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RESUMO

A testotoxicose € uma forma rara de puberdade precoce familial em
meninos com heranca autossémica dominante. Os caracteres sexuais
secundarios ocorrem geralmente antes dos 4 anos de idade. Nesta
condicao, niveis puberais de testosterona estdo associados a niveis
suprimidos ou pré puberais de gonadotrofinas. Diversas mutagdes ati-
vadoras de linhagem germinativa no exon 11 do gene do receptor do LH
tém sido descritas em meninos com testotoxicose. O estudo molecular de
8 meninos brasileiros com testotoxicose evidenciou 5 diferentes mutacdes,
sendo trés delas identificadas exclusivamente no Brasil: Ala568Val,
Leud57Arg e Leu368Pro, localizadas, respectivamente, na terceira alca
intracelular e nas hélices transmembranosas Ill e | do receptor do LH. A
mutacao Ala568Val foi identificada em 42,8 % das familias brasileiras. Mu-
lheres portadoras de mutacdes ativadoras, méaes ou irmas de meninos
com testotoxicose, ndo desenvolvem puberdade precoce e apresentam
funcao reprodutiva normal. Duas mulheres brasileiras, incluindo uma meni-
na em idade pré puberal, com mutagdes ativadoras do receptor do LH
eram assintomaticas e apresentaram perfil hormonal normal. Mutacdes
ativadoras somaticas do gene do receptor do LH foram recentemente
identificadas em 3 meninos com tumores das células de Leydig. Contudo,
um estudo recente ndo evidenciou tais mutagdes em 4 tumores de célu-
las de Leydig, 3 tecomas e 4 tumores de Sertoli-Leydig. Em concluséo
mutacgoes ativadoras germinativas e somaticas do gene do receptor do
LH causam puberdade precoce e tumores das células de Leydig, respec-
tivamente. Enquanto mutac¢des semelhantes no sexo feminino ndo deter-
minam fendtipo anormal. (Arq Bras Endocrinol Metab 2001;45/1:58-63)

Unitermos: Puberdade precoce; LH; Receptor; Gonadotrofinas; Tumores
gonadais.

ABSTRACT

Testotoxicosis is a rare form of familial precocious puberty in boys with
autossomal dominant inheritance. Secondary sexual features usually
occur before 4 years of age. In this condition, testosterone are elevated
with suppressed or prepubertal gonadotropin levels. Several germline
activating mutations in exon 11 of the LH receptor gene have been
described in boys with testotoxicosis. The molecular analysis of 8 Brazilian
boys with testotoxicosis revealed 5 different mutations, 3 of them identi-
fied exclusively in Brazil: Ala568Val, Leu457Arg, and Leu368Pro, located in
the third intracellular loop and in the Il and | transmembrane helices,
respectively. The Ala568Val mutation was found in 42.8% of the Brazilian
families. Women with activating mutations, mother or sisters of boys with
testotoxicosis, did not develop precocious puberty and showed normal
reproductive function. Two Brazilian women, including a prepubertal girl
with activating mutations, were asymptomatic and had normal hormon-
al profile. Somatic activating mutations of the LH receptor gene were
recently identified in 3 boys with Leydig cell tumors. However, a recent
report did not find such mutations in 4 Leydig tumors, 3 tecomas and 4
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Sertoli-Leydig tumors. In conclusion, germline and
somatic activating mutations of the LH receptor
gene cause male precocious puberty and Leydig
cell tumors, respectively. In constrast, similar muta-
tions in females do not cause any abnormal pheno-
type. (Arq Bras Endocrinol Metab 2001;45/1:58-63)

Keywords: Precious puberty; LH; Receptor; Gonadal
tumors.

APUBERDADE PRECOCE FAMILIAL de acometimento
restrito ao sexo masculino, também conhecida
como testotoxicose ou pela sigla FMPP (familial
male-limited precocious puberty), é uma forma rara de
desenvolvimento isossexual precoce em meninos (1-
3). Esta condicdo genética de heranga autossdmica
dominante é caracterizada por niveis elevados de
testosterona, independentes da regulacdo do eixo
hipotalamo-hipofisario (2,3). Portanto, niveis puberais
de testosterona estdo associados a valores pré-puberais
ou mesmo suprimidos das gonadotrofinas, indicando
uma anormalidade de origem testicular (1,2).

Os caracteres sexuais secundarios aparecem
freqlientemente nos primeiros quatro anos de vida
nos meninos com testotoxicose (1-3). O fendtipo,
caracterizado pelo aumento testicular, virilizacdo
exagerada e aceleracdo do crescimento linear e da
idade Ossea, é decorrente do aumento da produgdo
androgénica pelas células de Leydig hiperplasiadas
(3). Na década de 80, a evidéncia da anomalia testi-
cular bilateral induziu a hipGtese de uma ativacdo das
células de Leydig por imunoglobulinas com atividade
semelhante ao LH (1,2). Contudo, a andlise do soro
dos pacientes com testotoxicose pela técnica de
imunofluorescéncia indireta e a realizagdo de bioen-
saios ndo foram capazes de comprovar a existéncia de
qualquer fator peptideo com fungdo semelhante ao
LH (2). Somente no inicio da década de 90, o
mecanismo genético especifico da testotoxicose foi
esclarecido por Shenker e cols. (3), quando a troca de
um Unico nucleotideo, adenina (A) por guanina (G),
no gene do receptor do LH resultou na substituicdo
do aminoéacido aspartato por glicina na posi¢do 578
(mutacdo Asp578Gly) do receptor do LH em 8
familias americanas com testotoxicose. Neste estudo,
0s autores demonstraram que células mamiferas que
expressavam transitoriamente o DNA complementar
contendo a mutacdo Asp578Gly, apresentavam um
aumento significativo da producdo de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) na auséncia do LH, em
relagcdo as células que expressavam o DNA comple-
mentar do receptor selvagem, indicando pela
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primeira vez uma atividade autdénoma das células de
Leydig e, portanto, que a testotoxicose é causada por
muta¢bes germinativas ativadoras do gene do recep-
tor LH (3).

O RECEPTOR DO LH

Os hormonios hipofisarios LH e FSH pertencem a
familia dos hormdnios glicoprotéicos, que também
inclui os horménios tireotréfico (TSH) e a gonadotro-
fina coridnica (hCG). Os hormdnios glicoprotéicos
sdo compostos por duas cadeias unidas por pontes de
hidrogénio. A cadeia alfa possui uma seqiiéncia
comum aos 4 horménios, enquanto a cadeia beta é
caracteristica de cada horménio glicoprotéico e con-
fere a especificidade de ligacdo aos receptores. Os
efeitos dos hormonios glicoprotéicos sdo mediados
por receptores localizados na membrana plasmatica,
gue ativam a enzima adenil ciclase através da ligacéo a
proteina Gs.

O LH e 0 hCG exercem seus efeitos bioldgicos
através de um Unico receptor localizado na membrana
citoplasmaética (4). O receptor maduro do LH/hCG é
um polipeptideo de 674 aminoéacidos, caracterizado
por uma estrutura composta de trés dominios: o
extenso dominio extracelular aminoterminal, o
dominio intermediario composto de sete segmentos
helicoidais de propriedade hidrofébica, interligados
por 3 alcas extracelulares e 3 alcas intracelulares, e o
curto dominio intracelular carboxi-terminal (4,5).
Aproximadamente metade dos aminoéacidos do recep-
tor do LH estd presente no dominio hidrofilico
extracelular aminoterminal. Este dominio contém
diversas repeticBes de leucina envolvidas com a inte-
racdo peptidica. De fato, a expressdo isolada do
dominio amino-terminal do receptor do LH em célu-
las transfectadas, é suficiente para ligacdo com os ago-
nistas (LH ou hCG) com a mesma afinidade quando
comparada a do receptor completo (5).

O GENE DO RECEPTOR DO LH

Minegishi e cols. (4), em 1990, isolaram e seqliencia-
ram o DNA complementar do receptor humano do
LH/hCG (LH/hCG-R). O gene humano do
LH/hCG-R esta localizado no braco curto do cro-
mossomo 2 (2p21) e sua organizacdo estrutural do
gene do LH-R caracteriza-se por 11 exons e 10
introns (4,5). Os primeiros 10 exons codificam a
maior parte do dominio amino-terminal extracelular
do receptor, enquanto o extenso exon 11 (>1000pb)
codifica aproximadamente 50 residuos do dominio
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extracelular, os sete segmentos do dominio transmem-
branoso e toda a regido intracitoplasmatica carboxi-
terminal do receptor do LH (5).

A intima semelhanca estrutural e topogréfica
entre os genes dos receptores do LH, FSH e TSH
reforca a teoria de um gene ancestral comum. Alinhados,
estes genes apresentam maior semelhanca na porcdo
transmembranosa e carboxiterminal (aproximadamente
70% de homologia) comparado & porcdo aminoterminal
(aproximadamente 42% de homologia) (5).

MUTACOES ATIVADORAS DO RECEPTOR DO LH

Apo6s a identificacdo da primeira mutacdo ativadora do
gene do receptor do LH em 1993, diversas mutacfes
foram identificadas em mais de 60 familias com testotoxi-
cose (3,5-18). Todas as mutac@es ativadoras identificadas
em meninos com testotoxicose, até o momento, estdo
localizadas no exon 11 do gene do receptor LH (5-7).
Um extenso estudo molecular de 32 familias com
testotoxicose, procedentes dos Estados Unidos, Hong
Kong, Canada e Escocia, demonstrou que a mutacdo
Asp578Gly é a mais freqiiente nos meninos americanos
com testotoxicose familial, representando 78 a 90% dos
casos (6). A regido compreendida entre os nucleotideos
1624 a 1741 do gene do receptor do LH, correspon-
dente ao intervalo entre 0 quinto e o sexto segmentos
transmembranosos da proteina, foi a regido mais
acometida pelas mutaces ativadoras (6). Recentemente,
Kremer e cols. (7) identificaram 7 mutac8es diferentes

no gene do receptor LH em 12 de 17 meninos com
testotoxicose (8 casos familiares e 9 esporadicos) de
origem principalmente européia. As 7 mutacdes identifi-
cadas neste estudo foram previamente publicadas, su-
gerindo um limitado repertério de mutacGes ativadoras
do receptor do LH no continente europeu (7). Duas
mutacdes foram identificadas neste estudo mais de uma
vez: a mutacdo Met398Thr identificada em 2 familias
alemas e em 1 familia italiana e a mutacdo 1so542Leu
identificada em 4 familias holandesas (7). Em contraste
ao estudo americano, a mutacdo Asp578Gly nao foi
identificada nas 17 familias de origem européia, su-
gerindo que a mutacdo Asp578Gly apresenta um forte
efeito de gene fundador nos EUA (7).

MUTACOES DO GENE DO RECEPTOR DO LH EM
MENINOS BRASILEIROS

Nos ultimos seis anos realizamos o estudo clinico e
molecular de 8 meninos (I-VIII) com diagnéstico de
testotoxicose, pertencentes a 7 familias brasileiras (5,8-
10,19). Quatro deles (I, 111, IV e VII), foram sub-
metidos a avaliacdo clinica e molecular na Disciplina de
Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clini-
cas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo; dois (V e VI) foram clinicamente avaliados pela
Unidade de Endocrinologia Pediatrica da Universi-
dade Estadual de Campinas, e outros dois (I1, VIII),
pelo Instituto Materno Infantil de Pernambuco, e
encaminhados para 0 nosso servi¢o para estudo mole-

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e hormonais de 8 pacientes brasileiros com testotoxicose.

Teste do GnRH

Caso IC 10 Estatura DP Testiculos Testo LH basal LH pico  FSH basal FSH pico

No. (anos) (anos) (cm) (cm)? (ng/dL) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L)

I 5,9 13 144,2 +59 D:3,6;E:34 *164 1,3* 8,4* 3* 5%

I 6.4 13 136 +3,7 D:35;E 35 180 <0,6 1 <1 2

Il 2,5 6 115 +6,9 D:2,0;E: 2,0 392 <0,6 <0,6 <1 <1
7,3 14 153 +5,2 D: 3,0; E: 3,2 975 <0,6 <0,6 <1 <1

\Y 2,8 6 105,5 +2,9 D:25;E 26 569 <0,6 1,7 <1 1,4

\% 34 6 103 +1.2 D:3,0;E: 3,0 193 <0,6 0,7 <1 1,6

\ 2,4 4 93,4 +08 D:25;E 25 240 <0,6 0,6 <1 1,5

Vi 7,9 13,5 1425 +2.8 D: 3,0; E: 3,2 265 <0,6 13 <1 8,3

VIl 4,1 6 107 +1,2 D:2,8;E: 3,0 104 <0,6 1,0 <1 1,6

Valores pré-puberais normais

RIA* <30 <5 6-18 <5 5-11

IFMA <14 <0,6-0,7 0,7-9,6 <1-3 1-9,7

Valores puberais normais

RIA* 240-1030 5-20 18-46 5-20 5-11

IFMA 200-950 1,4-9,2 12-29,7 1,0-12 2,6-7,8

IC: idade cronolégica; 10: idade 6ssea; DP: desvio padrdo para altura; @ maior diametro.
D: direito; E: esquerdo. Testo: testosterona. Pacientes V e VI sdo irmaos.
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cular. Os dados clinicos e hormonais desses 8 pacientes
estdo apresentados na tabela 1.

Os niveis de testosterona foram puberais em
todos os 8 pacientes com testotoxicose e variaram de
104 a 975ng/dL. Os niveis de LH e FSH basais foram
pré-puberais em todos os 8 meninos (19). O teste de
GnRH evidenciou niveis pré-puberais de gonadotrofi-
nas em 6 meninos (I, 11, 1V, V, VI, VIII). O paciente
111 apresentou niveis totalmente suprimidos de LH e
FSH em duas diferentes ocasides (idades Osseas: 6 € 14
anos) (9,19). Neste caso, 0s niveis extremamente ele-
vados de testosterona resultaram provavelmente na
supressdo completa das gonadotrofinas hipofisarias,
mesmo quando a idade Gssea era muito avancada. Em
contraposicdo, o paciente VII apresentou niveis
puberais de LH (13UI/L) ap6s estimulo com GnRH.
A evidéncia de supressdo completa das gonadotrofinas
com agonista de GnRH (leuprolide), associada a per-
sisténcia de concentracGes elevadas de testosterona,
indicou maturacdo secundaria do eixo hipotalamo-
hipofisario devido a exposicdo androgénica cronica
neste menino (10). O tratamento combinado com
drogas inibidoras da sintese ou da acdo da testosterona
e agonista de GnRH é recomendado nestes casos.

O sequenciamento do exon 11 do gene do
receptor do LH nos 8 meninos com diagnaéstico clini-
co e hormonal de testotoxicose evidenciou 5 dife-
rentes mutacfes (tabela 2), sendo trés delas apenas evi-
denciadas em meninos brasileiros: Ala568Val,
Leud457Arg e Leu368Pro (8-10). A mutacdo
Ala568Val é a mais freqliente mutacdo no Brasil,
tendo sido identificada em 43% das familias estudadas.
Um dos pacientes com testotoxicose estudado (VII)
apresentou esta mutacdo Ala568Val em estado homo-
zigotico (10). Este achado inédito na literatura foi
recentemente esclarecido pela analise de micros-
satélites localizados no braco curto do cromossomo 2
e de polimorfismos internos ao gene do receptor do
LH. O estado em homozigose neste menino foi deter-

minado pela dissomia uniparental maternal, isto é, os
dois alelos para este locus génico foram transmitidos
apenas pela mae.

MULHERES COM MUTACOES ATIVADORAS DO LHR

Mulheres portadoras de mutagdes ativadoras do recep-
tor do LH ndo desenvolvem puberdade precoce e
apresentam funcdo reprodutiva normal (3). Um estu-
do hormonal detalhado foi realizado em uma mulher
assintomatica com 36 anos, portadora da mutacdo
Gly578Asp na sexta hélice transmembrana do receptor
do LH (20). A paciente era mae de dois pacientes com
testotoxicose que foram estudados com idades de 2,4
e 3,5 anos. Os niveis basais de LH, FSH e andrdgenos
foram normais, assim como, ap6s administracdo de
agonistas de GnRH e dexametasona, indicando ausén-
cia de hiperandrogenismo ovariano nesta mulher (20).

O estudo hormonal de duas pacientes brasileiras
femininas portadoras de mutacdes do gene do recep-
tor do LH (mae e irma dos pacientes 1V e |1, respecti-
vamente; tabela 2), evidenciou niveis normais de
gonadotrofinas, estr6genos e andrégenos, confirman-
do a auséncia de fenétipo nas mulheres com mutacdo
ativadora do gene do receptor do LH (19).

MUTACOES SOMATICAS DO GENE DO
RECEPTOR DO LH

Recentemente, Liu e cols. (21) descreveram uma
mutacdo somatica ativadora, Asp578Hlis, localizada na
sexta hélice transmembrana do receptor do LH em
trés meninos ndo relacionados com puberdade precoce
independente de gonadotrofinas devido a tumores das
células de Leydig. Esta mutacdo determinou ativacao
concomitante das vias do AMPc e da quinase protéica
C (PKC) em estudo funcional com células transfec-
tadas (21). Esta dupla ativacdo é peculiar, podendo
justificar o fenétipo caracterizado pela transformacao

Tabela 2. Mutacdes do receptor do LH identificadas em 8 meninos brasileiros com testotoxicose.

Cason® Mutagao Posicao Estato Alélico Heranca Familiares com Mutacdo Referéncia
| Ala568Val 32 alga intracelular Heterozigose Desconhecida* - 8

Il Ala568Vval 32 alca intracelular Heterozigose Familial Mae e irma 9

Il Leud57Arg Hélice I Heterozigose de novo - 9

I\ Thr577lle Hélice VI Heterozigose Familial Mae 19, 14

\% Leu368Pro Hélice | Heterozigose Familial Mae 10

VI Leu368Pro Hélice | Heterozigose Familial Mae 10

VI Ala568Val 32 alga intracelular Homozigose Familial Mae 10

Vil Met571Leu Hélice VI Heterozigose - - 13

* Crianca adotada. Pacientes V e VI séo irmaos.
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neoplasica, em relacdo as mutacBes descritas em
pacientes com testotoxicose (21).

O estudo realizado por Giacaglia e cols. (22) de
quatro tumores das células de Leydig, trés tecomas e
quatro tumores Sertoli-Leydig pelas técnicas de eletro-
forese em gel com gradiente de desnaturacdo (DGGE)
e seqlenciamento automatico, ndo evidenciou
mutacdes no exon 11 do gene do receptor do LH. A
discrepancia entre os achados de Liu e cols. (21) e de
Giacaglia e cols. (22) podem ser decorrentes do
namero limitado de pacientes estudados, ndo per-
mitindo afastar a possibilidade de existirem mutacfes
incomuns em nosso meio. Como as mutagOes
relatadas por Liu e cols. (21) nos trés pacientes sdo
caprichosamente idénticas, a possibilidade de que
sejam limitadas a uma faixa etaria ou a um quadro
clinico especifico ainda néo é clara.

CONCLUSAO

A recente determinacdo em humanos da estrutura
molecular das gonadotrofinas e de seus respectivos
receptores desencadeou uma série de estudos relacio-
nando mutacdes genéticas as diversas patologias do
eixo de regulacdo gonadal. O estudo de estados
patolégicos raros, como a testotoxicose, constituiu fer-
ramenta preciosa no esclarecimento da fisiologia
gonadal. Mutacdes germinativas ativadoras do gene do
receptor do LH foram relacionadas com o quadro de
puberdade precoce familial, enquanto que mutacfes
somaticas ativadoras foram relacionadas ao apareci-
mento de tumores das células de Leydig no sexo mas-
culino. Mulheres portadoras de mutacfes germinativas
ativadoras do gene do receptor do LH se apresentam
assintomaticas, sem evidéncia clinica e hormonal de
puberdade precoce, ovarios policisticos e hiperandro-
genismo.
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