status of mild GH deficiency. Our
results, however, are reminiscent of the finding that adults with partial GHD have a decrease
in FFM, but no significant reduction in absolute and % FM (32). Whatever the mechanism,
the lack of any difference in serum IGF-I between WT/MT and WT/WT suggests that these
effects are not modulated by serum IGF-I.

The only biochemical difference between the two groups was in insulin level and in
HOMA R, suggesting that WT/MT have increased insulin sensitivity, similarly to GHD
subjects (16). In liver-specific IGF-I knockout animals (that have low serum IGF-I and high
GH levels) blocking the effect of GH enhances insulin sensitivity, pointing to a direct effect
of GH on insulin action (33). Although we did not directly evaluate insulin sensitivity by
clamp method, it is conceivable that a mild reduction in GH secretion in the WT/MT group
could cause an increase in insulin sensitivity despite any difference in serum IGF-I. As
increased insulin sensitivity has been associated with longevity (34), future studies will
concentrate on determining the life span of the WT/MT subjects.

Taken together, these data suggest that individual effects of GH may have different
thresholds. It is conceivable that mild degree of reduction in GH secretion (as one may
hypothesize occurs in WT/MT) may cause changes in insulin sensitivity and FFM, while
reduction in somatic growth and liver IGF-I secretion, increase in FM, and changes in lipid
metabolism may need more marked GH deficit. To test the hypothesis of reduced GH
secretion, we are planning future studies to compare 24 h GH secretion profile of WT/MT and

WT/WT subjects
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It is important to point out that the homogeneity of the study subjects makes it possible
that the changes in body composition we observed are not due to the presence of the GHRHR
mutation, but of some other genetic trait that may be associated with this mutation in the
Itabaianinha cohort. Studies on other large kindreds with different GHRHR mutations, such as
the Pakistani one (12), may help to resolve this question. In addition, first degree relatives of
GHD subjects were significantly over represented in the WT/MT group, adding a degree of
genetic variability between the two groups. We do not believe this alters our results, as all the
subjects belong to the same population. In addition, they all live in the same community, with
similar environmental exposures.

In conclusion, our data show that heterozygosity for the IVS1 + 1G—A GHRHR
mutation does not reduce adult height but causes changes body composition, and indirect
evidence of increased insulin sensitivity. Future studies will aim to determine if the WT/MT

status is associated with detectable reduction of GH secretion.
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Table 1: Stratification of the subjects heterozygous for the GHRHR mutation (WT/MT) and
of the homozygous normal (WT/WT) by age and sex. p refers the probability of sex

difference in each age group. NF= not feasible.

(WT/MT) (n=76) (WT/WT) (n=177)
Age Male Female Male Female P

25-30YR 10 9 7 4 0.223
31-40yr 4 11 3 12 0.402
41 —50 yr 3 13 7 18 0.176
51-60yr 5 12 6 13 0.531
61 —70 yr 3 4 1 4 0.290
71 =75 yr 0 2 1 1 NF

TOTAL 27 49 25 52 0.497
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Table 2: Anthropometric data and standard deviation score of serum IGF-I levels (SDS IGF-

I) (mean £ SD) in subjects heterozygous for the GHRHR mutation (WT/ MT), and in

homozygous normal (WT/WT) individuals. n indicates the number of individuals for each

variable.
WT/MT WT/WT p

Age (yr) 43.76 + 13.70 (n=76) 45.03 + 11.89 (n=77) 0.539
Height (m) 1.57 + 0,098 (n=76) 1.57 +0.977 (n=77) 0.915
SDS (height) -1.64 + 1.27 (n=76) -1.66 + 1.23 (n=77) 0.922
Weight (kg) 59.56 + 11.18 (n=73) 65.85 + 14.07 (n=77) 0.003
BMI (kg/m”) 23.91 +4.34 (n=73) 26.35 + 4.87 (n=77) 0.001
Body surface 1.59 £ 0.17 (n=73) 1.66 £ 0.20 (n=77) 0.030
SDS IGF-I -0.63 £ 1.29 (n=72) -0.93 £ 1.05 (n=77) 0.119
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Table 3: Body composition data (mean + SD) in subjects heterozygous for the GHRHR

mutation (WT/MT), and in homozygous normal (WT/WT) individuals. n indicates the

number of individuals for each variable.

WT/MT WT/WT p
Fat mass % 20.53 £ 8.58 (n=67) 21.95 £ 9.02 (n=76) 0.336
Fat mass Kg 12.40 + 6.32 (n=72) 14.53 +7.23 (n=76) 0.059
Fat free mass (Kg) 47.59 £ 10.03 (n=72) 51.41 £ 12.16 (n=76) 0.038
Triceps fold (mm) 16.70 = 7.25 (n=67) 19.83 + 8.40 (n=77) 0.019
Bicep fold (mm) 11.15+6.49 (n=67) 14.66 = 7.74 (n=77) 0.004
Subscapular fold (mm) 18.78 £ 7.44 (n=67) 22.80 +£9.31 (n=77) 0.005
Suprailiac fold (mm) 17.52 + 8.97 (n=67) 22.20 £ 9.50 (n=77) 0.003
Waist (cm) 83.14 + 11.45 (n=72) 87.83 £12.17 (n=77) 0.017
Hip (cm) 94.81 £9.92 (n=72) 98.48 £ 9.05 (n=76) 0.020
Waist/Hip ratio 0.88 +£0.078 (n=72) 0.88 + 0.069 (n=76) 0.446
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Table 4: Biochemical data (mean = SD) in subjects heterozygous for the GHRHR mutation
(WT/MT), and in homozygous normal (WT/WT) individuals. n indicates the number of
individuals for each variable. HOMA;R = Homeostasis Model Assessment of Insulin

Resistance. Lp(a)= lipoprotein (a). CRP= C-Reactive Protein.

WT/MT WT/WT p

Total cholesterol (mg/dl) | 184.79+41.17 (n=72) | 179.77 +28.52 (n=77) | 0.392

LDL cholesterol (mg/dl) 111.56 £30.79 (n=71) | 109.06 +22.81 (n=77) | 0.578

HDL cholesterol (mg/dl) 45.41 £ 11.40 (n=72) 47.16 +7.05 (n=77) 0.258

Triglycerides (mg/dl) 131.81 £107.11 (n=72) | 119.35+46.88 (n=77) | 0.354

Fasting glucose (mg/dl) 92.84 £ 11.67 (n=72) 93.69 £ 9.78 (n=76) 0.631

Fasting insulin (nU/ml) 3.06 + 2.45 (n=69) 4.09 +2.73 (n=75) 0.004
HOMA|R 0.71 £0.59 (n=69) 0.98 £ 0.67 (n=75) 0.014
Lp(a) (mg/dl) 30.78 + 47.03 (n=65) 21.03 +29.86 (n=75) | 0.750

CRP (mg/L) 3.32 £ 7.41 (n=65) 2.30 +2.34 (n=75) 0.974
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APENDICE 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Identificagdo do Paciente

Titulo de projeto:  Consequéncias de deficiéncia isolada e vitalicia de hormonio de
crescimento

NuUmero de Aplicacédo: 03-07-18-15

Patrocinador: Institutos nacionais de Saude dos Estados Unidos de
América

Investigador principal: Roberto Salvatori, MD

Data: 05 de julho de 2006

1)

O que voceé deve saber sobre o projeto de pesquisa:

¢ Estdo lhe pedindo que participe de em um projeto de pesquisa.

e Este termo de consentimento explica o projeto de pesquisa.

e Por favor, leia cuidadosamente e fagca perguntas sobre qualquer coisa que vocé nao
entenda.

e Se vocé ndo tiver perguntas agora, vocé€ pode perguntar depois.

e Se este projeto relaciona-se a um problema de satide que vocé tem, nos explicaremos
quais outros tratamentos podem ser dados fora desta pesquisa. Vocé devera entender essas
opgoes antes de vocé assinar este termo.

2)

Por que esta pesquisa esta sendo feita?

Esta pesquisa esta sendo feita para determinar as conseqiiéncias que a falta do
horménio de crescimento por muitos anos provoca nas fungdes de corpo além de
causar baixa estatura. Particularmente, nds desejamos estudar o efeito de falta de
hormonio de crescimento na forca e resisténcia dos musculos € 0ssos, no acumulo de
gordura, na funcao de coragdo e dos vasos sangiiineos.

Pessoas com baixa estatura devido a deficiéncia de hormdnio de crescimento, Seus
parentes de estatura normal e as pessoas normais que residem em Itabaianinha e
municipios vizinhos podem participar deste estudo. Um total de cerca de 400 serao
testadas para ver se qualificam para o projeto, e aproximadamente 240 entrardo no
mesmo.
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3) O que acontecera se vocé participar do projeto?

Se vocé concordar em participar deste projeto, nos lhe pediremos que faga o seguinte:
Primeiro, nés colheremos algumas células dentro de sua boca esfregando um cotonete
de algodao suavemente na sua bochecha durante aproximadamente 30 segundos. Isto
nos permitird obter seu DNA (material genético) a fim de determinar se vocé ¢
afetado, ou porventura pode vir a transmitir a sua descendéncia, a troca genética que
causa a baixa estatura nos andes de Itabaianinha.

Ap0s a conclusdo do teste genético, diremos o resultado a vocé, caso queira. Com
base nos seus resultados, decidiremos em que parte do estudo vocé€ sera incluido.
Entdo nods lhe pediremos que seja examinado (em Itabaianinha ou na Universidade
Federal de Sergipe em Aracaju). Para os exames em Aracaju, nds providenciaremos
transporte de carro na noite anterior a prova e de retorno ap6s o término do teste. Vocé
passara a noite sem nenhum custo no Hospital Universitario da Universidade Federal
de Sergipe. NOs iremos:

e Medir sua pressdo sanguinea, estatura e dobras de pele;

e Medir a for¢a de seu musculo;

e Pedir que preenchesse (ou que responda caso ndo leia ou escreva) a um
questionario sobre sua saude, problemas médicos e habitos de alimentacao;

e Colher 6 colheres de cha de sangue;

e Obter uma amostra de sua urina;

e Realizar uma gravacao da atividade elétrica (eletrocardiograma) além do ultra-
som de seu corac¢ao e dos vasos sangiiineos de seu pescoco (uma técnica que
usa ondas sonoras e os ecos delas, para criar um quadro das estruturas
internas) antes e depois de exercicio fisico em uma esteira méovel. Nos
também o colocaremos em uma mesa que serd elevada e sua pressdo
sanguinea serd medida antes e depois de elevar a mesa. Além disso, serd
pedido a alguns dos voluntérios que fagam um exame para medir a quantidade
de hormoénio de crescimento que eles produzem. Uma agulha ¢ colocada no
antebraco, colhe-se sangue e duas substancias (Arginina e GHRH) sdo
injetadas na veia na mesma agulha. Entdo, meia colher de cha de sangue sera
tirada novamente da agulha 30, 60, 90 e 120 minutos depois das inje¢des. O
unico efeito negativo que estas substancias podem causar inclui uma rapida
vermelhiddo na face (que dura apenas poucos segundos).

Estes estudos sé se aplicam a participantes estudados em Aracaju.

e Medir a forca de seus musculos;

e Medir a forca de osso através do ultra-som de seu calcanhar;

e Parte de seu sangue serd armazenada para possivel repeti¢do de exames;

e Alguns dos voluntdrios (20 andes) serdo convidados a serem tratados com
horménio do crescimento, recebendo uma injecdo a cada 15 dias durante 6
meses. Um enfermeiro treinado ird até sua casa administrar a injecao e colher
sangue periodicamente. NOs ndo esperamos que qualquer aumento em sua
estatura aconteca. J4 sabemos que tratamento com hormoénio do crescimento
causa crescimento apenas em criangas. Como ndo h4 nenhuma prova de que
tratamento da deficiéncia de hormonio de crescimento em adultos seja
benéfico, este tratamento serd completamente experimental. Uma colher de
cha de sangue sera colhida todos os meses para ajustar a dose de hormonio de
crescimento;



93

e Ao término de 6 meses de tratamento, sera solicitado aos 20 participantes do
estudo tratados com hormonio de crescimento que voltem a Aracaju e repitam
os exames descritos acima, para que se determine se o hormoénio de
crescimento causou qualquer mudanca nos achados que estamos estudando;

e 6 meses € meio apds completar o tratamento com hormoénio de crescimento,
serd pedido novamente a estes 20 participantes que retornem a Aracaju e
completem o protocolo durante uma terceira visita a0 mesmo hospital, com o
objetivo de se determinar se as mudancas observadas depois de 6 meses de
tratamento com hormdnio de crescimento sdo passageiras ou permanentes.

Vocé recebera os resultados do estudo apenas se descobrirmos qualquer problema
médico que possa precisar de tratamento.

4) Quais séo os riscos do estudo?

e C(Coleta de material do dentro da boca, consulta médica, medida das dobras de
pele da pressdo sanguinea, eletrocardiograma, ultra-som do coragdo, dos vasos
sangiiineos e 0sso nao trazem nenhum risco.

e Exercicio fisico na esteira pode ter um risco pequeno de revelar algum
problema de coragdo, ja preexistente como nas artérias do coragdo, por
exemplo.

e Coleta de sangue pode ter um risco pequeno de sangramento, inchago ou
infec¢do. Pessoal treinado coletard o sangue com material estéril, reduzindo
estes riscos

e Hormonio do crescimento pode causar um pouco de dor e inchago no local de
inje¢do que pode durar alguns dias. Além disso, hormonio de crescimento pode
causar inchaco em seus pés e maos, além de dor nas juntas, maos e pés; se
vocé tiver diabete moderada, pode haver piorar do controle da mesma.

e Pode haver efeitos colaterais e desconfortos que ainda ndo sdao conhecidos.
Durante este estudo, vocé sera informado sobre qualquer fato novo que possa
modificar sua opinido quanto a permanecer neste estudo.

5) O que acontecera se vocé engravidar?

No primeiro dia do estudo, nds lhe perguntaremos se existe a possibilidade de vocé
estar gravida. Se vocé responder sim, nds faremos um teste de gravidez em sua
urina. Se vocé estiver gravida, noés ndo a incluiremos no estudo, porque gravidez
pode naturalmente alterar muitos parametros que nos estamos estudando. Se vocé
acha que pode ter ficado gravida enquanto utilizando o hormoénio do crescimento,
vocé deverd comunicar isto a nds imediatamente. Nos faremos um teste de gravidez
em sua urina antes da préxima dose do hormoénio de crescimento, e se vocé estiver
gravida, o tratamento seréd interrompido. N6s ainda ndo conhecemos qualquer efeito

negativo que o tratamento com hormdnio do crescimento pode causar a satde do seu
bebe.

6) Ha beneficios de estar no estudo?

N&o ha nenhum beneficio direto a vocé de estar neste estudo. Sua participacdo neste
estudo pode ajudar outros no futuro.
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7) Quais as opcoes se vocé ndo quiser entrar no estudo?

O estudo ¢ feito para a finalidade de pesquisa. Vocé ndo tem que participar do
estudo. Se vocé ndo participar seu atendimento na Johns Hopkins ou na
Universidade Federal de Sergipe ndo sera afetado.

8) Vocé teria alguma despesa para estar neste estudo?

Os procedimentos do estudo serdo providos sem nenhum custo a voceé.

9) Vocé sera pago se participar deste estudo?

Vocé ndo sera pago para participar deste estudo. Se lhe pedirem que va para
Aracaju, serd provido gratuitamente transporte de carro e refeigdes.

10) Vocé pode deixar o estudo cedo?

e Se voce desejar parar, por favor, nos fale imediatamente.

e Vocé deixando o estudo mais cedo ndo terd seu tratamento regular interrompido.

e Se vocé deixar o estudo cedo, o Johns Hopkins e a Universidade Federal de
Sergipe podem usar ou distribuir sua informacdo de saude que ja tem se a
informacao for util para este estudo ou qualquer atividade de seguimento.

11) O que nos levaria a retira-lo mais cedo do estudo?

Ficar no estudo ser prejudicial para sua saude.

Vocé precisar de tratamento nao permitido neste estudo.

Vocé ndo seguir as instrugoes.

Vocé ficar gravida.

O estudo ser cancelado.

Pode haver outras razdes que nos ndo sabemos neste momento para retira-lo do
estudo.

12) Que garantias serdo usadas para proteger sua privacidade?

A Universidade Johns Hopkins tem uma politica para proteger a informagdo de saude que
pode identificar vocé. Leis federais e estaduais também protegem sua privacidade.
Qualquer pessoa que venha a ter informagdes sobre voc€é devera manté-las
confidencialmente. Essa parte do termo de consentimento diz quais informagdes a seu
respeito poderao ser coletadas nesse estudo e quem podera vé-las ou usa-las.

As Unicas pessoas que irdo saber que vocé estd no estudo e que verdo as informagdes
sobre vocé sao membros do grupo da pesquisa. Existem algumas exce¢des limitadas que
sao discutidas mais tarde nessa se¢ao do termo de consentimento. Por outro lado, ndo sera
permitido que ninguém mais veja ou use as informagdes sobre vocé, ou fornecidas por
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vocé durante o estudo, a nao ser que vocé dé permissdo por escrito. Quando o estudo
terminar e os resultados forem publicados nenhuma informacdo vinculada a vocé sera
incluida a ndo ser que vocé dé permissao por escrito.

a. Que informacoes sobre vocé serdo coletadas nesse estudo?

O grupo da pesquisa podera coletar informagdes relacionadas a sua saude ou condicao
médica.

Essas informagdes poderdo incluir dados aprendidos das atividades e processos descritos
nesse termo de consentimento.

Outras informagdes sobre vocés que o grupo de estudo podera coletar incluem:
e seunome

seu endereco

seu telefone

sua data de nascimento

sua Carteira de Identidade

outros detalhes sobre vocé.

b. Quem na Universidade Johns Hopkins ou na Universidade Federal de Sergipe podera
ver ou divulgar informacdes sobre vocé, e por qué?

Na maioria dos casos, apenas informagdes que ndo podem identificar vocé serdo usadas e
divulgadas nesse estudo. Entretanto, em situa¢des limitadas, o grupo da pesquisa podera
ter que partilhar suas informagdes devido a requerimento do governo ou de um juiz. Se
isso acontecer, as pessoas da Universidade Johns Hopkins ou Universidade Federal de
Sergipe que poderdo ver ou divulgar informacdes sobre vocé incluem:

e membros dos comités que revisam estudos de pesquisa

e suaequipe

e conselho legal

e ¢ possivelmente outros funcionarios da Universidade Johns Hopkins ou

Universidade Federal de Sergipe.

c. Quem além da Universidade Johns Hopkins e Universidade Federal de Sergipe
podera ver informaces sobre vocé?

Em situagdes limitadas, alguns grupos de governo fora da Universidade Johns Hopkins e
Universidade Federal de Sergipe podem precisar ver sua informacao de satde. Mesmo
assim, esses grupos geralmente ndo solicitam informacdes de uma forma que poderia
identifica-lo. Esses grupos incluem setores do governo federal que t€ém dever legal de
proteger participantes de pesquisas, como:

® 0 Departamento de Protecdes de Pesquisas Humanas
® a Administracdo de Alimentos e Drogas

Outras pessoas e organizagdes envolvidas com esse estudo poderdo ver sua informagao de
saude. Essas incluem:
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e 0 patrocinador desse estudo e as pessoas contratadas pelo patrocinador. O patrocinador
¢ o Instituto Nacional de Satide dos Estados Unidos.

e 0 Conselho de Monitorizagdo de Informag¢des de Seguranca.

e pessoas que podem promover atividades de suporte administrativo ou similar para o
grupo da pesquisa (copia, entrada de dados, etc).

d. Por que esses dados serdo usados e divulgados?

Seus dados serdo usados e divulgados como descrito na parte do termo de consentimento
para completar esse estudo e analisar os resultados.

e. O que acontecera se vocé decidir ndo dar sua permissdo para esse uso de sua
informacéo de saude?

Nos ndo podemos realizar esse estudo sem sua permissdo para usar e divulgar sua
informacao pessoal de satide para o proposito desse estudo. Vocé nado € obrigado a nos dar
permissdo, mas se ndo der vocé nao podera participar desse estudo.

f. Quanto tempo dura essa autorizagao de privacidade?

Essa autorizagdo para usar e divulgar informag¢do de saude ndo termina a ndo ser que vocé
a cancele. Vocé podera cancela-la enviando uma notificacao escrita para:

Johns Hopkins Institutional Review Board Office

1620 McElderry Street

Reed Hall, Suite B130

Baltimore, MD 21205-1911 USA

Ou

Universidade Federal de Sergipe Comité de Etica em Pesquisa

Hospital Universitario Rua Claudio Batista S/N, Bairro Sanatério, CEP: 49060-100,

Aracaju-SE
Informagdes sobre vocé coletadas antes do cancelamento podem ser usadas e divulgadas
se for necessario para o estudo e em qualquer seguimento necessario.

g. Sua informacao de salude esta protegida apos ser cedida a outros?

Johns Hopkins tem acordos com organizagdes para proteger o uso de informagao de
saude. Contudo, se sua informagdo de saude for dada a alguém nao autorizada por essas
politicas e leis existe uma chance remota que essa informac¢ao ndo permaneca protegida.

13) Quais outras coisas vocé deveria saber sobre esse estudo?
a. O que é o Comité de Etica em Pesquisa(CEP) e de que forma ele protege vocé?

O CEP ¢ composto por médicos, enfermeiros, €ticos, nao-cientistas e pessoas da
comunidade local. O proposito do CEP ¢ revisar as pesquisas humanas e proteger os
direitos e bem-estar dos participantes desses estudos. Vocé pode contactar o CEP da
Universidade Johns Hopkins ou, preferivelmente, da Universidade Federal de Sergipe
caso tenha duvidas sobre seus direitos como participante ou se achar que nao esta sendo
devidamente tratado. O telefone da secretaria do CEP da Universidade Federal de Sergipe
¢ (079) 2105-1805.
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b. O que fazer se tiver duvidas sobre o estudo?

Ligue para o co-orientador, Dr. Manuel H. Aguiar-Oliveira, pelo telefone (079) 3227-
3026.

c. O que vocé devera fazer ao se sentir prejudicado ou doente como resultado de
participar do estudo?

Se vocé tiver um problema médico urgente relacionado com a sua participagdo no estudo,
ligue para o co-orientador, Dr. Manuel H. Aguiar-Oliveira, pelo telefone (079) 3227-
3026.

Se vocé se sentir prejudicado ou doente como resultado de participar do estudo, ligue para
o co-orientador, Dr. Manuel H. Aguiar-Oliveira, pelo telefone (079) 3227-3026.

Os servigos médicos da Universidade Johns Hopkins e da Universidade Federal de
Sergipe estardo disponiveis para vocé€ assim como eles estdo para todos os individuos
doentes ou lesados. A Universidade Johns Hopkins e a Universidade Federal de Sergipe
ndo t€ém um programa para ressarci-lo caso seja lesado ou apresente resultados ruins por
estar no estudo. Vocé serd financeiramente responsavel pelo pagamento de qualquer
tratamento ou hospitalizacdo. A sua solicitagdo, sua companhia de seguro sera responsavel
pelo pagamento de qualquer tratamento ou hospitalizacao.

d. O que acontece com as informacdes, os tecidos, sangue e amostras coletadas no
estudo?

A Universidade Johns Hopkins é dedicada a descoberta das causas e curas de doengas. As
informacgdes, os tecidos, sangue e amostras de seu corpo coletadas durante esse estudo sao
importantes para o mesmo ¢ para pesquisa futura. Se vocé participar desse estudo a
Universidade Johns Hopkins ou seus parceiros externos nessa pesquisa possuirdo as
informagdes, tecidos e amostras de sangue coletados. Esse material serd estudado, testado
e usado por cientistas médicos. Se esse material ajudar a conduzir a criagdo de um produto
ou idéia, quem criar este produto ou idéia serd o proprietario do mesmo. Vocé nao
recebera qualquer beneficio financeiro a partir da criagao, desenvolvimento, uso ou venda
do produto ou idéia.

e. Quais as Organizacdes que sdo parte da Johns Hopkins ?
Johns Hopkins ¢ um grupo de organizagdes que inclui: a Universidade Johns Hopkins, o
Hospital Johns Hopkins, o Centro Médico Johns Hopkins Bayview, o Hospital Geral do
Condado de Howard e a Comunidade Médica Johns Hopkins.

O Instituto Kennedy Krieger ¢ uma entidade legal separada que ndo € possuida ou
controlada pela Johns Hopkins University ou qualquer outra organizagdo do Johns
Hopkins. Contudo, para estudos onde um protocolo do Instituto Kennedy Krieger seja
revisado pelo CEP da Escola de Medicina da Universidade Johns Hopkins, a Johns
Hopkins também inclui o Instituto Kennedy Krieger.
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14) O que significa sua assinatura?
Assinando este termo de consentimento vocé ndo esta desistindo de nenhum direito legal.
Sua assinatura abaixo significa que vocé entende a informagdo contida neste termo de
consentimento, vocé aceita as condigdes do termo e vocé concorda em participar do
estudo.

NOS LHE DAREMOS UMA COPIA DESTE TERMO DE ONSENTIMENTO.

NAO E VALIDO SEM O
CARIMBO DE
CERTIFICACAO DO CEP

Carimbo

PARA OS ADULTOS CAPAZES DE DAR CONSENTIMENTO:

Assinatura do participante Data

PARA ADULTOS NAO CAPAZES DE DAR CONSENTIMENTO:

Assinatura do responsavel Data

Relacdo do Responséavel com o participante:

ASSINATURA(S):

Assinatura de Pessoa que Obtém Consentimento Data
(Investigador ou pessoa designada pelo CEP)

Testemunha (Opcional a menos que o CEP ou Patrocinador solicite) Data

NOTA: UMA COPIA DO TERMO DE CONSENTIMENTO ASSINADA DEVE SER MANTIDA PELO INVESTIGADOR
PRINCIPAL E UMA COPIA DO TERMO DE CONSENTIMENTO DEVE SER COLOCADA EM O REGISTRO DO PACIENTE

PARA USO DE ESCRITORIO SO: ESTUDO APROVADO PARA MATRICULA DE: S6 Adultos




APENDICE 2. Medidas Antropométricas

Grupo 1: Heterozigoto (WT/MT)

grupo |sexo |idade |peso |Altura |EDPai |[IMC |SC
1 1 o4 369 | 1,37 | -445 | 1957 | 1,18
1 1 26 | 46,7 | 158 | -1,11 | 18,78 | 1,44
1 1 67 59,7 | 151 | -2,11 | 26,04 | 1,55
1 1 25 | 499 | 160 | -0,78 | 19,61 | 154
1 1 60 | 60,1 | 156 | -145 | 24,85 | 1,59
1 1 55 | 513 | 157 | -1,11 | 20,76 | 1,49
1 1 65 | 886 | 1,42 | -362 | 4394 | 176
1 1 59 | 879 | 159 | -0,78 | 34,64 | 1,90
1 1 55 706 | 156 | 1,28 | 29,01 | 1,71
1 1 38 | 615 | 159 | -0,78 | 24,33 | 1,63
1 1 35 | 549 | 150 | -2,28 | 24,30 | 1,49
1 1 45 516 | 154 | -161 | 21,76 | 1,48
1 1 31 | 546 | 165 | 0,06 | 20,18 | 1,59
1 1 48 54 146 | -3,12 | 2547 | 1,45
1 1 26 | 595 | 166 | 0,22 | 21,72 | 165
1 1 43 | 55,7 | 144 | -345 | 27,05| 145
1 1 58 | 59,9 | 152 | -2,11 | 26,06 | 1,55
1 1 57 | 533 | 146 | -295 | 2494 | 144
1 1 ol 71,1 | 157 | -1,11 | 28,84 | 1,72
1 1 31 62,7 | 159 | -0,78 | 24,74 | 1,64
1 1 39 | 699 | 156 | -1,28 | 28,45 | 1,69
1 1 62 |51,30| 156 | -1,28 | 21,08 | 1,49
1 1 56 | 594 | 148 | -261 | 27,01 | 153
1 1 49 | 488 | 141 | -395 | 2462 | 1,35
1 1 45 | 48,3 | 153 | -1,95 | 20,71 | 1,46
1 1 49 | 59,2 | 155 | -145 | 2464 | 158
1 1 39 | 649 | 161 | -0,44 | 2504 | 1,68
1 1 43 | 656 | 153 | -1,78 | 28,02 | 1,63
1 1 o7 55,8 | 150 | -2,45 | 2490 | 1,49
1 1 38 | 508 | 158 | -0,94 | 20,35 | 1,50
1 1 68 535 | 147 | -2,78 | 24,76 | 1,45
1 1 49 | 589 | 148 | -2,78 | 27,07 | 153
1 1 45 | 618 | 154 | -1,61 | 26,02 | 1,60
1 1 29 419 | 158 | -111 | 16,89 | 1,37
1 1 38 | 476 | 150 | -2,28 | 21,10 | 1,41
1 1 46 38,1 | 144 | -3,28 | 18,37 | 1,24
1 1 38 | 542 | 152 | -1,95 | 23,34 | 1,49
1 2 54 56,6 | 1,62 | -241 | 2167 | 1,61
1 2 27 759 | 1,65 | -1,80 | 27,88 | 1,83
1 2 62 60 158 | -2,86 | 24,03 | 1,61
1 2 52 77,7 |1 1,80 | 0,48 |2398 | 1,97
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1 2 53 57,8 | 160 | -2,54 | 22,47 | 1,59
1 2 28 635 | 1,74 | -043 | 20,93 | 1,76
1 2 59 52,3 | 158 | -3,02 | 21,08 | 1,51
1 2 48 /2,8 | 165 | -1,80 | 26,74 | 1,80
1 2 29 57,6 | 167 | -165 | 20,78 | 1,60
1 2 63 56,1 | 156 | -3,17 | 23,05 | 1,54
1 2 27 793 | 176 | -1,3 | 2560 ] 1,95
1 2 29 348 | 1,36 | -6,21 | 18,81 | 1,19
1 2 52 686 | 1,60 | -2,56 | 26,80 | 1,72
1 2 31 593 | 1,70 | -1,19 | 20,54 | 1,68
1 2 35 /72,3 1 180 | 033 | 2244 191
1 2 26 75 1,80 | 0,48 | 2315 | 194
1 1 29 66,7 | 164 | 006 | 2486 | 1,72
1 1 56 60 156 | -1,28 | 24,65 | 1,59
1 1 36 642 | 1,70 | 106 | 2221 | 1,75
1 1 44 516 | 158 | -0,94 | 20,67 | 1,50
1 2 42 61 1,71 | -0,89 | 20,86 | 1,71
1 2 30 531 | 168 | -1,34 | 1881 | 159
1 1 75 49 159 | -0,78 | 19,38 | 1,48
1 1 75 858 | 149 | -228 | 3891 | 179
1 1 45 60,1 | 159 | -094 | 2392 | 161
1 2 25 539 | 157 | -1,10 | 21,95 | 1,52
1 2 47 56,6 | 159 | -0,78 | 22,39 | 1,57
1 2 61 50,9 | 150 | -2,28 | 22,56 | 1,44
1 1 40 53 165 | -1,80 | 1947 | 1,57
1 1 26 60 154 | -161 | 2530 | 1,56
1 1 25 691 | 159 | -0,78 | 27,33 | 1,72
1 1 25 46,1 | 150 | -2,28 | 20,49 | 1,38
1 2 26 843 | 184 | 050 | 24,90 | 2,08
1 2 25 669 | 1,76 | 0,18 | 21,60 | 1,81
1 2 32 70,5 | 162 | -225 | 26,86 | 1,75
1 2 39 49 158 | -2,86 | 19,63 | 1,47
1 1 49 58 155 | -1,45 | 24,14 | 1,56
1 1 25 58 161 | -044 | 22,38 | 1,60
1 1 55 61 144 | -328 | 2942 | 151
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Grupo 2: Homozigotos Normais (WT/WT)

grupo |sexo |idade |peso |Altura|EDPai |[IMC |SC
2 1 39 | 588 | 159 | -0,78 | 23,2 | 1,80
2 1 58 | 70,1 | 148 | -2,10 | 32,0 | 1,63
2 1 53 | 558 | 149 | -261 | 253 | 147
2 1 36 | 524 | 159 | -0,78 | 20,65 | 1,49
2 1 31 518 | 161 | -0,44 | 19,91 | 1,52
2 1 33 | 49,7 | 154 | -161 | 20,87 | 1,45
2 1 49 | 513 | 150 | -2,28 | 22,74 | 1,44
2 1 35 546 | 154 | -161 | 2293 | 1,51
2 1 47 | 709 | 163 | -0,28 | 26,82 | 1,75
2 1 63 | 546 | 152 | -2,11 | 23,79 | 1,49
2 1 48 | 644 | 143 | -362 | 31,71 | 153
2 1 25 60,1 | 154 | -1,78 | 25,74 | 1,57
2 1 66 | 61,2 | 154 | -1,78 | 25,76 | 1,58
2 1 56 | 594 | 157 | -111 | 2410 | 1,59
2 1 37 555 | 157 | -1,28 | 22,68 | 1,54
2 1 49 | 615 | 1,47 | -2,78 | 28,46 | 1,54
2 1 39 | 739 | 147 | -295 | 3425 | 1,66
2 1 56 | 546 | 141 | -3,78 | 2731 | 142
2 1 46 58 162 | -0,28 | 22,10 | 1,61
2 1 42 | 676 | 150 | -2,46 | 30,21 | 1,62
2 1 53 | 755 | 151 | -211 | 3311 | 1,71
2 1 49 | 684 | 150 | -2,28 | 30,32 | 1,63
2 1 550 | 64,2 | 169 | 0,72 | 2261 | 1,73
2 1 47 1109,7| 160 | -0,61 | 42,85 | 2,10
2 1 43 | 699 | 155 | -161 | 29,28 | 1,68
2 1 31 | 688 | 162 | -0,28 | 26,22 | 1,73
2 1 74 |1 625 | 145 | -3,28 | 29,93 | 1,53
2 1 52 86 151 | -2,21 | 3757 | 181
2 1 49 498 | 1,47 | -2,95 | 23,17 | 140
2 1 50 | 595 | 145 | -3,12 | 28,30 | 1,50
2 1 53 | 861 | 154 | -1,78 | 36,54 | 1,83
2 1 49 | 593 | 145 | -3,12 | 28,05| 1,50
2 1 65 | 59,9 | 148 | -2,78 | 27,46 | 1,53
2 1 o7 368 | 141 | -3,78 | 18,43 | 1,18
2 1 46 | 445 | 148 | -2,78 | 20,45 | 1,34
2 1 48 | 84,4 | 164 | 0,06 | 31,30 | 1,90
2 1 42 | 62,1 | 156 | -145 | 2568 | 161
2 1 42 |1 686 | 168 | 0,72 | 2431 | 1,77
2 1 45 40,7 | 1,41 | -3,95 | 2050 | 1,25
2 1 53 | 628 | 155 | -145 | 26,04 | 161
2 1 37 52,7 | 153 | -1,78 | 22,51 | 1,48
2 1 63 | 775 | 154 | -161 | 3268 | 1,76
2 1 55 | 885 | 161 | -0,44 | 34,14 | 1,92
2 1 47 | 725 | 159 | -0,78 | 28,68 | 1,75
2 1 26 | 841 | 168 | 0,72 | 298 | 1,94
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2 1 34 68,1 | 154 | -1,61 | 28,64 | 1,66
2 1 54 656 | 153 | -1,78 | 28,02 | 1,63
2 1 25 44 151 | -2,11 | 19,30 | 1,37
2 1 34 615 | 164 | -0,11 | 23,01 | 1,66
2 1 29 37,2 | 135 | 479 | 20,41 | 1,15
2 1 54 166,70 | 165 | -0,06 | 24,65 | 1,72
2 1 37 62,9 | 162 | -0,28 | 23,97 | 1,66
2 2 43 11192 | 1,73 | -0,58 | 39,64 | 2,30
2 2 28 70 1,71 | -0,89 | 23,88 | 1,82
2 2 50 49 147 | -4,69 | 22,83 | 1,40
2 2 53 62,7 | 162 | -2,41 | 2404 | 1,66
2 2 61 68,9 | 156 | -3,17 | 28,20 | 1,70
2 2 25 891 | 1,79 | 0,18 | 27,96 | 2,08
2 2 46 724 | 163 | -2,28 | 2742 | 1,77
2 2 41 71,9 | 165 | -1,95 | 26,57 | 1,78
2 2 59 792 | 167 | -149 | 284 | 1,88
2 2 32 635 | 1,79 | 0,18 | 19,93 | 1,80
2 2 45 58,7 | 1,70 | -1,19 | 20,41 | 1,67
2 2 31 54 161 | -2,41 | 20,83 | 1,56
2 2 27 779 | 171 | -0,89 | 26,64 | 1,90
2 2 55 804 | 161 | -241 | 309 | 185
2 2 24 62,3 | 166 | -1,65 | 22,55 | 1,69
2 2 72 72,8 | 165 | -1,80 | 26,74 | 1,80
2 2 41 70,2 | 1,82 | 0,48 | 21,29 | 1,90
2 2 47 675 | 163 | -2,10 | 2541 | 1,73
2 2 53 72,1 | 160 | -2,56 | 28,16 | 1,75
2 2 51 57,7 | 169 | -1,19 | 202 | 1,65
2 2 29 80,1 | 167 | -1,49 | 28,72 | 1,89
2 2 56 712 | 164 | -195 | 26,34 | 1,77
2 2 25 812 | 1,73 | -0,73 | 27,29 | 1,94
2 2 39 68,9 | 166 | -1,65 | 2494 | 1,77
2 2 29 629 | 1,71 | -0,89 | 2151 | 1,73
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APENDICE 3. Exames Laboratoriais

Grupo 1: Heterozigoto (WT/MT)
grupo | IGF-1 | EDPI | Glice | CT | TG |HDLc|LDLc| Insuli |[HOMA| LPa |CPRus
GF-I ir

1 7757 | -1,544 88 | 188 | 108 | 44 123 1,10 0,24 5,40 0,70
1 117,32 | 22,361 | 87 | 143 | 82 43 84 8,10 1,75 30,20 | 0,20
1 126,6 | -0,549 96 | 220 | 230 | 43 131 | 12,60 3,01 87,90 2,0
1 248,43 | -1,126 99 | 117 | 90 44 55 8,60 2,12 2,50 0,30
1 138,70 | -0,304 | 100 | 199 | 131 39 134 4,30 1,07 6590 | 1,20
1 163,96 | 0,208 | 110 | 176 | 110 | 47 107 0,90 0,25 2,0 0,60
1 16,15 | -2,790 93 | 214 | 165 50 131 3,40 0,79 5,60 4,80
1 30,61 | -2,496 85 | 204 | 76 51 138 2,60 0,55 2,0 1,30
1 160,0 | 0,127 94 | 183 | 291 37 98 5,60 1,31 5,30 4,0
1

1 158,86 | -0,772 87 | 144 | 54 46 88 1,20 0,08 8,20 0,40
1 178,72 | -0,034 89 | 211 | 139 43 141 2,70 0,60 9510 | 0,90
1 270 0,686 82 | 161 | 114 54 85 0,10 0,02 6,70 0,70
1 148,15 | -0,667 80 | 176 | 117 47 106 1,50 0,30 3,20 1,90
1 262,95 | -0,989 | 100 | 171 | 76 50 106 7,60 1,89 86,0 | 57,10
1 116,73 | -1,318 88 | 159 | 97 36 104 4,40 0,96 2,0 6,10
1 93,85 | -1,213 97 | 198 | 94 67 113 3,0 0,72 36,70 3,0
1 37,27 | -2,361 | 108 | 152 | 94 53 81 3,20 0,86 2,60 2,60
1 36,33 | -2,380 90 | 151 | 80 46 89 0,10 0,02 2,0 1,60
1 240,0 | 0,292 84 | 145 | 97 36 90 0,40 0,08 9,80 0,30
1 117,62 | -1,313

1 78,96 | -1516 83 | 189 | 163 | 41 116 4,30 0,89 2,0 6,30
1 104,40 | -1,000

1 265,02 | 1,751 93 | 214 | 161 54 128 2,0 0,46 2,0 0,20
1 83,72 | -2,001 87 | 160 | 88 49 94 1,30 0,28 2,0 0,30
1 91,26 | -1,845 88 | 197 | 106 | 48 128 3,10 0,68 3,90 9,90
1 191,38 | -0,345 87 | 214 | 82 48 150 1,30 0,28 1650 | 1,10
1 195,30 | 0,308 91 | 212 | 321 48 100 5,20 1,18 2,0 0,80
1 82,66 | -1,440 | 100 | 221 | 114 | 43 146 3,0 0,75 3,30 5,90
1 113,23 | -1,370 85 | 170 | 68 46 111 2,20 0,47 2,0 1,0
1 104,40 | -1,000 92 | 209 | 131 43 140 3,40 0,78 2,0 3,90
1 162,93 | -0,361 | 160 | 213 | 208 56 116 4,30 1,71 4,40 2,60
1 152,15 | 0,584 95 | 220 | 90 55 147 3,0 0,71 100,0 2,0
1 260,90 | 0,069 90 | 186 | 84 53 117 1,30 0,29 74,10 | 18,60
1 136,43 | -0,878 82 | 198 | 79 47 136 1,30 0,13 84,20 | 0,20
1 27,37 | -3,168 76 | 176 | 85 52 107 0,70 0,13 8,30 1,90
1 296,34 | 1,032 86 | 142 | 60 44 86 5,50 1,18 22,20 | 0,60
1 112,94 | -0,826 | 103 | 207 | 126 | 49 133 1,20 0,31 2,0 2,30
1 156,05 | 0,993 89 | 168 | 159 45 92 3,40 0,75 2,90 2,80
1 92,43 | -1,242 87 | 195 | 132 39 130 0,10 0,02 6,30 0,20
1 210,0 | 1,140 97 | 180 | 130 38 116 5,20 1,26 2,70 0,90
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1 98,0 -1,129 101 366 | 866 20 2,40 0,60 7,80 4,50
1 29231 | -1114 93 137 | 73 36 87 2,50 0,58 216,0 0,50
1 48,95 -2,124 84 171 | 65 57 101 0,10 0,02 78,50 4,70
1 220,0 0,819 109 181 | 229 34 102 3,70 1,0 2,0 1,80
1 209,13 | -0,338 90 133 | 63 43 78 0,10 0,02 3,0 5,30
1 132,68 | -0,426 100 192 | 92 54 120 2,90 0,72 188,0 0,80
1 131,17 | -1,299 83 200 | 241 43 109 4,70 0,97 2,0 1,40
1 159,86 | -0,946 84 130 | 112 36 72 2,30 0,48 2,0 2,50
1 110,39 0,878 94 157 | 128 35 97 1,60 0,37 2,0 0,40
1 163,96 | -0,467 97 159 | 125 47 87 1,90 0,46 5,50 0,20
1 249,89 0,370 108 248 | 121 63 161 0,70 0,19 64,6 0,70
1 159,45 0,951 98 203 | 169 54 116 2,0 0,49 2,0 0,50
1 370,0 0,738 112 175 | 50 36 129 6,50 1,81 89,50 1,10
1 50,0 -2,103 94 301 | 119 30 212 0,10 0,02 25,30 7,30
1 400 2,392 96 260 | 61 52 196 5,10 1,22 103,0 0,50
1 180 -0,008

1 280,0 2,062 101 134 | 66 33 88 1,30 0,33 22,90 0,60
1 220 -0,314 99 134 | 66 33 88 0,10 0,02 37,60 4,70
1 78,0 -1,535 96 155 | 265 35 47 1,90 0,45 6,90 4,20
1 25,0 -2,610 109 214 | 217 40 131 5,10 1,36 7,40 6,70
1 230,0 1,026 88 209 | 118 62 124 3,30 0,72 6,40 0,80
1 89,0 -2,886 91 145 | 59 43 91 0,10 0,02 69,60 1,0
1 120,0 -1,250 93 204 | 125 39 140 0,50 0,12 7,50 1,20
1 37,0 -2,367 92 229 | 163 41 156 1,70 0,39 38,0 0,30
1 220,0 0,819 93 188 | 101 105 63 4,80 1,11 12,60 0,90
1 310,0 0,530 84 182 79 72 95 2,90 0,61 16,20 5,30
1 500,0 1,145 93 146 | 64 35 99 7,20 1,67 32,0 6,60
1 330,0 0,374 82 135 | 182 44 55 5,20 1,06 2,0 0,30
1 350,0 -0,611 96 153 | 135 42 84

1 380,0 -0,527 101 164 | 100 48 96

1 170,0 -0,408 81 219 | 136 45 147 6,23 1,26

1 69,0 -1,394 80 114 | 73 33 67 1,30 0,26

1 72,0 -2,244 85 221 | 91 32 171

1 350,0 0,806 75 143 | 85 35 91 3,52 0,66

1 28,0 -2,549 75 210 | 120 39 124 6,59 1,23
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Grupo 2: Homozigotos Normais (WT/WT)

grupo | IGF-I1 | EDPI | Glice | CT | TG |HDLc|LDLc| Insuli |[HOMA| LPa |CPRus
GF-I ir

152,31 | -0,845 90 122 | 106 48 53 1,80 0,40 9,80

76,98 -1,556 97 231 | 248 42 140 6,30 1,52 10,30 3,60

90,34 -1,285 94 232 98 50 163 2,60 0,61 10,90 0,60

188,01 | -0,389 91 185 | 161 45 108 1,70 0,39 16,0 2,20

193,33 | -0,319 97 191 | 130 40 125 4,20 1,01 2,0 1,80

207,02 | -0,137 93 183 | 80 57 110 2,40 0,56 71,10 2,20

36,02 -2,989 89 117 | 41 46 63 1,70 0,38 2,0 0,90

310,01 1,211 88 154 | 88 45 92 2,30 0,50 4,80 3,20

109,84 | -1,460 101 177 | 118 43 111 6,50 1,63 5,90 0,40

170,75 0,345 99 199 | 98 46 134 13,20 3,25 4,70 2,20

299,85 2,473 85 203 | 177 52 116 6,20 131 3,20 4,60

78,16 -2,730 85 157 | 83 43 98 3,40 0,72 4,0 0,30

50,64 -2,090 100 153 | 162 55 66 6,40 1,59 3,80 0,80

27,13 -2,567 104 186 | 103 46 120 2,90 0,75 18,90 0,70

165,63 | -0,683 90 157 62 46 99 0,30 0,07 2,0 2,50

159,62 | -0,430 104 174 | 191 40 96 6,40 1,66 14,20 3,10

108,45 | -1,430 102 217 | 100 54 143

138,70 | -0,304 96 218 | 108 61 136

94,32 -1,782 85 176 66 56 104 2,20 0,47 44,20 0,50

166,26 | -0,292 79 240 | 153 54 156 3,50 0,69 45,60 6,0

58,49 -1,931 109 170 | 83 42 112 5,20 1,41 2,0 11,80

165 -0,318 87 183 | 104 60 103 2,90 0,63 9,20 2,90

230 1,1,574 107 173 | 144 41 104 4,50 1,20 3,90 3,80

120,95 | -1,230 91 196 | 105 53 122 6,30 1,43 24,50 3,70

70,25 -2,280 92 186 | 95 51 116 2,60 0,60 4,80 5,60

263,73 0,604 85 184 | 81 57 111 4,0 0,85 47,10 1,0

10,61 -2,902 108 231 | 173 53 144 3,80 1,02 18,30 5,40

163,57 0,200 84 212 | 120 46 142 12,0 2,51 12,70 0,50

114,97 | -1,354 81 224 | 280 41 127 2,50 0,50 2,0 0,20

102,3 -1,042 89 232 | 177 52 145 5,60 1,24 2,0 0,80

102,82 | -1,032 109 157 | 47 48 100 7,60 2,06 5,70 4,0

164,38 | -0,331 94 229 | 134 51 152 2,60 0,61 7,80 0,70

151,96 | -0,035 100 189 | 138 49 113 3,60 0,90 2,0 0,40

60,92 -1,880 75 187 | 145 60 98 1,10 0,21 16,0 1,60

220,0 0,819 87 144 | 102 47 77 1,30 0,28 47,4 0,20

122,49 | -1,198 95 146 | 141 46 72 7,70 1,82 2,0 3,10

119,43 | -1,262 91 175 | 154 49 96 0,70 0,16 43,20 0,30

52,39 -2,650 96 192 | 102 45 127 3,30 0,79 5,30 5,60

78,56 -2,108 90 197 | 146 47 121 0,70 0,16 5,90 4,10

137,47 | -0,329 107 190 | 74 55 121 8,70 2,32 24,50 0,20

189,45 | -0,370 83 152 73 51 87 1,10 0,23 28,70 1,10

182,84 0,591 94 200 | 143 43 129 4,60 1,08 160,0 1,30

34,51 -2,417 95 176 | 156 47 98 4,50 1,06 67,60 1,40

NININIINININININININININININININININININDINININININININININDINININDINDINININININININININININ

90,11 -1,869 114 224 | 195 58 127 6,60 1,87 4,0 1,70




2 186,35 | -0,933 79 167 | 113 35 110 6,20 1,22 23,80 2,50
2 143,71 | -0,970 88 222 | 180 43 143 9,30 2,04 72,20 0,70
2 22,22 -2,666 80 199 | 160 52 115 3,30 0,66 19,20 4,80
2 266,06 | -1,525 85 158 | 35 53 98 2,80 0,59 2,0 1,20
2 124,06 | -1,228 99 126 | 94 36 72 4,30 1,06 95,9 1,20
2 163,75 | -0,841 147 | 79 45 87 0,90 52,40 5,20
2 96,0 -1,170 95 186 | 152 44 112 2,90 0,69 31,20 2,60
2 163,96 | -0,705 83 149 | 114 34 93 6,70 1,38 2,0 3,30
2 126,28 | -1,120 109 156 | 136 46 83 9,50 2,58 17,50 3,80
2 171,62 | -0,801 84 143 | 57 48 84 0,10 0,02 13,70 1,30
2 109,0 -0,906 85 169 | 81 50 103 3,70 0,78 2,0 1,70
2 166,47 0,259 102 163 | 71 40 109 3,30 0,84 78,30 0,90
2 83,08 -1,432 96 196 | 210 37 117 5,80 1,39 4,0 2,70
2 268,68 | -0,518 95 166 | 70 53 99 1,60 0,38 7,0 0,40
2 138,35 | -0,870 105 171 | 104 39 112 4,40 1,15 4,60 9,50
2 222,17 0,864 102 182 | 133 49 107 8,50 2,16 22,20 0,90
2 51,51 -2,072 121 166 | 168 41 92 2,80 0,84 5,30 1,50
2 142,44 | -0,677 92 168 | 95 54 95 1,10 0,25 3,40 0,20
2 140,29 | -0,830 87 175 | 66 53 109 1,30 0,28 27,60 0,70
2 172,93 | -0,380 77 185 | 107 66 98 4,0 0,77 57,10 2,70
2 208,33 | -0,349 78 120 | 87 42 61 3,10 0,60 5,10 1,80
2 35,71 -2,393 91 184 | 169 46 105 6,20 1,40 2,0 1,80
2 222,60 | -0,922 83 157 | 106 36 100 1,90 0,39 2,0 0,40
2 73,54 -1,625 86 127 | 90 39 70 3,20 0,68 4,40 1,60
2 126,60 | -0,549 107 158 | 87 51 90 1,30 0,35 8,60 0,50
2 70,97 -2,265 94 201 | 164 44 125 50 1,17 35,40 0,40
2 153,31 | -0,007 95 201 | 212 30 129 6,40 1,51 2,0 0,20
2 130,18 | -0,477 91 177 | 111 37 118 2,50 0,57 2,0 0,60
2 114,97 | -1,499 94 188 | 82 40 132 3,90 0,91 2,0 0,80
2 136,26 | -0,353 82 204 | 95 57 128 1,20 0,24 2,0 1,0
2 184,47 | -1,281 104 177 | 86 43 117 9,0 2,33 10,20 7,10
2 170,32 | -0,221 112 188 | 106 50 117 1,20 0,33 2,0 1,0
2 257,85 | -1,414 108 146 | 85 38 91 2,30 0,62 127,0 0,90
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APENDICE 4. Medidas e Pregas Cutineas

Grupo 1: Heterozigoto (WT/MT)

grupo | % |Gord |MSSA |Bicep |Tricep |Sub Supra |Cint |Quad |Relag
Gord | KG |Magr Escap |Pub C/Q

1 19,40 | 7,20 | 29,7 8 15 14 9 70 80,5 | 0,87
1 22,20 | 10,40 | 36,3 6 11 14 9 69 845 | 0,82
1 2550 | 15,30 | 444 15 15 15 26 965 | 925 | 1,04
1 6,60 | 3,30 | 467 5 9 10 5 63 825 | 0,76
1 23,70 | 14,20 | 459 7 25 22 24 91 100 0,91
1 21,10 | 10,80 | 40,2 5 13 13 13 74 915 | 081
1 34,70 | 30,70 | 57,9 29 30 37 48 124 145 0,86
1 24,30 | 21,40 | 66,5 27 27 28 34 105 114 0,92
1 33,90 | 2390 | 467 11 25 18 24 111 113 0,98
1 22,30 | 13,70 | 478 13 17 25 22 87 95 0,92
1 2510 | 13,80 | 412 15 25 16 20 83 935 | 0,89
1 22,10 | 11,50 | 405 7 19 23 15 81 90,5 | 0,90
1 1360 | 7,40 | 47,2 5 12 8 9 72,5 93 0,78
1 2530 | 13,70 | 403 15 19 26 18 76 93 0,82
1 15,30 | 9,20 | 50,8 10 19 16 15 765 | 985 | 0,78
1 31,10 | 17,30 | 384 18 24 24 25 87,5 95 0,92
1 250 | 150 | 449 13 22 21 18 89 975 | 091
1 31,70 | 16,80 | 36,2 20 25 29 26 85 945 | 0,90
1 30,10 | 21,40 | 66,5 22 21 23 29 99 100 0,99
1 26,90 | 16,90 | 458 7 19 17 12 84 100 0,84
1 26,0 | 17,90 | 511 25 32 21 30 90,5 | 1025 | 0,88
1 22,20 | 11,30 | 39,7 9 21 13 19 79,5 92 0,86
1 28,60 | 17,0 | 424 15 20 21 25 90 08 0,92
1 29,90 | 14,60 | 342 9 15 18 18 785 | 885 | 0,89
1 1850 | 890 | 394 9 15 9 14 75 835 | 0,90
1 29,70 | 17,60 | 416 16 23 23 26 90 965 | 0,93
1 26,60 | 17,30 | 47,6 11 15 28 22 89 97,5 | 091
1 250 | 16,40 | 492 25 26 28 26 88 101 0,87
1 26,10 | 14,60 | 41,2 18 29 35 34 94 95 0,99
1 18,60 | 9,40 | 414 10 16 17 14 74 935 | 0,79
1 27,30 | 14,60 | 389 18 28 21 25 82 965 | 0,85
1 28,40 | 16,70 | 422 16 20 27 24 80 945 | 0,85
1 27,30 | 16,90 | 449 12 20 22 23 825 | 975 | 0,85
1 6 11 12 7 645 | 865 | 0,75
1 2590 | 12,30 | 353 11 14 21 15 72 86 0,84
1 26,30 | 10,0 | 281 8 13 9 12 68 82 0,83
1 26,50 | 14,40 | 39,8 13 16 23 22 75,5 92 0,82
1 15,10 | 850 | 481 4 10 11 13 82 895 | 0,92
1 23,90 | 18,10 | 57,8 16 21 23 26 90 104 0,87
1 210 | 12,60 | 474 4 10 11 12 87 915 | 0,95
1 100 | 7,80 | 69,9 10 12 24 11 96 98 0,98
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1 16,0 9,20 48,6 11 13 13 9 85 90 0,94
1 0,40 0,30 63,7 3 6 8 4 76,5 95 0,81
1 7,70 4,0 48,3 3 5 7 4 77 87 0,89
1 18,0 13,10 59,7 7 16 18 28 90 99,5 0,90
1 6,30 3,70 54,3 3 7 16 9 77,5 91 0,85
1 19,20 | 10,80 45,3 8 12 16 21 86,5 90 0,96
1 16,70 | 13,20 66,1 11 8 17 12 94 97,5 0,96
1 13,20 | 4,60 30,2 4 6 7 5 63 75 0,84
1 8,80 6,0 62,5 7 8 21 21 96 98,5 0,97
1 4,40 2,60 56,7 6 8 14 10 75,5 88 0,86
1 10,10 7,30 65 15 13 16 16 82 95,5 0,86
1 14,0 10,50 64,5 10 13 16 11 86 100,5 0,86
1 24,0 16,20 50,9 20 25 22 23 87 105 0,83
1 18,40 10,0 44,6

1 17,60 | 11,30 52,9 15 28 26 27 73,5 103 0,71
1 20,50 | 10,60 41 12 19 15 11 72 89,5 0,80
1 10,10 6,20 54,8 4 15 17 8 88 93 0,95
1 6,90 3,70 49,4 5 6 11 5 67 87,5 0,77
1 26,80 | 13,10 35,9 11 18 20 20 99,5 84 1,18
1 41,10 | 35,30 50,5 27 36 40 35 113 120 0,94
1 27,30 | 16,50 43,8 12 20 20 16 79 96,5 0,82
1 12,30 6,60 47,3 9 11 7 4 72 80 0,90
1 11,80 6,70 49,9 4 8 11 6 82 87 0,94
1 14,40 7,30 43,6 3 5 10 6 79 87 0,91
1 19,10 | 10,10 42,9 6 12 22 17 73 90 0,81
1 30,70 | 18,40 41,5 22 33 24 26 7 102 0,75
1 31,20 | 21,60 47,5 17 19 34 25 88 104 0,85
1 25,90 | 11,90 34,2 14 14 20 18 76 89,5 0,85
1 10,70 9,0 75,3 4 15 19 17 82 107 0,77
1 4,20 2,80 64,1 3 12 12 7 73 94 0,78
1 15,60 54,9 94 98 0,96
1 2,0 47 72 82,5 0,87
1 14,90 43,7 81 95 0,85
1 11,0 47 77 98 0,79
1 21,80 39,2 93 97 0,96
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Grupo 2: Homozigoto Normal (WT/WT)

grupo | % |Gord |MSSA |Bicep |Tricep |Sub Supra |Cint |Quad |Relag
Gord | KG |Magr Escap |Pub C/Q
2 25,30 | 13,80 45 16 24 23 17 80 94 0,85
2 30,90 | 21,70 | 484 27 35 40 35 95 | 1125 | 0,84
2 24 22 24 27 92 | 1005 | 0,92
2 11,80 | 6,20 | 46,2 19 19 22 17 75 925 | 081
2 18,40 | 9,50 | 42,3 15 27 17 21 75 955 | 0,79
2 2450 | 12,20 | 375 14 19 24 21 74 86 0,86
2 26,50 | 13,10 | 38,2 12 19 22 19 72 895 | 0,80
2 26,30 | 14,40 | 40,2 15 17 14 25 84 895 | 0,94
2 230 | 16,30 | 546 21 20 19 25 955 | 1045 | 091
2 25,20 | 13,80 | 408 12 18 22 23 84 91 0,92
2 30,20 | 19,4 45 19 19 27 30 93 995 | 0,93
2 27,30 | 16,40 | 437 12 22 20 28 87 985 | 0,88
2 24,20 | 14,80 | 46,4 11 21 22 20 94 | 1015 | 093
2 20,70 | 12,20 | 46,8 18 17 23 21 90 995 | 0,90
2 2420 | 13,30 | 417 10 25 20 20 735 | 935 | 079
2 30,60 | 18,70 | 42,3 11 18 15 24 87 985 | 0,88
2 28,50 | 21,10 | 52,9 22 30 32 32 106 108 0,98
2 31,40 | 17,30 | 37,7 19 24 25 30 905 | 995 | 0,91
2 22,40 | 13,0 45 16 23 23 20 78 97 0,80
2 340 | 230 | 446 16 26 23 22 87,5 104 0,84
2 30,20 | 22,80 | 52,7 26 32 44 31 101 111 0,91
2 32,40 | 22,20 | 46,2 15 25 19 24 955 | 1075 | 0,89
2 19,70 | 12,60 | 51,6 21 26 32 27 90 96,5 | 0,93
2 3460 | 380 | 717 28 28 43 39 121
2 27,10 | 18,90 51 20 34 26 26 90 | 1015 | 0,89
2 26,90 | 18,50 | 50,3 12 19 30 27 92 108 0,85
2 35,30 | 22,10 | 40,4 9 16 19 26 102 | 1095 | 0,93
2 33,10 | 2850 | 57,5 32 32 42 40 102 118 0,86
2 240 | 12,30 | 375 9 11 14 16 87,5 89 0,98
2 32,80 | 19,50 40 16 24 20 19 86 102 0,84
2 30,90 | 26,60 | 59,5 27 29 26 39 98 | 1205 | 081
2 30,70 | 18,20 | 411 19 24 32 35 90 98 0,92
2 33,70 | 20,20 | 39,7 22 26 22 26 915 | 985 | 0,93
2 19,80 | 7,30 | 29,5 4 5 10 9 67,5 77 0,88
2 27,30 | 12,30 | 32,2 9 17 16 14 715 | 855 | 084
2 29,70 | 25,10 | 59,3 20 35 42 38 1075 | 110 0,98
2 3150 | 19,60 | 425 20 27 22 24 86,5 94 0,92
2 24,20 | 16,60 52 25 28 28 27 89 98 0,91
2 27,20 | 11,10 | 296 9 11 25 12 70 88 0,80
2 22,90 | 12,10 | 40,8 21 27 32 20 90 94 0,96
2 22,60 | 11,90 | 408 21 24 14 18 73 935 | 0,78
2 28,80 | 22,30 | 552 32 30 42 39 101 110 0,92
2 28,90 | 2560 | 629 17 35 41 32 108 120 0,90
2 25,40 | 18,40 | 54,1 23 24 25 27 97 104 0,93
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2 27,60 | 23,20 60,9 30 29 35 40 91 109 0,83
2 30,90 21,0 47,1 33 37 30 35 88 104 0,85
2 30,40 | 19,90 457 14 30 32 36 91,5 106,5 0,86
2 14,40 6,30 37,7 10 13 6 7 67 86,5 0,77
2 19,70 | 12,20 49,8 12 29 25 23 86,5 100,5 0,86
2 29,70 11,0 26 5 15 11 8 67,5 84 0,80
2 17,80 | 11,90 55,1 7 17 19 24 84 103 0,82
2 24,90 | 15,70 47,3 11 18 13 17 89 100,5 0,89
2 24,90 | 29,70 89,5 25 20 31 26 127 123 1,03
2 6,40 4,50 65,5 4 8 11 5 79 95 0,83
2 11,10 5,40 43,6 2 5 13 12 71 85,5 0,83
2 11,70 7,30 55,4 4 9 16 12 83 94 0,88
2 18,30 | 12,60 56,3 11 13 20 16 100 94 1,06
2 9,60 8,60 80,5 10 18 25 19 94,5 106,5 0,89
2 23,10 | 16,60 55,4 15 16 22 24 99,5 98 1,02
2 17,30 | 12,50 59,5 11 20 22 25 92,5 99 0,93
2 15,50 | 12,30 66,9 12 8 26 18 99 100 0,99
2 8,50 5,40 58,1 8 11 10 9 72 87,5 0,82
2 2,70 1,60 57,1 7 8 10 8 75 91 0,82
2 24,10 13,0 41 11 16 20 21 74,5 94 0,79
2 4,0 3,10 74,8 5 7 11 7 79,5 94 0,85
2 20,80 | 16,70 63,7 13 12 33 29 101 100,5 1,0
2 4,90 3,10 59,2 5 4 10 6 73 79 0,92
2 5,80 4,20 68,6 3 5 6 5 83 87,5 0,95
2 4,70 3,70 74 8 12 11 8 82,5 96,5 0,85
2 20,80 14,0 53,5 12 25 35 38 91 97 0,94
2 15,20 11,0 61,1 4 12 22 22 96,5 98 0,98
2 1,20 0,70 57 6 6 10 7 81,5 91,5 0,89
2 14,70 | 11,80 68,3 15 18 20 20 96,5 102 0,95
2 15,70 | 11,20 60 6 11 21 31 93 96 0,97
2 18,40 | 14,90 66,3 16 21 30 20 96 102 0,94
2 7,70 5,30 63,6 5 8 16 12 67 97 0,69
2 2,10 1,30 61,7 3 12 11 8 71 92,5 0,77
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ANEXO 1. Parecer do CEP e CONEP

PARECER CONSUBSTANCIADO - CEP
043/2004

Titulo: Consequéncias da deficiéncia isolada e vitalicia do horménio o crescimento.

Finalidade: Projeto em parceria UFS-Jonh Hopkins.

Pesquisadores responsaveis: Prof Dr Manuel Herminio de Aguiar Oliveira (graduado em
Medicina, Mestre e Doutor em Clinica Médica/Endocrinologia) e Prof Dr Roberto Salvatori,
(graduado em Medicina, especialista em Medicina Interna e Endocrinologia, Diabete e
Metabolismo, pos-graduado pela Cornell University Medicai College e pela Jonh Hopkins
University, na qual ¢ Professor Assistente).

Data de entrada no CEP: 29/04/04.

Data de andlise: 07/05/04.

1) Folha de Rosto: adequadamente preenchida.

2) Projeto: o Projeto de Pesquisa apresentado apresenta-se adequado nos seus topicos:
Introducao, Objetivos, Revisdo Bibliografica, Metodologia e Referéncias Bibliograficas.

3) Consta do projeto a Previsao Orgamentaria, bem como o patrocinador (Jonh Hopkins
University).

4) Consta Cronograma de Execug¢do, segundo o qual a coleta de dados deve ter inicio no
segundo semestre/2004.

5) Consta detalhado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com a
Resolugdo CNS 196/96, bem como a aprovagao pelo CEP da instituigdo parceira.

6) Todos os documentos originariamente em inglés foram traduzidos para a Lingua
Portuguesa.

Conclusao: consideramos que o projeto acima deva ser aprovado por este CEP.
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 1361/2004

Registro CONEP : 10212 (Este n" deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Registro CEP: 043/2004 Processo n°® 25000.064789/2004-90
Projeto de Pesquisa: "Consequéncias da deficiéncia isolada e vitalicia do horménio
do crescimento".

Pesquisador Responséavel: Dr. Manuel Herminio de Aguiar Oliveira.
Instituicao: Universidade Federal de Sergipe/SE

Area Tematica Especial: Genética humana c/c cooperagao estrangeira.

Ao se proceder a analise das respostas ao Parecer CONEP n° 1112/2004, relativo
ao projeto em questdo, considerou-se que:

a- Foram atendidas as solicitagdes do referido parecer.

b- O projeto preenche os requisitos fundamentais das Resolugdes CNS 156/96 ¢
292/99, sobre Diretrizes. ¢ Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo

Seres Humanos:

c- O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituigdo

supracitada.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de acordo com as
atribui¢des definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagao do projeto de

pesquisa proposto.

Situagao: Projeto aprovado

Brasilia, 15 de julho de 2004.

2
Jas. et 2o

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS



ANEXO 2. Valores de Referéncia - LABORATORIO

IGF-1 (IRMA, dupla extracdo HCL-etanol) com sensibilidade de 0,8 ng/ml
Normal:
Homem (M) — 18-20 anos = 489,0 + 206,7 ng/ml
20-23 anos =420,1 + 114,7 ng/ml
23-25 anos = 320,7 + 106,3 ng/ml
25-30 anos = 236,7 + 81,2 ng/ml
30-40 anos =211,9 + 102,5 ng/ml
Mulher (F) — 18-20 anos = 367,9 + 106,1 ng/ml
20-23 anos = 288,9 + 109,8 ng/ml
23-25 anos =274,9 £ 93,1 ng/ml
25-30 anos = 253,5 + 106,6 ng/ml
30-40 anos =217,7 + 76,2 ng/ml
M+F 40-50 anos = 180,4 + 48,3 ng/ml
50-70 anos = 153,7 + 49,3 ng/ml
Colesterol Total (Huang Modificado) — Normal: <200 mg/dl
HDL-Colesterol (Huang modificado) — Normal: M >55 mg/dl F >65 mg/dl
LDL-Colesterol (Formula de Friedwald) — Normal: <150 mg/dl
Triglicérides (Soloni Modificado) — Normal: <150 mg/dl
Glicemia (Polpa digital)
Normal: 70-110 mg/dl
Homeostase alterada: > 110 mg/dl e <126 mg
Diabetes: > 126 mg/dl
Insulina (Quimioluminescéncia) — Normal: <29,1 microU/ml
HOMAr (Resisténcia a Insulina - modelo homeostatico):
Normal: 0,97 - 1,00
Insulina (microU/mL) x Glicemia (mMol/L) / 22,5
Conversao da Glicemia: mMol/L = 0,05551 x mg/dl
Lipoproteina (a) (Nefelometria) — Normal: > 30,0 mg/dl

PCR Ultra-sensivel (Nefelometria) - para Risco Cardiovascular:
Risco Baixo: menor que 1,0 mg/1

Risco Médio: 1,0 mg/l a < 3,0 mg/l

Risco Alto: maior que 3,0 mg/l
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